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SAZETAK

Ci]j istrazivanja je bio da se detaljnije prouce molekulski mehanizmi delovanja litijuma
na neurotransmiterski i antioksidativni status u prefrontalnom korteksu i hipokampusu stresiranih
zivotinja. Specifi¢ni cilj rada bio je da se ispita uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u
trajanju od 14 dana, kao i delovanje litijuma kod pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja na: koli¢inu dopamina (DA) i noradrenalina (NA), ekspresiju gena za tirozin
hidroksilazu (TH) i dopamin B hidroksilazu (DBH) (enzime koji ucestvuju u biosintezi DA i
NA), ekspresiju gena za dopaminske i noradrenalinske transportere odgovorne za preuzimanje,
skladiStenje i odpuStanje DA i NA (DAT, NET i VMAT 2), aktivnost i koli¢inu enzima
odgovornih za razgradnju DA i NA (MAO A, MAO B i COMT), ekspresiju gena za enzime
antioksidativne zaStite (SOD 1, SOD 2, CAT, GPx i GR), ekspresiju gena za BDNF u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu, koncentraciju ACTH i CORT u plazmi i ponaSanje
eksperimentalnih Zivotinja.

U eksperimentima je koriS¢en ponavljani stres fizickog sputavanja, izvoden na taj nacin
§to je pacov podvrgnut stanju nepokretnosti smestanjem u plasti¢ne tube dimenzija 25x7 cm.
Pacovi su podvrgnuti opisanom stresu po dva sata tokom 14 dana u razli¢ito vreme u periodu od
9-13 h. Rastvor litijum-hlorida (LiCl) je pacovima injeciran intraperitonealno jednom dnevno 14
dana. Pocetna doza litijuma je bila 1,5 mEq/kg 1 primenjena je prva dva dana. Zatim je povecana
na 2,3 mEg/kg sedam dana, pa na 3 mEqg/kg pet dana. Ovakav protokol davanja LiCl pacovima
obezbeduje koncentracije litijuma u plazmi koje su, u poredenju sa pacijentima sa bipolarnim
poremecajem, iznad minimalne terapeutske koncentracije (i. e. 0,4 mM) tokom perioda terapije.
U ovom istrazivanju koriS¢ene su slede¢e metode: 1. Metoda za kvantifikaciju ekspresije TH,
DBH, DAT, NET, VMAT 2, SOD 1, SOD 2, CAT, GPx, GR i BDNF gena (RT-PCR-a u
realnom vremenu sa TagMan probama); 2. Metoda za kvantifikaciju sinteze TH, DBH, DAT,
NET, VMAT 2, COMT, SOD 1, SOD 2, CAT, GPx, GR i BDNF proteina (Western blot); 3.
Metode za odredivanje aktivnosti enzima MAO A i MAO B (Amplex Red Monoamine Oxidase
Assay kit; molecular Probes), SOD 1, SOD 2, CAT, GPx i GR (Randox Laboratories, Crumlin,
UK; metoda po Claiborn-u; metoda po Maral-u; metoda po Glatzle-u); 4. Metoda za odredivanje
DA i NA u tkivu (kit 3-CAT Research ELISA kits BA E-5600, Labor Diagnostica Nord,
Nordhorn, Germany); 5. ELISA esej, metoda za odredivanje CORT u plazmi (OCTEIA EIA Kkit,



Immunodiagnostic Systems Inc.); 6. Hemiluminiscentna metoda za odredivanje ACTH u plazmi
pomocu automatskog analizatora. Test izdignutog plus lavirinta i test forsiranog plivanja
korisc¢eni su za analizu ponaSanja eksperimentalnih zivotinja.

U obe ispitivane mozdane oblasti, u uslovima ponavljanog stresa fizickog sputavanja,
smanjena je ekspresija gena za TH (nema ,,de novo sinteze kateholamina), povecano je
preuzimanje neurotransmitera (NA u prefrontalnom korteksu i DA u hipokampusu), povecana je
konverzija DA u NA (samo u hipokampusu), povecano je koris¢enje i fino podeSavanje
kapaciteta kateholaminskog sistema i povecana je potreba za razgradnjom oba neurotransmitera.
To je uticalo na smanjenje koli¢ine DA i povecanje koli¢ine NA u obe ispitivane mozdane
oblasti. Pored toga, uocena je povecana aktivnost SOD 1, SOD 2 i CAT enzima i koli¢ina
BDNF, a smanjena aktivnost GPx enzima u obe ispitivane mozdane oblasti, kao i poveéana
koncentracija CORT u plazmi. Svi ispitivani parametri, a prvenstveno visoke vrednosti NA i
niske vrednosti DA, ukazuju na to da je primenjeni tretman uzrokovao stresni odgovor kod
eksperimentalnih Zivotinja, Sto se odrazilo i na njihovo ponasanje.

Litijum kod stresiranih Zivotinja vra¢a vrednosti ekspresije gena za TH i DBH na
kontrolni nivo 1 zapoc€inje ,,de novo* sintezu kateholamina, vra¢a nivo preuzimanja, konverzije,
koris¢enja i finog podeSavanja kapaciteta kateholaminskog sistema na kontrolni nivo, a povecava
potrebu za razgradnjom neurotransmitera NA, §to za posledicu ima vracanje nivoa DA i NA u
obe mozdane oblasti na nivo karakteristiCan za nestresirane Zivotinje. U uslovima ponavljanog
stresa fiziCkog sputavanja, litijum povecava aktivnosti SOD 2, CAT, GPx i GR enzima, Sto
ukazuje na to da litijum s obzirom na vrstu tkiva aktivira sistem antioksidativne zaStite zbog
povecane razgradnje stresom akumuliranog NA. Litijum kod stresiranih Zivotinja, vraca
ekspresiju gena za BDNF u obe ispitivane mozdane oblasti, kao i nivoe ACTH i CORT u plazmi,
na vrednosti priblizne kontrolama. Pored toga, litijum kod stresiranih zivotinja, vra¢a indeks
anksioznosti i procenat nepokretnosti na kontrolni nivo.

Na osnovu analize dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da litijjum u prefrontalnom
korteksu 1 hipokampusu stresiranih Zivotinja vrac¢a neurotransmiterski i antioksidativni status na

nivo nestresiranih Zivotinja.
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ABSTRACT

The aim of this research was to investigate the molecular mechanisms underlying the
effects of lithium on neurotransmitter and antioxidant status in prefrontal cortex and
hippocampus of the stressed animals. The specific aim of the work was to investigate the effect
of chronic restraint stress in a period of 14 days and also the effect of lithium administration on:
the amounts of dopamine (DA) and noradrenaline (NA), the gene expression of tyrosine
hydroxylase (TH) and dopamine-p-hydroxylase (DBH) (biosynthetic enzymes for DA and NA),
the gene expression of transport proteins for uptake, storage and release of DA and NA (DAT,
NET and VMAT 2), the activity and amount of DA and NA degrading enzymes (MAO A, MAO
B and COMT), the gene expression of antioxidant enzymes (SOD 1, SOD 2, CAT, GPx and
GR), the gene expression of BDNF in prefrontal cortex and hippocampus, the plasma
concentrations of ACTH and CORT, as well as on the behavior of experimental animals.

In our experiments the rats were subjected to chronic restraint stress by being placed in
the plastic tubes sized 25x7 cm, two hours a day for 14 days, at different times in the period from
9 to 13 h. Lithium-chloride solution (LiCl) was injected to the animals intraperitoneally once a
day during 14 days. The initial dose of lithium of 1,5m Eqg/kg was applied in the first two days.
The dose was increased to 2,3 mEg/kg during the next 7 days and to 3 mEq/kg during the
following 5 days. This protocol of LiCl administration provided the concentrations of lithium in
the plasma of rats to be higher than the minimal therapeutic concentration (i.e. 0,4 mM) in the
patients with bipolar disorder. The following methods were used in this investigation: 1. The
expressions of TH, DBH, DAT, NET, VMAT 2, SOD 1, SOD 2, CAT, GPx, GR and BDNF
were quantified by using real time RT-PCR with TagMan assays. 2. Western blot analysis was
used to quantify the synthesis of TH, DBH, DAT, NET, VMAT 2, COMT, SOD1, SOD 2, CAT,
GPx, GR and BDNF protein. 3. Methods for evaluation of MAO A and MAO B enzyme activity
(Amplex Red Monoamine Oxidase Assay kit; molecular Probes), enzyme activities of SOD 1,
SOD 2, CAT, GPx i GR (Randox Laboratories, Crumlin, UK; method by Claiborn-u; method by
Maral-u; method by Glatzle-u); 4. Methods for measuring DA i NA in the tissue (kit 3-CAT
Research ELISA kits BA E-5600, Labor Diagnostica Nord, Nordhorn, Germany); 5. ELISA
assay, the method for measuring CORT in the plasma (OCTEIA EIA kit, Immunodiagnostic



Systems Inc.); 6. Hemiluminiscent method for measuring of ACTH in the plasma by automatic
analyzer. Plus maze and forced swimming tests were used for the analysis of behavior of the
experimental animals.

In the conditions of chronic restraint stress, in both of the investigated brain areas, the
gene expression of TH was decreased (confirms absence of de novo synthesis of catecholamine),
the uptake was increased (NA in prefrontal cortex and DA in hippocampus), the conversion of
DA into NA was increased (in hippocampus only), the utilization and fine tuning of
catecholamine capacity was increased and the necessity for degradation of both transmitters was
increased. This influenced the decrease of DA and the increase of NA amounts in both of the
investigated brain areas. In addition, we observed the increased activity of SOD 1, SOD 2 and
CAT enzymes and the amount of BDNF, decreased GPx enzyme activity in both brain areas, as
well as the increased CORT concentration in plasma. All the investigated parameters, primarily
high NA levels and low DA levels, indicate that the applied treatment caused the stress reaction
in experimental animals which had an impact on their behavior.

In stressed animals, lithium returns gene expressions of TH and DBH to control levels
and initiates de novo catecholamine synthesis, returns the levels of uptake, conversion, utilization
and fine tuning of catecholamine capacity to the control level and increases the necessity for NA
transmitter degradation, which results in returning of DA and NA levels of both brain areas to
the levels found in unstressed animals. In the conditions of chronic restraint stress lithium
increases the activities of SOD 2, CAT, GPx and GR enzymes, which indicates that lithium
activates antioxidant protection system due to increased degradatiom of stress- accumulated NA.
In stressed animals, lithium returns the gene expression of BDNF in both investigated brain
areas, as well as ACTH and CORT levels in the plasma, to the levels approximate to the controls.
In addition, lithium returns anxiety index and immobility percentage to the control levels.

According to the analysis of the obtained results, we can make a conclusion that lithium
returns the neurotransmitter and antioxidant status in the prefrontal cortex and hippocampus of

the stressed animals to the level of the unstressed animals.
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SKRACENICE

A adrenalin

AAAD aromati¢na L-aminokiselinska dekarboksilaza

ACTH adrenokortikotropni hormon

ALS amiotrofi¢na lateralna skleroza

ANOVA analiza varijanse (eng. analysis of variance)

AP-1 aktivacioni protein-1

APS amonijum persulfat

ATP adenozin trifosfat

AVP arginin vazopresin

BAG-1 membranski protein (eng. BAG family molecular chaperone regulator 1; syn.

Bcl-2-associated athanogene 1)

BCA bicinhonini¢na kiselina (eng. bicinchoninic acid)

Bcl-2 B-celijski limfom 2 (eng. B-cell lymphoma 2)

BDNF neurotrofni mozdani faktor (eng. brain-derived neurotrophic factor)
BH4 tetrahidrobiopterin

CA cornu ammonis

cAMP cikli¢ni adenozin monofosfat

CAT katalaza

cDNK komplementarna DNK

cGPx Celijska GPx (GPx1)

CNS centralni nervni sistem

COMT katehol-O-metiltransferaza

CORT kortikosteron

CRE elementi koji odgovaraju na CAMP (eng. cCAMP-response element)
CREB CRE vezuju¢i protein

CRH kortikotropni oslobadajuci hormon

CuzZnSOD  bakar cink superoksid dismutaza (SOD 1)
DA dopamin



DAG
DAT
DBH
DNK
DOPA
DPC
ECL

EC SOD
EDTA
ELISA

FGF-2
GABA
GDNF
GLU
GPx
GR
GRE

GSH
GSK-3p
GSSG
GST
GTP
HDAC
H202
HPA
HRP
5-HT
IL-6
iIRNK

diacilglicerol

dopaminski transporter

dopamin beta-hidroksilaza

dezoksiribonukleinska kiselina

dihidroksifenilalanin

dietilpirokarbonat

pojacana hemiluminescencija (eng. enhanced chemiluminescence )
vancelijska SOD (SOD 3)

etilendiamintetraacetat

enzimski imuno esej (eng. enzyme-linked immunoadsorbent assay)
zivotinje tretirane fizioloSkim rastvorom

faktor rasta fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor)
gama-aminobuterna kiselina

neurotrofni faktor glijskih ¢eliija (eng. glial cell-derived neurotrophic factor)
glukoza

glutation peroksidaza

glutation reduktaza

elementi koji odgovaraju na glukokortikoide (eng. glucocorticoid-responsive
element)

redukovana forma glutationa

kinaza glikogen sintaze 3 beta (eng. glycogen synthase kinase 3 beta)
oksidovana forma glutationa

glutation S-transferaza

guanozin trifosfat

histon deacetilaza

vodonik peroksid

hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalni

peroksidaza iz korena rena (eng. horseradish peroxidase)
5-hidroksitriptamin (serotonin)

interleukin 6

informativna ribonukleinska kiselina



K
LC
L-DOPA
Li

LiCl

LTP
MAO
MARCKS
MnSOD
NA
NADPH
NET
NF«B
NGF-B
NMDA
0y’
oD
PC12
PCR
PEA
PFC
PHGPx
PI3K
PKC
PNMT
POMC
PSFS
PTSD
PVN
Q10
RNK

kontrolne Zivotinje

lokus ceruleus (locus coeruleus)
L-3,4-dihidroksifenilalanin (levodopa)

Zivotinje tretirane litijumom

litijum-hlorid

dugotrajna potencijacija (eng. long-term potentiation)
monoamino oksidaza

supstrat protein kinaze C (eng. myristoylated alanine-rich C-kinase substrate)
mangan superoksid dismutaza (SOD 2)

noradrenalin

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

noradrenalinski transporter

nuklearni faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa B)
nervni faktor rasta beta (eng. nerve growth factor beta)

N-metil-D-aspartat

superoksid anjon

opticka gustina (eng. optical density)

¢elijska linija feohromocitoma srzi nadbubrezne zlezde pacova
lan¢ana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)
feniletilamin

prefrontalni korteks

fosfolipid hidroperoksid GPx (GPx4)

fosfatidilinozitol 3-kinaza

protein kinaza C

feniletanolamin N-metiltransferaza

pro-opiomelanokortin

ponavljani stres fizickog sputavanja

post-traumatski stresni poremecaj

paraventrikularni nukleus

koenzim Q10

ribonukleinska kiselina



ROS
Sam
SDS
Sec
SOD
TAR
TBS-T
TEMED
TH
TNF
TRAP

Ul
U2
VMAT

reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species)
S-adenozil-metionin

natrijum dodecil sulfat

seleno-cistein

superoksid dismutaza

totalna antioksidativna reaktivnost (eng. total antioxidant reactivity)
pufer (eng. Tris-buffered saline - Tween 20)
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin

tirozin hidroksilaza

faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor)

totalni reaktivni antioksidativni potencijal (eng. total reactive antioxidant
potential)

neuronsko preuzimanje “uptake 1”

neneuronsko preuzimanje “uptake 2”

vezikularni monoaminski transporter
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1. UVOD

1.1. Stres

., Organizam placa svoje prezZivljavanje tako Sto posle svake stresne situacije postaje

malo stariji.”” Hans Selye
1.1.1. Definicija stresa

Stres je okida¢ za nastanak vaznih adaptivnih procesa, koji omoguéavaju organizmu da se
izbori 1 prezivi u promenljivoj spoljasnjoj sredini. Medutim, u slucajevima produzenog ili
ponavljanog delovanja stresora, stres moZze da bude Stetan za organizam. Selye-ova ideja da
dugotrajni stres moze da izazove bolesti i psihijatrijske poremecaje i danas je Siroko prihvacena
(Selye, 1946; Selye, 1973; Szabo i saradnici, 2012). Savremene teorije stresa definiSu stres kao
svesno ili nesvesno opazanje faktora koji prete da ugroze homeostazu (Chrousos i Gold, 1992;
Goldstein i McEwen, 2002; Goldstein i Kopin, 2007), pri ¢emu je odgovor u izvesnom stepenu
specifian 1 zavisi, izmedu ostalog, od prirode pretnje homeostazi, nac¢ina na koji organizam
opaza stresor i sposobnosti da se sa njim izbori (McEwen i Stellar, 1993; Pacak i Palkovits,
2001). Mozak je centralni organ zaduZen za odgovor i adaptaciju organizma na stres zato Sto
uocava opasnost, odnosno registruje efekte stresora i koordiniSe odgovaraju¢i neuroendokrini
odgovor i ponaSanje organizma u odnosu na stresnu situaciju (de Kloet i saradnici, 2005;
McEwen, 2012). Adaptivni odgovor organizma na izazove, odnosno na delovanje stresora,
podrazumeva aktivan fizioloSki odgovor u cilju odrZzavanja homeostaze, $to znaci da se
»Stabilnosti postize kroz promene” (McEwen, 2000 a). Taj proces adaptacije je poznat kao
»alostaza”. Mnogi sistemi u organizmu funkcioniSu po principu alostaze, ukljuc¢ujuéi autonomni
nervni sistem i hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalni (HPA) sistem i na taj na¢in pomazu da se
ponovo uspostavi ili odrzi stanje homeostaze kroz adaptaciju. Princip alostaze u odgovoru
pomenutih sistema na delovanje stresora obuhvata uklju¢ivanje procesa sinteze i/ili sekrecije
fizioloskih posrednika kao Sto su kateholamini i glukokortikoidi. Funkcionisanje mozga takode
potvrduje princip alostaze, ukljucuju¢i procese aktivacije nervnih ¢elija i otpustanja
neurotransmitera Sto za posledicu ima lokalni efekat u smislu ili propagacije ili inhibiranja dalje

neuronske aktivnosti. Neurotransmiteri i hormoni se, kao posrednici, po pravilu luce u
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odredenom periodu po aktivaciji i zatim se isklju¢uju, a sami posrednici se uklanjaju iz
meducelijskog prostora procesom preuzimanja ili se metabolisu u cilju zavrSetka njihovog daljeg
delovanja. Kada je organizam izlozen ponovljenom delovanju stresora ili kada pomenuti sistemi
koji su ukljuceni u proces alostaze ostanu aktivirani i kada to vise nije potrebno, odnosno ukoliko
ne dode do iskljucenja ili uklanjanja ovih posrednika, njihovi efekti na ciljne celije se
produZavaju i nastaje tzv. “alostaticko opterecenje”. “Alostaticko optereéenje” odnosno “cena

adaptacije” je glavni uzro¢nik brojnih oboljenja (McEwen i Stellar, 1993; McEwen, 1998 a).

1.1.2. Podela stresa s obzirom na vrstu i trajanje stresora

Pod pojmom stresor podrazumeva se stimulus koji remeti homeostazu. Postoje brojne
podele stresora. Prema Van de Kar-u i Blair-u (1999) stresori se mogu razvrstati u tri opSte
grupe: 1) psiholoski stresori, zasnovani na nau¢enom odgovoru na pretnju od nadolazecih
nepovoljnih okolnosti (strah, uznemirenost, izlaganje novom ili nekontrolisanom okruZenju); 2)
stresori koji se sastoje od fizickog stimulusa i imaju snaznu psiholosku komponentu (bol,
imobilizacija); 3) stresori koji ugrozavaju kardiovaskularnu homeostazu (krvarenje, telesna
vezba, izlaganje toploti). Pacak i Palkovits (2001) klasifikuju stresore u Cetiri glavne kategorije:
1) fizicki stresori, kao §to su hladnoca, toplota, radijacija, buka, vibracije, hemijski stresori, bol 1
imobilizacija; 2) psiholoski stresori koji uticu na emocionalno stanje i mogu da izazovu promene
u ponasanju kao Sto su: anksioznost, strah i frustracija kod ljudi, a kod eksperimentalnih Zivotinja
premestanje i stres fizickog sputavanja (eng. restraint); 3) socijalni stresori koji odraZavaju
poremecene interakcije izmedu pojedinaca, npr. kod ljudi: nezaposlenost, razvod, smrt partnera,
a kod Zivotinja dominantno ponaSanje; 4) stresori koji ugrozavaju kardiovaskularnu i
metabolicku homeostazu, kao npr. fizicko vezbanje, poremecaj cirkulacije, hipoglikemija,
krvarenje, itd. U pogledu trajanja, stresori mogu biti akutni (pojedina¢no i isprekidano izlaganje
stresoru) i1 hroni¢ni ili ponovljeni (kontinuirano dugoro¢no ili isprekidano dugoro¢no izlaganje

stresoru).

1.1.3. Ponavljani stres fizickog sputavanja

Hroni¢ni stres je vazan faktor u razvoju depresije, anksioznosti, povisenog pritiska,

supresije imunskog sistema, poremecaja reproduktivne funkcije, gastrointestinalnih i mnogih
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drugih poremecaja. Da bi se bolje razumeli mehanizmi odgovora na stres i procesi koji dovode
do nastanka pomenutih poremecaja pod delovanjem hroni¢nog stresa, koriste se razliciti
zivotinjski modeli. Veé¢ina modela hroni¢nog stresiranja sastoji se od svakodnevnog izlaganja
dejstvu odredenog stresora. Karakteristika ovog tipa stresiranja je saznanje da ponavljani stres
dovodi do adaptacije i habituacije, pa ponavljano izlaganje delovanju istog stresora izaziva sve
slabiji neuroendokrini odgovor. To, naravno, veoma zavisi od tipa kori$¢enog stresora (Pitman i
saradnici, 1988; Natelson i saradnici, 1988). Pored toga, individualne razlike u reaktivnosti na
stresor, kao i sam intenzitet stresora i ucestalost njegove primene mogu da uti¢u na obrazac
odgovora na stres tokom ponavljane primene stresora (Natelson i saradnici, 1988; Pitman i
saradnici, 1988). Ponavljani stres fizi¢kog sputavanja (PSFS) kao procedura stresiranja ima dugu
istoriju i veoma cesto se koristi u cilju izucavanja fiziologije, patologije, farmakologije,
imunologije i biologije ponaSanja laboratorijskih Zivotinja. Mnogi istraziva¢i podrazumevaju da
PSFS neizostavno izaziva odgovor na stres (Kim i Han, 2006). Iz tih razloga tehnika PSFS je
postala standardna laboratorijska procedura u proucavanju efekata akutnog i hroni¢nog stresa.
Osim toga, jedan od razloga ove Siroke upotrebe modela PSFS je njegova jednostavnost i laka
izvodljivost. Hroni¢no stresiranje u ovom modelu podrazumeva da se Zivotinja na odredeni broj
sati u toku dana, u odredenom duzem periodu, smesti u tubu veli¢ine tela koja onemoguéava
pokrete (Glavin i saradnici, 1994; Sutanto i de Kloet, 1994; Kim i Han, 2006). Iskustva brojnih
istrazivanja su pokazala da je tehnika stresiranja pacova metodom PSFS veoma korisna i uspesna
u izucavanju i centralnih i perifernih mehanizama povezanih sa delovanjem stresa, kao i u

ispitivanju efekata lekova na poremecaje uzrokovane stresom.

1.2. Kateholamini
Neposredni odgovor organizma na stres je oslobadanje katecholamina. Kateholamini:
dopamin (DA), noradrenalin (NA) i adrenalin (A) nastaju u hromafinim ¢elijama SrZi
nadbubreznih Zlezda, a izlucuju se i kao neurotransmiteri na krajevima postganglijskih
simpatickih nerava i1 kateholaminskih neurona u mozgu i na taj nacin deluju na skoro sva tkiva i
mnoge funkcije u organizmu. Zajedno sa drugim neurotransmiterima i hormonima, kateholamini
reguliSu veliki broj fizioloskih procesa, lu¢enje mnogih peptida i steroidnih hormona i mogu da

menjaju sintezu hormona tako $to uti¢u na transkripciju gena (Goldstein, 2003; Sabban, 2007).
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Po hemijskom sastavu, kateholamini su biogeni amini. To su visoko aktivna jedinjenja, koja u

svojoj strukturi sadrze kateholsko jezgro sa amino grupom u bo¢nom nizu.

1.2.1. Metabolizam kateholamina
1.2.1.1. Biosinteza kateholamina

Kateholamini se sintetiSu iz L-tirozina, koji se kada ude u mozdane kateholaminske nervne
zavrsetke (Slika 1), pretvara u dihidroksifenilalanin (DOPA) pomocu citosolnog enzima tirozin

hidroksilaze (TH). TH je aminokiselinska hidroksilaza koja sadrzi gvozde i zavisna je od

HO —Q—CH,—clH —COOH L -TYROSINE

NH,
Tyrosine hydroxylase (TH)
(tetrahydrobiopterin, Fe?*, O,)

HO
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Slika 1. Biosinteza kateholamina (Slika preuzeta iz revijalnog rada Kvetnansky i
saradnici, 2009)
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biopterina. Ovaj enzim Kkoristi tirozin, tetrahidrobiopterin (BH4) i molekule kiseonika za
stvaranje DOPA, dihidrobiopterina i vode. Kofaktor BH4 se resintetiSe iz dihidropterina pomocu
enzima dihidropteridin-reduktaze. Budu¢i da je BH4 prisutan u malim koli¢inama, aktivnost TH
zavisi od njegove raspolozivosti (Nagatsu i Ichinose, 1999). Za de novo biosintezu BH4, enzim
GTP-ciklohidrolaza | katalizuje ,rate-limiting” stepen (Nichol i saradnici, 1985; Nagatsu i
Ichinose, 1999; Thony i saradnici, 2000). Enzim TH je kompleksno regulisan u kratkom i dugom
vremenskom periodu. U kratkom vremenskom periodu enzimska aktivnost TH je regulisana
negativnom povratnom spregom (Kaufman, 1995; Nagatsu, 1995; Sabban i saradnici, 1995;
Kumer i Vrana, 1996; Fitzpatrick, 1999), tako Sto je inhibira nivo kateholamina (DOPA, NA,
DA). Aktivnost TH je takode regulisana alosterickom regulacijom i fosforilacijom. TH mozZe biti
fosforilisana razli¢itim kinazama na mestu aminokiseline serin (polozaj 8, 19, 31 i 40) u NHo-
terminalnom domenu (Dunkley i saradnici, 2004). Osim toga, na aktivnost TH u duzem
vremenskom periodu takode uti¢u stabilnost enzima, transkripciona regulacija, stabilnost RNK,
alternativno spajanje RNK i translaciona aktivnost. Promena ekspresije gena za TH je glavni
mehanizam pomocu koga kateholaminski sistem odgovara na stres (Kvetnansky i saradnici,
2009). DOPA se pretvara u DA posredstvom nespecificnog enzima aromati¢ne L-
aminokiselinske dekarboksilaze (AAAD). Aktivnost AAAD zavisi od nivoa njenog kofaktora
piridoksal-fosfata. Dopamin se preuzima iz citoplazme i pakuje u vezikule gde se skladisti i
pretvara u NA pomocu dopamin-B-hidroksilaze (DBH), enzima koji postoji u rastvorljivoj formi,
ali i vezan u membrani vezikula. Obe forme su kodirane istom iIRNK (Feng i saradnici, 1992;
Lewis i Asnani, 1992). Za aktivnost DBH potrebno je prisustvo askorbinske kiseline, bakra i
molekula kiseonika. Izvesna kolicina DBH se oslobada egzocitozom zajedno sa NA i A. Ovaj
enzim prisutan je i u cerebrospinalnoj te¢nosti i plazmi (Weinshilooum i Axelrod, 1971).
Dobijeni NA se pretvara u A pomocu rastvorljivog citosolnog enzima feniletanolamin N-
metiltransferaze (PNMT) (Axelrod, 1962), koja koristi S-adenozil-metionin (Sam) kao kofaktor.
Enzim PNMT moze se indukovati pomocu glukokortikoida i uglavnom je lokalizovan u srzi
nadbubreznih zlezda, ali i simpaticki inervisani organi i neke oblasti mozga su takode u stanju da

sintetiSu male koli¢ine A.
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1.2.1.2. Preuzimanje kateholamina

Bioloski efekti kateholamina otpustenih u sinapti¢ku pukotinu vrlo brzo prestaju zbog
preuzimanja u nervne zavrSetke i/ili efektorske ¢elije ili usled razgradnje, odnosno konverzije
kateholamina u inaktivne metabolite ili se pak, translociraju u vezikule za deponovanje
(Eisenhofer i saradnici, 1988; Goldstein i saradnici, 1988). Mehanizma inaktivacije kateholamina
neuronskom reapsorpcijom (Axelrod i saradnici, 1959) i enzimskom razgradnjom otkrio je Julius
Axelrod (1957). Neuronsko preuzimanje je poznato kao ,,uptake 1 (U1l) (Eisenhofer, 2001), a
preuzimanje kateholamina od strane neneuronskih tkiva, odnosno ekstraneuronsko preuzimanje,
kao ,,uptake 2 (U2) (lveersen, 1965). Proces Ul ima ulogu ponovnog preuzimanja lokalno
otpustenog ili cirkulisuc¢eg NA i njegovog deponovanja u vezikulama unutar neurona za ponovnu
upotrebu. Ovo je energetski zahtevan proces i obavlja se posredovanjem proteinskih transportera
koji prenose kateholamine nasuprot gradijentu koncentracije. Interesantno je da se tokom
izloZenosti stresoru Ul povecava istovremeno sa povecanjem sekrecije NA (Eisenhofer i
saradnici, 1990 a; Eisenhofer i saradnici, 1991). Oko 90% otpuStenog NA se ponovo preuzima u
neurone (Eisenhofer i saradnici, 1989; Eisenhofer i saradnici, 1990 a; Eisenhofer i saradnici,
1991). Preuzimanje i skladiStenje kateholamina je posredovano noradrenalinskim transporterom
(NET), dopaminskim transporterom (DAT) i vezikularnim monoaminskim transporterom
(VMAT). Monoaminski transporteri (NET i DAT) igraju vaznu ulogu u fizioloskim funkcijama
kateholamina, jer ih uklanjaju i omogucavaju njihovo preuzimanje, a zatim transportuju u
vezikule u kojima se ¢uvaju ili se metaboliSu uz pomo¢ enzima za razgradnju kateholamina.
ProSirenja na kateholaminskim neuronima u mozgu sadrze citoplazmati¢ne vezikule koje aktivno
skladiste sintetisane ili preuzete kateholamine iz citoplazme pomocu specificnih proteinskih
prenosilaca VMAT (Johnson, 1988). Utvrdeno je da postoje dve izoforme ovih transportera:
VMAT 1 (,,neuroendokrina“ izoforma) i VMAT 2 (,,neuronska® izoforma) (Schuldiner, 1994).
Neuroni, bilo da se nalaze na periferiji ili u mozgu, imaju samo izoformu VMAT 2. Nasuprot
tome, hromafine ¢elije srzi nadbubreznih Zlezda imaju obe izoforme VMAT, s tim §to je VMAT-
1 glavna izoforma kod glodara, a VMAT 2 kod ljudi. Svi kateholamini (DA, NA i A) u nacelu su
bolji supstrati za izoformu VMAT 2 (Goldstein, 2001). Brza inaktivacija kateholamina
otpustenih u sinapticku pukotinu je preduslov za preciznu kontrolu efektorskog sistema.
Nasuprot uobic¢ajenom shvatanju, vezikularni depoi kateholamina nisu u statickom stanju

cekajuci da budu oslobodeni putem egzocitoze. Naprotiv, oni se nalaze u dinamickoj ravnotezi sa
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okolnom citoplazmom, uz pasivno isticanje kateholamina u spoljasSnjost, uravnoteZzeno sa
aktivnim transportom u unutrasnjost pod kontrolom VMAT (Eisenhofer i saradnici, 2004).
Transport pomo¢u NET i DAT je proces koji zavisi od jona Na' i temperature i pokazuje veliki
afinitet, ali ima relativno mali kapacitet za kateholamine. NA se translocira pomo¢u NET dva
puta efikasnije nego A. Ovo objasnjava zasto simpaticki nervi efikasnije preuzimaju NA nego A.
DAT pokazuje vecu specificnost za DA, nego za NA ili A (Eisenhofer, 2001). Simpaticki nervi

ne preuzimaju O-metilovane metabolite kateholamina (Eisenhofer i saradnici, 1990 b).

1.2.1.3. Razgradnja kateholamina

Kateholamini podlezu hemijskoj razgradnji u procesima 3-O-metilacije uz pomoc¢ enzima
katehol-O-metiltransferaze  (COMT), oksidativne deaminacije uz pomo¢ enzima

monoaminooksidaze (MAO) i vezivanjem u formi sulfata i glukuronida.
1.2.1.3.1. Monoaminooksidaze

Primarna uloga MAO je da razgraduje amine i da reguliSe nivo neurotransmitera, kao i
unutarcelijske depoe amina (Shih i saradnici, 1999; Nagatsu, 2004; Shih, 2004). Enzim MAO je
flavoprotein i nalazi se na spoljasnjoj membrani mitohondrija presinaptickog neurona. Sadrzi
flavin-adenozin-dinukleotid i katalizije reakciju prevodenja biogenih amina do odgovarajucih
aldehida, pri ¢emu se koristi molekulski Kiseonik i stvaraju se kao produkti aldehid i hidrogen-

peroksid, Sto se moze uopsteno prikazati kroz jednakost:
R-CH,—NH, + O, + H,O -> R-CHO + NH3 + H,0,

Nakon toga se aldehid kao meduproizvod brzo metaboliSe, uglavnom oksidacijom uz pomoc
enzima aldehidne dehidrogenaze do odgovarajuce kiseline ili, pod odredenim okolnostima do
alkohola ili glikola uz pomo¢ enzima aldehidne reduktaze. Postoje dve izoforme ovog enzima u
mozgu, MAO A i MAO B, koje se razlikuju na osnovu afiniteta prema supstratu, kao i na osnovu
osetljivosti na inhibitore (Johnston, 1968). Primarni supstrat za MAO u mozgu su
neurotransmiteri: A, NA, DA, serotonin (5-HT) i B-feniletilamin (PEA). Pod normalnim
fizioloskim uslovima, NA i 5-HT su supstrati koje se prioritetno razgraduju uz pomo¢ MAO A, a
PEA je prioritetan supstrat za MAO B. Obe izoforme enzima ucestvuju u razgradnji tiramina,

oktopamina, triptamina i DA, mada za DA u mozgu ljudi ve¢i afinitet ima MAO B. U
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dopaminskim neuronima koji sadrze malo ili nimalo MAO B, u razgradnji kateholamina (NA ili
DA) uCestvuje u najvecoj meri izoforma MAO A. U obrnutom sluc¢aju, kada je re¢ o astrocitima,
gde je MAO B obilno prisutna, smanjuje se koli¢ina kateholamina koju razgraduje MAO A.
Kada je u pitanju tkivna zastupljenost, MAO je enzim prisutan u skoro svim tipovima celija
sisara, osim u eritrocitima (Shih i saradnici, 1999). Izoforma MAO A je najvise zastupljena u
placenti, jetri i crevima, a MAO B u mozgu, mada relativni doprinos ove dve izoforme zavisi i
od starosti jedinke (Nagatsu, 2004; Shih, 2004). U okviru centralnog nervnog sistema, MAO A je
smeStena prvenstveno u kateholaminskim celijama (Celijskom telu i dendritima), na pr.
substantia nigra, locus coeruleus (LC), nucleus subcoeruleus i periventrikularni region
hipotalamusa. MAO B je lokalizovana u 5-HT ¢elijskoj grupi (na pr. ¢elije unutar nucleus raphe
dorsalis, nucleus centralis superior), u astrocitima (Nagatsu, 2004; Shih, 2004), kao i u manjoj
meri u histaminskim c¢elijama u zadnjem delu hipotalamusa (Nagatsu, 2004; Shih, 2004).
Dopaminski neuroni imaju samo malu koli¢inu izoforme MAO A, a MAO B nemaju (Nagatsu,
2004; Shih, 2004). Neuroni unutar LC i hipotalamusa pokazuju aktivnost i MAO A i MAO B,
Sto ukazuje na to da obe izoforme mogu da se eksprimiraju u okviru iste ¢elije. Interesantan je
podatak da, u izvesnim uslovima, postoji posttranslacioni transport ovih enzima posle sinteze van
¢elije. Unutar neurona, MAO reguliSe nivo prolaska neurotransmitera odmah posle otpustanja u
sinapsu. Preuzimanje neurotransmitera od strane glijskih ¢elija i njihova razgradnja enzimom
MAO B moze da bude u funciji podeSavanja nivoa neurotransmitera unutar kompartmana ovih
¢elija. Kao rezultat razgradnje bioamina uz pomo¢ MAO dolazi do stvaranja potencijalno
toksi¢nih produkata kao Sto su: vodonik peroksid, amonijak i aldehidi. Posebno je opasan
hidrogen peroksid koji se u prisustvu gvozda(Il) pretvara u veoma citotoksi¢an hidroksilni
radikal. Sire gledano, poveéanje metabolizma kateholamina, koje je karakteristiéno za pojedina
patoloska stanja, dovodi do poveéanja produkcije ovakvih meduproizvoda kao $to su reaktivni
slobodni radikali. Ustanovljeno je da pove¢an nivo MAO moze da ukazuje na faktor rizika u
smislu sposobnosti ¢elije da prevazide poremecaj usled oksidativnog stresa (Nagatsu, 2004,

Shih, 2004).

1.2.1.3.2. Katehol-O-metiltransferaza

Kateholamini u cirkulaciji se inaktiviraju preuzimanjem u procesu U2 i enzimskom

razgradnjom uz pomo¢ enzima COMT (Axelrod, 1957), koji se nalazi u efektorskim ¢elijama.



Uvod

Adrenalne hromafine ¢elije sadrze veliku koli¢inu COMT (Eisenhofer i Lenders, 1998), sto
objaSnjava zaS$to sav metanefrin u plazmi potiCe iz O-metilacije kateholamina u srzi
nadbubreznih Zlezda (Eisenhofer i saradnici, 1995). Medutim, COMT je u izvesnoj koli¢ini
prisutan i u neuronima. Ovaj enzim koristi S-adenozilmetionin kao kofaktor. COMT metabolise
cirkuliSu¢e kateholamine uglavnom u jetri i bubrezima. U poredenju sa interneuronskom
deaminacijom, ekstraneuronska O-metilacija NA i A predstavlja manje znaCajan put

metabolizma kateholamina.
1.3. Oksidativni stres

Enzim MAO Kkatalizuje oksidaciju biogenih amina, pri ¢emu nastaju toksi¢ni molekuli
poput: aldehida, amonijum hidroksida i vodonik peroksida. MAO na taj naCin izaziva nastanak
oksidativnog stresa u CNS i perifernim tkivima. MAO je takode glavni izvor stvaranja vodonik
peroksida tokom ishemi¢nih promena, kao i tokom procesa starenja (Kwong i Sohal, 1998).
Pored toga, MAO dovodi do peroksidacije fosfolipida u mitohondrijama. Naime, nezasi¢ene
masne kiseline koje ulaze u sastav fosfolipida u membranama mitohondrija, mogu lako da se
oksiduju. Inhibitori MAO smanjuju stvaranje vodonik peroksida i na taj nacin stite srce (Zhang i
saradnici, 1998). Povecana lipidna peroksidacija i smanjena antioksidativna zastita za posledicu
imaju stvaranje epoksida koji mogu spontano da reaguju sa nukleofilnim centrima u ¢eliji i na taj
nacin da se kovalentno vezuju za molekule DNK, RNK i proteine (Rikans i Hornbrook, 1997).
Takvo delovanje moze da dovede do citotoksi¢nosti, alergija, mutagenosti i/ili kancerogenosti, u
zavisnosti od osobina tog epoksida. Sprecavanje lipidne peroksidacije je od sustinske vaznosti
kod aerobnih organizama, budu¢i da produkti lipidne peroksidacije mogu da dovedu do oste¢enja
molekula DNK i direktno inhibiraju proteine kao $to su NaK-ATPaza i transporteri glutamata
(Da Silva i saradnici, 1998; Esterbauer i saradnici, 1992; Patterson i Leake, 1998).

1.3.1. Enzimi antioksidativne zaStite

Antioksidanti se definiSu kao ,bilo koja supstanca koja odlaze, sprecava ili uklanja
oksidativno o$tecenje nastalo na ciljnom molekulu® (Halliwell i Gutteridge, 1995; Halliwell,
2007), odnosno kao ,,bilo koje supstance koja direktno uklanjaju reaktivne vrste kiseonika ili

indirektno deluju tako $§to povecavaju antioksidativnu zastitu ili inhibiraju stvaranje reaktivnih
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vrsta kiseonika (ROS)*“ (Khlebnikov i saradnici, 2007). Drugim re¢ima, antioksidantima se mogu
smatrati bilo koji molekuli koji inhibiraju oksidaciju drugog molekula. Oni dovode do prekidanja
procesa oksidacije tako $to uklanjaju meduproizvode nastale delovanjem slobodnih radikala i
inhibiraju oksidacione reakcije. Na taj nacin antioksidanti ¢esto deluju kao redukciona sredstva
(npr. askorbinska kiselina, tioli ili polifenoli) (Sies, 1997). U zavisnosti od ravnoteze izmedu
ROS i raspolozivih antioksidanata u ¢eliji, antioksidanti mogu da inhibiraju ili odlozZe
otpocinjanje ili Sirenje oksidativnih lancanih reakcija i tako sprece ili poprave ostecenje koje je u
¢eliji nastalo delovanjem ROS. Poznato je da antioksidanti deluju preko pojedinac¢nih ili
kombinovanih mehanizama poput: uklanjanja slobodnih radikala, redukcione aktivnosti,
kompleksovanja pro-oksidanata, uklanjanja lipidnih peroksilnih radikala ili suzbijanja tzv.
singlet forme kiseonika. Kada je celija izlozena oksidativnom stresu, u cilju zastite od
nepovoljnog delovanja dolazi do ekspresije i regulacije odredenih enzima antioksidativne zastite
kao odbrambenog mehanizma koji Stiti ¢eliju od oStecenja izazvanih slobodnim radikalima.
Pored toga, u antioksidativnoj odbrani ucestvuju 1 tzv. neenzimski antioksidanti. Enzimski
antioksidanti ucestvuju u direktnoj ili indirektnoj odbrani od ROS i u njih spadaju enzimi:
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation reduktaza
(GR), glutation ,,s“-transferaze (GST) i drugi. Neenzimski antioksidanti obuhvataju ¢itav spektar
razli¢itih jedinjenja: vitamine (A, C, E 1 K), enzimske kofaktore (Q10), minerale (Zn, Se itd.),
organska sumporna jedinjenja, azotna jedinjenja (mokraéna kiselina), peptide (glutation),
prirodne pigmente (karotenoidi) i polifenole (flavonoidi i fenolna kiselina) (Palace i saradnici,
1999; Turunen i saradnici, 2004; Pietta, 2000; Burton i Traber, 1990; Halpner i saradnici, 1998;
Vervoort i saradnici, 1997; Rice-Evans i saradnici, 1996; Paiva i Russell, 1999; Duarte i Lunec,
2005; Buettner, 1993).

1.3.1.1. Superoksid dismutaze

Superoksid dismutaze su enzimi antioksidativne zaStite koji katalizuju prevodenje veoma
reaktivnog superoksid anjona u molekul kiseonika i manje reaktivni vodonik peroksid. Peroksid
se dalje razlaze od strane CAT ili u reakcijama katalizovanim enzimom GPx (Fridovich, 1995;

Sandalio i saradnici, 1997; Texeira i saradnici, 1998).

O, +0," + 2H" > H,O, + O,
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U tkivima sisara postoje tri forme superoksid dismutaza, svaka sa specificnom unutarcelijskom
lokalizacijom i razli¢itom tkivnom distribucijom: citosolna bakar cink SOD (CuzZnSOD, SOD 1),
mitohondrijalna mangan SOD (MnSOD, SOD 2) i vancelijska SOD (EC SOD, SOD 3)
(Sandstrom i saradnici, 1994). Superoksid dismutaze sadrze kao kofaktore metalne jone: bakra,
cinka, mangana ili gvozda (kod biljaka u hloroplastima), zavisno od vrste izoenzima. SOD
eliminise O, uzastopnim oksidacijama i redukcijama prelaznog metalnog jona u aktivnhom
centru mehanizmom tzv. ping-pong tipa sa veoma visokom reakcionom stopom (Meier i
saradnici, 1998). Svi tipovi SOD vezuju jednovalentne anjone kao Sto su azidi i fluoridi, ali
postoje ocigledne razlike u osetljivosti izmedu Fe-, Mn- ili CuZnSOD. Enzim CuZnSOD
kompetitivno inhibiraju N3’, CN" (Leone i saradnici, 1998) i F* (Vance i saradnici, 1998).

1.3.1.1.1. CuZn superoksid dismutaza

Enzim CuzZnSOD (SOD 1) je tip enzima superoksid dismutaza, koji se tokom evolucije
nije mnogo strukturno menjao. Ovaj enzim ima dve identi¢ne proteinske podjedinice molekulske
mase od oko 32 kDa, mada moze da se nalazi i u monomernoj strukturi kao kod E. coli
(Battistoni i saradnici, 1996). Svaka podjedinica sadrzi aktivno mesto u vidu metalnog centra,
sagradenog od kataliticki aktivnih atoma bakra i cinka, premoscenih histaminskim ostatkom
(Leah i saradnici, 1998). Opisani enzim je prisutan u citoplazmi i organelama svih sisarskih
¢elija. Smatra se da CuZnSOD ima glavnu ulogu u prvoj liniji antioksidativne odbrane. Rezultati
dobijeni ispitivanjem SOD ,,knock-out” miSeva otkrivaju da je enzim MnSOD neophodan za
prezivljavanje, dok CuzZnSOD nije. CuzZnSOD ,knock-out* miSevi izgledaju normalno i
ispoljavaju razlike samo posle traumatskih povreda, dok MnSOD ,,knock-out*“ miSevi ne mogu
da prezive duze od tri nedelje. Medu razli¢itim humanim tkivima, koli¢ina MnSOD je otprilike
upola manja od koli¢ine CuZnSOD (Marklund, 1980).

1.3.1.1.2. Mn superoksid dismutaza

Enzim MnSOD (SOD 2) je homotetramer (96 kDa) i sadrZi jedan atom mangana u svakoj
od cetiri proteinske podjedinice, koji prolazi kroz ciklus od Mn (III) do Mn (II) 1 nazad do Mn
(IIT) tokom dva koraka prevodenja superoksida (MacMillan-Crow i saradnici, 1998).
Aminokiselinska sekvenca MnSOD se veoma razlikuje u odnosu na CuZnSOD. Osim toga, ova
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dva enzima se razlikuju i po tome Sto cijanid ne dovodi do inhibiranja aktivnosti MnSOD i na taj
nacin se odreduje udeo aktivnosti ovog enzima u smesi sa CuZnSOD. Ovaj enzim nalazi se u
mitohondrijama skoro svih ¢elija (Liou i saradnici, 1993). Respiratorni lanac u mitohondrijama
je glavni izvor ROS. Na aktivnost MnSOD, u smislu povecanja i smanjenja, veoma uti¢u
citokini, a oksidanti imaju umereni uticaj (Stralin i Marklund, 1994). Inaktiviranje
rekombinantne humane mitohondrijalne MnSOD peroksinitritima je izazvano nitracijom
odredenog tirozinskog ostatka (MacMillan-Crow i saradnici, 1998; Yamakura i saradnici, 1998).
Bioloski znacaj MnSOD ocigledan je, izmedu ostalog, imajuci u vidu da nedostatak ekspresije
MnSOD kod ,,knock-out“ miseva ima za posledicu jaku kardiomiopatiju i veéu neonatalnu
smrtnost. Faktor rasta tumora (eng. tumor necrosis factor, TNF) selektivno indukuje MnSOD, ali
ne i CuZnSOD, CAT ili GPx iIRNK u razli¢itim tkivima miSeva i kulturama ¢elija (Hachiya i
saradnici, 1997; Kizaki i saradnici, 1993). Transfekcija MnSOD c¢DNK u ¢elijsku kulturu
omogucava cCelijama otpornost na citotoksicnost koju izazivaju razli¢iti faktori (TNF,
adriamicin), kao i na neoplasti¢nu transformaciju izazvanu zracenjem (St. Clair i saradnici,
1991). Ekspresija humanog MnSOD gena u transgenim miSevima S§titi ih od povrede pluca

izazvane oksigenacijom i toksi¢nog delovanja adriamicina na srce.

1.3.1.2. Katalaza

Enzim CAT je tetramer koji se sastoji od cetiri identi¢ne tetraedarski rasporedene
proteinske podjedinice od po 60 kDa, od kojih svaka sadrZi po jednu feriprotoporfirinsku (hem)
grupu i molekul NADPH (Kirkman i saradnici, 1987), a molekulska masa enzima iznosi oko 240
kDa. Nalazi se unutar ¢elije, uglavnom u peroksizomima, koji takode sadrze i vecinu enzima
sposobnih da stvaraju vodonik peroksid. Najveéu aktivnost ovaj enzim ima u jetri i eritrocitima,
ali je prisutan u izvesnoj koli¢ini u svim tkivima. Prvi je opisani enzim antioksidativne zaStite
koji katalizuje konverziju u dva koraka vodonik peroksida, koriste¢i kao kofaktor gvozde ili
mangan. Na primer, gvozde kao kofaktor se oksiduje jednim molekulom vodonik peroksida i
onda se regeneriSe prenoSenjem vezanog kiseonika na drugi molekul supstrata. Enzim CAT
reaguje veoma efikasno sa vodonik peroksidom, pri ¢emu se formira voda i molekul kiseonika,

kao 1 sa donorima vodonika (metanol, etanol ili fenoli) sa peroksidaznom aktivnoscu:

2H,0, 2 2H,0 + O,
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ROOH + AH; - H,O + ROH + A
Kod Zivotinja, vodonik peroksid se detoksifikuje uz pomo¢ enzima CAT ili GPx. CAT nije
neophodna za funkcionisanje pojedinih celijskih tipova pod normalnim okolnostima, ali ima
znaCajnu ulogu u sticanju tolerancije na oksidativni stres u adaptivnom odgovoru celija.
Prezivljavanje pacova izloZenih kiseoniku je 100% povecano kada im se pre i za vreme izlaganja

intravenozno injeciraju lipozomi koji sadrze SOD i CAT (Turrens i saradnici, 1984).

1.3.1.3. Glutation peroksidaza

Glutationski sistem obuhvata: glutation, GR, glutation peroksidaze i glutation ,,s“-
transferaze. Glutation peroksidaze katalizuju oksidaciju glutationa. Hidroperoksidi, kao Sto je
vodonik peroksid i lipidni hidroperoksidi, deluju kao supstrati za ove enzime (Takahashi i
Cohen, 1986). Glutation ,,s“-transferaze pokazuju visoku aktivnost sa lipidnim peroksidima.
Visok nivo ovih enzima je naroCito karakteristican za jetru. Glutation peroksidaze zavisne od
selena sadrze po jedan kofaktor u vidu seleno-cisteinskog (Sec) ostatka u svakoj od cetiri
identi¢ne podjedinice, ¢ije je prisustvo u aktivnom mestu neophodno za aktivnost GPx (Tappel,
1978; Nakane i saradnici, 1998). Enzim GPx ima 80 kDa i katalizuje razgradnju vodonik
peroksida i organskih hidroperoksida uz pomo¢ GSH i na taj nacin $titi sisarske celije od
oksidativnog oStecenja. Vazno je ista¢i da metabolizam glutationa ima centralnu ulogu u
najvaznijim antioksidativnim odbrambenim mehanizmima (Esterbauer i saradnici, 1992; Rikans i
Hornbrook, 1997; Sigalov i Stern, 1998). Najvisi nivo aktivnosti ovaj enzim pokazuje u ¢elijama
jetre, iako je prisutan u gotovo svim tkivima. Enzim GPx se nalazi uglavhom u citosolu i
mitohondrijama i predstavlja glavni enzim za uklanjanje vodonik peroksida u ovim subcelijskim
kompartmanima. Aktivnost ovog enzima zavisi od stalne dostupnosti redukovane forme
glutationa (Holben i Smith, 1999).

ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H,0
Postoji pet GPx izoenzima u sisarskim celijama. lako se eksprimiraju u svim ¢elijama, nivo
svake izoforme se razlikuje zavisno od tipa tkiva. Citoplazmati¢ne i mitohondrijalne GPx (cGPx
ili GPx1) smanjuju nivo hidroperoksida masnih kiselina i vodonik peroksida o trosku glutationa.
GPx1 1 fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza (PHGPx ili GPx4) se nalazi u vecini tkiva
I U tzv. citosolnoj i u membranskoj frakciji. PHGPx moze direktno da smanji nivo fosfolipidnih
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hidroperoksida, hidroperoksida masnih kiselina i holesterola koji se stvaraju u peroksidaciji
membrana i oksidaciji lipoproteina (Imai i saradnici, 1998). GPx1 je pretezno prisutna u
eritrocitima, bubrezima i jetri, a GPx4 je veoma eksprimirana u bubreznim epitelijalnim ¢elijama
I testisima. Citosolna izoforma GPx2 ili GPx-G1 i vancelijska GPx3 ili GPx-P su prisutne u
jedva merljivim koli¢inama u vecini tkiva, osim u gastrointestinalnom traktu i bubrezima.
Kasnije otkrivena izoforma GPx5, eksprimirana posebno u epididimisu miSeva, predstavlja
izoformu nezavisnu od selena. lako GPx koristi vodonik peroksid, isti supstrat kao i enzim CAT,
moze 1 samostalno efikasno da reaguje sa lipidima i drugim organskim hidroperoksidima, budu¢i

da predstavlja glavni izvor odbrane od delovanja oksidativnog stresa slabijeg intenziteta.

1.3.1.4. Glutation reduktaza

Glutation reduktaza (GR) i glukozo-6-fosfat dehidrogenaza su deo sekundarnog
odbrambenog sistema. Enzim GR redukuje glutation (antioksidant), koji iz oksidovane prelazi u
redukovanu formu i na taj nacin dolazi do ,recikliranja“ glutationa koji nastavlja da neutraliSe
nove slobodne radikale. Glukozo-6-fosfat dehidrogenaza regeneriSe NADPH (koenzim koji se
koristi u anaboli¢kim reakcijama) i stvara redukujuce okruzenje (Ratnam i saradnici, 2006). Ova
dva enzima ne izazivaju direktno neutralisanje slobodnih radikala, ali pomazu drugim endogenim
antioksidantima. Enzim GR zavisi od prisustva flavin nukleotida, a ima sli¢nu tkivnu distribuciju
kao GPx (Gibson i saradnici, 1985). NADPH potreban ovom enzimu da obnovi zalihe
redukovanog glutationa, dostavlja se iz pentozno-fosfatnog puta. Za sintezu glutationa se koriste
aminokiseline: glicin, glutamat i cistein. Glutation je vaZzan antioksidant, rastvorljiv u vodi, koji u
uzajamnom delovanju sa vitaminom C neutraliSe slobodne radikale. Glutation ima glavnu ulogu
u metabolizmu ksenobiotika i moze direktno da neutraliSe ROS kao Sto su lipidni peroksidi.
Kada je organizam izlozen delovanju ksenobiotika ili toksina, dolazi do povecanja nivoa enzima
zaduzenih za detoksifikaciju (citohrom P-450 oksidaza). Ksenobiotici konjuguju sa glutationom i
stoga su potrebne vece koncentracije enzima za konjugaciju da bi se neutralisali toksini i time je

enzim manje dostupan kao antioksidant.
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1.4. Stres i psihijatrijski poremecaji

Delovanje nepovoljnih stimulusa, tj. stresora, izaziva Citav niz usaglaSenih odgovora ¢ija
je svrha povecanje verovatnoce prezivljavanja organizma. Ove koordinisane reakcije organizma,
oznacene kao “odgovor na stres”, obuhvataju promene u ponaSanju, autonomnim funkcijama,
kao i povecano lucenje mnogih hormona: adrenokortikotropnog hormona (ACTH) (eng.
adrenocorticotropic hormone) iz hipofize, glukokortikoida (kortizol kod ljudi; kortikosteron
(CORT) kod pacova) iz kore nadbubreznih Zlezda, kateholamina (A 1 NA) sa krajeva simpatickih
neurona i iz srzi nadbubreznih Zlezda (Van de Kar i Blair, 1999). Delovanjem stresora narusava
se stanje homeostaze, a najvaznije promene u okviru adaptivnog odgovora organizma deSavaju
se u regulaciji funkcionisanja HPA sistema (Gold, 2015; Tsigos i Chrousos, 2002). Ovi procesi
su precizno kontrolisani aktivno$¢u limbickog sistema koji ucestvuje U negativnoj povratnoj
regulaciji aktivnosti HPA sistema. Kada je organizam u stresu, pojacava se paznja i mozak se
fokusira na opazenu pretnju. Rad srca i disanje su ubrzani, pojacavaju se katabolicki procesi i
protok krvi se preusmerava da bi se obezbedila bolja snabdevenost pojedinih mozdanih struktura,
srca, jetre 1 miSica, koji su klju¢ni u regulaciji odgovora na stres (Chrousos i Gold, 1992). Sve
ove usaglasene reakcije su usmerene ka odrzavanju stabilnosti unutrasnje sredine zbog
prezivljavanja. lzlaganje organizma stresoru pokrece delovanje brojnih neurotransmitera,
neuropeptida i hormona koji, usaglaSenom dinamikom pojavljivanja i specificno za odredeni
stresor, ucestvuju u regulaciji adaptivnog odgovora na stres. Kod zdravih osoba neuropeptidi i
ostali medijatori uspesno koordiniSu proces adaptacije, odnosno pravilno su regulisani procesi
ukljuc¢ivanja 1 iskljucivanja fizioloskih i psiholoskih odgovora na stresore. To je narocito vazno
budu¢i da je adaptacija na delovanje ponavljanog stresora proces povezan sa slozenim nizom
molekularnih dogadaja, u rasponu od pomenutog otpustanja neuropeptida, neurotransmitera i
hormona do regulacije genske ekspresije (Hajos-Korcsok i saradnici, 2003). Medutim, kod osoba
sa naslednim rizikom za pojavu depresije ta koordinacija je naruSena, adaptivni procesi su
neuspesni i jedinka nije u stanju da se izbori sa nepovoljnim uticajima sredine, odnosno sa
dugotrajnim ili povremenim izlaganjem stvarnoj ili subjektivnoj ugroZenosti (Herman i
saradnici, 2003). Budué¢i da je glavni element adaptivnog odgovora ponovljeno aktiviranje
luc¢enja glukokortikoidnih hormona u okviru HPA sistema, Sto omogucava redistribuciju energije
do brojnih organskih sistema uklju¢uju¢i i mozak, dugotrajno ili zbirno povecanje lucenja

glukokortikoida moze da umanji korist dobijenu povecanom reaktivno$éu na delovanje stresora i
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da kona¢no postane maladaptivno i dovede do psihopatoloskih promena. Drugim re¢ima, kod
osoba sa naslednom predispozicijom, hroni¢ni stres moze da dovede do nastanka brojnih
poremecaja poput abdominalne gojaznosti, osteoporoze i kardiovaskularnih problema (Brown i
saradnici, 2004), a naroCito je vazan faktor rizika u etiologiji psihijatrijskih oboljenja poput
anksioznih emocionalnih poremecaja, klinicke depresije, kao 1 poremecaja raspolozenja u koje
spada i bipolarni poremecaj (de Kloet i saradnici, 2005; Leuner i Shors, 2013; Popoli i saradnici,
2012). Stanje povisenog nivoa glukokortikoida nastalo usled ove neprilagodenosti na stres, pre
svega je tesno povezano sa emocionalnom uznemireno$c¢u, psihoticnim simptomima i
kognitivnim oStecenjem (Lupien i saradnici, 1998). Interesantan je podatak da razvoj
psihijatrijskih poremecaja moze da bude povezan sa pomenutim poremecajem normalne
aktivnosti HPA sistema ne samo u smislu povecanja kao kod klinicke depresije i poremecaja
raspolozenja, ve¢ i smanjenja aktivnosti HPA sistema, Sto je utvrdeno kod sindroma post-
traumatskog stresnog poremecaja (eng. post traumatic stress disorder - PTSD) (Pariante i
Lightman, 2008; Shea i saradnici, 2005). Utvrdeno je da hroni¢ni stres narusava pamcenje i
menja ponaSanje zivotinja, a u osnovi tih promena je izmenjena struktura i funkcija limbickih
regiona mozga izazvana neuroendokrinim promenama, koje obuhvataju promene monoaminskih
neurotransmitera, neuropeptida, glukokortikoida i glukokortikoidnih receptora (de Kloet i
saradnici, 2005). Za pomenute psihijatrijske poremecaje kod ljudi je karakteristicno postojanje
glukokortikoidne neravnoteze i strukturno/funkcionalnih promena u limbi¢kim mrezama
neurona, koje su sliéne onim posle delovanja hroni¢nog stresa. To ukazuje na moguénost da je
neodgovaraju¢a obrada stresnih informacija deo patoloskog procesa koji dovodi do nastanka
ovih oboljenja (Herman, 2013).

U cilju boljeg razumevanja etiologije psihijatrijskih oboljenja, kao i razvijanja sto boljih
terapijskih tretmana, neophodna su istrazivanja na pouzdanim zivotinjskim modelima (Krishnan
i Nestler, 2011). Postoje razli¢ite metode hroni¢nog stresiranja pacova, bilo fizi¢ke ili
psihosocijalne, za koje je utvrdeno da izazivaju promene u ponasanju, strukturi odredenih
mozdanih regiona, kao i funkcionisanju neuroendokrinog sistema (Krishnan i Nestler, 2011,
Toth i Neumann, 2013; Chiba i saradnici, 2012; McEwen i saradnici, 2015; Cryan i Slattery,
2007). Jedan od takvih modela hroni¢nog psihosocijalnog stresiranja pacova je i PSFS (Naert i
saradnici, 2011; Chiba i saradnici, 2012; Haenisch i saradnici, 2009). Buduci da su psihijatrijski

poremecaji kod ljudi prevashodno povezani sa socijalnim stresom pre nego fizickim (Wood i
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saradnici, 2012; Lederbogen i saradnici, 2011; Bjorkqvist, 2001; Heinrich i Gullone, 2006),
istraZivanja su usmerena na razvijanje obrasca hroni¢nog socijalnog stresiranja zivotinja da bi se
dobio odgovarajuc¢i zivotinjski model analogan psihijatrijskim poremecajima ljudi. To
podrazumeva da su takvi modeli hroni¢nog stresiranja pacova u stanju da indukuju brojne
odgovaraju¢e promene u neuroendokrinom sistemu, strukturi i funkciji odredenih mozdanih
regiona, kao i u ponasanju koje moze da bude sli¢no anksioznom ili depresivnom ponaSanju kod
ljudi (Chiba i saradnici, 2012; Naert i saradnici, 2011; Slattery i saradnici, 2012; Chaouloff,
2013; Kim i Han, 2006). Ovakvi modeli stresiranja zivotinja omogucavaju istrazivanje jo$
nedovoljno razjasnjenih molekulskih mehanizama koji leze u osnhovi stresom indukovanih

poremecaja kao Sto su psihijatrijske bolesti kod ljudi.

1.4.1. Uticaj stresa na kateholaminski sistem u mozgu

Kateholaminski sistem mozga podeljen je na noradrenalinski, adrenalinski i dopaminski.
Stres aktivira pomenute kateholaminske regione u mozgu, Sto rezultira rasprostranjenim uticajem
na neuronalne odgovore po delovanju stresora. Na primer, u odgovoru na akutni stresor,
kateholamini stimulisu odredene limbicke regione, poput hipokampusa, amigdale i hipotalamusa.
Kateholamini imaju klju¢nu ulogu u regulaciji stresom indukovanog povecanja stanja budnosti i
opreznosti. Znacaj kateholaminskog sistema u odgovoru na delovanje stresora je potvrden
proucavanjem miSeva koji nemaju enzime za sintezu kateholamina tirozin hidroksilazu (TH) i
dopamin B-hidroksilazu (DBH). Vecina ovakvih miSeva ne moze da prezivi do zrelog doba
(Zhou i saradnici, 1995; Kobayashi i saradnici, 1995). Medutim, ako se nedostatak u biosintezi
NA nadoknadi ishranom miSeva dihidroksifenilserinom, mnogi ovakvi miSevi mogu da prezive.
Ipak, u odredenoj stresnoj situaciji, odrasli miSevi bez DBH nisu sposobni da prezive npr.
izlaganje hladno¢i u trajanju od samo par sati (Thomas i Palmiter, 1997). Kateholaminski sistemi
u mozgu obuhvataju NA, A, DA i L-DOPA neurone i predstavljaju anatomski i funkcionalno
specificne sisteme koji imaju kljuéne uloge u centralnoj organizaciji odgovora na stres.
Kateholaminski neuroni imaju brojne anatomske karakteristike koje nemaju ostali tipovi neurona
u mozgu: 1) veéina kateholaminski neurona ili ¢elijskih grupa ne mogu anatomski da se ogranice
na odredene nukleuse u mozgu; 2) ovi neuroni imaju veoma razgranate aksone sa velikim brojem

aksonskih kolaterala i hiljadama izlaznih krajeva (sinapsi i aksonskih proSirenja); 3) imaju brojne
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nesinapticke nervne zavrSetke i otpustaju kateholamine na nesinapticki nacin (tzv. ekstra-
sinapticka neurotransmisija); 4) takode sintetiSu brojne neuropeptide kao kotransmitere; 5)
sintetiSu specificne membranske transportere koji omogucéavaju intenzivno preuzimanje
kateholamina iz sinapticke pukotine ili iz vancelijskog prostora oko aksonskih proSirenja; 6)
imaju izrazenu sposobnost regeneracije oSteCenih aksona i 7) ispoljavaju snazan, veoma brz i
selektivan odgovor na stresne stimuluse (Kvetnansky i saradnici, 2009). U heterogenoj raspodeli,
kateholaminska nervna vlakna i zavrSeci su prisutni u svim delovima CNS. Tela neurona koji
eksprimiraju kateholamine medutim, nalaze se samo u odredenim regionima mozga odakle
njihovi aksoni polaze i formiraju traktove, ali ipak ¢eS¢e u slobodnim projekcijama da bi se
dostiglo i delovalo, na sinapticki ili nesinapticki nacin, na aktivnost gotovo svake nervne celije u
CNS. Primena razli¢itih neuroanatomskih tehnika, poput histofluorescencije, imunohistohemije
ili in situ hibridizacije, omogucava ta¢nu lokalizaciju kateholaminskih neurona u mozgu. Za bolji
uvid u kateholaminski sistem i sagledavanje razlika izmedu DA, NA i A, vazno je proucavanje
ekspresije 1 prisustva enzima koji ucestvuju u njihovoj biosintezi (TH, DBH, PNMT i AAAD) na
nivou tela neurona, aksona i njihovih zavrSetaka. Klasifikaciju kateholaminskih neurona u
mozgu dali su nau¢nici Dahlstrom i Fuxe (1964), koji su ih razvrstali u 12 ¢elijskih grupa (Al-
A12). Kasnije su u klasifikaciju dodate jo§ neke kateholaminergicke ¢elijske grupe (A13-Al6,
C1-C3) od strane viSe autora (Bjorklund i saradnici, 1975; Bjorklund i saradnici, 1973; Hokfelt i
saradnici, 1974).

Stresni stimulusi dovode do povecanja brzine prometa kateholamina u mozgu, Sto moze
da ima za posledicu praznjenje zaliha kateholamina. Mozdani noradrenalinski i adrenalinski
neuroni direktno su ukljueni u centralnu regulaciju odgovora na stres, dok ta¢na uloga
centralnih dopaminskih neurona u odgovoru na stres nije potpuno jasna. Pored sinteze i
otpustanja, uloga kateholamina tokom odgovora na stres zavisi i od njihovih receptora i
transportera koji su eksprimirani samo u odredenim regionima mozga. Adrenalin se vezuje za
iste receptore kao i NA i adrenalinske ¢elije mogu da koriste NA transportere za preuzimanje A
iz sinapticke pukotine. Dva tipa (a i B) i viSe podtipova adrenergickih receptora su klasifikovani
i nalaze se u razli¢itim mozdanim jedrima. Njihove promene, kao i posledice njihovih promena
na aktivnost kateholaminskih neurona i odgovor ovih neurona u mozgu na stres, zavise od tipa,
jacine i duzine trajanja stresnih stimulusa (Kvetnansky i saradnici, 2009). Dopaminski neuroni

sintetiSu sopstvene transportere i deluju preko specificnih dopaminskih receptora (Kvetnansky i
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saradnici, 2009). Akutni stres dovodi do prolaznih promena u mozdanom kateholaminskom
sistemu, koje je praceno kratkotrajnom aktivacijom HPA sistema. Posle kra¢eg vremenskog
perioda, zavisno od karaktera i intenziteta stresnog stimulusa, uspostavlja se naruSena
homeostaza i aktivnost kateholaminskih neurona se vra¢a na nivo koji je bio pre stresiranja. Sa
druge strane, hroni¢ni, dugotrajni ili ponavljani stres mogu da indukuju trajne promene i drze
kateholaminske neurone u visoko aktivnom statusu (Mamalaki i saradnici, 1992; Rusnak i
saradnici, 2001; Watanabe i saradnici, 1995). Medutim, tokom produzenog delovanja stresora od
nekoliko nedelja, moze da dode do potpunog praznjenja zaliha kateholamina, kao i da obim
povecéanja kateholaminskog prometa nije u stanju da nadoknadi transmisiju ili smanji aktivnost
kateholaminskih neurona, Sto dovodi do nedostatka kateholamina u nervnim zavrSecima
(Loughlin i saradnici, 1986; Valles i saradnici, 2006).

Noradrenalinski neuroni mozdanog stabla su direktno ukljuceni u odgovore na veéinu
stresora. Aktivacija HPA sistema preko kateholaminske inervacije paraventrikularnog nukleusa
(PVN) je, medutim, stresor — specifi¢na (Gaillet i saradnici, 1991; Pacak i saradnici, 1998; Pacak
i Palkovits, 2001). Celijska tela neurona koji sintetisu NA u mozgu nalaze se samo u regionima
pons i medulla oblongata, u okviru kojih su klasifikovani u sedam (Al1-A7) celijskih grupa.
Noradrenalinske celije u Celijskim grupama: Al, A2, A4 i A6 (LC) pripadaju zajedno sa C1-C2
adrenergickim neuronima tzv. ,,uzlaznom kateholaminskom sistemu®, koji predstavlja dovodni
ogranak centralnog simpatickog sistema projektovanog do prednjeg mozga i cerebellum-a. Ovi
kateholaminski neuroni obezbeduju nervne ulazne signale do tzv. integrativnih centara
(hipotalamus, limbic¢ki korteks i nukleusi) i uticu na aktivnost HPA sistema. Noradrenalinske
¢elije u A5 i A7 celijskoj grupi u ventralno-kaudalnom delu LC-a i u tzv. subcoeruleus oblasti,
zajedno sa rostralnim C1 adrenergi¢kim neuronima, pripadaju ,silaznom kateholaminskom
sistemu®, koji se projektuje do ki¢mene mozdine, ukljucujuéi simpaticke preganglionarne
neurone u torakalnim segmentima.

Neki kateholaminski neuroni mozdanog stabla koriste A i eksprimiraju NET kao
presinapti¢ki membranski transporter. Kori§¢enjem imunohistohemije, Hokfelt i saradnici (1974)
su prvi pokazali postojanje mozdanog adrenalinskog sistema 1974. godine. Dve godine kasnije
izmeren je sadrzaj A u razli¢itim mozdanim jedrima kod pacova (Van der Gugten i saradnici,
1976). Detaljnije studije su otkrile da Siroko rasprostiranje adrenalinskih nervnih vlakana i

zavrSetaka poticu iz ¢elijskih tela neurona koji se nalaze u tri adrenalinske celijske grupe (C1-C3
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¢elijske grupe) regiona medulla oblongata. Neuroni koji sintetiSu A u mozdanom stablu primaju
direktne signale od neurona u viscerosenzornom neuronskom prenosiocu u jedru tzv. solitarnog
trakta i/ili iz povrSinskih slojeva lednog roga. U prepoznatljivoj topografskoj Semi, C1-C3
neuroni se projektuju do oblasti prednjeg mozga, uklju¢ujuéi sva jedra osetljiva na delovanje
stresa u hipotalamusu i amigdali i imaju udela u adrenargickoj inervaciji tzv. periakveduktalne
sive mase (ukljucujuci i dorsal raphe nucleus), LC i kiémenu mozdinu (Armstrong i saradnici,
1982; Cunningham i saradnici, 1990; Palkovits i saradnici, 1992; Pieribone i saradnici, 1988;
Ruggiero i saradnici, 1985; Sawchenko i Bohn, 1989). Nervni zavrSevi poreklom iz mozdanog
stabla koji sadrze A prave direktne sinapse sa simpatickim preganglijskim neuronima u grudnom
delu kicmene mozdine (Milner i saradnici, 1988).

Dosadasnja saznanja o ulozi DA u centralnom mehanizmu odgovora na stres nisu
potpuno jasna. U sustini, sve oblasti mozga koje znacajno ucestvuju u odgovoru na stres imaju
snaznu dopaminsku inervaciju (Fallon i Moore, 1978). Nasuprot tome, veéina dopaminskih
neurona u mozgu (osim dopaminskih c¢elija u jedru arcuate hipotalamusa) ne odgovara u
akutnom stresu ekspresijom c-Fos (Pacak i Palkovits, 2001). Dopaminski neuroni u mozgu su
organizovani u okviru tri glavna sistema: mezencefalicnog (A8, A9, A10), diencefalicnog (Al1,
Al2, Al3, Al4, A15) i olfaktornog (Al16) dopaminskog sistema (Pacak i Palkovits, 2001).
Dopaminska vlakna iz ovih ¢elijskih grupa odlaze ili u okviru zbijenih i ciljno-specifi¢nih
snopova ili ucestvuju u drugim neuronalnim putevima, inerviSuéi prakti¢no celokupni CNS.
Utvrdeno je nekoliko konfliktnih rezultata vezano za mogu¢u umesanost dopaminskih neurona
mozga u odgovoru na stres (Flugge i saradnici, 2004; Herman i saradnici, 2003; Sullivan, 2004).
Akutni stresni stimulusi, poput imobilizacije, hladnoc¢e, hipoglikemije ili krvarenja, ne izazivaju
aktiviranje c-Fos u mozdanim dopaminskim neuronima. Nasuprot tome, jedan sat nakon bolnog
stimulusa indukovanog formalinom, pojedini TH-pozitivni tuberoinfundibularni dopaminski
neuroni (A12 ¢elije) eksprimiraju c-Fos (Pacak i Palkovits, 2001). Ovi dopaminski neuroni
ucestvuju u inervisanju zadnjeg reznja hipofize. Dopaminski neuroni u okviru A13 ¢elijske grupe
u srediSnjem delu oblasti zona incerta koji se projektuju do PVN hipotalamusa i centralnog jedra
amigdale (Cheung i saradnici, 1998; Eaton i saradnici, 1994) ne eksprimiraju c-Fos, dok se ostali
(eng. immediate early) geni brzo aktiviraju u odgovoru na delovanje akutnih stresora (Cullinan i
saradnici, 1995; Pacak i Palkovits, 2001). Funkcionalni zna¢aj mozdanog dopaminskog Sistema

ogleda se u situacijama izazvanim delovanjem hroni¢nog stresa (socijalni izazovi, uslovljeni
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stimulusi, audiogeni stres), kao i u psihopatoloskim stanjima poput depresije i Sizofrenije.
mezostriatalnog dopaminskog sistema (Anstrom i Woodward, 2005; Filipenko i saradnici, 2001;
Helfferich i Palkovits, 2003; Nikulina i saradnici, 2004; Sullivan, 2004). Mezokortikalni i
mezolimbicki dopaminski putevi koji izlaze iz A10 dopaminske celijske grupe imaju ulogu u
stvaranju memorije, u¢enju i emocionalnim procesima. Mezokortikalni dopaminski putevi
takode imaju adaptivnu ulogu u slabljenju uslovljenog stanja straha i sprecavaju preteranu
fizioloSku reakciju na stres (Sullivan, 2004). Otpustanje dopamina je poviseno u medijalnom
prefrontalnom korteksu (PFC) prilikom odgovora na akutni i hroni¢ni stres, ¢ak i manji stres
(kraci, blagi bol) dovodi do povecanja vancelijskog nivoa dopamina u ovim oblastima mozga
(Abercrombie i saradnici, 1989; Finlay i saradnici, 1995; Sullivan, 2004). Regionalni obrazac
aktiviranja dopaminskih neurona u mozgu posle odredenih fizickih i fizioloskih stresora u
limbickoj (kortikalnoj) oblasti moZe da se dovede u vezu sa promenama u ponasanju prilikom
odgovora na stresne stimuluse.

Na osnovu neujednacenih rezultata dobijenih po delovanju stresa koji se odnose na
promene nivoa dopamina, kao i na ekspresiju gena za DAT i enzima koji ucestvuju u
metabolizmu kateholamina, mozZe se pretpostaviti da efekti delovanja stresora zavise od jaéine i
kontrolisanosti stresora, kao i od naslednog faktora i okruzenja kojem je Zivotinja izloZena
(Kvetnansky i saradnici, 2009). U stresnoj situaciji dolazi do znacajnog poveéanja biosinteze
kateholamina (Kvetnansky i saradnici, 1971 c). Aktivnost enzima koji ucestvuju u biosintezi
kateholamina (osim AAAD) je znatno poviSena u uslovima dugotrajnog stresiranja (Kvetnansky
i saradnici, 1971 a; Kvetnansky i saradnici, 1971 b; Kvetnansky i saradnici, 1970; Thoenen,
1970). Dugoro¢no, ponavljana primena stresora ima za rezultat poveéanje nivoa iRNK za TH u
odgovoru na nove stresore (Rusnak i saradnici, 2001). Povecéanje biosinteze kateholamina koje se
pojavljuje tokom odgovora na delovanje ponavljanog ili hroni¢nog izlaganja razli¢itim vrstama
stresora, povezano je sa povisenim nivoom aktivnosti enzima koji ucestvuju u sintezi
kateholamina u perifernim i centralnim kateholaminskim neuronima (Zigmond i saradnici, 1974;
Stone i saradnici, 1978; Kvetnansky i saradnici, 1970). Imunohemijske studije potvrduju da ove
promene nastaju usled povecanja koli¢ine enzimskog proteina (Baruchin i saradnici, 1990;

Nankova i saradnici, 1994; Kvetnansky i Sabban, 1993; Melia i saradnici, 1992).
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Uprkos ¢injenici da se procesi preuzimanja, transporta i razlaganja kateholamina
(enzimima MAO i COMT) veoma aktiviraju u stresu, nema puno podataka o stresom
indukovanim promenama u aktivnosti i ekspresiji gena za transportere kateholamina
lokalizovanim u perifernim neuronima. Postoji samo par studija o NET transporterskom proteinu
i njegovoj genskoj ekspresiji tokom oksidativnog stresa u celijama feohromocitoma (PC12)
(Mao i saradnici, 2005; Mao i saradnici, 2004). Ovi rezultati pokazuju funkcionalnu ulogu
oksidativnog stresa u posredovanju neuronalnog preuzimanja NA povezanog sa smanjenjem
mesta vezivanja u preuzimanju NA i stvaranja NET proteina, bez promena ekspresije NET gena.
Efekat oksidativnog stresa na NET je posttranskripcioni dogadaj (Mao i saradnici, 2004). Kao
rezultat obimnog otpustanja kateholamina, stres dovodi do opadanja nivoa kateholamina u
¢elijama, Sto se potom nadoknadi njihovom povecanom biosintezom. Na primer, ¢ak i
pojedinacna epizoda stresa imobilizacije kod pacova moze da dovede do smanjenja nivoa A od
oko 30%, koji ostaje snizen neko vreme, ali se vraa na bazalni nivo posle tri nedelje
svakodnevno ponavljanog stresa imobilizacije (Kvetnansky i Mikulaj, 1970). U mozgu akutno
stresiranje izaziva otpustanje NA u grani¢nim oblastima neurona koji su lokalizovani u strukturi
LC, sto dovodi do praznjenja NA i1 povecanja koncentracije metabolita NA (Tanaka i saradnici,
1982; Glavin i saradnici, 1983). Zalihe NA u mozgu se dopunjuju tokom ponavljanog stresiranja

(Kvetnansky i saradnici, 1977; Weiss i saradnici, 1975).

1.4.2. Uticaj stresa na sistem antioksidativne zastite u mozgu

Promena oksidativnog statusa i poviSeni nivo ROS se sve viSe prepoznaje kao klju¢ni
biohemijski mehanizam oSte¢enja izazvanih stresom koja dovode do patofizioloskih promena u
psihijatrijskim poremecajima (Berk, 2007). Usled delovanja stresora dolazi do aktiviranja imuno-
inflamatornih procesa, povecanja razgradnje monoamina i poremecaja lipidnog metabolizma, $to
dalje moze da dovede do prevelike produkcije ROS. Oksidativni stres izaziva viSestruke Stete:
ostecenja funkcije mitohondrija, narusavanja regulacije i homeostaze kalcijuma (Amoroso I
saradnici, 2000), prekida energetskih putanja (Papadopoulos 1 saradnici, 1997), osSteCenja
neuronalnih prekursora i procesa neurogeneze (Kroemer, 1997), kao i aktiviranja signalnih
dogadaja koji dovode do apoptotske celijske smrti (Cregan i saradnici, 2002). Svi ovi dogadaji

daju znacajan doprinos patofiziologiji psihijatrijskih poremecaja.
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Klinicke studije pokazuju postojanje atroficnih morfoloskih promena u mozgu
karakteristicnih za depresije izazvane delovanjem stresa (Sheline i saradnici, 1996; Cotter i
saradnici, 2002) i druge poremecaje povezane sa stresiranjem (Koenen i saradnici, 2001). Te
promene kod pacijenata obolelih od depresije i poremecaja raspolozenja primecene SU U
odredenim strukturama mozga kao $to su PFC i hipokampus (Lorenzetti i saradnici, 2009;
Drevets i saradnici, 2008). Svakako jedna od najznacajnijih posledica delovanja stresa na mozak
je atrofija hipokampalnih dendrita (Magarinos i McEwen, 1995), pa c¢ak i smanjenje
hipokampusa kod individua izloZenih delovanju jakog ili hroni¢nog stresa (Bremner i saradnici,
2000), kao i atroficne promene u amigdali i PFC (Bremner, 2006). Pre nego $to dode do ovakvog
stepena oStecenja ¢elija i tkiva, na molekularnom nivou se po delovanju stresa deSavaju brojne
promene u CNS. Otpustanje glukokortikoida je jedno od prvih obelezja odgovora na stres, a od
svih mozdanih struktura poznato je da upravo <celije hipokampusa imaju najveéi broj
glukokortikoidnih receptora, $to doprinosi ulozi u mehanizmu negativne glukokortikoidne
povratne sprege i regulaciji HPA sistema, ali ima za posledicu i vecu osetljivost ove mozdane
strukture na oStecenja usled povisenog nivoa glukokortikoida (Sapolsky, 1996; Eichenbaum,
2004; Tse i saradnici, 2014). Glukokortikoidni hormoni dovode do neurotoksi¢nosti posredstvom
razli¢itih molekularnih mehanizama, ukljuuju¢i promene energetskog metabolizma ili preko
povecéanja ekscitatornih aminokiselina kao $to je glutamat u meducelijskom prostoru (Madrigal i
saradnici, 2006; Moghaddam, 2002). Postoje brojne studije koje potvrduju da je poremeceni
energetski metabolizam povezan sa poremecajima opisanim u depresiji (Mattson i Liu, 2002;
Harvey, 2008; Rezin i saradnici, 2009; Stranahan i Mattson, 2012). Za normalno funkcionisanje
¢elije je od vitalnog znaCaja proizvodnja energije (u obliku ATP-a) procesom oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama. Slobodni radikali mogu da ostete brojne ¢elijske makromolekule,
normalno funkcionisanje mitohondrija (Madrigal i saradnici, 2006), $to je povezano sa
narusavanjem oksidativne ravnoteze u celiji 1 dovodi dalje do brojnih poremecaja energetskog
metabolizma i indukuje propadanje ¢elije (Calabrese i saradnici, 2005). Smanjena mitohodrijalna
funkcija je primecena u prednjem mozgu pacova posle hroni¢nog stresa (Madrigal i saradnici,
2001). Osim toga, klini¢ke studije pokazuju smanjen nivo produkcije ATP-a u mitohondrijama u
misi¢ima depresivnih pacijenata (Gardner i saradnici, 2003). S druge strane, dokazano je da

promene potencijala mitohondrijalnih membrana indukovane kortizolom, mogu da dovedu do
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otpustanja citohroma c iz mitohondrija u citoplazmu, gde citohrom c aktivira kaspaze i dolazi do
apoptoze (Zhang i saradnici, 2006). Ovakve promene u mitohondrijama indukovane stresom koje
dovode do ¢elijske smrti, za posledicu imaju pomenuto stanje atrofije hipokampusa i PFC i
uocene su kod depresivnih pacijenata (Lorenzetti i saradnici, 2009; Drevets i saradnici, 2008;
Lee i saradnici, 2002).

Ostec¢enja izazvana reaktivnim molekulskim vrstama se u celijama odrzavaju pod
kontrolom uz pomo¢ enzimskih i neenzimskih antioksidativnih komponenti (Halliwell i Cross,
1994). Ovakva celijska odbrana smanjuje koncentraciju slobodnih radikala i popravlja
oksidativna oStecenja u cCeliji. Medutim, izloZenost stresnoj situaciji naruSava ove mehanizme
antioksidativne zastite 1 time menja ravnotezu izmedu oksidativnih i antioksidativnih faktora 1
procesa, Sto dalje dovodi do razli¢itih posledica oksidativnih ostecenja (Mclntosh i saradnici,
1998 a; Mcintosh i saradnici, 1998 b) i nastanka razlicitih oboljenja izazvanih stresom. Klinicke
studije pokazuju da se pacijenti oboleli od klinicke depresije 1 bipolarnih poremecaja nalaze u
stanju povecanog oksidativnog stresa, $to se ogleda u povecanom nivou lipidne peroksidacije
zajedno sa naruSenom antioksidativnom odbranom u plazmi (Abdalla i Bechara, 1994; Bilici i
saradnici, 2001; Khanzode i saradnici, 2003; Ozcan i saradnici, 2004). Postoje brojna istrazivanja
u kojima je primenom razli¢itih vrsta hroni¢nog stresiranja kod pacova postignuto stanje slicno
depresiji i anksioznosti kod ljudi (Chiba i saradnici, 2012; Naert i saradnici, 2011). U velikom
broju studija ispitivani su efekti raznih vidova akutnog ili hroni¢nog stresiranja eksperimentalnih
zivotinja na parametre oksidativnog statusa, kao Sto su: stvaranje slobodnih radikala,
lipoperoksidacija, totalni antioksidativni kapacitet, ukljucujucéi i totalni potencijal za hvatanje
radikala (TRAP) i totalni nivo antioksidativne reaktivnosti (TAR) (Fontella i saradnici, 2005),
kao i aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT i GPx) (Frey i saradnici, 2006 a;
Lucca i saradnici, 2009; Tagliari i saradnici, 2010).

1.4.3. Uticaj stresa na hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalni sistem

Hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalni (HPA) sistem ima presudnu ulogu u adaptaciji
organizma na promene koje ugrozavaju homeostazu, buduci da promene aktivnosti HPA sistema
predstavlja klju¢nu komponentu neuroendokrinog odgovora organizma na delovanje stresora.
HPA sistem cine hipotalamus, hipofiza i kora nadbubreznih Zlezda, regulatorni neuronalni

signali i brojni hormoni i faktori neophodni za regulaciju njihovog otpustanja. Centralnu ulogu u
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adaptivnom odgovoru na stresore ima PVN hipotalamusa. Promena aktivnosti HPA sistema
nastaje kao rezultat sabiranja stimulatornih signala iz razli¢itth mozdanih regija u PVN, S§to
dovodi do otpuStanja kortikotropnog-oslobadajuceg hormona (CRH) (eng. corticotropin-
releasing hormone) i arginin vazopresina (AVP) (eng. arginine vasopressin) u hipotalamo-
hipofizni portni sistem (Tsigos i Chrousos, 2002; Armario, 2006). CRH kao glavni faktor u
neuroendokrinoj kontroli otpuStanja ACTH (Cole i Sawchenko, 2002; Penalva i saradnici, 2002)
stimuliSe prednji rezanj hipofize (adenohipofizu) da u roku od oko 5-7 sekundi lu¢i hormon
ACTH (Sapolsky i saradnici, 2000; Van de Kar i Blair, 1999). Pod delovanjem ACTH stimuliSu
se c¢elije kore nadbubreznih Zlezda, koje samo par minuta kasnije pocinju da pojacano luce
glukokortikoidni hormon (kortizol kod ljudi; CORT kod pacova) u cirkulaciju, mada se najvisi
nivo glukokortikoida u plazmi dostize tek posle 30-60 minuta od pocetka delovanja stresora
(Paris i saradnici, 1987; Sapolsky i saradnici, 2000). Nakon zavrSetka odgovora na akutni stres,
koncentracija glukokortikoida opada zajedno sa smanjenjem lu¢enja CRH iz centralnih neurona i
na taj nacin se normalizuje gustina glukokortikoidnih receptora 1 mehanizam negativne povratne
sprege se vraca u normalu (Sapolsky i Plotsky, 1990). Promene u okviru HPA sistema po
delovanju hroni¢nog stresa razlikuju se u zavisnosti od toga da li je organizam razvio
odgovarajucu strategiju kako da se izbori, odnosno adaptira na dugotrajno ili ponavljano
stresiranje ili nema odgovarajuci potencijal da adekvatno odgovori i dolazi do tzv. maladaptivnih
promena. Osim toga, vazno je ista¢i da izlozenost nepredvidivom ili izuzetno snaznom stresu
moze da izazove dugoroCan i trajan poremecaj regulacije HPA sistema, po svemu sude¢i usled
izmenjene limbicke kontrole efektornih puteva u stresu, ¢ija je glavna komponenta upravo HPA
sistem (Tsigos i Chrousos, 2002; Herman, 2013).

Zdrav organizam se adaptira dejstvu hroni¢nog stresa odredenim adaptivnim promenama
u neuroendokrinoj reaktivnosti HPA sistema. Pri tome, odgovor HPA sistema na dati stresor
zavisi od prethodnog iskustva individue, odnosno od prethodne istorije stresiranja
eksperimentalnih Zivotinja, Sto se moZe sagledati kroz dualni fenomen procesa habituacije i
facilitacije (Natelson i saradnici, 1988; Bhatnagar i Dallman, 1998). Naime, ako se Zivotinja
izlaze ponavljanom delovanju istog (homotipi¢kog) stresora, tada neuroendokrini odgovor HPA
sistema na taj stresor opada vremenom u poredenju sa odgovorom dobijenim kod Zivotinja koje
su akutno bile izloZene tom stresoru (Jaferi i saradnici, 2003; Bhatnagar i saradnici, 2002; Viau i

Sawchenko, 2002). Takvo slabljenje adrenokortikalnog odgovora tokom vremena na odredene
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tipove ponavljanog stresiranja naziva se habituacija i1 predstavlja adaptaciju koja sprecava da
poviseno lucenje glukokortikoida u cirkulaciju traje neprekidno i na taj na¢in ogranicava Stetne
posledice dugotrajnog lucenja glukokortikoida (McEwen, 1998 b). Dugoroc¢ni uticaj stresa se na
taj naCin drzi pod kontrolom ovim procesom kojim se smanjuje reaktivnost HPA sistema na
ponavljano izlaganje istom tipu stresora, a u regulaciji procesa habituacije uéestvuju limbicke
mozdane strukture (Herman i saradnici, 2003). U takvoj situaciji, reakciju HPA na stresore mogu
da promene mnogi aspekti stresnog stimulusa, kao Sto je npr. predvidivost (Katz, 1981; Restrepo
I saradnici, 1987). Medutim, ukoliko se Zivotinja izlaze ponovljenom delovanju odredenog
homotipickog stresora, a potom se izlozi delovanju novog (heterotipickog) stresora, tada
neuroendokrini odgovor HPA sistema na taj novi stresor moze da sustigne, a ¢esto ¢ak i premasi
odgovor zivotinje koja se prvi put i jednom (akutno) srece sa tim stresorom (Dallman i saradnici,
1991; Bhatnagar i Dallman, 1998). To se deSava nasuprot i odvojeno od opisanog fenomena
habituacije aktivnosti HPA sistema na ponovljeni isti stresor. Drugim re¢ima, hroni¢ni stres
takode dovodi i do povecanja osetljivosti i reaktivnosti na nove stimuluse i ovakav odgovor HPA
sistema se naziva facilitacija ili senzitizacija. Adaptivni smisao procesa senzitizacije je u tome
Sto omogucava da aktivnost HPA sistema ostane sposobna da odreaguje na brojne druge
stimuluse razli¢ite prirode (Dallman i saradnici, 1987; Dallman i saradnici, 1991). Vazno je
napomenuti da proces senzitizacije prevazilazi signale negativne povratne sprege koji su u okviru
HPA sistema indukovani kada se u svakodnevno ponavljanom stresiranju podize nivo
glukokortikoida. S obzirom da ovi adaptivni procesi indukovani hroni¢nim stresom ne mogu u
potpunosti da se objasne postojanjem razlika u efikasnosti glukokortikoidne negativne povratne
sprege (Jaferi i saradnici, 2003; Bhatnagar i Vining, 2003), pretpostavlja se da se posle
hroni¢nog stresa desavaju promene u plasti¢nosti HPA sistema (Tapia-Arancibia i saradnici,
2004). Medutim, dok sa jedne strane pomenuta pojava senzitizacije (Akana i saradnici, 2001)
moze da bude vazan proces za odrzanje prilagodljivosti (plasti¢nosti) neuroendokrinog odgovora
na delovanje novog stresora (Bhatnagar i Dallman, 1998; Dallman i Akana, 2004), sa druge
strane takode moZe da doprinese zbirnom uticaju glukokortikoida na mozak i ostale organe, §to
naravno ima ulogu u etiologiji mnogih stresom indukovanih oboljenja, a narocito psihijatrijskih
poremecaja. Iz svega navedenog ocigledno je da promene u ponasanju i fizioloSkom odgovoru
organizma na hroni¢ni stres zavise od prilagodavanja funkcionisanja HPA sistema. Vazno je

napomenuti da adaptivna reakcija HPA sistema zavisi od osobina stresora, odnosno od tipa,
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trajanja i intenziteta reZzima stresiranja (Blanchard i saradnici, 1998; Aguilera, 1998; Magarinos i
McEwen, 1995; Pitman i saradnici, 1990; Laucher i saradnici, 1994; Pitman i saradnici, 1988).
Osim toga, uvek treba imati na umu i prilicne individualne razlike u adrenokortikalnoj
reaktivnosti na isti stresor, odnosno da postoje razlike u tzv. kortikosteronskom odgovoru
(promena od bazalnog nivoa kortikosterona izmerenog pre stresiranja do nivoa kortikosterona
izmerenog posle primene stresora) eksperimentalnih Zivotinja tokom primene istog stresora
(Natelson i saradnici, 1988; Pitman i saradnici, 1988). Pri tome, potrebno je naglasiti da oba ova
adaptivna procesa (habituacija i facilitacija) zavise i od sposobnosti individue da prepozna da li
je dati stresor ve¢ poznat ili nije. Cak i jedno jedino izlaganje odredenom poznatom stresoru u
okviru delovanja serije novih, nepoznatih stresora, moze da dovede do slabijeg odgovora HPA
sistema kada se eksperimentalna zivotinja drugi put podvrgne delovanju tog stresora (Simpkiss i
Devine, 2003). Sa druge strane, vazan aspekt u okviru odgovora HPA sistema na stresor je i
poimanje realne ili procenjene pretnje, odnosno razlikovanje stvarnog od mogucéeg (tzv.
anticipatornog) stresora, budu¢i da se pri tome pokrecu razli€iti putevi aktivirani stresom
(Herman i saradnici, 2003). Pri tome, obelezja tzv. anticipatornih stresora koja pomazu njihovom
pamcenju predstavljaju vazne odrednice HPA odgovora. Kao $to je ve¢ pomenuto, HPA odgovor
je u energetskom smislu veoma skup i svako prekomerno aktiviranje ima veoma Stetne posledice
(McEwen, 1998 b). S tim u vezi, u mozgu se stvaraju inhibitorni i ekscitatorni putevi zavisno od
pamcenja (osobina) stresora, da bi se kontrolisali glukokortikoidni odgovori. Na primer,
mozdana kola koja obezbeduju paméenje mogu da umanje osetljivost na kontekstualne stimuluse
kojima se jedinka ponavljano izlaze (habituacija) ili da aktiviraju odgovore na neSkodljive
signale koji su udruZeni sa iznenadnom pretnjom. Sirok spektar ovih odgovora je pod izuzetnom
kontrolom limbicke regije mozga, koja obuhvata hipokampus, amigdalu i prefrontalni korteks
(Herman i saradnici, 2003). Poznato je da HPA sistem ima kljuénu ulogu ne samo u
neuroendokrinoj adaptaciji na delovanje stresora, ve¢ 1 u patofiziologiji psihijatrijskih bolesti
povezanih sa stresom, poput depresije, anksioznosti i poremecaja raspoloZenja (de Kloet i
saradnici, 2005; McEwen, 2008; Nemeroff i Vale, 2005).

1.4.3.1. Adrenokortikotropni hormon

HPA sistem je izuzetno osetljiv na delovanje Sirokog spektra emotivnih iskustava i

fizioloSkih poremecaja i njegovo aktiviranje rezultira povecanim otpustanjem ACTH i
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glukokortikoida. Hipotalamus kontroliSe lucenje ACTH iz prednjeg reznja hipofize
(adenohipofize). Vazan segment u okviru normalne aktivnosti HPA sistema ¢ine vremenski
regulisani talasi otpustanja ACTH (Van de Kar i Blair, 1999; Sapolsky i saradnici, 2000; Herman
I saradnici, 2003), kljucnog faktora regulacije lucenja glukokortikoidnih hormona iz kore
nadbubreznih Zlezda. Aktiviranje HPA sistema nastaje kao rezultat sabiranja stimulatornih
signala iz razli¢itih mozdanih regija u PVN hipotalamusa, gde se stvaraju glavni kortikotropni
faktori oslobadanja ACTH. Naime, od limbickog sistema, hipokampusa, amigdale i mozdanog
stabla polaze odredeni nervi do PVN hipotalamusa, gde depolarizacijom nervnih zavrsetaka
podsticu sintezu i luenje odredenih faktora kao odgovor na delovanje stresa. PVN ima centralnu
ulogu u adaptivnom odgovoru na stresore i sastoji se iz najmanje osam odeljaka (Swanson i
Sawchenko, 1983). Razliciti stresori, bilo fizicki ili psiholoski, podsti¢u neurosekretorne celije,
tzv. parvocelularne neurone koji se nalaze u medijalnom parvocelularnom odeljku PVN, a ¢iji
zavrSeci dopiru do strukture eminentia mediana, da pojacano luce kortikotropne faktore
oslobadanja ACTH, a to su CRH i AVP. Ovi faktori se preko eminencije medijane oslobadaju u
hipotalamo-hipofizni portni sistem (Van de Kar i Blair, 1999; Mackin i Young, 2004). Peptid
CRH, koji ima ulogu i u aktiviranju simpatickog nervnog sistema (Penalva i saradnici, 2002),
predstavlja glavni faktor stimulacije otpuStanja ACTH iz adenohipofize i u normalnim i u
stresnim uslovima (Cole i Sawchenko, 2002; Penalva i saradnici, 2002; Whitnall, 1993). Preko
portne vene pars tuberalisa CRH dospeva do adenohipofize, gde u roku od 15 sekundi izaziva
oslobadanje ACTH u periferni krvotok. U neuroendokrinoj kontroli otpustanja ACTH iz
adenohipofize ucestvuje i peptid AVP, koji se takode sintetiSe u parvocelularnim neuronima i
sinergisticki deluje sa CRH (Carasco i Van de Kar, 2003; Tsigos i Chrousos, 2002; Armario,
2006). Parvocelularni neuroni takode proizvode brojne druge peptide i neurotransmitere (Kiss,
1988). Neuroendokrini odgovor na delovanje stresora zapocinje pove¢anim luc¢enjem pomenutih
kortikotropina, koji dalje stimuliSu otpusStanje produkata pro-opiomelanokortina (POMC), u koje
se ubraja pored ACTH i B-endorfin (Carasco i Van de Kar, 2003). Nakon sekrecije, ACTH dalje
sistemskim krvotokom dospeva do kore nadbubreznih Zlezda, gde se vezuje za svoje receptore na
membrani ¢elija fascikularne i retikularne zone i stimulise sintezu i lucenje glukokortikoidnih
hormona u krvotok u roku od nekoliko minuta. lako je ACTH glavni modulator otpusStanja
glukokortikoida, adrenokortikalni izlaz moze da se modulise i neuronalnim signalima koji

podeSavaju osetljivost na ACTH (Ulrich-Lai i Engeland, 2002). Sa druge strane, povecanje nivoa
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glukokortikoida u cirkulaciji mehanizmom negativne povratne sprege inhibira dalje lu¢enje CRH

i ACTH (Akana i saradnici, 2001; Herman i saradnici, 2003).

1.4.3.2. Kortikosteron

Glukokortikoidni hormoni (glukokortikoidi) su signalni molekuli koji ucestvuju u
regulisanju homeostaze i odgovora organizma na delovanje stresora (Habib i saradnici, 2001).
Glukokortikoidi (kod pacova CORT,; kod ljudi kortizol) imaju glavnu ulogu u regulaciji telesnih
funkcija poput energetskog metabolizma, rasta, imunskih funkcija, a pre svega imaju znacajne
efekte na mozak i procese neurogeneze, neuronskog prezivljavanja, kao i ucenja i pamcenja
(Herbert i saradnici, 2006). Kontrola svih ovih funkcija je vazna zbog odgovarajuce regulacije
ponasanja u sklopu adaptacije organizma na stres (Gesing i saradnici, 2001; Stratakis i Chrousos,
1995; Stratakis i saradnici, 1995). Glukokortikoidi ispoljavaju efekte posredstvom svojih
citosolnih receptora (Smith i Toft, 1993; Pratt, 1990). Postoje dva podtipa receptora za
glukokortikoidne hormone, a to su mineralokortikoidni i glukokortikoidni receptori (Meijer i de
Kloet, 1998; Meijer i saradnici, 1998). Ovi receptori deluju kao ligand-zavisni transkripcioni
faktori (Evans i Arriza, 1989; Gesing i saradnici, 2001). Mineralokortikoidni receptori nalaze se
u pojedinim limbickim mozdanim regijama, poput hipokampusa, dok su glukokortikoidni
receptori rasporedeni u viSe mozdanih regija, ukljucujuéi frontalni korteks i PVN hipotalamusa
(Jacobson i Sapolsky, 1991; Meijer i de Kloet, 1998). Po vezivanju liganda, glukokortikoidni
receptori se aktiviraju i transportuju u jedro, gde interaguju sa specificnim sekvencama (eng.
glucocorticoid responsive elements — GREs) unutar molekula DNK i aktiviraju odgovarajuce
gene na Ciju ekspresiju uticu glukokortikoidni hormoni (Pratt, 1990). Aktivirani receptori takode
mogu da inhibiraju, preko protein — protein interakcija, neke druge transkripcione faktore kao Sto
su c-jun/c-fos i NFkB, koji su pozitivni regulatori transkripcije veceg broja gena ukljucenih u
aktiviranje i rast ¢elija imunskog sistema i drugih tipova ¢elija (Scheinman i saradnici, 1995).
Pored toga, glukokortikoidi mogu da menjaju stabilnost iRNK, a time i translaciju veceg broja
proteina Cija sinteza zavisi od ovih hormona, kao i da uti¢u na membranski potencijal nervnih
¢elija (Lee 1 saradnici, 2002; de Kloet i saradnici, 2005). Glukokortikoidi imaju klju¢nu
regulatornu ulogu u neuroendokrinoj kontroli HPA sistema i u pogledu odrzanja bazalne
aktivnosti HPA sistema, kao i u procesu odgovora organizma na stres. Koncentracija ACTH u

cirkulaciji je klju¢ni faktor regulacije lu¢enja glukokortikoida iz kore nadbubreznih Zlezda. Drugi
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hormoni ili citokini, bilo da su poreklom iz srZi nadbubreznih Zlezda, bilo da dolaze iz sistemske
cirkulacije, kao 1 neuronalne informacije koje poti¢u iz autonomne inervacije kore nadbubreznih
zlezda, takode mogu da ucestvuju u regulaciji lucenja glukokortikoida (Hinson, 1990;
Ottenweller i Meier, 1982). Tokom delovanja akutnog stresa glukokortikoidi doprinose
prezivljavanju na taj nacin §to mobiliSu energetske rezerve (Chrousos i Gold, 1992; McKay i
Cidlowski, 2000). Pored ovih kratkoro¢nih adaptivnih promena, glukokortikoidi su takode
ukljuceni i u dugorocne adaptivne promene nastale usled delovanja stresora, a koje se odnose na
regulaciju brojnih razlicitih fizioloSkih procesa, npr. u okviru imunskog odgovora ili aktiviranja
simpatickog nervnog sistema. lako je lucenje glukokortikoida neophodno za prezivljavanje,
prekomerna produkcija je veoma Stetna i povezana je sa narusavanjem normalnog funkcionisanja
¢elija, Sto dovodi do brojnih fizioloskih poremecéaja. Glukokortikoidni hormoni ucestvuju u
procesu zavrsetka odgovora na stres na taj nacin §to ispoljavaju negativno povratno delovanje na
nivou hipotalamusa i na nivou hipofize (de Kloet, 1995), kao i u nekim gornjim hipotalamic¢kim
strukturama (de Kloet i saradnici, 1986; Gesing i saradnici, 2001; Meaney i saradnici, 1996;
Meijer i de Kloet, 1998; Reul i saradnici, 1990). Aktivacija mineralokortikoidnih receptora u
hipokampusu inhibira aktivnost HPA sistema (Gesing i saradnici, 2001). Ovi receptori su
lokalizovani u piramidalnim (CA1-4) i granularnim (dentate gyrus) neuronima hipokampusa
(Gerlach i McEwen, 1972; Herman i saradnici, 1989). Nervni signali koji pristizu iz
hipokampusa aktiviraju inhibitorne GABA-ergicke neurone u ventrolateralnom septalnom
regionu i u tzv. bed nucleus u okviru stria terminalis, koji imaju projekcije do CRF neurona PVN
(Herman i Cullinan, 1997). Stoga glukokortikoidni mehanizam negativne povratne sprege koji
inhibira ACTH sekretorni odgovor, deluje tako da ogranicava vreme trajanje ukupnog izlaganja
tkiva delovanju glukokortikoida i na taj nacin umanjuje katabolicke, antireproduktivne i
imunosupresivne efekte ovih hormona, a pre svega sprecava Stetan efekat prekomernog lucenja

glukokortikoida na strukturu i funkcije mozga.

1.4.4. Uticaj stresa na nivo glukoze u krvi

U okviru neuroendokrinog odgovora organizma na stres dolazi do povecanja nivoa
glukokortikoida u serumu, §to utice na regulisanje metabolizma glukoze (GLU), ukljucujuci
stimulaciju glukoneogeneze u jetri. Povecanje nivoa GLU u krvi obezbeduje energiju neophodnu

za odgovor organizma na delovanje stresora (McKay i Cidlowski, 2000). Postoje brojne studije
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koje potvrduju da je stresom izazvan poremecaj energetskog metabolizma doprinosi razvoju
depresivnih poremecaja (Harvey, 2008). Naime, metabolizam GLU je od vitalnog znacaja za
normalno funkcionisanje mozga i sinapticku transmisiju (Sokoloff i saradnici, 1977). IstraZivanja
su pokazala da se lokalno na sinaptickim vezikulama procesom glikolize stvaraju molekuli ATP-
a i da se koriste za transport neurotransmitera (glutamat, GABA, dopamin, serotonin) u
sinapticke vezikule (Ichida i saradnici, 2009). Znacaj ovog procesa potvrduje podatak da je
smanjenje akumulacije neurotransmitera u vezikulama povezano sa poremecajem u ponasanju

miSeva (Tordera i saradnici, 2007).

1.4.5. Uticaj stresa na ekspresiju BDNF gena

Stres moZe da izazove degenerativne celijske procese, odnosno oStecenje i atrofiju
neurona prvenstveno u hipokampusu, u kojem je veoma eksprimiran receptor za glukokortikoide
(Sapolsky, 1996; McEwen, 1999, McEwen, 2000 b; Sapolsky, 2001; Duman, 2004). Preciznije
receno, stres moze da menja plasti¢nost hipokampusa (Kim i saradnici, 1996; Kim i Yoon, 1998)
tako Sto uti¢e na dendritsku morfologiju (Watanabe i saradnici, 1992; Magarinos i saradnici,
1996), neurotoksi¢nost (McEwen i Sapolsky, 1995) i proces neurogeneze (Gould i saradnici,
1998). Pored toga, svi ovi procesi imaju uticaj na funkcije ucenja i1 pamcenja. Naime,
hipokampus je povezan sa amigdalom i PFC, regionima koji su direktnije ukljuceni u regulaciju
emocija i saznanja. Promene u strukturi i funkcionisanju hipokampusa i PFC prilikom odgovora
na stres, koje mogu da budu okida¢ za nastanak brojnih psihijatrijskih poremecaja, ukazuju na
vaznost izu¢avanja neurotrofickih faktora. BDNF je najSire rasprostranjen i najvise eksprimiran
troficki faktor u mozgu i ima vaznu ulogu u normalnom razvoju CNS tako Sto ucestvuje u
razli¢itim Celijskim procesima poput procesa rasta i ocuvanja neurona, povecavajuci
prezivljavanje i diferencijaciju selektivnih populacija neurona (Barde, 1989). lako nisu u
potpunosti razjasSnjeni mehanizmi kojim BDNF ostvaruje izuzetno vazno delovanje u mozgu,
pokazano je da ucestvuje u modulaciji sinapticke efikasnosti i da ima neuroprotektivni i
morfoloski efekat posle nekih povreda mozga (Lindvall i saradnici, 1994; Thoenen, 1995; Poo,
2001). Naime, utvrdeno je da neurotrofini ispoljavaju jake efekte na sinaptiCku transmisiju
(prenos signala) i takode da imaju ucesc¢a u dugotrajnoj potencijaciji (LTP), koja je povezana sa
procesima ucenja i pamcenja (Korte i saradnici, 1995; Patterson i saradnici, 1992; Patterson i

saradnici, 1996; Figurov i saradnici, 1996; McAllister i saradnici, 1999). Brojne studije ukazuju
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da promene u neuroplasti¢nosti i Celijskoj elasti¢nosti mogu da budu tesno povezane sa
patogenezom i patofiziologijom neurodegenerativnih i psihijatrijskih oboljenja, kao i sa
mehanizmom delovanja efikasnih tretmana (Manji i Duman, 2001). Kod pacijenata sa
poremecajem raspolozenja i depresijom utvrdene su neuroplastiéne promene poput smanjenja
volumena hipokampusa i PFC, smanjenja ¢elijske gustine glijskih i nervnih ¢elija, kao i smanjeni
nivo ekspresije BDNF (Huang i Reichardt, 2001; Nawa i saradnici, 2000; Numakawa i saradnici,
2011). Pokazano je da hroni¢ni stres, glavni pokreta¢ depresije, takode dovodi do mnogih
identi¢nih neuroplasti¢nih promena u Zivotinjskim modelima (Gronli i saradnici, 2006). Rezultati
mnogih istrazivanja pokazuju da je BDNF ukljucen u nastanak depresije (Calabrese i1 saradnici,
2009; Castren i saradnici, 2007; Duman i Monteggia, 2006; Kunugi i saradnici, 2010). Tako su
na primer, nivo iRNK za BDNF i proteinski nivo snizeni u postmortem mozgu depresivnih
pacijenata (Dunham i saradnici, 2009). Osim toga, funkcionalni zna¢aj ove izmenjene ekspresije
neurotrofickih faktora razjasnjen je u istrazivanjima koja pokazuju da stres i depresija mogu da
dovedu do atrofije neurona, odnosno gubitka ¢elija u pomenutim klju¢nim limbickim regionima
mozga vezanim za nastanak neuropsihijatrijskih poremecaja, ukljucuju¢i amigdalu, PFC i
hipokampus. Kod depresivnih pacijenata nivo BDNF je smanjen (Karege i saradnici, 2002) i
moZe da se vrati na normalan nivo tretmanom antidepresivima (Hashimoto i saradnici, 2004;
Aydemir i saradnici, 2005). Pored toga, ekspresija BDNF u hipokampusu je povecana u
postmortem mozgu pacijenata koji su bili pod tretmanom antidepresivima u odnosu na
netretirane pacijente (Chen i saradnici, 2001). Na isti na¢in 1 kod pacova, ekspresija BDNF se
povecéava po tretmanu antidepresivima (Dias i saradnici, 2003), a ubrizgavanje BDNF direktno
indukuje antidepresivne efekte u zivotinjskim modelima sa ponaSanjem sli¢nim depresiji kod
ljudi (Siuciak i saradnici, 1997; Shirayama i saradnici, 2002). Pokazano je da neizbezan stres
inhibira LPT, dobro poznati model ucenja i pamcenja, u cornu ammonis 1 (CAl) regionu
hipokampusa (Shors i saradnici, 1989). Budu¢i da su neurotroficki faktori ukljuceni u regulaciju
LTP (O’Dell i saradnici, 1991; Falkenberg i saradnici, 1992; Dragunow i saradnici, 1993), stres
moze da menja saznajne funkcije preko regulacije neurotrofi¢kih faktora poput BDNF. Utvrdeno
je da je ekspresija BDNF smanjena u hipokampusu pacijenata koji boluju od Alchajmerove
bolesti (Connor 1 Dragunow, 1998) i da se ekspresija povecava tokom procesa vezanih za ucenje

(Hall i saradnici, 2000). Razumevanje molekulskih mehanizama koji reguliSu neuroplasti¢nost u
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uslovima hroni¢nog stresa moze da omoguci efikasnije leCenje psihijatrijskih oboljenja nastalih

delovanjem stresa.
1.4.6. Uticaj stresa na ponasanje

Hroni¢ni stres utiCe na razliCite fizioloske i kognitivne mehanizme koji dovode do
promena u ucenju i ponasanju u zivotinjskim modelima. Utvrdeno je da uticaj stresa na ucenje
zavisi od razlicitih faktora kao §to su: starost, pol, vrsta i osobine stresora, duzina stresiranja, kao
i tip uéenja (Shors, 2006). Sa druge strane, brojne studije uticaja stresa na ponaSanje
eksperimentalnih Zivotinja ukazuju da razli¢iti modeli hroni¢nog stresiranja mogu pouzdano da
izazovu ponasanje kod pacova sli¢no depresiji, dok su za ponasanje slicno anksioznom dobijeni
neprecizni rezultati (Kompagne 1 saradnici, 2008). Pokazano je da razliCiti obrasci stresiranja
mogu da dovedu do povecanja ponasanja slicnog anksioznom (Bondi i saradnici, 2008; Rygula i
saradnici, 2005), smanjenja ovakvog ponaSanja (Kompagne i saradnici, 2008) ili da uopSte
nemaju efekta na ponasanje slicno anksioznom u eksperimentalnim modelima stresiranja glodara
(Matuszewich i saradnici, 2007). Ovakvi oprecni rezultati mogli bi da se pripisu razlikama u vrsti
stresora, kao 1 razli¢itom vremenskom periodu izmedu delovanja stresora i procenjivanja
anksioznosti. Takode je potrebno naglasiti da pol zivotinja, odnosno razli¢iti neuroendokrini
status muzjaka i Zenki, ima vazan uticaj na posredovanje delovanja stresiranja na ponasanje
pacova sli¢no depresiji i anksioznosti kod ljudi (Wood i Shors, 1998; Mathews i saradnici, 2008;
Mashoodh i saradnici, 2008).

1.5. Delovanje terapeutskih doza litijuma u lecenju psihijatrijskih

poremecaja

Vise od Sest decenija litijum predstavlja prvu liniju izbora u tretmanu bipolarnih
poremecaja zbog svoje efikasnosti u dugoro¢nom stabilizovanju raspolozenja (Cade, 1949;
Malhi i Gershon, 2009). Pored toga, tretman litijumom zna¢ajno smanjuje rizik od samoubistva i
ova izuzetna osobina odvaja litijum od ostalih lekova koji se koriste u terapiji bipolarnih
poremecaja (Goodwin i saradnici, 2003). Medutim, zanimljivo je da su mehanizmi kojima
litijum postize poznate klinicke efekte ostali u velikoj meri nerazjasnjeni. Svakako je i poteSkoca

u definisanju poremecaja raspolozenja na osnovu klinicke fenomenologije doprinela ovoj
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nejasnoj slici. Pored toga, patofiziologija nastanka ovih poremecaja je veoma slozen proces koji
ukljucuje vise medusobno povezanih neurotransmiterskih sistema i neuronskih mreZa unutar
mozga (Bowden, 2008). Postoje brojne teorije o mehanizmu delovanja litijuma, pocev od
promena u jonskom transportu do modulacije ekspresije gena (Gould i saradnici, 2004; Marmol,
2006). Delovanje litijuma u otklanjanju klini¢kih simptoma bipolarnog poremecaja je ocigledno
na vise nivoa: na makroskopskom izaziva promene raspolozZenja i saznajnih sposobnosti i moze
da izmeni strukturu mozga, dok na ¢elijskom nivou litijum deluje na brojne unutarcelijske 1
molekulske procese. Utvrdeno je da litijum menja funkciju nervnih ¢elija tako Sto smanjuje
ekscitatornu neurotransmisiju preko delovanja na glutamat i dopamin, a povecava inhibitornu
neurotransmisiju delovanjem na GABA (Manji i Chen, 2002). Naime, ve¢ viSe decenija postoji
pretpostavka da poremecaji u ponaSanju i raspolozenju nastaju usled promena u jonskoj
propustljivosti membrana, $to dovodi do direktnih oSte¢enja ekscitabilnosti neurona i provodenja
nervnih impulsa. Jedna od preovladujucih ranijih hipoteza istie uticaj jona litijuma na ometanje
normalnog funkcionisanja Na-K pumpe i direktne efekte te promene na sinapti¢ku transmisiju,
§to dovodi zatim do poznatih promena u specificnim neurotransmiterskim sistemima (Ullrich i
saradnici, 1980). Kod poremecaja raspolozenja, ukljuujuci i bipolarni poremecaj, postoje
promene i u glutamatergickoj neurotransmisiji (Sanacora i saradnici, 2008), a glutamat kao
najzastupljeniji ekscitatorni neurotransmiter i sastavni deo sinaptiCke transmisije u mozgu,
predstavlja vazan faktor u regulaciji sinapticke plasticnosti znacajne za procese ucenja, memorije
I uopste saznajnih sposobnosti (Collingridge i Bliss, 1995). Rezultati brojnih istrazivanja ukazuju
da litijum direktno deluje na glutamatergicku neuronsku transmisiju. Naro¢ito brojni dokazi
ukazuju da litijum menja ekscitabilnost neurona koji su ukljuc¢eni u sinapse u CAl regionu
hipokampusa. Sposobnost litijjuma da poboljsa sinapti¢ku transmisiju u CAl regionu
hipokampusa pripisuje se povecanju presinapticke ekscitabilnosti, kao i sinapticke efikasnosti,
Sto za posledicu ima povecanje ekscitatornih postsinaptickih potencijala (Valentin i saradnici,
1997; Colino i saradnici, 1998; Rinaldi i saradnici, 1986; Keinanen i saradnici, 1990). Pomenuto
delovanje litijuma na sinapticku transmisiju u hipokampusu zasigurno ima poseban znacaj za
tretman bipolarnih poremecaja i uopSte poremecaja raspolozenja, zato S§to je hipokampus
izuzetno vazna komponenta limbiCkog sistema 1 ucestvuje u regulaciji emotivnog stanja,
saznajnih sposobnosti i pamc¢enja. 1z tog razloga poremeceno funkcionisanje hipokampusa ima

za posledicu promene u ponasanju uocene kod sindroma poremecaja raspoloZenja, a to dodatno
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potvrduje 1 Cinjenica da ovi pacijenti imaju smanjenu sposobnost pamcenja i reprodukovanja
naucenog (Altshuler i saradnici, 2004; Bearden i saradnici, 2006). Promene u sinaptickoj
plasti¢nosti kod CA1 piramidalnih neurona hipokampusa mogu da izazovu promene u modulaciji
ne samo hipokampusa, ve¢ i viSe drugih vaznih mozdanih struktura do kojih se ovi hipokampalni
neuroni projektuju, a to su: PFC, amigdala, striatum i hipotalamus (Mayberg, 1997).

Rezultati istrazivanja u protekle dve decenije doveli su do hipoteze da u osnovi
patoloskih procesa kod poremecaja raspolozenja, ukljucujuéi i bipolarni poremecaj, ne postoje
samo promene na celijskom nivou u vidu direktnog ostecenja neuronske ekscitabilnosti i
transmisije, ve¢ takode 1 poremecaji na nivou unutaréelijskih signalnih puteva koji posreduju u
strukturalnim i funkcionalnim promenama u sklopu neuronske i sinapticke plasti¢nosti (Manji i
Duman, 2001). Takode je utvrdena smanjena funkcionalnost unutaréelijskih signalnih puteva
koji su vezani za celijsko prezivljavanje, rast i metabolizam. U okviru ovih slozenih signalnih
puteva deluju tzv. sistemi sekundarnih glasnika, koji predstavljaju posrednike u sloZzenim
procesima Ciji je krajnji ishod promena neurotransmisije 1 povecanje sposobnosti celijskog
prezivljavanja, u ¢emu ucestvuju brojni razli¢iti proteini. Litijum dovodi do promena ovih
sistema sekundarnih glasnika koji deluju unutar neurona, a u koje se ubrajaju: inozitol,
diacilglicerol (DAG), protein kinaza C (PKC), unutarcelijski kalcijum, kao i tzv. MARCKS (eng.
myristoylated alanine-rich C kinase substrate) i drugi. To su molekularni mehanizmi kojima
litijum ostvaruje svoje terapeutsko delovanje u koje se ubraja u obnavljanje ostecenja strukturne i
funkcionalne neuronalne plasti¢nosti. Naime, u preklinickim i klinickim studijama utvrdeno je da
litijum ispoljava tzv. neurotroficke i neuroprotektivne efekte. Preciznije reCeno u okviru
neuroprotektivnog delovanja litijuma postoji vise razli¢itih mehanizama koji obuhvataju brojne
neurotroficke 1 neuroprotektivne proteine (Chuang, 2005). Novija istrazivanja mehanizama
kojim litijum ostvaruje tako znacajnu ulogu, ukazuju upravo na aktivaciju odgovaraju¢ih
unutarcelijskih signalnih puteva koji leZze u osnovi ovih procesa (Corbella i Vieta, 2003).

Veoma vazan aspekt u terapeutskom delovanju litijuma je njegov pomenuti protektivni
efekat koji se odvija na vise nivoa, buduéi da novija istrazivanja ukazuju da litijum pored dobro
poznatog terapeutskog delovanja u smislu stabilizovanja raspolozenja kod bipolarnih pacijenata,
pokazuje 1 delovanje kao neuroprotektivni agens veoma efikasan u sprecavanju celijske smrti
izazvane apoptozom (Manji i saradnici, 2000). Takvo neuroprotektivno delovanje odigrava se

posredstvom brojnih, medusobno povezanih i izukr§tanih mehanizama, a interakcija litijuma sa
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ovim mehanizmima jo§ uvek nije potpuno proucena. Naime, brojne studije su doprinele da se
bipolarni poremecaj sve viSe sagledava kao degenerativni proces (Berk, 2009; Berk i saradnici,
2011), pri Cemu stresori povezani sa ovim poremecajem izazivaju ekscitotoksi¢nost koja dovodi
do apoptoze, Sto vodi dalje u atrofiju vise mozdanih regiona. U tom pogledu, pokazano je da
litijum povecava dugovecCnost Celija tako Sto prekida ili umanjuje apoptozu, Sto predstavlja
sustinu njegovog neuroprotektivnog delovanja (Quiroz i saradnici, 2010). Osim toga, litijum
dovodi do prekida kaskadnih neurotoksi¢nih procesa koji dovode do oStec¢enja tkiva i
napredovanja promena u strukturi i funkciji mozga, Sto je poznato kao neuroprogresija (Berk i
saradnici, 2011).

U brojnim istrazivanjima je ustanovljeno da litijum dovodi do povecanja ekspresije
neurotrofickog faktora BDNF (Einat i saradnici, 2003; Fukumoto i saradnici, 2001; Frey i
saradnici, 2006 b; Jacobsen i Mork, 2004; Yasuda i saradnici, 2009), kao i neuroprotektivnog
proteina Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma/leukemia-2) (Chen i saradnici, 1999; Zhou i saradnici,
2005). Postoje brojni dokazi da dugotrajni tretman litijumom dovodi do povecanja nivoa
neuroprotektivnog proteina Bcl-2 u frontalnom korteksu, hipokampusu i striatumu (Manji i
saradnici, 2000). Litijum povecava ¢elijsko prezivljavanje i pomenutom aktivacijom BDNF i na
taj nacin stimulisanjem aktivnosti anti-apoptotskih signalnih puteva, ukljucuju¢i fosfatidilinozitol
3—kinaza/Akt (PI3K/Akt) i mitogen-aktiviran protein kinazni put (Rowe i Chuang, 2004).

Pored toga, litijum smanjuje procese koji dovode do apoptoze tako Sto direktnim ili
posrednim delovanjem inhibira aktivnost enzima GSK-3p (glikogen sintaza kinaza-3p) i takode
posredstvom inhibicije ulaska kalcijuma. Naime, neuroprotektivno delovanje litijuma obuhvata i
inaktivaciju N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora preko kojeg u celiju ulazi kalcijum i
natrijum. Jos jedan vazna meta delovanja litijuma je i pomenuti enzim GSK-3p, iz grupe serin-
treonin kinaza, Ciju aktivnost inhibiraju terapeutske koncentracije litijuma (Klein 1 Melton,
1996). Ovaj enzim, pored razli¢itih uloga neophodnih za funkcionisanje ¢elije, ima i izuzetno
vaznu ulogu kao regulator procesa apoptoze i ¢elijske plasticnosti i predstavlja osnovni faktor
regulacije signalnih puteva koji obezbeduju prezivljavanje neurona i celijski odgovor na
delovanje glukokortikoida i estrogena (Gould i Manji, 2005). Na smanjivanje inace veoma
visoke aktivnosti ovog enzima u ¢eliji utiCu faktori iz brojnih signalnih puteva. Po pravilu, niska
aktivnost enzima GSK-3B spreCava apoptozu (programiranu c¢elijsku smrt), dok njegova

poviSena aktivnost uvodi ¢eliju u apoptozu (Gould 1 Manji, 2002). Ovakva litijumom zapoceta
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regulacija anti- i pro-apoptotskih signalnih puteva dovodi do promena Sirokog spektra tzv.
nizvodnih efektora, uklju¢ujué¢i pomenutu Bcl-2 familiju proteina, kao i CREB (eng. CAMP-
response-element-binding protein), aktivator protein 1 (AP-1), B-katenin, NF-xB i druge (Rowe i
Chuang, 2004).

Istovremeno, pored opisanog neuroprotektivnog delovanja, litijum takode pomaze
stvaranje novih ¢elija, odnosno proces tzv. neuroproliferacije ili neurogeneze (Chen i saradnici,
2000; Post i saradnici, 2003). Novije studije pokazuju da litijum izaziva rast i grananje nervnih
zavrsSetaka i stimuliSe proces neurogeneze u hipokampusu odraslih glodara (Boku i saradnici,
2009; Chen i saradnici, 2000; Wexler i saradnici, 2008), za koji je utvrdeno da doprinosi
negativnoj povratnoj regulaciji HPA sistema (Schloesser i saradnici, 2009; Snyder i saradnici,
2011). Na ovaj nacin, stimulisanjem procesa neurogeneze u hipokampusu, litijum obnavlja
regulaciju HPA sistema koja je narusena kod pacijenata obolelih od bipolarnog poremecaja.

Pored viSedecenijske primene u leCenju bipolarnog poremecaja, neuroprotektivno
delovanje litijuma podrazumeva da litijum moZe uspesno da se primenjuje i u leCenju 1 prevenciji
oSte¢enja mozga bilo usled akutne traumatske povrede poput mozdanog udara, bilo kod
hroni¢nih neurodegenerativnih bolesti kao $to su Alchajmerova, Parkinsonova, Hantingtonova
bolest i amiotroficna lateralna skleroza (ALS) (Rowe i Chuang, 2004; Fornai i saradnici, 2008).

Postoje brojne studije koje decenijama unazad izucavaju delovanje litijuma na
neurotransmitere 1 neuromodulatore, uklju¢ujuc¢i: monoaminske, serotoninske, holinergicke i
GABA sisteme (Segal, 1974; Treiser i saradnici, 1981). Jedan od mehanizama koji bi mogli da
objasne terapeutsko i profilakti¢ko delovanje litijuma kod bipolarnog poremecaja postavljen je u
tzv. monoaminskoj hipotezi, koja tumaci uticaj litijuma na promene u koncentracijama
neurotransmitera u okviru CNS. PokuSaji da se precizno odredi kako litijum utice na
neurotransmiterske sisteme i prenos signala, stavljaju fokus u istraZzivanjima najvise na
modulaciju presinaptickih procesa, poput prometa (sinteze, otpusStanja, preuzimanja)
neurotransmitera, a potom i na postsinapticke dogadaje, kao Sto je regulacija mehanizama
¢elijskih signalnih puteva (transdukcije signala) (Lenox i Hahn, 2000). Dugoro¢ni efekat litijuma
na neurotransmiterske sisteme ostvaruje se zahvaljuju¢i njegovoj sposobnosti da uskladuje
razlicite signalne puteve u kojima ucestvuju neurotransmiteri i neuropeptidi u brojnim mozdanim
strukturama (Lenox i Frazer, 2002). U tom smislu, postoje brojni dokazi koji potvrduju vaznu

ulogu DA u nastanku i razvoju poremecaja raspolozenja, a utvrdeno je da litijjum smanjuje
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presinapticku dopaminsku aktivnost 1 deluje postsinapticki u smislu sprecavanja nastanka
uzlazne regulacije receptora (Lenox i Frazer, 2002). Medutim, nema mnogo podataka o
delovanju litijuma na ekspresiju gena ukljucenih u sintezu, preuzimanje i razgradnju DA i NA,
kao i na ekspresiju gena za antioksidativne enzime u PFC i hipokampusu pacova izlaganih
hroni¢nom stresu. Detaljnije proucavanje uloge i znacaja delovanja litijuma na molekulske
mehanizme sinteze, preuzimanja i razgradnje neurotransmitera (DA i NA), kao i na molekulske
mehanizme antioksidativne zastite je od posebnog interesa i znacaja u lecenju psihijatrijskih

poremecaja izazvanih hroni¢nim stresom.
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2. CILJ RADA

Cilj istraZivanja je bio da se detaljnije prou¢e molekulski mehanizmi delovanja litijuma
na neurotransmiterski i antioksidativni status u prefrontalnom korteksu i hipokampusu stresiranih
zivotinja. Stres uti¢e na ekspresiju gena za enzime koji ucestvuju u sintezi, preuzimanju i
razgradnji neurotransmitera, kao i na ekspresiju gena za enzime antioksidativne zaStite. Stresom
izazvane dugotrajne promene ekspresije gena za navedene enzime, mogu biti uzrok nastanka
psihijatrijskih oboljenja kao Sto su anksioznosti i depresija. Na osnovu pregleda literature
utvrdeno je da nema mnogo podataka o delovanju litijuma na ekspresiju gena ukljucenih u
metabolizam kateholamina u prefrontalnom korteksu i hipokampusu pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja. Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita
delovanje litijuma na ekspresiju gena ukljucenih u sintezu neurotransmitera, njihovo preuzimanje
I razgradnju, kao i delovanje litijjuma na antioksidativni status u prefrontalnom korteksu i
hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja.
Takode, ispitivano je i delovanje litijuma na ponaSanje pacova izlaganih ponavljanom stresu

fizickog sputavanja.

Specifi¢ni cilj rada bio je da se ispita:

Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana, kao i delovanje

litijuma kod pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) na:

a) koli¢inu dopamina i noradrenalina,

b) ekspresiju gena za enzime koji uéestvuju u biosintezi dopamina i noradrenalina (TH i DBH),

c) ekspresiju gena za dopaminske i noradrenalinske transportere odgovorne za preuzimanje,
skladistenje i odpustanje dopamina i noradrenalina (DAT, NET i VMAT 2),

d) aktivnost i koli¢inu enzima odgovornih za razgradnju dopamina i noradrenalina (MAO A,
MAO B i COMT),

e) ekspresiju gena za antioksidativne enzime (SOD 1, SOD 2, CAT, GPx i GR),
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f) ekspresiju gena za BDNF u prefrontalnom korteksu i hipokampusu,
g) koncentraciju ACTH i CORT u plazmi i GLU u krvi i

h) ponaSanje eksperimentalnih zivotinja.

Opéti cilj istrazivanja je da rasvetljavanjem molekulskih mehanizama delovanja litijuma
doprinesemo poboljSanju kvaliteta i individualizaciji terapijskih pristupa u neuropsihijatrijskoj

klini¢koj praksi.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalni model

U eksperimentima su koriS¢eni muzjaci pacova Wistar soja, starosti 3 meseca, telesne
mase izmedu 330-400 g. Zivotinje su boravile u prostoriji sa klimatizacijom i sa pravilnom
izmenom svetla i mraka u toku 12 casovnog intervala. Hrana i voda davani su ad libitum.

Eksperimentalne Zivotinje su nedelju dana pre izvodenja eksperimenta bile smestene po
cetiri u kavez veli¢ine 21x37x13 cm 1 podeljene u Sest grupa. Prvu grupu ¢inili su kontrolni
pacovi (K). Drugu grupu ¢inili su pacovi izlagani 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja (PSFS). Trecu grupu ¢inili su pacovi svakodnevno tretirani fizioloskim rastvorom (F)
u trajanju od 14 dana. Cetvrtu grupu &inili su pacovi svakodnevno tretirani litijumom (Li) u
trajanju od 14 dana. Petu grupu ¢inili su pacovi izlagani 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretirani fizioloSkim rastvorom (F+PSFS) i Sestu grupu ¢inili Su pacovi
izlagani 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirani litjjlumom
(Li+PSFS).

Rastvor litijum-hlorida (LiCl) je injeciran odredenim grupama zivotinja intraperitonealno
(IP) jednom dnevno 14 dana (Nonaka i Chuang, 1998). Pocetna doza litijuma je bila 1,5 mEq/kg
1 primenjena je prva dva dana. Zatim je povecana na 2,3 mEq/kg sedam dana, pa na 3 mEq/kg
pet dana. Ovakav protokol davanja LiCl pacovima obezbeduje koncentracije litijuma u plazmi
koje su, u poredenju sa pacijentima sa bipolarnim poremecajem, iznad minimalne terapeutske
koncentracije (i. e. 0,4 mM) tokom perioda terapije.

Da bi se smanjile razlike u fizioloskim parametrima zavisnim od cirkadijalnog ritma, sve
Zivotinje su Zrtvovane u istom vremenskom periodu, izmedu 9 i 11 h, i. e., dan posle poslednjeg
tretmana. Pacovi su Zrtvovani u uslovima bez stresa brzom dekapitacijom na giljotinici (Harvard
Apparatus, USA), vaden je mozak i posle kratkog ispiranja fizioloskim rastvorom izolovani su
prefrontalni korteks i hipokampus koji su odmah zaledeni u te¢nom azotu, a zatim su uzorci

uvani u zamrzivacu na -70 °C do izolacije ukupne RNK i proteina.
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3.2. Eksperimentalni pristup

U eksperimentima je kori§¢en ponavljani stres fizickog sputavanja, izvoden na taj nacin
Sto je pacov podvrgnut stanju nepokretnosti smestanjem u plasti¢éne tube dimenzija 25x7 cm
(Slika 2) (Gamaro i saradnici, 1999). Pacovi iz ove grupe podvrgnuti su opisanom stresu po dva
sata tokom 14 dana u razli¢ito vreme u periodu od 9-13 h, da bi se izbeglo navikavanje na
eksperimentalnu proceduru (Kim i Han, 2006).

Slika 2. Stres fizickog sputavanja (slika preuzeta sa http://web.jhu.edu).

3.3. Odredivanje ekspresije gena

3.3.1. Metoda odredivanja nivoa iRNK — RT-PCR u realnom vremenu
3.3.1.1. 1zolacija i merenje koncentracije ukupne RNK

Izolacija ukupne RNK obavljena je na sobnoj temperaturi, metodom fenolske ekstrakcije
uz pomo¢ Trizola (Invitrogen Life Technologies). Tkivo je homogenizovano u Trizolu pomocu
staklo-teflon homogenizera Potter-Elvehjem zapremine 20 ml. Nakon kratke inkubacije na
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, obavljena je ekstrakcija, tako $to je u homogenat na
500 pl trizola dodato 100 pl hloroforma (-20 °C). Nakon centrifugiranja i odvajanja
hloroformske od fenolske faze, ukupna RNK istaloZena je izopropil alkoholom (-20 °C) 10


http://web.jhu.edu/
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minuta na sobnoj temperaturi. Da bi se RNK istaloZila, na 500 pl trizola dodavano je 250 pl
izopropil alkohola. IstaloZzena RNK isprana je sa 1 ml 75% etanola, a potom sa 1 ml 96%
etanola. OsuSena RNK (5 minuta na sobnoj temperaturi) rastvarana je u vodi tretiranoj
dietilpirokarbonatom (DPC-H;0). Koncentracija RNK odredivana je spektrofotometrijski,

merenjem apsorbance na 260 nm, na aparatu NanoDrop.
3.3.1.2. Prepis RNK u cDNK

Kvantifikacija iRNK uradena je u dva koraka. Najpre je sintetisana cDNK iz 1500 ng
ukupne RNK kori$¢enjem enzima Redy-To-Go You-Prime First-Strand Beads Reverzne
Transkriptaze (Amersham) i pd(N)s Random Hexamera (Amersham). Prepis je uraden po
slede¢oj proceduri: 12 pl uzorka koji je sadZzao 1500 ng iRNK inkubiran je 10 min na 65 °C.
Nakon toga dodano je 21 pl reverzne transkriptaze sa pd(N)e prajmerom (0.2 ug finalno) po
uzorku i inkubirano 1 h na 37 °C. Posle prepisa iRNK u cDNK uradena je kvantifikacija
ekspresije TH, DBH, DAT, NET, VMAT 2, SOD 1, SOD 2, CAT, GPx, GR, BDNF i cyc A

gena metodom kvantitativnhog RT-PCR u realnom vremenu.

3.3.1.3. Kvantifikacija ekspresije gena metodom kvantitativnog RT-PCR

u realnom vremenu

PCR reakcije su radene na aparatu ABI Prisma 7000 Sequence Detection System, u
finalnoj zapremini od 25 pl koja je sadrzala: 1x TagMan Universal PCR Master Mix sa
AmpErase UNG (Apleid Biosystems, Foster City, CA), TagMan Pre-Designed Assay i cDNA (1
ng RNK preveden u ¢cDNK). Uzorci su analizirani uz pomo¢ eseja: esej specifican za TH ID
Rn00562500 ml, esej specifican za DBH ID Rn00565819 m1, esej specifican za NET ID Rn00
580207 _ml, esej specifican za DAT ID Rn00562224 ml, esej specifican za VMAT 2 ID
Rn00564688 ml1, SOD 1 ID Rn00566938 ml, esej specifican za SOD 2 ID Rn00690587 gl,
esej specifican za CAT ID Rn00560930 ml, esej specifican za GPx ID Rn00577994 g1, esej
specifican za GR ID Rn01482159 ml, esej specifican za BDNF ID Rn01484924 ml i kao
endogena kontrola kori$¢en je esej specifican za cycA ID Rn00690933 ml (svi eseji poruceni su
od Applied Biosystems). Temperaturni profil reakcija bio je slede¢i: 2 minuta na 50 °c, 10
minuta na 95 °C i 40 ciklusa po 15 sekundi na 95 °C, 1 minut na 60 °C. Svi uzorci su radeni u
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triplikatu. Kvantitativne vrednosti su dobijene iz broja ciklusa (Ct vrednosti) u kom je porast
signala iznad nivoa Suma (,,treshold*), udruzen sa ulaskom u eksponencijalnu fazu PCR koji
detektuje analitiCki softver aparata. Unos ukupne RNK (baziran na spektrofotometrijskom
merenju) u reakciju reverzne transkripcije, njen kvalitet (manji ili ve¢i stepen degradacije), kao i
efikasnost reverzne transkripcije mogu da variraju od uzorka do uzorka. Zbog toga, istovremeno
je amplifikovan i gen za cyc A kao endogena kontrola, te je svaki uzorak normalizovan na bazi
njegovog sadrzaja cyc A. Geni koji se koriste kao endogene kontrole imaju stabilan nivo
ekspresije u pojedinim tkivima nezavisno od fizioloskih uslova. Relativna ekspresija ciljnih
iIRNK TH, DBH, DAT, NET, VMAT 2, SOD 1, SOD 2, CAT, GPx, GR i BDNF je izraZzena u
odnosu na kalibrator. Kao kalibrator izabran je jedan uzorak iz kontrolne grupe koji je bio
priblizan srednjoj vrednosti svih uzoraka kontrolne grupe. Konacan rezultat, izrazen je u
relativnim jedinicama kao N-puta razlika u odnosu na kalibrator, (a normalizovan prema cycA-

referentnom genu) po jednakosti:
Jednakost 1. Nuzoka=2"*¢"  metoda AACt (Pfaffl 2001)
gde je:

AACt=ACt uzorka - ACt kalibratora

ACt uzorka=Ct cilj.trans.-Ct cyc A

ACt kalibratora= Ct cilj.trans.-Ct cyc A

3.3.2. Metode odredivanja koncentracije i sinteze proteina
3.3.2.1. Izolacija i merenje koncentracije ukupnih proteina

Tkiva su homogenizovana u dve zapremine 0.5 M fosfatnog pufera (pH 6.65) sa 0.2%
Triton x-100 (deterdzent) sa 30 zaveslaja u staklo-teflon homogenizeru Potter-Elvehjem
zapremine 20 ml na +4 °C. Nakon homogenizacije, uzorci su ostavljeni da liziraju 1h na +4 °C, a
zatim su centrifugirani 20 min na 12000 rpm. Supernatant je odpipetiran u prohladene epruvete.

Tako pripremljeni uzorci ostavljeni su na -70 °C do pocetka rada.
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Koncentracija proteina odredivana je BCA metodom (Stich, 1990) koris¢enjem
komercijalnog BCA protein assay Reagent A i Reagent B (Pierce). Reagens A i reagens B
meSani su u odnosu 50:1, dok se meSavina rastvora reagensa A i B dodaje u odnosu na uzorak
20:1. Uzorci sa reagensom inkubirani su 30 minuta na 37 °C. Ova spektrofotometrijska metoda
zasniva se na merenju apsorbancije svetlosti na 562 nm na aparatu LKB BIOCHROM
ULTROSPEC Il. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji ukupnih proteina. Koncentracija
proteina u uzorcima se odreduje na osnovu standardne krive koja se pravi na osnovu osam

razli¢itih razblazenja poznate koncentracije BSA (Slika 3).
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Slika 3. Standardna kriva pozmnatih koncentracija BSA na osnovu koje se odreduje

koncentracija proteina. Y =A+ B * X

3.3.2.2. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina na SDS-poliakrilnom gelu izvedeno je u skladu sa
Leammli-evom procedurom (1970). Uzorcima je dodavana ista zapremina pufera (0.5 M TRIS,
glicerol, SDS, 0.1% bromfenol plavo, merkaptoetanol), posle ¢ega su inkubirani 5 minuta na 95
OC i potpuno denaturisani. Po 30 ug proteina je podvrgnuto elektroforetskom razdvajanju u 5%
akrilamidnom gelu za koncentrovanje (0.5 M TRIS pH 6.8, akrilamid, bisakrilamid, 10% SDS,
10% APS, TEMED i H,0) i 10% akrilamidnom gelu za razdvajanje (1.5M TRIS pH 8.8,
akrilamid, bisakrilamid, 10% SDS, 10% APS, TEMED i H,0). Kori$¢ena je aparatura Mini-
protean 3 electrophoresis Cell, Bio-Rad. Elektroforeza je u proseku trajala 100 min, pri naponu
od 100 V. Na svaki gel su nanodeni i proteini poznatih molekulskih masa (PageRegular™
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Prestained Protein Ladder Plus, Fermentas) radi lokalizovanja ispitivanih proteina po zavrsetku
elektroforeze i standardni uzorak radi anuliranja greSaka u proceduri. Pufer za elektroforezu
sadrzi TRIS, glicin, 10% SDS i H,0.

3.3.2.3. Transfer proteina sa gela na membranu

Elektroforetski razdvojeni proteini prenoSeni su sa gela na nitroceluloznu membranu
(Hybond TM C Extra, Amersham Bioscience). Zatim je pravljen ,,sendvi¢“: redana su tri filter
papira, membrana, gel 1 opet tri filter papira (sve natopljeno puferom za transfer). ,,Sendvic* je
stavljan u modul tako da se membrana okrene prema anodi, a gel prema katodi. Tako orijentisani
moduli su stavljeni u aparat za transfer (Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad) zajedno sa puferom za

transfer (TRIS, glicin, metanol i H,O). Transfer se odvijao u toku 2 h pri jacini struje od 0.4 A.
3.3.2.4. Imunodetekcija i denzitometrijsko merenje proteina

Nakon transfera membrana je nekoliko puta ispirana u TBS-T puferu (TRIS, Na ClI,
Tween 20 i H,0), a zatim 2 h inkubirana u rastvoru za blokiranje (5% nemasno mleko), kako bi
se umanjilo nespecificno vezivanje. Posle toga je membrana isprana u TBS-T puferu, a potom
inkubirana 90 min sa primarnim antitelima koja specificno prepoznaju ispitivane proteine. Za
merenje nivoa proteina: TH (ab51191), DBH (ab63939), NET (ab41559), DAT (ab18548),
VMAT 2 (ab70808) i BDNF (ab6201) kori$¢ena su antitela nabavljena od Abcam, za merenje
nivoa proteina SOD 1 i SOD 2 antitela nabavljena od Stressgen (SOD-101 i SOD-110), za
merenje nivoa proteina CAT antitelo nabavljeno od Calbiochem (219010), a za merenje nivoa
proteina GPx i GR antitela nabavljena od Santa Cruz Biotechnology, Inc. (sc-30147 i sc-32886).
Nakon inkubacije primarnim antitelom, membrana je isprana puferom TBS-T, a potom
inkubirana u sekundarnom antitelu konjugovanom sa peroksidazom 1 h. Sekundarna antitela

(anti-mouse i anti-rabbit) korii¢ena su iz kita Amersham ECL™

Western Blotting Analysis
System razblazena u odnosu 1:5000. Kao endogena kontrola kori$¢en je izmereni nivo proteina 3
actin (ab8227, Abcam). Membrana je nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom isprana vise
puta sa TBS-T, a zatim inkubirana 1 minut u mra¢noj sobi sa rastvorom za detekciju (Amersham
ECL™ Western Blotting Analysis), koji se zasniva na reakciji luminiscencije, koja je brza i

veoma osetljiva. U prisustvu H;O,, peroksidaza katalizuje oksidaciju luminola. Nastali
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intermedijarni produkt prelazi u stabilnu formu uz emisiju svetlosti koja osvetli film. Detekcija
se vr§i u mrac¢noj sobi sa crvenom svetloS¢u. Membrana je postavljena izmedu dve providne
folije u kaseti za detekciju (Hypercassette, Amersham Life Science), a preko membrane je
stavljen film (Amersham Hyperfilm™ ECL). Nakon toga kaseta se zatvori. Posle nekoliko
sekundi do jednog minuta (zavisno od vrste tkiva) film je izvaden iz kasete 1 razvijen
(razvijac(1:7)-fiksir(1:4)-voda). Otisci koji su na njemu dobijeni odgovaraju proteinima Kkoji se
nalaze na membrani i za koje su vezana odgovarajua primarna i sekundarna antitela sa
peroksidazom. Intenzitet signala, odnosno koncentracija ispitivanih proteina, odredeni su
denzitometrijski. Filmovi su skenirani, a intenzitet signala se kvantifikuje koris¢enjem
raCunarskog programa Image J. ProsecCan broj piksela po otisku kontrolnih Zivotinja definiSe se
kao 1 arbitrarna jedinica (AJ)/pg proteina, a vrednosti dobijene kod tretiranih zivotinja se porede

sa kontrolom i takode izrazavaju u AJ/pg proteina.

3.3.3. Metode odredivanja aktivnosti proteina

3.3.3.1. Merenje aktivnosti enzima monoaminooksidaze A i monoaminooksidaze B

Aktivnost enzima monoamino oksidaza A i B odredena je koris¢enjem komercijalnog
kita (Amplex Red Monoamine Oxidase Assay kit; molecular Probes), metode fluorometrijskog
merenja nivoa aktivnosti zasnovane na merenju H,O, u HRP-kuplovanoj reakciji uz koris¢enje
10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazina (Amplex red reagent), visoko osetljive i stabilne probe za
H,0,, pri ¢emu se kao produkt dobija jedinjenje rezorufin sa apsorpcijom na 571 nm i
fluorescentnom emisijom na 585 nm. Da bi se prilikom merenja jasno razdvojile vrednosti nivoa
aktivnosti enzima MAO A i enzima MAO B, postoje dva supstrata i dva inhibitora koja se
koriste u okviru Kita: p-tiramin je supstrat za oba enzima, dok je benzilamin supstrat samo za
MAO B. Specifi¢ni inhibitor MAO A aktivnosti je klorgilin, a specifi¢ni inhibitor MAO B
aktivnosti pargilin. Fluorescencija uzoraka je merena tako Sto je na fluorometru zadata
ekscitacija u opsegu od 530-560 nm, a detekcija emisije na 590 nm. Aktivnost MAO A i MAO

B izrazena je u U/mg protein.
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3.3.3.2. Merenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Za merenje aktivnosti enzima antioksidativne zastite SOD 1 (CuzZnSOD) i SOD 2 (MnSOD)
u mozdanim strukturama prefrontalnom korteksu i hipokampusu, koris¢en je komercijalni kit
(Randox Laboratories, Crumlin, UK). Ovaj metod koristi ksantin/ksantin oksidaza sistem za
stvaranje superoksid radikala koji reaguju sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum
hloridom 1 stvaraju crvenu formazan boju. Jedna jedinica aktivnosti je definisana kao koliina
proteina potrebnog da inhibira 50% redukciju 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum
hlorida. Najpre je izmerena ukupna aktivnost SOD, dok je aktivnost SOD 2 enzima merena 30 min
nakon dodavanja 4mM KCN koji inhibira enzimsku aktivnost SOD 1. 1z razlike ukupne aktivnosti i
aktivnosti SOD 2 enzima je dobijena vrednost aktivnosti SOD 1 enzima.
Aktivnost enzima se izraCunava po slede¢oj formuli:

U/mg = ((AA blanka — AAuzorka/1U)x R) /Cp
gde je: AA blanka — promena apsorbance blanka, AA uzorka — promena apsorbance uzorka, 1U —
definisana jedini¢na aktivnost, R — razblazenje uzorka, Cp — koncentrcija proteina u mg/ml.

Rezultati su predstavljeni u jedinicama enzima SOD 1 i SOD 2 po mg proteina.

3.3.3.3. Merenje aktivnosti enzima katalaze

Aktivnost enzima katalaze je odredena po metodi Claiborn-a (1985). Jedna jedinica
aktivnosti katalaze se definiSe kao koli¢ina enzima koja razgraduje 1 pmol vodonik — peroksida
(H205) u minutu po mg proteina. Kako H,O, pokazuje maksimalnu apsorbancu na talasnoj duzini
od 240 nm, aktivnost katalaze se odreduje pracenjem razlaganja H,O, na 240 nm, pri ¢emu je pad
apsorbance proporcionalan aktivnosti katalaze. Pripremljeni 0.05 M fosfatni pufer pH 7.0 (0.05 M
K2HPOs4 titrovan sa 0.05 M KH2PO4 do pH 7.0) se titruje 30% rastvorom H202 dok apsorbanca
ovakve probe na 240 nm ne dostigne vrednost izmedu 0.525-0.550. Za blank je koris¢en Cist rastvor
fosfatnog pufera bez H,0,. Originalni uzorci ¢ije su koncentracije oko 20 mg/ml su razblazeni 60
puta i to tako Sto smo im dodali ekvilalentnu zapreminu etanola i 58 puta vecu zapreminu vode.
Etanol se dodaje da bi se sav endogeno vezani H,O, uklonio sa katalaze, kako bi se merila stvarna
aktivnost enzima. Uzorak se do pocetka merenja drzi na ledu. Na 15-40 ul ovako pripremljenog

uzorka se dodaje 3 ml podeSenog rastvora H,O; u fosfatnom puferu. Pracen je pad apsorbance na
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240 nm u toku 3 min na 25 °C. Promena apsorbance u toku jednog minuta bi trebalo da bude u
opsegu 0.04-0.06.

Aktivnost katalaze se izraZzava u jedinicama aktivnosti po mg protein, a izraCunava po
slede¢oj formuli:

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

(mg/ml), Vuz - zapremina uzorka (ml).

3.4.3.4. Merenje aktivnosti enzima glutation peroksidaze

Aktivnost enzima GPx merena je po metodi Maral-a i saradnika (1977), koja koristi t-butil
hidroperoksid i GSH kao supstrate. Aktivnost se prati merenjem promene apsorbance na 340 nm, pri
temperaturi od 37 °C. Reakcionu smesu ¢ine: 0.3 ml 0.5 M fosfatnog pufera pH 7.0, 0.1 ml 1mM
Na2EDTA, 0.6 ml 0.2 mM NADPH (u 1% NaHCO3), 0.3 ml 1 mM GSH, 0.1ml 0.03 M t-butil
hidroperoksid, 0.1 ml ImMNaN3, 5 ul GLR-a i 1.5 ml vode. Pre dodavanja u smesSu, osnovnu
koncentraciju GLR smo razblazivali sve dok promena apsorbancije na 340 nm u blanku (AAbl) nije
dostigla vrednost 0.014/min. U ovakvu reakcionu smesu se dodaje 60-100 pl uzorka i meri promena
apsorbance na 340 nm u trajanju od 150 sekundi. Aktivnost enzima GPx se racuna po sledecoj

formuli:
specifi¢na aktivnost = (AAuz - AAsp) x 1000 x Vrs/6.22 x 0.835 x Cpr x Vuz

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

Aktivnost enzima GPx je izraZzena u jedinicama po miligramu proteina.

3.3.3.5. Merenje aktivnosti enzima glutation reduktaze

Aktivnost enzima GR je merena po metodi Glatzle i saradnika (1974). GR katalizuje
redukciju oksidovanog glutationa uz pomo¢ NADPH. Oksidacija NADPH se prati merenjem
promene apsorbance na 340 nm. U kivetu se dodaje 0.6 ml 0.5 M fosfatnog pufera (0.5 M K2HPO4
titruje se sa 0.5 M KH2POs4 do pH 7.4), 0.1 ml 2 mM GSSG, 0.1 ml 0.5 mMEDTA i 2 ml vode. Pre
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dodavanja 0.1 ml 0.1 mM NADPH, ¢ijim dodavanjem otpocinje reakcija, dodaje se i uzorak (5, 10,
15 pl). Kao blank je koriS¢en fosfatni pufer. Optimalna temperatura reakcije je 37 °C. Pracena je

promena apsorbance u toku 3 minuta, a aktivnost se izraunava pomocu jednacine:
specifi¢na aktivnost = (AAuz - AADbI) x 1000 x Vrs/6.22 x Cuz x Vuz

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

Aktivnost enzima GR je izrazena u jedinicama po miligramu proteina (nM NADPH/min/mg prot).

3.4. Metoda odredivanja kateholamina u tkivu

Tkivo mozdanih struktura prefrontalnog korteksa i hipokampusa homogenizovano je u
0,01 N HCI u prisustvu EDTA 1 Na-metabisulfita. Pod ovakvim uslovima kateholamini su
naelektrisani pozitivno, $to umanjuje mogucénost vezivanja proteina i optimizuje njihovu
rastvorljivost. Za odredivanje koncentracije kateholamina u pomenutom tkivu kori$éen je
komercijalni kit 3-CAT Research ELISA kits BA E-5600 (Labor Diagnostica Nord, Nordhorn,
Germany). Vrednost apsorbancije rastvora o€itana je u roku od 10 minuta koris¢enjem aparata
Microplate reader Stat Fax 2100 na 450 nm, a referentna vrednost je merena u opsegu od 620-

650 nm. Vrednosti su izrazene kao ng kateholamina u g tkiva.

3.5. Metoda odredivanja adrenokortikotropnog hormona u plazmi

ACTH u plazmi je meren hemiluminiscentnom metodom uz pomo¢ automatskog
analizatora Immulite Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA. U.S.A. Krv je
sakupljana u posebne epruvete sa EDTA i centrifugirana 10 min na 3500 obrtaja na +4 °C.
Uzorak je stavljen u serumsku c¢aSicu analizatora, a na nju je stavljena reakciona caSica. U
reakcionoj ¢aSici nalazi se anti ACTH antitelo sa puferom. Nakon toga u frizideru aparata, u

reakcionu caSicu, dodata su dva reagensa LACA (proteinski pufer/serum) i LACB (alkalna
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fosfataza). Poslednji reagens koji je dodavan je hemiluminiscentni supstrat. Nakon toga, aparat

je ocitavao vrednost ACTH u pg ACTH/ml seruma.
3.6. Metoda odredivanja kortikosterona u plazmi

Krv je sakupljana u epruvete i ostavljena da koagulise na sobnoj temperaturi 30 min, nakon
cega je centrifugirana 15 min na 3000 rpm (Heraus centrifuga). Dobijeni serumi su ¢uvani na -20 °C
do merenja. Koncentracija kortikosterona u serumu je odredena esejem specifiénim za pacovski
serum (OCTEIA EIA kit, Immunodiagnostic Systems Inc.). To je kompetitivni ELISA esej u kome je
poliklonsko antitelo na kortikosteron vezano za unutrasnju povrsSinu mikrotitar ploce. Kalibratori
(standardi), kontrolni uzorci i razblaZeni uzorci nepoznate koncentracije kortikosterona su nano3eni
na ploc¢u u duplikatu i inkubirani preko noci na 2-8 °C sa antitelom koje je konjugovano sa HRP.
Ploc¢a se zatim tri puta sukcesivno ispira i dodaje se hromogeni supstrat tetrametilbenzidin (TMB)
koji dovodi do razvijanja boje. Enzimska reakcija se prekida dodavanjem STOP rastvora (0.5 M
HCI), nakon ¢ega se o€itava apsorbanca na 450 nm 1 650 nm (650 nm je korekciona OD) na ELISA
¢itatu (WALLAC 1420-Victor2 Multilabel Counter, Perkin Elmer). Intenzitet razvijene boje je
obrnuto proporcionalan koncentraciji kortikosterona u uzorku. Vrednosti koncentracije CORT su

oCitane sa semilogaritamske standardne krive i izrazene u ng/ml.

3.7. Metoda odredivanja glukoze u Krvi

Koncentracija GLU u krvi odredena je pomocu komercijalnih traka za merenje GLU
(Accutrend strips). Na traku se nanosi po 10 pl krvi odmah po zrtvovanju pacova i koncentracija
glukoze se automatski oc¢itava sa Accutrend aparata (Accutrend GCT Reader; Roche, Mennheim,

Germany).
3.8. Metode za pracenje promena u ponasanju eksperimentalnih
Zivotinja

Testovi ponaSanja radeni su da bi se utvrdilo da li ponavljani stres fizickog sputavanja

izaziva promene u ponasanju eksperimentalnih zivotinja, koje su nalik na anksiozno i depresivno
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ponasanje i da li tretman litijumom moduliSe eventualne promene u ponaSanju izazvane stresom.
U tu svrhu kori$éeni su test za analizu anksioznog ponaSanja i test za analizu depresivnog
ponasanja. Oba testa izvodena su tokom dana, u periodu izmedu 9-12 h u zatamnjenoj prostoriji.
Zivotinje su 1 h pre testiranja prebadene u prostoriju gde su izvodeni testovi ponasanja.

Testiranje je izvodeno u sobi sa kontrolisanom temperaturom, bukom i osvetljenjem.
3.8.1. Test izdignutog plus lavirinta (,,Plus maze test*)

Test izdignutog plus lavirinta se koristi za procenu anksioznog ponaSanja Zivotinja (Walf i
Frye 2007). Pacovi i miSevi prirodno izbegavaju jako osvetljena, nepoznata mesta i otvoren prostor,
tako da okruzenje koje im je ponudeno u ovom testu (otvoreni krakovi) za njih predstavlja anksiogeni
stimulus, S$to omogucava eksperimentatoru da merenjem vremena koje zivotinja provede u
zatvorenim krakovima lavirinta odredi da li se Zivotinja ponaSa anksiozno.
Improvizovana aparatura koja je koriS¢ena za ovaj test se sastoji od 4 kraka izdignutih na
platformu visine 50 cm. Dva naspramna kraka dimenzija 50 x 10 cm su otvorena, a druga dva
istih dimenzija imaju zidove visine 50 cm (Slika 4). Zivotinja se postavlja u centar platforme
tako da bude okrenuta otvorenom kraku, nakon ¢ega se zapo€inje snimanje kamerom u trajanju

od 5 minuta (Slika 5, preuzeta sa http://www.biobserve.com).

50 cm ‘ ‘ 50 cm

40 cm

50 cm

Slika 4. lzdignuti plus lavirint (slika preuzeta sa https://en.wikipedia.org).


https://en.wikipedia.org/
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U testu su praceni sledeci elementi ponasanja: ukupan broj ulaza (kada je zivotinja sa 3 Sape u
kraku), broj ulaza u otvorena i zatvorena polja lavirinta, kao i vreme koje Zivotinja provodi u
otvorenim poljima lavirinta. Posle svakog testiranja prostor za testiranje je o¢iS¢en rastvorom 90%
etanola. Video snimke pojedinacnih testiranja analizirani su subjektivnom metodom od strane dva

eksperimentatora.

Slika 5. Kretanje pacova po plus lavirintu snimljeno infracrvenom kamerom

Na osnovu vremena provedenog u otvorenom polju, broju ulazaka u otvoreno polje i

broju ukupnih ulazaka izracunali smo indeks anksioznosti za svaku eksperimentalnu grupu.

N:EKSA_\ISIOZ_\-OSH:I_[Weme provedeno uotvorenom polju/Smin+broj ulazaka u otvoreno polie/ukupan broj ulazaka}

2

3.8.2. Test forsiranog plivanja (,,Forced swimming test*)

Test forsiranog plivanja se smatra standardnim testom za pracenje ponasanja koje je nalik
depresivnom ponaSanju (eng. depressive-like behavior). Ovaj test po metodi Porsolta (Porsolt i
saradnici, 1977) raden je jedan dan nakon testiranja u izdignutom plus lavirintu. Zivotinje su
uneSene u sobu za testiranje 30 minuta pre pocetka testa. Improvizovana aparatura koja je
koriséena predstavlja cilindar od pleksiglasa (visine 50 cm i1 pre¢nika 20 cm), koji je napunjen
vodom temperature 24.0 + 0.5 °C, do visine od 30 + 1.5 cm (Slika 6). Zivotinja je spustana u
cilindar sa vodom gde joj je dozvoljeno da pliva u uslovima u kojima izlazak iz cilindra nije

mogu¢ u trajanju od 5 minuta. Nakon svakog testiranja cilindar je oc¢iS¢en i napunjen svezom
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vodom, jer je pokazano da koriS¢enje vode u kojoj je prethodno plivala druga zivotinja menja

njihovo ponasanje.

Slika 6. Test forsiranog plivanja u cilindru od pleksiglasa (slika preuzeta sa

http://scicurious.scientopia.org).

Svako pojedinacno testiranje je snimano u zamracenoj sobi video kamerom iznad
cilindra, a snimak je naknadno analiziran na isti nacin kao i test izdignutog plus lavirinta. Sa
snimka je odredena ucestalost jednog od tri dominantna ponaSanja: nepokretnost, plivanje ili
penjanje. Nepokretnost je definisana kao izostanak pokreta celog tela, osim malih pokreta,
neophodnih da Zivotinja odrzi glavu iznad vode, plivanje kao namerno horizontalno kruzno
kretanje Zivotinje po cilindru, po povrsini vode, a pod penjanjem se podrazumevaju intenzivni
pokreti Sapama po povrsini vode ili uz zid cilindra, gde Zivotinja pokuSava da izade iz cilindra.
Nasi rezultati fokusirani su na broju i trajanju nepokretnosti. Trajanje nepokretnosti izrazeno je u

procentima (%).

3.9. Statisti¢ka analiza rezultata

Svi rezultati su izraZeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Rezultati eksperimenta
analizirani su statisticki, primenom analize varijanse (ANOVA 1) sa ciljem da se utvrdi da li
postoje razlike izmedu srednjih vrednosti razlicitih eksperimentalnih grupa. ,,Post-hoc* analizom
utvrden je efekat svih tretmana u odnosu na intaktne kontrole i kontrole svakodnevno tretirane
fizioloSkim rastvorom, kao 1 efekat jednog tretmana u odnosu na drugi tretman koris¢enjem

»Tukey” testa. Za grani¢nu znaajnost uzimane su vrednosti p<0.05; p<0.01 i p<0.001. Stepen
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povezanosti nivoa proteina sa nivoima aktivnosti enzima, kao i sa nivoima neurotransmitera,

analiziran je ,,Pearson® testom.
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4. REZULTATI

U ovim eksperimentima merena je koncentracija neurotransmitera (DA i NA), ekspresija
enzima koji ucestvuju u biosintezi neurotransmitera (TH i DBH), ekspresija dopaminskih i
noradrenalinskih transportera (DAT, NET i VMAT 2), aktivnost i koli¢ina enzima koji ucestvuju
u razgradnji neurotransmitera (MAO A, MAO B i COMT), ekspresija antioksidativnih enzima
(SOD 1, SOD 2, CAT, GPx i GR), kao i ekspresija transkripcionog faktora BDNF u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu intaktnih pacova, pacova izlaganih 14 dana ponavljanom
stresu fizickog sputavanja (PSFS), kontrolnih pacova svakodnevno tretiranih fizioloSkim
rastvorom (F) u trajanju od 14 dana, pacova svakodnevno tretiranih litijjumom (Li) u trajanju od
14 dana, pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijjumom (Li+PSFS). Takode, u ovim
eksperimentima merena je koncentracija ACTH, CORT i GLU u plazmi svih ispitivanih grupa i
testirano je ponaSanje ecksperimentalnih zivotinja na osnovu cega je izraCunavan indeks

anksioznosti i procenat nepokretnosti.

4.1. Delovanje litijuma na koncentraciju dopamina i noradrenalina
u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.1.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na koncentraciju dopamina i noradrenalina u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doSlo do statisticki znaCajnog variranja koncentracije DA (p<0.01) i NA
(p<0.05). Dobijeni rezultati pokazuju da u prefrontalnom korteksu, PSFS smanjuje koncentraciju
DA (sl. 7a.), a povecava koncentraciju NA (sl. 7b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc

analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS koncentracija DA manja za 47% (p<0.01,
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Tukey test), dok je koncentracija NA veca za 49% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SlI. 7. Koncentracija a) DA (ng/g) i b) NA (ng/g) u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K)
i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10).
Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

Na slici 8., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu koncentracije DA 1 koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih PSFS.
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SI. 8. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.664; p<0.05.
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4.1.2. Delovanje litijuma na koncentraciju dopamina i noradrenalina u
prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svih
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja koncentracije DA (p<0.001) i NA
(p<0.001). Dobijeni rezultati pokazuju da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS
koncentracija DA smanjena (sl. 9a.), dok je koncentracija NA (sl. 9b.) poveéana u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS
vraéa koli¢ine DA i NA na kontrolne vrednosti. Post-hoc analiza je pokazala da je u
prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li) koncentracija DA veca za
28% (p<0.01, Tukey test), dok je koncentracija NA veca za 106% (p<0.001, Tukey test) u
odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Medutim, kod pacova
izlaganih F+PSFS koncentracija DA je manja za 43% (p<0.01, Tukey test), dok je koncentracija
NA veca za 62% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim
rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koncentraciju DA za 72%
(p<0.001, Tukey test), a koncentraciju NA smanjuje za 24% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na
pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 9. Koncentracija a) DA (ng/g) i b) NA (ng/g) u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova
izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim
rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01,
p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloSkim rastvorom (F),
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statisticka znacajnost p*<0.05, p**"<0.001 je izraZena u odnosu na pacove izlagane 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

Na slici 10., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 10. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.749; p<0.05.

4.1.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na koncentraciju dopamina i noradrenalina u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Na slici 11., moze se uociti da PSFS u hipokampusu uti¢e na smanjenje koncentracije DA
(sl. 11a.) i povecanje koncentracije NA (sl. 11b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza
varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do
statisti¢ki znacajnog variranja koncentracije DA (p<0.05) i NA (p<0.01). Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS koncentracija DA manja za 12% (p<0.05, Tukey test),

dok je koncentracija NA veca za 104% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SlI. 11. Koncentracija a) DA (ng/g) i b) NA (ng/g) u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

Na slici 12., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije DA i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih

PSFS.
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SlI. 12. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA i koncentracije NA u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS, R=-0.758; p<0.05.
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4.1.4. Delovanje litijuma na koncentraciju dopamina i noradrenalina u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Dobijeni rezultati pokazuju da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS koncentracija
DA smanjena (sl. 13a.), dok je koncentracija NA (sl. 13b.) povecana u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS vraca
koli¢ine DA i NA na kontrolne vrednosti. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja koncentracije DA
(p<0.001) i NA (p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih F+PSFS
koncentracija DA manja za 59% (p<0.001, Tukey test), dok je koncentracija NA veca za 150%
(p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F).
Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koncentraciju DA za 125% (p<0.001, Tukey test),
dok koncentraciju NA smanjuje za 58% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane
F+PSFS.
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SI. 13. Koncentracija a) DA (ng/g) i b) NA (ng/g) u hipokampusu: kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijjumom (Li), pacova
izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloSkim
rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijjumom (Li+PSFS). + s.em. (n=10). Statisticka znacajnost
p***<0.001 je izraZzena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F),
statisticka znacajnost p* '<0.001 je izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).
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Na slici 14., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 14. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA i koncentracije NA u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS, R=-0.633; p p<0.05.

4.2. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za enzime koji u¢estvuju u
biosintezi kateholamina u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka
pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.2.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za tirozin hidroksilazu u prefrontalnom korteksu odraslih
muZjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za TH (p<0.01).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS smanjuje nivo iRNK za TH (sl. 15a.) i smanjuje koli¢inu
TH enzima (sl. 15b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je kod
pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za TH manji za 12% (p<0.05, Tukey test), a da je koli¢ina TH

enzima manja za 34% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 15. 1) Ekspresija gena za TH [a) nivo iRNK za TH; b) nivo enzima TH] u prefrontalnom
korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 p**<0.01 je izrazena u
odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj TH enzima meren Western blot analizom kod:1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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SI. 16. Pozitivna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije DA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.668; p<0.05.
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Na slici 16., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih PSFS.

Na slici 17., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih PSFS.
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SI. 17. Negativna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.642; p<0.05.

4.2.2. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za tirozin hidroksilazu u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za TH (p<0.001).
Dobijeni rezultati pokazuju da su u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK
za TH (sl. 18a.) i koli¢ina TH enzima (sl. 18b.) smanjeni u odnosu na kontrolu svakodnevno
tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS vrac¢a nivo iRNK za TH

i koli¢inu TH enzima na kontrolne vrednosti. Post-hoc analiza je pokazala da su nivo IRNK za
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TH i koli¢ina TH enzima u prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li)
veéi za 18% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim
rastvorom (F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za TH manji je
za 67% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina TH enzima manja je za 24% (p<0.01, Tukey test)
u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova
izlaganih PSFS povecava nivo iIRNK za TH za 56% (p<0.05, Tukey test), a koli¢inu TH enzima
za 22% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 18. 1) Ekspresija gena za TH [a) nivo iRNK za TH; b) nivo enzima TH] u prefrontalnom
korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno
tretivanih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001 je izraZzena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fiziolodkim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj TH enzima meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 19., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih Li+PSFS.
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SI. 19. Pozitivna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije DA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.791; p<0.01.
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SI. 20. Negativna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.719; p<0.05.
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Na slici 20., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova
izlaganih Li+PSFS.

4.2.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za dopamin f hidroksilazu u prefrontalnom korteksu odraslih
muzjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 21., predstavljaju ekspresiju gena za DBH nakon izlaganja
pacova PSFS. Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS smanjuje nivo iRNK za DBH (sl. 21a.), kao i
koli¢inu DBH enzima (sl. 21b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je
pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivane grupe doslo do statisti¢ki znacajnog
variranja nivoa iRNK za DBH (p<0.05) i koli¢ine DBH enzima (p<0.01). Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za DBH manji za 30% (p<0.05, Tukey

test), a da je koli¢ina DBH enzima manja za 55% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
1)
a) b)
é 1.2 - 0.7
p_: 1 n —~ 06 I
© S
D 0.8 - * s 057
o I
5 m £ 04 A
9006 - % Kk
v S ° 031
g 0.4 - T 02 -
= o
g 02 - 0 g1 |
S .

0 0

K PSFS K PSFS

7) NSNS DBH
1 2

- P aktin

SI. 21. 1) Ekspresija gena za DBH [a) nivo iRNK za DBH; b) nivo enzima DBH] u
prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izraZzena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).
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2) Sadrzaj DBH enzima meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 22., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa DBH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih PSFS.
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SI. 22. Negativna korelacija u nivou sinteze DBH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, p=-0.645; p<0.05.

4.2.4. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za dopamin 8 hidroksilazu u
prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom
stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja nivoa iRNK za DBH (p<0.001) i
koli¢ine DBH enzima (p<0.001). Dobijeni rezultati pokazuju da su u prefrontalnom korteksu
pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za DBH (sl. 23a.) i koli¢ina DBH enzima (sl. 23b.)
smanjeni u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod
pacova izlaganih PSFS vrac¢a nivo iRNK za DBH i koli¢inu DBH enzima na kontrolne vrednosti.
Post-hoc analiza je pokazala da je koli¢ina DBH enzima u prefrontalnom korteksu pacova

svakodnevno tretiranih litijumom (Li) veca za 34% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu
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svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih
F+PSFS nivo iRNK za DBH manji je za 28% (p<0.01, Tukey test), a koli¢ina DBH enzima
manja je za 54% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim
rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava nivo iRNK za DBH za 40%
(p<0.001, Tukey test), a koli¢inu DBH enzima za 100% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na

pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 23. 1) Ekspresija gena za DBH [a) nivo iRNK za DBH; b) nivo enzima DBH] u
prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p**<0.001 je izraZena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZzaj DBH enzima meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 24., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa DBH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 24. Negativna korelacija u nivou sinteze DBH enzima i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.751; p<0.05.

4.2.5. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za tirozin hidroksilazu u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na smanjenje koli¢ine TH enzima (sl. 25b.) u
odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu
pacova ispitivane grupe doSlo do statisti¢ki znac¢ajnog variranja koli¢ine TH enzima (p<0.05).
Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS koli¢ina TH enzima manja za 32%

(p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 25. 1) Ekspresija gena za TH [a) nivo iIRNK za TH; b) nivo enzima TH] u hipokampusu
intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
(PSFS). £ s.eem. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na intaktnu
kontrolu (K).

2) SadrZaj TH proteina meren Western blot analizom kod:1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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Sl. 26. Pozitivna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije DA u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS, R=0.666; p<0.05.
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Na slici 26., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume

rangova) izmedu nivoa TH enzima 1 koncentracije DA u hipokampusu pacova izlaganih PSFS.

Na slici 27., grafi¢ki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
PSFS.
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SI. 27. Negativna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, p=-0.710; p<0.05.

4.2.6. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za tirozin hidroksilazu u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici 28b., moze se uociti da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina TH
enzima smanjena u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum
kod pacova izlaganih PSFS povecava kolicinu TH enzima, odnosno vra¢a nivo TH enzima na
kontolnu vrednost. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova svih
ispitivanih grupa doslo do statisti¢ki znacajnog variranja koli¢ine TH enzima (p<0.001). Post-
hoc analiza je pokazala da je koli¢ina TH enzima u hipokampusu pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) manja za 37% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu

fizioloSkim rastvorom (F). U hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina TH enzima je
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manja za 12% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim
rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu TH enzima za 26%

(p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 28. 1) Ekspresija gena za TH [a) nivo iIRNK za TH; b) nivo enzima TH] u hipokampusu:
kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih
litifumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane
fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p** *<0.001 je izraZena u odnosu na pacove
izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj TH proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 29., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa TH enzima i1 koncentracije DA u hipokampusu pacova izlaganih

Li+PSFS.
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Sl. 29. Pozitivna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije DA u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS, R=0.851; p<0.01.

Na slici 30., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa TH enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 30. Negativna korelacija u nivou sinteze TH enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.759; p<0.05.
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4.2.7. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za dopamin B hidroksilazu
u hipokampusu odraslih muZjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 31., predstavljaju ekspresiju gena za DBH u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS. Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na smanjenje nivoa iIRNK za
DBH (sl. 31a.), kao i na povecanje koli¢ine DBH enzima (sl. 31b.) u odnosu na intaktnu
kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih
grupa doslo do statisti¢ki znacajnog variranja ekspresije gena za DBH (p<0.05). Post-hoc analiza
je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za DBH manji za 27% (p<0.05, Tukey

test), a da je koli¢ina DBH enzima veca za 30% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SI. 31. 1) Ekspresija gena za DBH [a) nivo iRNK za DBH; b) nivo enzima DBH] u
hipokampusu intaktnih kontrola (K) 1 pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na
intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj DBH proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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Na slici 32., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume

rangova) izmedu nivoa DBH enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih PSFS.
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SI. 32. Pozitivha korelacija u nivou sinteze DBH enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=0.865; p<0.01.

4.2.8. Delovanje litijJuma na ekspresiju gena za dopamin 8 hidroksilazu
u hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisticki znacajnog variranja iIRNK za DBH (p<0.05), kao i nivoa DBH enzima
(p<0.001). Dobijeni rezultati pokazuju da su u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo
IRNK za DBH (sl. 33a.) smanjena, a koli¢ina DBH enzima (sl. 33b.) povecana u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS
povecava nivo iRNK za DBH i koli¢cinu DBH enzima. Post-hoc analiza je pokazala da je u
hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za DBH manji za 20% (p<0.05, Tukey test),
a da je kolicina DBH enzima veca za 50% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava
nivo iIRNK za DBH za 40% (p<0.05, Tukey test), a koli¢cinu DBH enzima povecava za 40%
(p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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Sl. 33. 1) Ekspresija gena za DBH [a) nivo iRNK za DBH; b) nivo enzima DBH] u hipokampusu:
kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.001 je izrazena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj DBH proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 34., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa DBH enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih

Li+PSFS.



Rezultati

160

140 -

Ay
N
o

NA (ng/g)

80 -

60 -

40

0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 14
DBH protein (a.u.)

SI. 34. Negativna korelacija u nivou sinteze DBH enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.817; p<0.01.

4.3. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za transportere dopamina i noradrenalina
u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.3.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za noradrenalinski transporter u prefrontalnom korteksu odraslih
muZjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa dosSlo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za NET (p<0.05).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS utice na smanjenje nivoa iRNK za NET (sl. 35a.), kao i na
povecanje koli¢ine NET proteina (sl. 35b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za NET manji za 37% (p<0.05, Tukey
test), a da je koli¢ina NET proteina veéa za 25% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SI. 35. 1) Ekspresija gena za NET [a) nivo iRNK za NET; b) nivo proteina NET] u prefrontalnom
korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog
sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na
intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj NET proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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SlI. 36. Pozitivna korelacija u nivou sinteze NET proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.782; p<0.01.
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Na slici 36., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa NET proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih PSFS.

4.3.2. Delovanje litijJuma na ekspresiju gena za noradrenalinski transporter
u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svih

ispitivanih grupa doslo do statisticki znac¢ajnog variranja ekspresije gena za NET (p<0.001).
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SI. 37. 1) Ekspresija gena za NET [a) nivo iRNK za NET; b) nivo proteina NET] u prefrontalnom
korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno
tretivanih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p**<0.001 je izrazena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj NET proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom
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(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Dobijeni rezultati pokazuju da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS
nivo iIRNK za NET smanjen (sl. 37a.), a da je koli¢ina NET proteina (sl. 37b.) povecana u
odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova
izlaganih PSFS vraca nivo iRNK za NET i koli¢inu NET proteina na kontrolne vrednosti. Post-
hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih litijumom
(Li) nivo iRNK za NET manji za 56% (p<0.001, Tukey test), a da je koli¢ina NET proteina veca
za 24% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom
(F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za NET manji je za 30%
(p<0.001, Tukey test), a koli¢ina NET proteina veca je za 23% (p<0.001, Tukey test) u odnosu
na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih
PSFS povecava nivo iRNK za NET za 16% (p<0.001, Tukey test), a koli¢inu NET proteina

smanjuje za 23% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.

Na slici 38., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa NET proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih Li+PSFS.
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SlI. 38. Pozitivna korelacija u nivou sinteze NET proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.784; p<0.01.
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4.3.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za dopaminski transporter
u prefrontalnom korteksu odraslih muZjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 39., predstavljaju koli¢inu DAT proteina u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS. Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS utice na smanjenje
koli¢ine DAT proteina u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala
da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znac¢ajnog variranja
koli¢ine DAT proteina (p<0.05). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS
koli¢ina DAT proteina manja za 26% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 39. 1) Nivo proteina DAT u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih
14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p*<0.05 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj DAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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4.3.4. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za dopaminski transporter
u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 40., moze se zakljuciti da je u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina DAT proteina smanjena u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava
koli¢inu DAT protein, odnosno vraca koli¢inu DAT na kontrolnu vrednost. Analiza varijanse
(ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do
statisti¢ki znacajnog variranja koli¢ine DAT proteina (p<0.01). Post-hoc analiza pokazala je da je
u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina DAT proteina manja za 20%
(p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F).
Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu DAT proteina za 21% (p<0.01, Tukey

test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 40. 1) Nivo proteina DAT u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijjumom (Li), pacova izlaganih 14
dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01 je izrazena u
odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost
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p*"<0.01 je izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj DAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 41., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa DAT proteina i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu pacova

izlaganih Li+PSFS.
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SI. 41. Pozitivna korelacija u nivou sinteze DAT proteina i koncentracije DA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.707; p<0.05.

4.3.5. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za vezikularni monoaminski transporter u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da pacovi izlagani PSFS u prefrontalnom korteksu imaju
smanjen nivo iRNK za VNAT 2 (sl. 42a.), a povecanu koli¢inu VMAT 2 proteina (sl. 42b.) u
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odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom
korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za
VMAT 2 (p<0.05). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iIRNK za
VMAT 2 manji za 20% (p<0.05, Tukey test), a da je koli¢ina VMAT 2 proteina veéa za 12%

(p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 42. 1) Ekspresija gena za VMAT 2 [a) nivo iIRNK za VMAT 2; b) nivo proteina VMAT 2] u
prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu
na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj VMAT 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 43., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova
izlaganih PSFS.
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Sl. 43. Pozitivna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.709; p<0.05.

Na slici 44., grafic¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 44. Negativna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije DA u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.631; p<0.05.
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4.3.6. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za vezikularni monoaminski transporter u
prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 45., moze se zakljuciti da je u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za VMAT 2 smanjen (sl. 45a.), a da je koli¢ina
VMAT 2 povecana (sl. 45b.) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom
(F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava nivo iRNK za VMAT 2, a vraca koli¢inu
VMAT 2 proteina na kontrolnu vrednost. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja

ekspresije gena za VMAT 2 (p<0.001).
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SI. 45. 1) Ekspresija gena za VMAT 2 [a) nivo IRNK za VMAT 2; b) nivo enzima VMAT 2] u
prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fiziolodkim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).
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2) Sadrzaj VMAT 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova
izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim
rastvorom (F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Post-hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) nivo iIRNK za VMAT 2 manji za 53% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih
F+PSFS nivo iRNK za VMAT 2 je manji za 70% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina VMAT
2 proteina veca za 14% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu
fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava nivo iRNK za VMAT 2
za 27% (p<0.01, Tukey test), a koli¢cinu VMAT 2 proteina smanjuje za 10% (p<0.05, Tukey test)
u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.

Na slici 46., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 46. Negativna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije DA u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.643; p<0.05.
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Na slici 47., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 47. Pozitivna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.633; p<0.05.

4.3.7. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana na ekspresiju
gena za dopaminski transporter u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 48., predstavljaju ekspresiju gena za DAT u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS. Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na smanjenje nivoa iRNK za
DAT (sl. 48a.), kao i na povecanje Koli¢ine DAT proteina (sl. 48b.) u odnosu na intaktnu
kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih
grupa doslo do statisticki zna¢ajnog variranja ekspresije gena za DAT (p<0.01). Post-hoc analiza
je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iIRNK za DAT manji za 62% (p<0.01, Tukey
test), a da je koli¢ina DAT proteina veca za 15% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu
kontrolu.
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Sl. 48. 1) Ekspresija gena za DAT [a) nivo iRNK za DAT; b) nivo proteina DAT] u hipokampusu
intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
(PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na
intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj DAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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SlI. 49. Pozitivna korelacija u nivou sinteze DAT proteina i koncentracije DA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=0.861; p<0.01.
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Na slici 49., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa DAT proteina i koncentracije DA u hipokampusu pacova izlaganih
PSFS.

4.3.8. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za dopaminski transporter
u hipokampusu odraslih muZjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Dobijeni rezultati pokazuju da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za
DAT (sl. 50a.) smanjena, a da je koli¢ina DAT proteina (sl. 50b.) poveéana u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS smanjuje
nivo iRNK za DAT u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F), a
koli¢inu DAT protein vrac¢a na kontrolni nivo. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova svih ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije
gena za DAT (p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala da je u hipokampusu pacova svakodnevno
tretiranih litijumom (Li) nivo iRNK za DAT manji za 67% (p<0.001, Tukey test), a da je
koli¢ina DAT proteina vec¢a za 20% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno
tretiranu fizioloskim rastvorom (F). U hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za
DAT manji je za 34% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina DAT proteina veca za 23% (p<0.01,
Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Kod pacova
izlaganih Li+PSFS nivo iRNK za DAT smanjen je za 35% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F), dok je koli¢ina DAT proteina
smanjena za 20% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 50. 1) Ekspresija gena za DAT [a) nivo iRNK za DAT; b) nivo proteina DAT] u hipokampusu:
kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih
litifumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane
fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.01 je izrazena u odnosu na pacove
izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj DAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 51., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa DAT proteina i koncentracije DA u hipokampusu pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 51. Negativna korelacija u nivou sinteze DAT proteina i koncentracije DA hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.710; p<0.05.

4.3.9. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za noradrenalinski transporter u hipokampusu odraslih
muzjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 52., predstavljaju koli¢inu NET proteina u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS. Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS utice na smanjenje koli¢ine NET
proteina u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znac¢ajnog variranja koli¢ine NET
proteina (p<0.05). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS koli¢ina NET
proteina manja za 16% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 52. 1) Nivo proteina NET u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05
je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj NET proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

4.3.10. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za noradrenalinski transporter u
hipokampusu odraslih muZjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 53., moze se zakljuciti da je u hipokampusu
pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina NET proteina smanjena u odnosu na kontrolu svakodnevno
tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu NET
protein, odnosno vraca je na kontrolni nivo. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki zna¢ajnog variranja koli¢ine NET
proteina (p<0.05). Post-hoc analiza pokazala je da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS
koli¢ina NET proteina manja za 20% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno
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tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu NET

proteina za 10% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 53. 1) Nivo proteina NET u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim
rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS)
i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih
litifumom (Li+PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na
kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj NET proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 54., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa NET proteina i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 54. Negativna korelacija u nivou sinteze NET proteina i koncentracije NA hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.793; p<0.01.

4.3.11. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za vezikularni monoaminski transporter
u hipokampusu odraslih muZjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivane grupe
doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za VMAT 2 (p<0.01). Dobijeni rezultati
pokazuju da PSFS uti¢e na smanjenje nivoa iRNK za VNAT 2 (sl. 55a.), kao i na povecanje
koli¢ine VMAT 2 proteina (sl. 55b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala
da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za VMAT 2 manji za 88% (p<0.01, Tukey test), a
da je kolicina VMAT 2 proteina veéa za 11% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SI. 55. 1) Ekspresija gena za VMAT 2 [a) nivo iIRNK za VMAT 2; b) nivo proteina VMAT 2] u
hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja (PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u
odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj VMAT 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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SI. 56. Negativna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije DA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=-0.695; p<0.05.
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Na slici 56., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije DA u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS.

Na slici 57., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
PSFS.
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SI. 57. Pozitivna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=0.793; p<0.05.

4.3.12. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za vezikularni monoaminski transporter
u hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici 58., moze se uociti da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za
VMAT 2 (sl. 58a.) smanjen, a da je koli¢ina VMAT 2 proteina (sl. 58b.) povecana u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS
povecava nivo iRNK za VMAT 2, a smanjuje koli¢inu VMAT 2 proteina, odnosno vraca nivo
proteina na kontrolnu vrednost. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu

pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za VMAT 2



Rezultati [ 99 |

(p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala da je u hipokampusu pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) nivo iIRNK za VMAT 2 manji za 34% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). U hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo
IRNK za VMAT 2 manji je za 50% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina VMAT 2 proteina
veca za 27% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim
rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava nivo iRNK za VMAT 2 za 40%
(p<0.01, Tukey test), a kolicinu VMAT 2 proteina smanjuje za 22% (p<0.05, Tukey test) u
odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 58. 1) Ekspresija gena za VMAT 2 [a) nivo iIRNK za VMAT 2; b) nivo proteina VMAT 2] u
hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom (F), pacova svakodnevno
tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj VMAT 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova
izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim
rastvorom (F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 59., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije DA u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 59. Negativna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije DA hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.742; p<0.05.

Na slici 60., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu nivoa VMAT 2 proteina i koncentracije NA u hipokampusu pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 60. Pozitivna korelacija u nivou sinteze VMAT 2 proteina i koncentracije NA hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.802; p<0.01.

4.4. Delovanje litijuma na aktivnost i koli¢inu enzima koji ucestvuju u razgradnji
dopamina i noradrenalina u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka
pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.4.]1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na aktivnost enzima monoaminooksidaze A i monoaminooksidaze B u prefrontalnom
korteksu odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znac¢ajnog variranja aktivnosti MAO A i MAO B enzima
(p<0.01). Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na poveéanu aktivnost MAO A (sl. 61a.) i
MAO B (sl. 61b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je u
prefrontalnom korteksu kod pacova izlaganih PSFS aktivnost MAO A veca za 58% (p<0.01,
Tukey test), a da je aktivnost MAO B veéa za 68% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SI. 61. Aktivnost enzima a) MAO A (U/mg) i b) MAO B (U/mg) u prefrontalnom korteksu
intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
(PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p**<0.01 je izraZzena u odnosu na intaktnu
kontrolu (K).

101
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Na slici 62., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa aktivnosti MAO A enzima i koncentracije DA u prefrontalnom

korteksu pacova izlaganih PSFS.
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SI. 62. Negativna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i koncentracije DA u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.608; p<0.05.

Na slici 63., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa aktivnosti MAO B enzima i koncentracije DA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS.
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SI. 63. Negativna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i koncentracije DA u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.732; p<0.05.
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4.4.2. Delovanje litijuma na aktivnost enzima monoaminooksidaze A i
monoaminooksidaze B u prefrontalnom korteksu odraslih muZjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znac¢ajnog variranja aktivnosti MAO A (p<0.001) i MAO B
enzima (p<0.01). Dobijeni rezultati pokazuju da su u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih
F+PSFS aktivnost MAO A (sl. 64a.) i aktivnost MAO B (sl. 64b.) pove¢ane u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS
smanjuje aktivnost samo MAO A enzima, dok je aktivnost MAO B ostala i dalje povecana. Post-
hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS aktivnost MAO
A enzima veca za 94% (p<0.001, Tukey test), dok je aktivnost MAO B enzima veca za 40%
(p<0.01, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F).
Litijum kod pacova izlaganih PSFS smanjuje aktivnost samo MAO A za 34% (p<0.01, Tukey

test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 64. Aktivnost enzima a) MAO A (U/mg) i b) MAO B (U/mg) u prefrontalnom korteksu:
kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih
litifumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p**<0.01, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane
fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p* <0.01 je izrazena u odnosu na pacove
izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F+PSFS).
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Na slici 65., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa aktivnosti MAO B enzima i koncentracije NA u prefrontalnom

korteksu pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 65. Negativna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i koncentracije NA u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.635; p<0.05.

4.4.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na kolic¢inu enzima katehol-O-metiltransferaze u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doSlo do statisti¢ki znacajnog variranja koli¢ine COMT enzima (p<0.01).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na povecanje koli¢cine COMT enzima (sl. 66.) u
odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS

koli¢ina COMT enzima veéa za 59% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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Sl. 66. 1) Nivo enzima COMT u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). +s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p**<0.01 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj COMT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSF'S).

26

24 °
22 A
20 ~
18 +
16 -

DA (ng/g)

14
12

10 ~

8 T T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

COMT protein (a.u.)

SI. 67. Negativna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i koncentracije DA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=-0.634; p<0.05.
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Na slici 67., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa COMT enzima i koncentracije DA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.

4.4.4. Delovanje litijuma na kolicinu enzima katehol-O-metiltransferaze
u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Dobijeni rezultati pokazuju da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS
koli¢ina COMT enzima (sl. 68.) ve¢a u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim

rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu COMT enzima.
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SI. 68. 1) Nivo enzima COMT u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijjumom (Li), pacova izlaganih 14
dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p***<0.001 je izrazena u
odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F).

2) Sadrzaj COMT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijjumom (Li), 3) pacova
izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim
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rastvorom (F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijjumom (Li+PSFS).

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svih
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja koli¢ine COMT enzima (p<0.001).
Post-hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) kolicina COMT enzima veca za 197% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih
F+PSFS koli¢ina COMT enzima veca je za 251% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava
koli¢inu COMT enzima za 308% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno

tretiranu fizioloskim rastvorom (F).

Na slici 69., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa nivoa COMT enzima i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 69. Negativna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.683; p<0.05.
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4.4.5. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na aktivnost enzima monoaminooksidaze A i monoaminooksidaze B
u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) pokazala je da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisticki znacajnog variranja aktivnosti MAO A (p<0.01) i MAO B enzima (p<0.001).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na smanjenu aktivnost MAO A (sl. 70a.) i povecanu
aktivnost MAO B enzima (sl. 70b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala
da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost MAO A manja za 46% (p<0.01, Tukey test), a da je
aktivnost MAO B veca za 220% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 70. Aktivnost enzima a) MAO A (U/mg) i b) MAO B (U/mg) u hipokampusu intaktnih kontrola
(K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). + s.e.m. (n=10).
Statisticka znacajnost p**<0.01, p***<0.001, je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

Na slici 71., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i koncentracije DA u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS.
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SI. 71. Negativna korelacija u nivou aktivhosti MAO B enzima i koncentracije DA u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=-0.726; p<0.05.

4.4.6. Delovanje litijuma na aktivnost enzima monoaminooksidaze A i monoaminooksidaze B
u hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Dobijeni rezultati pokazuju da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS aktivnost
MAO A smanjena (sl. 72a.), dok je aktivhost MAO B (sl. 72b.) povecana u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS poveéava
aktivnosti MAO A i vrac¢a aktivnost MAO B enzima na kontrolnu vrednost. Analiza varijanse
(ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki
znacajnog variranja aktivnosti MAO A i MAO B enzima (p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala
da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS manja aktivnost MAO A za 23% (p<0.001,
Tukey test), a da je aktivnost MAO B veca za 30% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava
aktivnost MAO A za 46% (p<0.01, Tukey test), dok aktivnost MAO B smanjuje za 43%
(p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 72. Aktivnost enzima a) MAO A (U/mg) i b) MAO B (U/mg) u hipokampusu: kontrola
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li),
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F), statisticka znacajnost p* <0.01, p**"<0.001 je izrazena u odnosu na pacove
izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F+PSFS).
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SlI. 73. Negativna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.634; p<0.05.
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Na slici 73., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova

izlaganih Li+PSFS.

4.4.7. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na kolic¢inu enzima katehol-O-metiltransferaze u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisticki znacajnog variranja koli¢ine COMT enzima (p<0.001). Dobijeni rezultati
pokazuju da PSFS uti¢e na povecanje koli¢cine COMT enzima (sl. 74.) u odnosu na intaktnu
kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS koli¢in COMT enzima

veca za 133% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 74. 1) Nivo enzima COMT u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). + s.em. (n=10). Statisticka znacajnost
p***<0.001 je izraZzena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj COMT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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Na slici 75., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i koncentracije DA u hipokampusu pacova

izlaganih PSFS.
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SI. 75. Negativna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i koncentracije DA u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=-0.742; p<0.05.

4.4.8. Delovanje litijuma na kolicinu enzima katehol-O-metiltransferaze u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova svih ispitivanih
grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja koli¢ine COMT enzima (p<0.001). Dobijeni
rezultati pokazuju da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina COMT enzima (sl.
76.) veca u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod
pacova izlaganih PSFS povecava kolicinu COMT enzima. Post-hoc analiza pokazala je da je u
hipokampusu pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li) nivo koli¢ine COMT enzima veéi za
24% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F).
U hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS kolicina COMT enzima veca je za 32% (p<0.01,

Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod
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pacova izlaganih PSFS povecava koli¢inu COMT enzima za 21% (p<0.05, Tukey test) u odnosu

na pacove izlagane F+PSFS.

1)
12 -
- ok
s 17 *%
3 *
=~ 0.8 -
S
206 -
s
= 04 -
s
S 0.2 -
0 T T
F Li F+PSFS Li+PSFS
2) e e - COMT
1 2 3 4

-_— B aktin

SI. 76. 1) Nivo enzima COMT u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim
rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litjjumom (Li), pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS)
I pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih
litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001
je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka
znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj COMT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno
tretiranih fizioloskim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova
izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim
rastvorom (F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 77., grafi¢ki je prikazana znaajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu Kkoli¢ine COMT enzima i koncentracije NA u hipokampusu pacova

izlaganih Li+PSFS.
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SI. 77. Negativna korelacija u nivou kolicine COMT enzima i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.716; p<0.05.

4.5. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za enzime antioksidativne zastite u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.5.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 1 u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja samo aktivnosti SOD 1 enzima
(p<0.05). Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS povecava aktivnost SOD 1 enzima (sl. 78c.), dok
su nivo iIRNK za SOD 1 gen (sl. 78a.) i koli¢ina enzima SOD 1 (sl. 78b.) ostali nepromenjeni.
Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost SOD 1 enzima veca za
20% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 78. 1) Ekspresija gena za SOD 1[ a) nivo iRNK za SOD 1, b) nivo enzima SOD 1 i c)
aktivnost SOD 1 enzima] u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14
dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p*<0.05 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj SOD 1 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 79., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u prefrontalnom korteksu
pacova izlaganih PSFS.

115



Rezultati 116

(0]

~
1

(o]
1

(63}
1

N
1

SOD 1 aktivnost (U/mg)

°

w

3f5 3j6 3i7 3i8 3f9 4f0 4.1
MAO A aktivnost (U/mg)

w
N

SI. 79. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.703; p<0.05.
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SI. 80. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.702; p<0.05.

Na slici 80., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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Na slici 81., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu koli¢ine COMT protein i aktivnosti SOD 1 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 81. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.881; p<0.001.

4.5.2. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 1
u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS aktivnost SOD 1 je veca, dok je kod
pacova izlaganih Li+PSFS manja u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim
rastvorom (F) (sl. 82c.). Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom
korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja aktivnosti SOD 1
enzima (p<0.001). Post-hoc analiza pokazala je da u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih
F+PSFS nema statisticki znacajnih promena nivoa iRNK za SOD 1 i koli¢ine SOD 1 enzima.
Medutim, kod pacova izlaganih F+PSFS aktivnost SOD 1 enzima veca je za 12% (p<0.05,
Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Kod pacova
izlaganih Li+PSFS aktivnost SOD 1 je manja za 44% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove
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izlagane F+PSFS, dok je u odnosu na pacove tretirane samo fizioloSkim rastvorom aktivnost
SOD 1 manja za 25% (p<0.001, Tukey test).
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Sl. 82. 1) Ekspresija gena za SOD 1 [a) nivo iRNK za SOD1, b) nivo enzima SOD 1 i c) aktivnost
SOD 1 enzima] u prefrontalnom korteksu kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +
s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fiziolo3kim rastvorom (F), statisticka znacajnost p** *<0.001 je izraZena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).
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2) Sadrzaj SOD 1 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

4.5.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 2 u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama 83a., 83b. i 83c., mozemo zakljuciti da PSFS
utice na povecanje ekspresije gena za SOD 2 u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse
(ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do
statisti¢ki znacajnog variranja nivoa iRNK za SOD 2 (p<0.05), koli¢ine SOD 2 enzima (p<0.05)
I aktivnosti SOD 2 enzima (p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih
PSFS nivo iRNK za SOD 2 ve¢i za 13% (p<0.05, Tukey test), koli¢ina SOD 2 enzima veca za
20% (p<0.05, Tukey test), dok je aktivnost SOD 2 enzima veca za 100% (p<0.001, Tukey test) u
odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 83. 1) Ekspresija gena za SOD 2 [a) nivo iRNK za SOD 2, b) nivo enzima SOD 2 i c)
aktivnost SOD 2 enzima] u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14
dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) SadrZzaj SOD 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 84., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 84. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.644; p<0.05.
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Na slici 85., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 85. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.727; p<0.05.
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SI. 86. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.784; p<0.01.
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Na slici 86., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu kolicine COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.

4.5.4. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 2
u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici br. 87., moZzemo videti da je u prefrontalnom korteksu kod ispitivanih grupa
doslo do statisticki znacajnih promena ekspresije gena za SOD 2. Analiza varijanse (ANOVA 1)
je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doslo do statisticki
znacajnog variranja nivoa iIRNK za SOD 2 (p<0.001), koli¢ine SOD 2 enzima (p<0.001) i
aktivnosti SOD 2 enzima (p<0.001). Post-hoc analiza je pokazala da je aktivhost SOD 2 enzima
u prefrontalnom korteksu pacova tretiranih Li vec¢a za 60% (p<0.01, Tukey test). Kod pacova
izlaganih F+PSFS nivo iRNK za SOD 2 je veci za 10% (p<0.01, Tukey test), koli¢ina SOD 2 je
veca za 12% (p<0.05, Tukey test), dok je aktivnost SOD 2 enzima veca za 98% (p<0.001, Tukey
test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Kod pacova
izlaganih Li+PSFS nivo iRNK za SOD 2 je manji za 16% (p<0.001, Tukey test), koli¢ina SOD 2
je manja za 28% (p<0.001, Tukey test), aktivnhost SOD 2 enzima je manja za 13% (p<0.05,
Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS, dok je u odnosu na pacove tretirane samo
fizioloSkim rastvorom aktivnost SOD 2 veca za 72% (p<0.01, Tukey test).
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SI. 87. 1) Ekspresija gena za SOD 2 [a) nivo iRNK za SOD 2, b) nivo enzima SOD 2 i c)
aktivnost SOD 2 enzima] u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim
rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS)
i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih
litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001 je
izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka
znacajnost p*<0.05, p**"<0.001 je izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom
stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj SOD 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 88., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume

rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 88. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.811; p<0.01.
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SI. 89. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.722; p<0.05.

124



Rezultati 125

Na slici 89., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.

4.5.5. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za katalazu u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja samo aktivnosti CAT enzima (p<0.05).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS povecava aktivnost CAT enzima (sl. 90c.), dok su nivo
IRNK za CAT gen (sl. 90a.) i koli¢ina enzima CAT (sl. 90b.) ostali nepromenjeni. Post-hoc
analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost CAT enzima veca za 12%

(p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 90. 1) Ekspresija gena za CAT [a) nivo iRNK za CAT, b ) nivo enzima CAT i c) aktivnost CAT
enzima] u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05
je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj CAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 91., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti CAT enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 91. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti CAT enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.877; p<0.001.
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Na slici 92., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 92. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, p=0.778; p<0.01.
Na slici 93., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 93. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.891; p<0.001.
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4.5.6. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za katalazu u prefrontalnom
korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisti¢ki znacajnog variranja aktivnosti CAT enzima (p<0.05), dok

su nivo iRNK za CAT gen i koli¢ina CAT enzima ostali bez statisti¢ki znacajnih promena.
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SI. 94. 1) Ekspresija gena za CAT [a) nivo iIRNK za CAT, b) nivo enzima CAT i c¢) aktivnhost CAT
enzima] u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F),
pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih
14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +



Rezultati

s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F).

2) SadrZaj CAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Post-hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS i
pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost CAT enzima veca je za 12% (p<0.05, Tukey test) u odnosu
na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F) (sl. 94c.). Litijum odrzava

povecéanu aktivnost CAT enzima kod pacova izlaganih PSFS (sl. 94c.).

Na slici 95., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 95. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.729; p=0.05.
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Na slici 96., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu kolicine COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 96. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.753; p<0.01.

4.5.7. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za glutation peroksidazu u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama 97a., 97b. i 97c., mozemo zakljuciti da PSFS
uti¢e samo na smanjenje aktivnosti GPx enzima. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je
u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja
aktivnosti GPx enzima (p<0.05). Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS

aktivnost GPx enzima manja za 15% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.



Rezultati 131

1)
a) b)
1.4 - 0.7 -
'
£ 1.2 - 0.6 -
S 1 05 -
3 x <
208 - =~ 0.4 -
9O £
X 20.6 B N 0.3 1
I @
g 0.4 - é 0.2
T 0.2 - O©01 -
[¢]
S 0 _ 0 i
K PSFS K PSFS
2y
1 2
— P aktin
c)
30
~ 25 -
(@]
g *
S 20 -
& 15 -
o
2 10 -
c
2 5
-
©
0 _
K PSFS

SI. 97. 1) Ekspresija gena za GPx [a) nivo IRNK za GPx, b) nivo enzima GPx i c) aktivnost GPx
enzima] u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05
je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj GPx proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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4.5.8. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za glutation peroksidazu u
prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici br. 98., mozemo videti da je u prefrontalnom korteksu kod isptivanih grupa doslo

do statisticki znac¢ajne promene samo aktivnosti GPx enzima.

1)
a) b)
L 15 0.7 -
E 0.6 -
(] [ |
Y = 04 -
79 E
% 805 % 0.3
© . 3
g é 0.2 A
T © 01 -
o
0 T T T 0 1 T T
F Li  F+PSFS Li+PSFS F Li F+PSFS Li+PSFS

2) - Wy = ===  (5Px
1 2 3 4

T [ oltin

O
~—

N N w
o a1 o
I I ]

aktivnost GPx (U/mg)
e
o Ul

o a1
|

F Li F+PSFS Li+PSFS

SI. 98. 1) Ekspresija gena za GPx [a) nivo IRNK za GPx, b) nivo enzima GPx i ¢) aktivnost GPx
enzima] u prefrontalnom korteksu kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F),
pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +
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s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na
pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane
fizioloSkim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj GPx proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova ispitivanih
grupa doslo do statisticki znacajnog variranja aktivnosti GPx enzima (p<0.05). Post-hoc
analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih F+PSFS aktivnost GPx enzima manja za 18%
(p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Kod
pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost GPx enzima je veéa za 11% (p<0.05, Tukey test) u odnosu

na pacove izlagane F+PSFS.

Na slici 99., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom sume
rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti GPx enzima u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 99. Pozitivha korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti GPx enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.686; p<0.05.
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Na slici 100., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti GPx enzima u prefrontalnom

korteksu pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 100. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti GPx enzima u
prefrontalnom korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.786; p=0.01.

4.5.9. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za glutation reduktazu u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih PSFS nema

statisti¢ki znacajnih promena u ekspresiji GR enzima (sl. 101a., 101b. i 101c.).
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SI. 101. 1) Ekspresija gena za GR [a) nivo iRNK za GR, b) nivo enzima GR i c¢) aktivnost GR
enzima] u prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). + s.e.m. (n=10).

2) Sadrzaj GR proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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4.5.10. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za glutation reduktazu u
prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slikama 102a., 102b. i 102c., mozemo uociti da u prefrontalnom korteksu svih
ispitivanih grupa nema statisticki znacajnih promena u ekspresiji GR enzima.
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SI. 102. 1) Ekspresija gena za GR [a) nivo iRNK za GR, b) nivo enzima GR i c¢) aktivnost GR
enzima] u prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F),
pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih

14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +
s.e.m. (n=10).

aktivnost GR (U/mg)

2) SadrZaj GR proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
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(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

4.5.11. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju
od 14 dana na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 1
u hipokampusu odraslih muZzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisti¢ki znac¢ajnog variranja samo aktivnosti SOD 1 enzima (p<0.05).
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SI. 103. 1) Ekspresija gena za SOD 1 [a) nivo iIRNK za SOD 1, b) nivo enzima SOD 1 i c)
aktivnost SOD 1 enzima] u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
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ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). £+ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05
je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) SadrZaj SOD 1 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost SOD 1 enzima
veca za 12% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu (sl. 103c.).

Na slici 104., graficki je prikazana znafajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima 1 aktivnosti SOD 1 enzima u hipokampusu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 104. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.718; p<0.05.

Na slici 105., graficki je prikazana znaCajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu kolicine COMT enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u hipokampusu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 105. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti SOD 1 enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.646; p<0.05.

4.5.12. Delovanije litijuma na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 1 u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici br. 106c., mozemo videti da je u hipokampusu kod pacova tretiranih litijjumom i
pacova izlaganih F+PSFS aktivnost SOD 1 veéa u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu
fizioloskim rastvorom (F), dok je kod pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost ispitivanog enzima
manja u odnosu na pacove izlagane F+PSFS. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova svih ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja Samo
aktivnosti SOD 1 enzima (p<0.01). Post-hoc analiza je pokazala da je aktivnost SOD 1 enzima u
hipokampusu pacova tretiranih Li veca za 14% (p<0.05, Tukey test), a da je kod pacova
izlaganih F+PSFS aktivnost veéa za 15% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu
svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Kod pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost SOD
1 je manja za 25% (p<0.01, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 106. 1) Ekspresija gena za SOD 1 [a) nivo iIRNK za SOD 1, b) nivo enzima SOD 1 i ¢)
aktivnost SOD 1 enzima] u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih
14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +
s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno
tretirane fiziolodkim rastvorom (F), statisticka znacajnost p* <0.01 je izrazena u odnosu na
pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane
fiziolodkim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj SOD 1 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
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(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

4.5.13. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju
od 14 dana na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 2
u hipokampusu odraslih muZjaka pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS utice na povecanje ekspresije gena za SOD 2 (sl.
107.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u
hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do statisti¢ki znacajnog variranja nivoa iRNK za
SOD 2 (p<0.05), koli¢ine SOD 2 enzima (p<0.05) i aktivnosti SOD 2 enzima (p<0.05). Post-hoc
analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK ve¢i za 19% (p<0.05, Tukey
test), koli¢ina SOD 2 enzima veca za 15% (p<0.05, Tukey test), dok je aktivnost SOD 2 enzima
veca za 39% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 107. 1) Ekspresija gena za SOD 2 [a) nivo iIRNK za SOD 2, b) nivo enzima SOD 2 i ¢)
aktivnost SOD 2 enzima] u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana
ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05
je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) SadrZaj SOD 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 108., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u hipokampusu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 108. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.887; p<0.001.
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Na slici 109., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu kolicine COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u hipokampusu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 109. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti SOD 2 enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.635; p=0.05.

4.5.14. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za superoksid dismutazu 2 u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za SOD 2 (p<0.01). Post-hoc analiza je
pokazala da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za SOD 2 (sl. 110a.) veci za
12% (p<0.05, Tukey test), koli¢ina SOD 2 enzima (sl. 110b.) je veca za 16% (p<0.05, Tukey
test), dok je aktivnost SOD 2 enzima veca za 24% (p<0.01, Tukey test) (sl. 110c.) u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Medutim, kod pacova izlaganih
Li+PSFS nivo iRNK za SOD 2 manji je za 16% (p<0.05, Tukey test), koli¢ina SOD 2 enzima
manja je za 14% (p<0.05, Tukey test), dok je aktivnost SOD 2 enzima manja za 37% (p<0.001,

Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 110. 1) Ekspresija gena za SOD 2 [a) nivo iIRNK za SOD 2, b) nivo enzima SOD 2 i ¢)
aktivnost SOD 2 enzima] u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom
(F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). +
s.eem. (m=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fiziolodkim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj SOD 2 proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
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(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

4.5.15. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za katalazu u hipokampusu odraslih muZjaka pacova
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS utice samo na aktivnost CAT enzima (sl. 111.).
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SI. 111. 1) Ekspresija gena za CAT [a) nivo iIRNK za CAT, b) nivo enzima CAT i c) aktivnost
CAT enzima] u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom
stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u
odnosu na intaktnu kontrolu (K).
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2) Sadrzaj CAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisti¢ki znacajnog variranja aktivnosti CAT enzima (p<0.05). Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost CAT enzima vecéa za 14% (p<0.05, Tukey

test) u odnosu na intaktnu kontrolu (sl. 111c.).

Na slici 112., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u hipokampusu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 112. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO B enzima i aktivnosti CAT enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.636; p<0.05.

Na slici 113., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS.
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SI. 113. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u
hipokampusu pacova izlaganih PSFS, R=0.637; p<0.05.

4.5.16. Delovanije litijuma na ekspresiju gena za katalazu u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici 114., moZemo uociti da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa doslo do
statisti¢ki znacajnih promena samo aktivnosti CAT enzima. Post-hoc analiza je pokazala da je
kod pacova izlaganih F+PSFS aktivnost CAT enzima veéa za 10% (p<0.05, Tukey test), dok je
kod pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost ispitivanog enzima vecéa za 11% (p<0.05, Tukey test) u

odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F).
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SI. 114. 1) Ekspresija gena za CAT [a) nivo iRNK za CAT, b) nivo enzima CAT i c) aktivnost
CAT enzima] u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane
fizioloSkim rastvorom (F).

2) SadrZaj CAT proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 115., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti CAT enzima u hipokampusu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 115. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti CAT enzima u

hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.708; p<0.05.
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SI. 116. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u
hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.653; p<0.05.
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Na slici 116., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti CAT enzima u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.

4.5.17. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za glutation peroksidazu u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisti¢ki znac¢ajnog variranja samo aktivnosti GPx enzima (p<0.05). Post-hoc analiza
je pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS aktivnost GPx enzima manja za 28% (p<0.05,

Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu (sl. 117.).

1.2 0.25 +

z X
|_\
L
GPx enziméa.u.)
© = 9
- a1 N
| | |

relativna ekspresija iRNK
G
o o
N »
o©
o
a1

o
|
o
|

K PSFS K PSFS

2) — — GPx
1 2
IR [ aktin



Rezultati

C

N—r

N w
ol o
I ]

N
o
*

aktivnost GPx (U/mg)
e
o (6]

[6)]
I

o

K PSFS

SI. 117. 1) Ekspresija gena za GPx [a) nivio iRNK za GPx, b) nivo enzima GPx i ¢) aktivnost
GPx enzima] u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom
stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u
odnosu na intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj GPx proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

4.5.18. Delovanije litijuma na ekspresiju gena za glutation peroksidazu
u hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova ispitivanih grupa
doslo do statisticki zna¢ajnog variranja samo aktivnosti GPx enzima (p<0.05). Post-hoc analiza
je pokazala da je u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS aktivnost GPx enzima manja za 37%
(p<0.05, Tukey test), dok je kod pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost GPx enzima manja za 30%
(p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F).
Medutim, kod pacova izlaganih Li+PSFS aktivnost GPx enzima veéa je za 23% (p<0.05, Tukey

test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS (sl. 118.).
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SI. 118. 1) Ekspresija gena za GPx [a) nivo iIRNK za GPx, b) nivo enzima GPx i ¢) aktivnost GPx
enzima] u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj GPx proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
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(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 119., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti GPx enzima u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 119. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti GPx enzima u
hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.788; p<0.01.
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SI. 120. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti GPx enzima u
hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.824; p<0.01.
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Na slici 120., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti GPx enzima u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.

4.5.19. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za glutation reduktazu u hipokampusu odraslih muzjaka pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da u hipokampusu pacova izlaganih PSFS ne dolazi do
statisti¢ki znacajnih promena ekspresije GR enzima (sl. 121a., 121b. i 121c.).
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SI. 121. 1) Ekspresija gena za GR [a) nivo iIRNK za GR, b) nivo enzima GR i c¢) aktivnost GR
enzima] u hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja (PSFS). £s.e.m. (n=10).

2) Sadrzaj GR proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2) pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

4.5.20. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za glutation reduktazu u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slikama 122b. i 122c., moZemo uociti da u hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS
dolazi do statisti¢ki znacajnih promena koli¢ine i aktivnosti GR enzima. Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih Li+PSFS koli¢ina GR enzima veca za 37% (p<0.05, Tukey
test) u odnosu na pacove svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova

svakodnevno izlaganih PSFS povecava aktivnost GR enzima za 27% (p<0.001, Tukey test).
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SI. 122. 1) Ekspresija gena za GR [a) nivo iRNK za GR, b) nivo enzima GR i c¢) aktivnost GR
enzima] u hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloSkim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane
fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p** *<0.001 je izrazena u odnosu na pacove

izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim
rastvorom (F+PSFS).

2) SadrZaj GR proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom

(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 123., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti GR enzima u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 123. Pozitivna korelacija u nivou aktivnosti MAO A enzima i aktivnosti GR enzima u
hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.648; p<0.05.

Na slici 124., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine COMT enzima i aktivnosti GR enzima u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 124. Pozitivna korelacija u nivou sinteze COMT enzima i aktivnosti GR enzima u
hipokampusu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.881; p<0.001.
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4.6. Delovanje litijuma na ekspresiju transkripcionog faktora BDNF
u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.6.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za BDNF u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za BDNF (p<0.05).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS smanjuje nivo iRNK za BDNF (sl. 125a.) i povecava
kolicinu BDNF proteina (sl. 125b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala
da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za BDNF manji za 50% (p<0.01, Tukey test), dok

je koli¢ina BDNF proteina veca za 25% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 125. 1) Ekspresija gena za BDNF [a) nivo iRNK za BDNF; b) nivo proteina BDNF] u
prefrontalnom korteksu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu
fizickog sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).
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2) Sadrzaj BDNF proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).

Na slici 126., graficki je prikazana znaCajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa BDNF proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 126. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih PSFS, R=0.644; p<0.05.

4.6.2. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za BDNF u prefrontalnom korteksu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavijanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Dobijeni rezultati pokazuju da je u prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS
nivo iIRNK za BDNF (sl. 127a.) smanjen, dok je koli¢ina BDNF proteina (sl. 127b.) poveéana u
odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova
izlaganih PSFS smanjuje nivo iRNK za BDNF, a koli¢inu BDNF proteina vraca na kontrolni
nivo. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svih
ispitivanih grupa doslo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za BDNF (p<0.001).
Post-hoc analiza je pokazala da je u prefrontalnom korteksu pacova svakodnevno tretiranih
litijumom (Li) nivo iRNK za BDNF manji za 30% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina BDNF
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proteina veca za 36% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu
fizioloskim rastvorom (F). U prefrontalnom korteksu pacova izlaganih F+PSFS i pacova
izlaganih Li+PSFS nivi iIRNK za BDNF su manji za 50% (p<0.001, Tukey test), dok je koli¢ina
BDNF proteina kod pacova izlaganih F+PSFS vecéa za 14% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS

smanjuje koli¢inu BDNF proteina za 15% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane

F+PSFS.
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SI. 127. 1) Ekspresija gena za BDNF [a) nivo IRNK za BDNF; b) nivo proteina BDNF] u
prefrontalnom korteksu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova
svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). £ s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05 je izraZena u
odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

2) Sadrzaj BDNF proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).
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Na slici 128., graficki je prikazana znaCajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu nivoa BDNF proteina i koncentracije NA u prefrontalnom korteksu

pacova izlaganih Li+PSFS.
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Sl. 128. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina i koncentracije NA u prefrontalnom
korteksu pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.794; p<0.01.

4.6.3. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na ekspresiju gena za BDNF u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova

Rezultati prikazani na slici 129., predstavljaju ekspresiju gena za BDNF u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS. Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova
ispitivane grupe doslo do statisticki znacCajnog variranja ekspresije gena za BDNF (p<0.05).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS uti¢e na povecanje nivoa iIRNK za BDNF (sl. 129a.) i
povecanje nivoa BDNF proteina (sl. 129b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je
pokazala da je kod pacova izlaganih PSFS nivo iRNK za BDNF ve¢i za 113% (p<0.05, Tukey
test), dok je koli¢ina BDNF proteina veca za 11% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu

kontrolu.
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SI. 129. 1) Ekspresija gena za BDNF [a) nivo IRNK za BDNF; b) nivo proteina BDNF] u
hipokampusu intaktnih kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog

sputavanja (PSFS). £ s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na
intaktnu kontrolu (K).

2) Sadrzaj BDNF proteina meren Western blot analizom kod: 1) intaktnih kontrola (K) i 2)
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS).
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SI. 130. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA i sinteze BDNF proteina u hipokampusu
pacova izlaganih PSFS, R=0.704; p<0.05.
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Na slici 130., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA i koli¢ine BDNF proteina u hipokampusu pacova
izlaganih PSFS.

4.6.4. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za BDNF u hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u hipokampusu pacova svih ispitivanih
grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja ekspresije gena za BDNF (p<0.001). Dobijeni
rezultati pokazuju da su u hipokampusu pacova izlaganih F+PSFS nivo iRNK za BDNF (sl.
131a.) i koli¢ina BDNF proteina (sl. 131b.) povecani u odnosu na kontrolu svakodnevno
tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS vrac¢a nivo iRNK za
BDNF i koli¢inu BDNF proteina na kontrolne nivoe. Post-hoc analiza je pokazala da je u
hipokampusu pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li) nivo iRNK za BDNF veci za 56%
(p<0.001, Tukey test), a da je koli¢ina BDNF proteina veta za 14% (p<0.05, Tukey test) u
odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). U hipokampusu pacova
izlaganih F+PSFS nivo iRNK za BDNF ve¢i je za 56% (p<0.001, Tukey test), a koli¢ina BDNF
proteina veca je za 10% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu
fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS smanjuje nivo iRNK za BDNF za
36% (p<0.01, Tukey test), a koli¢inu BDNF proteina smanjuje za 10% (p<0.05, Tukey test) u
odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI. 131. A) Ekspresija gena za BDNF [a) nivo iRNK za BDNF; b) nivo proteina BDNF] u
hipokampusu: kontrola svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno
tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana
ponavijanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fiziolodkim rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).

B) Sadrzaj BDNF proteina meren Western blot analizom kod: 1) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), 2) pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), 3) pacova izlaganih
14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i 4) pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS).

Na slici 132., graficki je prikazana znaCajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu kolicine BDNF proteina i koncentracije NA u hipokampusu pacova
izlaganih Li+PSFS.

164



Rezultati

160

140 ~

40 T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

BDNF protein (a.u.)

SlI. 132. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina i koncentracije NA u hipokampusu
pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.820; p<0.01.

4.7. Delovanje litijuma na koncentraciju adrenokortikotropnog hormona i
kortikosterona u plazmi i glukoze u krvi odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.7.1. Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na koncentraciju adrenokortikotropnog hormona i kortikosterona u plazmi i glukoze u
krvi odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je u plazmi pacova ispitivanih grupa doslo
do statisticki znaCajnog variranja koncentracije ACTH (p<0.05), CORT (p<0.01) i GLU
(p<0.05). Na slici 133., moze se uociti da je u plazmi pacova izlaganih PSFS smanjena
koncentracija ACTH (sl. 133a.), a da su koncentracije CORT (sl. 133b.) i GLU (sl. 133c.)
povecéane u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je kod pacova izlaganih
PSFS koncentracija ACTH manja za 18% (p<0.05, Tukey test), dok je koncentracija CORT veca
za 280% (p<0.01, Tukey test), a da je koncentracija GLU veca za 10% (p<0.05, Tukey test) u

odnosu na intaktnu kontrolu.
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Rezultati
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SI. 133. Koncentracija a) ACTH (pg/ml), b) CORT (ng/ml) i ¢c) GLU (mmol/l) u plazmi intaktnih
kontrola (K) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). + s.e.m.
(n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

Na slici 134., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih PSFS.

166



Rezultati 167

800

CORT (ng/ml)

200

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
DA (ng/g)

SI. 134. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i koncentracije
CORT u plazmi pacova izlaganih PSFS, R=-0.661; p<0.05.

Na slici 135., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih PSFS.

800

CORT (ng/ml)

200 300 400 500 600 700 800

NA (ng/g)

SI. 135. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i koncentracije
CORT u plazmi pacova izlaganih PSFS, R=0.694; p<0.05.
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Na slici 136., graficki je prikazana znalajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine BDNF proteina u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT
u plazmi pacova izlaganih PSFS.
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SI. 136. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina u prefrontalnom korteksu i
koncentracije CORT u plazmi pacova izlaganih PSFS, R=0.678; p<0.05.

Na slici 137., graficki je prikazana znaCajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi pacova
izlaganih PSFS.

800

CORT (ng/ml)

200

2 4'1 é é 16 1'2 1'4 16

DA (ng/g)
SI. 137. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih PSFS, R=-0.647; p<0.05.
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Na slici 138., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi pacova
izlaganih PSFS.
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SI. 138. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih PSFS, R=0.655; p<0.05.
Na slici 139., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koli¢ine BDNF proteina u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi
pacova izlaganih PSFS.
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SI. 139. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina u hipokampusu i koncentracije
CORT u plazmi pacova izlaganih PSFS, R=0.643; p<0.05.
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4.7.2. Delovanje litijuma na koncentraciju adrenokortikotropnog hormona i kortikosterona u
plazmi i glukoze u krvi odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
Sputavanja u trajanju od 14 dana

Na slici 140., moze se uociti da je u plazmi pacova izlaganih F+PSFS koli¢ina ACTH
smanjena (sl. 140a.), dok su koli¢ine CORT (sl. 140b.) i GLU (sl. 140c.) pove¢ane u odnosu na
kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS
vraca koli¢ine ACTH, CORT i GLU na kontrolne vrednosti. Analiza varijanse (ANOVA 1) je
pokazala da je u plazmi pacova ispitivanih grupa doSlo do statisticki znacajnog variranja
koncentracije ACTH (p<0.01), CORT (p<0.001) i GLU (p<0.05). Post-hoc analiza je pokazala
da je koncentracija ACTH u plazmi pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li) manja za 38%
(p<0.05, Tukey test), a da je kod pacova izlaganih F+PSFS koncentracija ACTH manja za 48%
(p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno tretiranu fizioloskim rastvorom (F). Kod
pacova izlaganih F+PSFS koncentracija CORT veca je za 40% (p<0.001, Tukey test), dok je
koncentracija GLU veca za 19% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrolu svakodnevno
tretiranu fizioloSkim rastvorom (F). Litijum kod pacova izlaganih PSFS povecava koncentraciju
ACTH za 130% (p<0.01, Tukey test), smanjuje koncentraciju CORT za 18% (p<0.001, Tukey
test) i smanjuje koncentraciju GLU za 14% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane
F+PSFS.
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SI. 140. Koncentracija a) ACTH (pg/ml), b) CORT (ng/ml) i c) GLU (mmol/l) u plazmi: kontrola
svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li),
pacova izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponavijanom stresu fizickog
sputavanja svakodnevno tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost
p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloSkim
rastvorom (F), statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01, p"*"<0.001 je izraZena u odnosu na
pacove izlagane 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane
fizioloSkim rastvorom (F+PSFS).

Na slici 141., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT u

plazmi pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 141. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i koncentracije

CORT u plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.647; p<0.05.

Na slici 142., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT u

plazmi pacova izlaganih Li+PSFS.
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SlI. 142. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i koncentracije
CORT u plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.739; p<0.05.
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Na slici 143., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu Koli¢ine BDNF proteina u prefrontalnom korteksu i koncentracije CORT

u plazmi pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 143. Pozitivna korelacija u nivou sinteze BDNF proteina u prefrontalnom korteksu i
koncentracije CORT u plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.703; p<0.05.
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SI. 144. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.684; p<0.05.



Rezultati

Na slici 144., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi pacova
izlaganih Li+PSFS.

Na slici 145., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 145. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i koncentracije CORT u
plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.750; p<0.05.

Na slici 146., graficki je prikazana znaCajna pozitivna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu Kkoli¢ine BDNF proteina u hipokampusu i koncentracije CORT u plazmi

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 146. Pozitivha korelacija u nivou sinteze BDNF proteina u hipokampusu i koncentracije
CORT u plazmi pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.724; p<0.05.

4.8. Delovanje litijuma na ponasSanje odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

4.8.1. Uticaj ponavijanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana
na indeks anksioznosti i trajanje nepokretnosti odraslih muzjaka pacova

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je kod pacova ispitivanih grupa doslo do
statisti¢ki znacajnog variranja indeksa anksioznosti (p<0.05) i procenta nepokretnosti (p<0.05).
Dobijeni rezultati pokazuju da PSFS povecava indeks anksioznosti (sl. 147a.) i procenat
nepokretnosti (sl. 147b.) u odnosu na intaktnu kontrolu. Post-hoc analiza je pokazala da je kod
pacova izlaganih PSFS indeks anksioznosti veci za 28% (p<0.05, Tukey test), a da je procenat

nepokretnosti veci za 20% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na intaktnu kontrolu.
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SI. 147. Indeks anksioznosti (a) i procenat nepokretnosti (b) intaktnih kontrola (K) i pacova
izlaganih 14 dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja (PSFS). = s.e.m. (n=10). Statisticka
znacajnost p*<0.05 je izrazena u odnosu na intaktnu kontrolu (K).

Na slici 148., graficki je prikazana znaCajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i indeksa anksioznosti

pacova izlaganih PSFS.
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S1.148. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i indeksa
anksioznosti pacova izlaganih PSFS, R=-0.728; p<0.05.
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Na slici 149., graficki je prikazana znaCajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti pacova
izlaganih PSFS.
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SI. 149. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti
pacova izlaganih PSFS, R=-0.634; p<0.05.
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SI. 150. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu i indeksa anksioznosti
pacova izlaganih PSFS, R=-0.670; p<0.05.



Rezultati

Na slici 150., graficki je prikazana znacajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i indekasa anksioznosti pacova
izlaganih PSFS.

Na slici 151., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i nepokretnosti pacova izlaganih PSFS.
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SI. 151. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu i nepokretnosti pacova
izlaganih PSFS, R=-0.738; p<0.05.

Na slici 152., graficki je prikazana znaCajna pozitivna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i indeksa anksioznosti

pacova izlaganih PSFS.
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SI. 152. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i indeksa
anksioznosti pacova izlaganih PSFS, R=0.695; p<0.05.

Na slici 153., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti pacova
izlaganih PSFS.
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SlI. 153. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti
pacova izlaganih PSFS, R=0.627; p<0.05.
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Na slici 154., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i indeksa anksoznosti pacova izlaganih
PSFS.
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SI. 154. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i indeksa anksioznosti
pacova izlaganih PSFS, R=0.629; p<0.05.
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SI. 155. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i nepokretnosti pacova
izlaganih PSFS, R=0.700; p<0.05.



Rezultati

Na slici 155., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i nepokretnosti pacova izlaganih PSFS.

Na slici 156., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije CORT u plazmi i indeksa anksioznosti pacova izlaganih
PSFS.
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Sl. 156. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije CORT u plazmi i indeksa anksioznosti pacova
izlaganih PSFS, R=0.756; p<0.05.
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SI. 157. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije CORT u plazmi i nepokretnosti pacova
izlaganih PSFS, R=0.710; p<0.05.
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Na slici 157., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije CORT u plazmi i nepokretnosti pacova izlaganih PSFS.

4.8.2. Delovanje litijuma na indeks anksioznosti i trajanje nepokretnosti odraslih muzjaka
pacova izlaganih poravijanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Analiza varijanse (ANOVA 1) je pokazala da je kod pacova svih ispitivanih grupa doslo
do statisticki znaCajnog variranja indeksa anksioznosti (p<0.001) i procenta nepokretnosti
(p<0.05). Dobijeni rezultati pokazuju da litijum kod pacova izlaganih PSFS smanjuje indeks
anksioznosti (sl. 158a.) i vra¢a procenat nepokretnosti na kontrolni nivo (sl. 158b.). Post-
hoc analiza je pokazala da je indeks anksioznosti kod pacova tretiranih litijjumom (Li) manji za
25% (p<0.01, Tukey test), kod pacova izlaganih F+PSFS veci za 22% (p<0.05, Tukey test), dok
je kod pacova izlaganih Li+PSFS manji za 32% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na kontrole
svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F). Kod pacova izlaganih Li+PSFS indeks

anksioznosti je manji za 45% (p<0.001, Tukey test) u odnosu na pacove izlagane F+PSFS.
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SI.158. Indeks anksioznosti (a) i procenat nepokretnosti (b) kontrola svakodnevno tretiranih
fizioloSkim rastvorom (F), pacova svakodnevno tretiranih litijumom (Li), pacova izlaganih 14
dana ponavljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretiranih fizioloskim rastvorom
(F+PSFS) i pacova izlaganih 14 dana ponaviljanom stresu fizickog sputavanja svakodnevno
tretiranih litijumom (Li+PSFS). + s.e.m. (n=10). Statisticka znacajnost p*<0.05, p**<0.01 je
izrazena u odnosu na kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F), statisticka
znacajnost p*<0.05, p***<0.001 je izrazena u odnosu na pacove izlagane 14 dana ponavljanom
stresu fizickog sputavanja svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F+PSFS).



Rezultati

Procenat nepokretnosti, kod pacova tretiranih litijumom (Li) veéi je za 21% (p<0.05,
Tukey test), dok je kod pacova izlaganih F+PSFS vec¢i za 20% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na
kontrole svakodnevno tretirane fizioloskim rastvorom (F). Medutim, kod pacova izlaganih
Li+PSFS procenat nepokretnosti je manji za 13% (p<0.05, Tukey test) u odnosu na pacove
izlagane F+PSFS.

Na slici 159., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i indeksa anksioznosti

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 159. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i indeksa
anksioznosti pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.838; p<0.01.

Na slici 160., graficki je prikazana znacajna negativna Korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SI. 160. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.767; p<0.01.

Na slici 161., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i indekasa anksioznosti

pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 161. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i indeksa
anksioznosti pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.883; p<0.001.
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Rezultati

Na slici 162., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti pacova
izlaganih Li+PSFS.
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SlI. 162. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u prefrontalnom korteksu i nepokretnosti
pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.642; p<0.05.

Na slici 163., graficki je prikazana znaCajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i indeksa anksioznosti pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 163. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu 1 indeksa anksioznosti
pacova izlaganih Li+PSFS, R=-0.770; p<0.01.
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Rezultati

Na slici 164., graficki je prikazana znaCajna negativna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije DA u hipokampusu i nepokretnosti pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 164. Negativna korelacija u nivou koncentracije DA u hipokampusu i nepokretnosti pacova
izlaganih Li+PSFS, R=-0.696; p<0.05.

Na slici 165., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i indeksa anksioznosti pacova izlaganih
Li+PSFS.
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SI. 165. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i indeksa anksioznosti
pacova izlaganih Li+PSFS, R=0.715; p<0.05.
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Rezultati 187

Na slici 166., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije NA u hipokampusu i nepokretnosti pacova izlaganih
Li+PSFS.

70

65 A L4

60 -

55 -

50 A

45 1

NEPOKRETNOST

40 -

35

40 60 80 100 120 140 160

NA (ng/g)
SlI. 166. Pozitivha korelacija u nivou koncentracije NA u hipokampusu i nepokretnosti pacova
izlaganih Li+PSFS, R=0.797; p<0.01.
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Sl. 167. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije CORT u plazmi i indeksa anksioznosti pacova
izlaganih Li+PSFS, R=0.693; p<0.05.



Rezultati

Na slici 167., graficki je prikazana znaCajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom
sume rangova) izmedu koncentracije CORT u plazmi i indekasa anksioznosti pacova izlaganih
Li+PSFS.

Na slici 168., graficki je prikazana znacajna pozitivna korelacija (analizirana Pearson testom

sume rangova) izmedu koncentracije CORT u plazmi i nepokretnosti pacova izlaganih Li+PSFS.
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SI. 168. Pozitivna korelacija u nivou koncentracije CORT u plazmi i nepokretnosti pacova
izlaganih Li+PSFS, R=0.704; p<0.05.
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5. DISKUSIJA

Hroni¢ni stres izaziva strukturna i funkcionalna oStecenja nekoliko razliitih regiona
mozga, ukljuc¢uju¢i PFC i hipokampus (McEwen i Magarinos, 1997; Sotiropoulos i saradnici,
2011). Hipokampus i amigdala, mozdane strukture u sastavu limbi¢kog sistema, imaju vaznu
ulogu u regulaciji neuroendokrinih funkcija, emocionalnih reakcija, kao i procesa ucenja i
pamcenja. PFC kao najslozeniji mozdani region, ucestvuje u regulaciji kognitivnih funkcija, kao
i u regulaciji emocija posredstvom veza sa drugim regionima mozga ukljucujuci LC, substantia
nigra, ventralne tegmentalne oblasti i amigdale (Goldman-Rakic, 1995; Arnsten, 2009).
Pomenute mozdane oblasti su veoma osetljive na Stetne efekte delovanja hroni¢nog stresa
(Arnsten, 2009). Brojna istrazivanja su potvrdila da hroni¢ni stres moZe da uti¢e na nastanak
depresije, bipolarnog poremecaja, Parkinsonove bolesti, Sizofrenije i drugih oboljenja (Schwab i
Zieper, 1965; Mazure, 1995; Glahn i saradnici, 2006; Goldman-Rakic, 1994; Shin i saradnici,
2006). Istrazivanja ukazuju da smanjenje plasti¢nosti i veza izmedu hipokampusa, PFC i
amigdale predstavlja osnovu patologije psihijatrijskih poremecaja, poput anksioznosti i depresije
(Chiba i saradnici, 2012).

Monoaminska signalizacija je klju¢ni mehanizam modulacije mozdanih funkcija (Slika,
169). Znacajne promene dopaminskog i noradrenalinskog sistema potvrdene su u hipokampusu,
amigdali i PFC u odgovoru na stres (Patki i saradnici, 2015). Postoje brojni dokazi da je
kateholaminski sistem ukljuc¢en u patofiziologiju psihijatrijskih poremecaja (Manji i Potter,
1997). Normalni promet kateholamina je rezultat balansa izmedu procesa sinteze, otpustanja i
preuzimanja kateholamina, medutim nedovoljno su prouceni molekulski mehanizmi Kkoji
uzrokuju promene prometa kateholamina u PFC i hipokampusu u uslovima izazvanim
delovanjem hroni¢nog stresa. Intenziviranje razgradnje monoaminskih neurotransmitera dovodi
do povecanog nastajanja visoko reaktivnih molekulskih vrsta, koje mogu uzrokovati oStecenje
mitohondrija i apoptozu neurona, a samim tim i poremecaj funkcije PFC i hipokampusa, klju¢nih
mozdanih oblasti koje ucestvuju u odgovoru na stres. Antioksidativni enzimi sprecavaju i/ili
popravljaju osSteCenja nastale usled oksidativnog stresa i delovanja ROS na biomolekulske

strukture u ¢eliji. 1z literature je poznato da PSFS moZe da izazove neurodegenerativne
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Slika 169. Kateholaminski neuroni u mozgu pacova, A) noradrenalinski i adrenalinski sistem, B)
dopaminski sistem. Al, A2, A4, A5, i A7, noradrenalinski neuroni; C1, C2, i C3, adrenalinski
neuroni; A8-A16, dopaminski neuroni; LC, locus coeruleus; SC, subcoeruleus area. Slika
preuzeta iz revijalnog rada Kvetnansky i saradnici (2009).

procese (Liu i saradnici, 2013; Wang i saradnici, 2014; Ferraz i saradnici, 2011). PSFS kod
pacova moze da se uporedi sa psihosocijalnim stresom kod ljudi, koji je ukljuen u
patofiziologiju poremecaja raspolozenja. U eksperimentalnom delu ovog doktorata primenjen je
PSFS jer je u brojnim studijama potvrdeno da predstavlja efikasan model-sistem kod glodara za
postizanje simptoma karakteristicnih za depresiju (Levinstein i Samuels, 2014; Kim i Han,
2006). Ispitivane su mozdane oblasti PFC 1 hipokampus, budu¢i da je poznato da su ove
strukture medu najvaznijim za odgovor organizma na hronic¢no stresiranje, a takode su klju¢ne u
patofiziologiji psihijatrijskih poremecaja. Posli smo od pretpostavke da PSFS moze da izazove
fizioloSke maladaptivne procese u prometu kateholamina, oksidativna oSte¢enja u PFC i
hipokampusu, kao i stanje sli¢éno depresiji kod ljudi. Depresija se smatra jednim od najvaznijih
zdravstvenih problema savremenog druStva. Danas postoje brojne metode i lekovi koji se koriste
u lecenju psihijatrijskih poremecaja. Litijum je antipsihotik i koristi se za dugoro¢nu stabilizaciju

raspolozenja kod ljudi sa bipolarnim poremecajem (Malhi i Gershon, 2009). Medutim,
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zanimljivo je da su mehanizmi kojim litijum ispoljava svoje dobro poznate klinicke efekte i
izaziva tako Sirok spektar delovanja u sklopu patofiziologije poremecaja raspolozenja ostali u
velikoj meri nerazjasnjeni. Postoje brojne teorije 0 mehanizmu delovanja litijuma, pocev od
promena u jonskom transportu do modulacije ekspresije gena (Gould i saradnici, 2004; Marmol,
2006). Detaljnije proucavanje uloge i znaCaja delovanja litijuma na mehanizme regulacije
ekspresije gena koji ucestvuju u sintezi, preuzimanju i razgradnji neurotransmitera (DA i NA),
kao i na molekulske mehanizme antioksidativne zastite kod pacova koji su u stanju slicnom
stanju depresije kod ljudi, veoma je vazno za leCenje psihijatrijskih oboljenja nastalih usled

delovanja hroni¢nog stresa.

5.1. Delovanje litijuma na koncentraciju dopamina i noradrenalina u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju
od 14 dana

Brojne studije potvrduju da je monoaminska signalizacija jedan od kljuénih mehanizama
modulacije moZdanih funkcija, a poznato je i da koli¢ina monoaminskih neurotransmitera u
mozgu zavisi od vrste i trajanja stresora (Kvetnansky i saradnici, 2009). Tako je na primer, u
PFC zabelezeno povecanje nivoa DA posle delovanja akutnog stresa (Deutch i saradnici, 1990;
Imperato 1 saradnici, 1992; Sorg i Kalivas, 1993). Medutim, kod hroni¢nog stresiranja rezultati
su opre¢ni. Pojedini autori su pokazali smanjenje koli¢ine DA (Imperato i saradnici, 1992;
Mangiavacchi i saradnici, 2001), dok istraZzivanja drugih autora pokazuju povec¢anje dopaminske
neurotransmisije (Thierry i saradnici, 1976; Roth i saradnici, 1998). Nasi rezultati su pokazali da
PSFS u trajanju od 14 dana znacajno smanjuje koli¢inu DA i povecava koli¢inu NA u PFC i
hipokampusu odraslih muzjaka pacova, Sto predstavlja potencijalno negativne fizioloSke
adaptacije. Poznato je da je normalana koli¢ina monoaminskih neurotransmitera u hipokampusu
amigdali i frontalnom korteksu bitna za procese uéenja i pamc¢enja (Arnsten, 2009). Primeceno
je da je smanjena dopaminska transmisija u PFC odgovorna za naruSavanje prostorne radne
memorije u neuropsihijatrijskim poremecajima (Mizoguchi i saradnici, 2000). Smanjenje
koncentracije DA i povecanje koncentracije NA su primefeni u mozgu pacova izlaganih
hroni¢nom stresu koji su pokazivali agresivno ponaSanje (Patki i saradnici, 2015). Takode je

utvrdeno da postoji znacajan gubitak DA aksona kod pacijenata obolelih od Sizofrenije i da
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smanjenje vancelijskog DA moze da doprinese simptomima bolesti (Venator i saradnici, 1999).
Medutim, delovanje razlicitih antidepresivnih lekova povecava nivo DA u PFC (Tanda i
saradnici, 1994). Povecanje nivoa DA kod tretiranih pacijenata sa Parkinsonovom bolesc¢u
dovodi do poboljsanja njihove narusene radne memorije (Lange i saradnici, 1992). Uporedna
ispitivanja viSe mozdanih oblasti pokazuju da hroni¢ni stres povecava koncentraciju metabolita
DA u frontalnom korteksu i striatumu, dok u hipokampusu nisu zabeleZzene promene (Ahmad i
saradnici, 2010).

Nasi rezultati su pokazali znacajnu negativnu korelaciju izmedu snizenog nivoa DA i
povecane koli¢ine NA u PFC i hipokampusu Zivotinja izlaganih PSFS. Poznato je da u odgovoru
na stres jakog intenziteta, smanjenje nivoa DA nastaje kao posledica povecane potraznje za
sintezom NA, buduci da je DA prekursor za sintezu NA (Menniti i Diliberto, 1989).

lako postoje brojne studije koje potvrduju povezanost poremecaja nivoa NA i DA sa
depresijom 1 bipolarnim poremecajem, samo mali broj istrazivanja je posvecen proucavanju
delovanja litijuma na promet ovih monoaminskih neurotransmitera. NaSi rezultati su potvrdili da
litijum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana vraéa koli¢ine DA i NA na kontrolni
nivo u obe ispitivane mozdane oblasti. Jedan od mehanizama koji bi mogao da objasni
terapeutsko 1 profilakticko delovanje litijuma kod bipolarnog poremecaja postavljen je u tzv.
monoaminskoj hipotezi, koja tumaci uticaj litijjuma na promene u koncentracijama
neurotransmitera u okviru CNS. Dugorocni efekat litijuma na neurotransmiterske sisteme
ostvaruje se zahvaljuju¢i njegovoj sposobnosti da menja balans izmedu razli¢itih signalnih
puteva u kojima ucestvuju neurotransmiteri i neuropeptidi u brojnim mozdanim strukturama
(Lenox i Frazer, 2002). Pomenuti autori smatraju da litijum smanjuje osetljivost postsinaptickih
receptora za NA i tako doprinosi sprecavanju povratka simptoma bipolarnog poremecaja. Pored
toga, utvrdeno je da litijum smanjuje presinapticku dopaminsku aktivnost i deluje postsinapticki
u smislu spreCavanja nastanka uzlazne regulacije receptora (Lenox i Frazer, 2002). Dugotrajan
tretman litijjumom sprecava razvoj preterane osetljivosti receptora za DA, odnosno stabilizuje
osetljivost dopaminskog receptora i tako verovatno doprinosi sprecavanju povratka simptoma
bipolarnog poremecaja (Pert i saradnici, 1978). Ahluwalia i Singhal (1980) uocili su da se posle
dvanaestodnevnog tretmana litijjumom beleZi znac¢ajno smanjeni nivo NA u mozdanom stablu,
hipotalamusu i srednjem mozgu, povecan u korteksu, dok su u striatumu i hipokampusu

promene bile neznatne.
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Da bismo dobili jasniju sliku o delovanju litijuma na promet neurotransmitera u uslovima
hroni¢nog stresa, veoma je vazno da se utvrdi delovanje litijuma na specifi¢nijie parametre, kao
Sto je ekspresija gena za kljucne enzime koji uCestvuju u biosintezi, preuzimanju i razgradnji

kateholamina u PFC i hipokampusu hroni¢no stresiranih zivotinja.

5.2. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za enzime koji uéestvuju u
biosintezi kateholamina u prefrontalnom korteksu i hipokampusu
odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog
sputavanja u trajanju od 14 dana

Tirozin hidroksilaza (TH) je “rate limiting” enzim ukljucen u biosintezu kateholamina i
prisutan je u svim c¢elijama koje proizvode kateholamine (Kvetnansky i saradnici, 2004).
Najnovije studije Qiu i saradnika (2015) potvrdile su prisutnost iIRNK za TH u PFC kod pacova.
U nasoj studiji je PCR metodom u realnom vremenu detektovana iRNK za TH kako u PFC, tako
i hipokampusu odraslih muzjaka pacova. NaSi rezultati su pokazali da PSFS u trajanju od 14
dana znacajno smanjuje ekspresiju gena za TH i gena za DBH u PFC odraslih muzjaka pacova,
dok u hipokampusu smanjuje ekspresiju gena za TH i povecava sintezu DBH proteina. Podaci iz
literature potvrduju povecanje ekspresije TH unutar NA aksona u PFC po delovanju hroni¢nog
stresa (Miner i saradnici, 2006). Nasi rezultati su pokazali da je smanjeni nivo TH proteina u
pozitivnoj korelaciji sa smanjenom koncentracijom DA u PFC i hipokampusu hroni¢no
stresiranih zivotinja. Taj podatak mogao bi da potvrdi odsustvo de novo sinteze kateholamina u
obe ispitivane mozdane oblasti. Objasnjenje bi moglo da bude da je hroni¢ni stres izazvao
desenzitizaciju monoaminskih c¢elija, $to rezultira smanjenjem sinteze DA u obe ispitivane
mozdane oblasti. Ovi rezultati su saglasni sa rezultatima autora Gavrilovi¢ i saradnici (2013),
koji su potvrdili da hroni¢ni stres izaziva desenzitizaciju adrenomedularnih ¢éelija i smanjenje
sinteze kateholamina. Studije autora Qiu i saradnika (2015) takode su pokazale smanjen nivo
IRNK za TH u PFC pacova izlaganih hroni¢nom stresu. Arnsten i Goldman-Rakic (1985) su
pokazali da su DA i NA kljuéni za funkciju PFC. Markeri poput nivoa DA i NA u PFC i
hipokampusu Cesto se koriste za potvrdu uce$¢a mozdanih struktura: LC, substantia nigra,
ventralne tegmentalne oblasti i amigdale u odgovoru na stres. Poznato je da PFC reguliSe

sopstveni sadrZzaj kateholamina preko veza sa telima monoaminskih neurona u LC (odakle
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zapoc¢inju NA projekcije), kao i u substantia nigra i ventralnoj tegmentalnoj oblasti (odakle
zapoc¢inju DA projekcije) (Arnsten, 2009). Mnogi autori su potvrdili da amigdala ima vaznu
ulogu u promeni prometa kateholamina u PFC tokom stresa. Na primer, lezije amigdale
sprecavaju povecanje otpusStanja DA i NA koje se desava u PFC u odgovoru na psiholoski stresor
(Goldstein i saradnici, 1996). NaSi rezultati su pokazali negativnu korelaciju izmedu povecane
koli¢ine NA i smanjene ekspresije gena za TH $to ukazuje na egzogeni izvor NA u obe ispitivane
mozdane oblasti. Pretpostavljamo da su LC, substantia nigra, ventralna tegmentalna oblast i
amigdala odgovorni za povecanje nivoa NA u PFC i hipokampusu u odgovoru na PSFS. Nase
pretpostavke su u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da je ekscitabilnost
neurona u LC povecana posle delovanja hroni¢nog stresa (Jedema i Grace, 2003). Pored toga,
Klinicka post mortem istrazivanja mozga pokazuju povecanu ekspresiju TH proteina u LC
depresivnih pacijenata (Zhu i saradnici, 1999). Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti
da PSFS dovodi do kontinuiranog povecanja koncentracije NA i smanjenja koncentracije DA u
obe mozdane oblasti sto moZe da predstavlja potencijalnu negativnu fizioloSku adaptaciju na
primenjeni stresor. Vazan rezultat ove disertacije je da pozitivna korelacija izmedu povecane
koli¢ine NA i nivoa DBH enzima u hipokampusu potvrduje konverziju DA u NA. Upravo ova
zavisnost objaSnjava smanjenu koli¢inu DA i poveéanu koli¢inu NA u hipokampusu hroni¢no
stresiranih Zivotinja. Poremecaj u nivou monoamina u mozgu povezan je sa nastankom brojnih
neuropsihijatrijskih bolesti (Shildkraut, 1965; Snyder i saradnici, 1974).

Litijum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana vraca vrednosti ekspresije gena
za TH i DBH na nivo kontrola u PFC, dok u hipokampusu vrac¢a ekspresiju gena za TH na nivo
kontrola, a sintezu DBH proteina znacajno povecava. Pozitivne korelacije izmedu nivoa TH
enzima i koli¢ine DA u obe ispitivane mozdane oblasti ukazuju da litijum u obe ispitivane
mozdane oblasti hroni¢no stresiranih zivotinja, koje su inace imale snizeni nivo DA, podstice de
novo sintezu kateholamina i vraca koli¢inu DA na kontrolnu vrednost. Chen i saradnici (1998) su
utvrdili da hroni¢na primena litijuma u terapeutski relevantnim koncentracijama dovodi do
znacajnog povecanja nivoa TH enzima u frontalnom korteksu, hipokampusu i striatumu pacova.
Pored toga, pokazano je i da hroni¢na primena litijuma dovodi do poveéanja nivoa TH enzima u
kulturi humanih neurona (Chen i saradnici, 1998) i ¢elija neuroblastoma (Zigova i saradnici,
1999). To ukazuje da litijum verovatno povecava nivo TH direktnim delovanjem na Celije.

Zigova i saradnici (1999) su proveravali da li litijum regulise ekspresiju proteina i odgovaraju¢ih
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gena za koje je poznato da su regulisani transkripcionim faktorima AP-1. Naime, poznato je da
za ekspresiju gena TH bitna aktivacija promotora koji sadrzi AP-1 vezujuc¢a mesta i pokazano je
da su transkripcioni faktori AP-1 ukljuc¢eni u regulaciju ekspresije gena za TH u neuronima

(Slika, 170) (Kumer i Vrana, 1996). Istrazivanja su takode pokazala da je dugotrajno povecanje

Slika 170. Promotor gena za TH (AP1, Spl/Egrl i CRE vezujuca mesta) i DBH (CRE/AP1
vezujuce mesto), Slika preuzeta iz revijalnog rada Kvetnansky i saradnici (2009).

nivoa TH enzima u pozitivnoj korelaciji sa povisenim nivoom iRNK za TH (Hughes i
Dragunow, 1995; Kumer i Vrana, 1996). Pored toga, poznato je da promotor gena za TH sadrZi i
CRE mesto za koje se veze transkripcioni faktor CREB koji je takode ukljuen u regulaciju
ekspresije TH (Slika, 170). Poznato je da je za ekspresiju gena DBH bitna aktivacija promotora
koji sadrzi CRE/AP1 vezujuc¢a mesta (Slika, 170) (Sabban i Nankova, 1998). Litijum zapocinje
regulacija tzv. nizvodnih efektora, uklju¢ujuc¢i pomenute AP-1 proteine, kao i CREB, [-katenin,
NF-xB i druge (Rowe i Chuang, 2004). Zahvaljuju¢i PCR metodi u realnom vremenu uspeli smo
detektovati IRNK za TH u PFC i hipokampusu. Pretpostavljamo da litijum aktivira ekspresiju
transkripcionih faktora AP-1 i CREB Kkoji se vezuju za odgovaraju¢a mesta na promotoru gena za
TH (Slika, 171a). Nakon toga dolazi do ekspresije TH gena i de novo sinteze kateholamina u

195



Diskusija

PFC i hipokampusu hroni¢no stresiranih pacova. Pored toga, pretpostavljamo da litijum

aktivira ekspresiju transkripcionih faktora AP 1i CREB koji se vezuju za CRE/AP1 mesto na
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Slika 171a. Promotor gena za TH; slika preuzeta iz revijalnog rada Kvetnanski i saradnici
(2009).
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Slika 171b. Promotor gena za DBH; slika preuzeta iz revijalnog rada Kvetnanski i saradnici
(2009).

promotoru gena za DBH (Slika, 171b). Nakon toga gen za DBH se eksprimira i dolazi do
konverzije DA uNA uPFC i hipokampusu hroni¢no stresiranih pacova.

Kognitivne funkcije hipokampusa kao vaznog dela limibi¢kog sistema, zavise od
odrzavanja normalnog nivoa monoaminskih neurotransmitera (Singh 1 saradnici, 2013).
Odrzavanje plasti¢nosti hipokampusa je poremeceno delovanjem hroni¢nog stresa (Magarinos 1
saradnici, 1996; Brown i saradnici, 1999; Reagan i saradnici, 2004). Posledice delovanja
hroni¢nog stresa na hipokampus uzrokovane su promenom prometa monoaminskih
neurotransmitera (Joca i saradnici, 2007), $to je u skladu sa naSim rezultatima.

Veoma bitan rezultat ove disertacije je da litijum u hipokampusu stresiranih Zivotinja
vrat¢a nivo NA na kontrolnu vrednost, iako je koli¢ina DBH enzima statisticki znacajno
poveéana. Smanjenje koli¢ine NA na kontrolni nivo u hipokampusu po delovanju litijuma

verovatno moze da bude posledica smanjene aktivnosti DBH enzima i/ili povecane razgradnje
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NA. Akumulacija DBH enzima u hipokampusu stresiranih Zivotinja, ukazuje na to da litijum
moze da utiCe na povecanje kapaciteta stresiranih Zivotinja da konvertuju DA u NA u cilju
poveéanja spremnosti organizma da odgovori na novi stresor. Dodatno izlaganje

eksperimentalnih zivotinja akutnom stresu npr. imobilizacije (IMO) potvrdilo bi tu hipotezu.

5.3. Delovanje litijuma na ekspresiju transportera dopamina i noradrenalina
u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Transporter za DA (DAT) je vazan protein koji ucestvuje u regulaciji DA
neurotransmisije i ima centralnu ulogu u odredivanju duzZine trajanja delovanja DA tako Sto
veoma brzo preuzima DA iz vancelijske teCnosti u presinaptiCke zavrSetke (Horn, 1990;
Gainetdinov 1 saradnici, 1998). DAT je primarni pokazatelj ekstraneuronske koncentracije i
vremenske dinamike delovanja DA (Borland i Michael, 2004), kao i vazna meta terapeutskog
delovanja neurostimulansa koji se koriste u leGenju raznih psihijatrijskih poremecaja ponasanja
(Whyte i saradnici, 2004). Nasi rezultati su pokazali da PSFS znacajno smanjuje nivo DAT
proteina u PFC, dok u hipokampusu povecéava sintezu ovog proteina. Smanjena koli¢ina DAT
koincidira sa smanjenjem nivoa DA. Ovi rezultati ukazuju na moguce odsustvo preuzimanja
neurotransmitera DA preko DAT u PFC u uslovima PSFS. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima drugih autora koji su pokazali da hroni¢ni stres smanjuje prefrontalnu dopaminsku
neurotransmisiju (Mizoguchi i saradnici, 2008).

Vremenska i prostorna dinamika NA transmisije je potencijalno regulisana procesom
preuzimanja posredstvom NET membranskog transportera (Blakely i Bauman, 2000). Veoma
vazan rezultat koji je dobijen ovim istraZzivanjem je da PSFS znacajno povecava nivo proteina
NET i da povecanje nivoa NET koincidira sa povecanjem nivoa NA u PFC. Ovi rezultati
potvrduju preuzimanje neurotransmitera NA uz pomo¢ NET u PFC kod zivotinja koje su bile
izlozene PSFS. Na to ukazuje znaCajna pozitivna korelacija izmedu nivoa NET 1 NA u PFC
hroni¢no stresiranih Zivotinja. Veca eckspresija NET ukazuje na poveanu potrebu za
preuzimanjem NA u PFC hroni¢no stresiranih zivotinja. Ovaj adaptivni odgovor je verovatno
neophodan za odrzanje kapaciteta NA (visok nivo NA) u PFC po delovanju hroni¢nog stresa.
Nasi rezultati potvrduju da PSFS dovodi do adaptacije koje su o¢ekivane po delovanju hroni¢nog

stresa. Ekstremno stresiranje ili traumati¢no iskustvo obi¢no su povezani sa povecanjem
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aktivnosti noradrenalinskog sistema koji polazi od LC i amigdale (Francati i saradnici, 2007;
Bremner i saradnici, 2008). Brojne studije pokazuju da je povecana aktivnost noradrenalinskog
sistema povezana sa nastankom depresije, PTSD 1 hiperaktivnog poremecaja nedostatka paznje
(Callado i saradnici, 1998; Biederman i Spencer, 1999; Southwick i saradnici, 1999). Brojne
studije su pokazale da lekovi koji blokiraju NET efikasno otklanjanju simptome obolelih od
poremecaja raspolozenja 1 hiperaktivhog poremecaja nedostatka paznje, verovatno preko
delovanja u okviru PFC (Frazer, 2000; Bymaster i saradnici, 2002; Michelson i saradnici, 2003).

Vazno je ista¢i da su naSi rezultati pokazali smanjenu koli¢inu NET proteina u
hipokampusu zivotinja izlaganih hronicnom stresu. Pored toga, uocili smo povecan nivo DAT
proteina u hipokampusu hroni¢no stresiranih Zivotinja, $t0 ukazuje na povecano preuzimanje
DA. Dopamin ubrzo biva konvertovan u NA. Pozitivna korelacija izmedu povecane koli¢ine NA
i nivoa DBH enzima u hipokampusu to potvrduje. Upravo ova zavisnost objasnjava smanjenje
koli¢ine DA i povecanje koli¢ine NA u hipokampusu hroni¢no stresiranih zivotinja.

Poznato je da kateholamini mogu da se skladiSte u vezikule uz pomoc¢ vezikularnih
monoaminskih transportera (VMAT) ili da se razgraduju enzimima MAO i COMT (Flierl i
saradnici, 2007). VMAT 2 je odgovoran za preuzimanje i skladiStenje monoamina iz citosola u
unutarcelijske vezikule i eksprimiran je u neuronima koji su ukljuceni u regulaciju raspolozenja i
ponaSanja (Schwartz i saradnici, 2003). VMAT ima klju¢nu ulogu ne samo u odabiru,
deponovanju i otpuStanju monoamina, ve¢ takode i u finom podeSavanju nervnih i endokrinih
izlaznih signala (Eiden i saradnici, 2000). NaSe istrazivanje pokazuje da PSFS znacajno
povecava nivo VMAT 2 proteina u oba ispitivana mozdana regiona i da povecanje nivoa VMAT
2 koincidira sa povecanjem nivoa NA. Ovaj rezultat ukazuje na preuzimanje, skladistenje 1 vecu
spremnost za otpustanje neurotransmitera NA u PFC i hipokampusu pacova izlozenih PSFS. Na
to ukazuje znaCajna pozitivna korelacija izmedu nivoa VMAT 2 i NA hroni¢no stresiranih
Zivotinja u obe ispitivane mozdane oblasti. NaSi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora
koji su utvrdili da ponavljani stres IMO povecava ekspresiju VMAT 2 nivoa u mnogim ¢elijama
koje sintetiSu NA (Tillinger i saradnici, 2010). Povecana ekspresija VMAT 2 proteina,
predstavlja adaptaciju na dugotrajno delovanje snaznog stresora. Dobijeni rezultat predstavlja
mehanizam za ubrzano kori$¢enje povecanog kateholaminskog kapaciteta u uslovima hroni¢nog
stresa. Pove¢an VMAT 2 u talamusu i ventralnom srednjem mozgu je utvrden kod pacijenata sa

bipolarnim poremecajem (Zubieta i saradnici, 2001). U trombocitima depresivnih pacijenata koji
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nisu tretirani antidepresivima postoji znacajno povecanje ekspresije VMAT 2 u poredenju sa
zdravim osobama (Zucker i saradnici, 2002).

Veoma vazan rezultat je da PCR metodom u realnom vremenu sa Tag Man probama
nismo uspeli detektovati iIRNK za DAT u PFC, kao i iRNK za NET u hipokampusu. Medutim,
Western blot metodom uspeli smo da kvantifikujemo smanjenje DAT u PFC, a NET u
hipokampusu hroni¢no stresiranih zivotinja. Pored toga uspeli smo da kvantifikujemo snizene
nivoe iRNK za NET u PFC, iRNK za DAT u hipokampusu i iRNK za VMAT 2 u obe ispitivane
mozdane oblasti, dok su nivoi pomenutih proteina bili poveéani. Dobijeno neslaganje izmedu
nivoa iIRNK i nivoa proteina moZe da bude povezano sa razlikama u stabilnosti iRNK ili
efikasnosti procesa translacije (Gomi i Matsuo, 2001). Regulacija ekspresije moze da deluje na
pojedine iIRNK u smislu blokiranja njihove translacije, Sto moze uticati na razgradnju iRNK
(Garcia-Lopez i saradnici, 2007). Na osnovu izlozenih rezultata moglo bi se zakljuciti da je
primarni target u regulaciji ekspresije gena za preuzimanje neurotransmitera, u uslovima
hroni¢nog stresa, razgradnja iRNK.

Ineresantan rezultat ove disertacije je da litijjum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od
14 dana u obe ispitivane mozdane oblasti vraca ekspresiju gena za DAT, NET i VMAT 2 na
vrednosti priblizne kontrolnim vrednostima. Veoma bitno je naglasiti da korelacije izmedu nivoa
ispitivanih transportera i koli¢ine DA i NA, potvrduju da litijum u obe ispitivane mozdane
oblasti vra¢a na kontrolni nivo preuzimanje kateholamina Sto za posledicu ima vracanje nivoa
kateholamina na nivo karakteristi¢an za nestresirane zivotinje. Uticaj litijuma na promet DA je
po misljenju nekih autora inhibitoran (Engel i Berggren, 1980; Friedman i Gershon, 1973), dok
drugi smatraju da je stimulativan (Fadda i saradnici, 1980; Hesketh, 1978). Neki pak tvrde da
litijum nema efekta na promet DA u mozgu (Bliss i Ailion, 1970; Ho i saradnici, 1970).
Utvrdeno je da u interakciji DA i DAT znacajnu ulogu ima ¢elijski membranski potencijal (Chen
i Reith, 2004). Borre i saradnici (2014) su pokazali da DAT kontroliSe homeostazu DA tako Sto
regulide proces preuzimanje DA, koji zavisi od koncentracije jona Na* i CI', kao i da na DAT
postoje mesta vezivanja jona Na* koja kontrolidu promet katjona i regulisana su jonima CI". To je
u skladu sa poznatom c¢injenicom da litijum kao katjon uti¢e na transport i promet jona i
aktivnost enzima NaK ATPaze (El-Mallakh, 2004). 1z literature je poznato da postoje regionalne
razlike u efektu litijuma kada je u pitanju ekspresija VMAT. Naime, nivo iRNK za gen VMAT 2

je statisticki znacajno povecan u oblastima raphe nuclei, ventral tegmental area i substantia
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nigra, a smanjen u LC (Cordeiro i saradnici, 2002). Budu¢i da se neuroni u kojima je VMAT 2
eksprimiran nalaze u mozdanim oblastima od izuzetnog znacaja za regulaciju raspolozenja i
ponasanja (Cordeiro i saradnici, 2002), nasi rezultati doprinose potvrdi hipoteze da promene u
ekspresiji VMAT 2 doprinose terapeutskom delovanju litijuma kod hroni¢no stresiranih pacova

koji su u stanju slicnom depresiji.

5.4. Delovanje litijuma na aktivnost i koli¢inu enzima koji ucestvuju u
razgradnji dopamina i noradrenalina u prefrontalnom korteksu
I hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih ponavljanom
stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Enzim MAO je vezan za membranu mitohondrija, katalizuje oksidativnhu deaminaciju
monoaminskih neurotransmitera i ima klju¢nu ulogu u metabolizmu amina u CNS. Posledica
ovih reakcija razgradnje je povecano nastajanje potencijalno neurotoksi¢nih molekula, kao sto su
vodonik-peroksid i amonijak. Vodonik-peroksid moze da bude okida¢ za dalju povecanu
proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i da indukuje oStecenje mitohondrija i izazove
apoptozu neurona. Poznata je povezanost izmedu poviSene produkcije ROS i povecanja
aktivnosti MAO u trombocitima kod depresivnih poremecaja (Herken i saradnici, 2007). Vazan
rezultat dobijen nasim istrazivanjem je da izlaganje pacova PSFS u trajanju od 14 dana znac¢ajno
povecava aktivnost enzima MAO A i MAO B, kao i sintezu COMT enzima u PFC odraslih
muzjaka pacova, dok u hipokampusu primenjeni stresor znacajno povecava aktivnost MAO B
enzima i sintezu COMT enzima. Povecana aktivnost i sinteza enzima odgovornih za razgradnju
kateholamina moze da ukaze na povecane potrebe za razgradnjom ispitivanih neurotransmitera u
obe proucavane mozdane oblasti u uslovima hroni¢nog stresa. Kod Zivotinja izlaganih PSFS
utvrdena je znacCajna negativna korelacija izmedu enzimske aktivnosti MAO A i1 nivoa DA,
enzimske aktivnosti MAO B i nivoa DA, kao i nivoa COMT proteina i DA u PFC. Pored toga,
kod Zzivotinja izlaganih PSFS utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu
enzimske aktivnosti MAO B i nivoa DA, kao i nivoa COMT i DA u hipokampusu. Ovi rezultati
ukazuju na moguénost poveéane razgradnje neurotransmitera DA u PFC i hipokampusu kod
zivotinja izlozenih PSFS, Sto verovatno ima za posledicu poremecenu regulaciju redoks
ravnoteze i oStecenje mitohondrija. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora

koji su ustanovili da stresom indukovana aktivacija MAO moZe da dovede do oksidativnog
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oStec¢enja mitohondrija (Bortolato i saradnici, 2008). Takode je utvrdeno da stres IMO dovodi do
oksidativnog stresa u mozgu pacova (Zaidi i Banu, 2004). Poveéanje nivoa ROS u CNS je
povezano sa razvojem brojnih neuropsihijatrijskih oboljenja (Halliwell i Cross, 1994). Poznato je
da oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u degenerativnim procesima DA neurona kod obolelih od
Parkinsonove bolesti (Prasad i saradnici, 1999). Utvrdeno je da je aktivnost mitohondrijske
MAO A povisena u mozgu depresivnih pacijenata (Hu i saradnici, 2011). Pored toga, pokazano
je da povecanje aktivnosti MAO B u astrocitima moze da dovede do simptoma Parkinsonove
bolesti (Mallajosyula i saradnici, 2008). Podaci iz literature potvrduju da su klju¢ne terapeutske
strategije u leCenju mnogih neuropsihijatrijskih poremec¢aja upravo inhibicija aktivnosti MAO
i/ili povecanje nivoa monoaminskih neurotransmitera. Na primer, poznato je da se selektivni
MAO A inhibitori koriste kao antidepresivi i u le¢enju drugih sli¢nih neurodegenerativnih
oboljenja (Youdim i saradnici, 2006). Pored toga, utvrdeno je povecanje nivoa DA izazvano
delovanjem inhibitora MAO B (Cesura i saradnici, 1992; Knoll, 2000). Takode, podaci iz
literature potvrduju da se inhibitori COMT koriste u leCenju Parkinsonove bolesti (Muller, 2015).

Iz literature je poznato da litijum menja stereoselektivnost enzima MAO u mozgu
pacova, Sto ukazuje da litijum dovodi do konformacionih promena MAO enzima (Smith, 1989).
Takode je utvrdeno da lekovi efikasni u terapiji psihijatrijskih poremecaja uticu na funkciju
centralnih  monoaninskih neurotransmitera, koji se primarno razgraduju enzimima MAO.
Ispitivanjem efekata antidepresiva i litijjuma na aktivnost MAO A i MAO B u mitohondrijama
mozga pacova i utvrdeno je da antidepresivi smanjuju aktivnost ovih enzima, dok litijum nije
uticao na inhibiciju enzimske aktivnosti nijedne izoforme MAO u mitohondrijama mozga pacova
(Nag, 2004). Medutim, Fisar i saradnici (2010) su utvrdili da litijum u odredenoj meri uti¢e na
inhibiranje obe izoforme MAO. Fizioloska znacaj inhibicije MAO farmakoloski razliCitim
vrstama antidepresiva i stabilizatora raspolozenja mogao bi da se tumaci kroz doprinos
procesima modulacije monoaminske neurotransmisije u mozgu i regulacije raspoloZenja i
emocija. Nasi rezultati su pokazali da litijum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana
smanjuje aktivnost enzima MAO A u PFC i MAO B u hipokampusu, Sto za posledicu ima
poveéanje nivoa DA do kontrolnih vrednosti. Proces inhibicije MAO u mozgu lekovima,
najverovatnije, ima za posledicu usporavanje povratnih procesa neurodegeneracije (npr. u
dopaminskim neuronima) koji su pokrenuti oksidativnim stresom (Youdim i saradnici, 2006).

Naime, ustanovljeno je da je neuroprotekcija uobiCajeni efekat koji se postize dugotrajnim
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tretmanom poremecaja raspolozenja 1 Parkinsonove bolesti razli¢itim antidepresivima,
stabilizatorima raspoloZenja i antipsihoticima. Nije u potpunosti razjasSnjen molekulski
mehanizam uo¢enog neuroprotektivnog delovanja ovih lekova. Medutim, ocigledno je da glavnu
komponentu neuroprotekcije Cine procesi koji na lokalnom nivou dovode do smanjenja
oksidativnog stresa, kao i da inhibicija MAO enzima doprinosi ovom smanjenju stvaranja visoko
reaktivnih molekulskih vrsta. Vazan rezultat ove disertacije je da litijum poveéava aktivnost
MAOQO B u PFC, a da aktivnost MAO A enzima u hipokampusu, kao i nivoi COMT enzima u obe
ispitivane mozdane oblasti ostaju poviSeni. Ovi rezultati ukazuju na povecanu potrebu za
razgradnjom NA akumuliranog u uslovima hroni¢nog stresa. Kateholaminski sistem u obe
ispitivane mozdane oblasti funkcioniSe u cilju smanjenja nivoa NA akumuliranog u uslovima
hroni¢nog stresa. Negativne korelacije izmedu povecane aktivnosti MAO B u PFC, MAO A u
hipokampusu i COMT u obe ispitivane oblasti i smanjene koli¢ine NA u obe ispitivane mozdane

oblasti to potvrduju.

5.5. Delovanje litijuma na ekspresiju gena za enzime antioksidativne zastite
u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Poznato je da je stanje oksidativnog stresa rezultat delovanja hroni¢nog stresa, a Stetne
posledice poremecene redoks ravnoteze doprinose i1 patologiji stresom izazvanih psihijatrijskih
oboljenja kod ljudi. Oksidativni stres i poveéano stvaranje ROS moze da izazove oStecenje
mitohondrija i apoptozu neurona, Sto dovodi do atrofije pomenutih mozdanih oblasti koje su
narocito osetljive na poviSeni nivo CORT 1 povecano stvaranje ROS (Lee i saradnici, 2002).
Pokazano je da je PSFS, koji se Cesto koristi kao model emocionalnog stresa kod pacova, pracen
povecanjem procesa lipidne peroksidacije (Liu i saradnici, 1994; Manoli i saradnici, 2000), kao i
promenom aktivnosti enzima antioksidativne zastite (Fontella i saradnici, 2005; Derin i
saradnici, 2006). Nasi rezultati su pokazali da pozitivna korelacija izmedu povecane aktivnosti
enzima antioksidativne zaStite i povecane aktivnosti enzima odgovornih za razgradnju
neurotransmitera u obe ispitivane mozdane oblasti, ukazuje na ukljuivanje sistema
antioksidativne odbrane u cilju smanjenja eventualnih oksidativnih osSte¢enja nastalih usled

povecéane razgradnje kateholamina u uslovima hroni¢nog stresa. IstraZivanja Fontella i saradnika
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(2005) su pokazala da PSFS indukuje oksidativni stres u hipokampusu pacova, tako Sto se posle
stresiranja u hipokampusu pacova znacajno povecava samo aktivnost GPx, dok se aktivnosti
SOD i CAT ne menjaju znacajno. Nasa istrazivanja su pokazala da kod zivotinja izlozenih PSFS
u trajanju od 14 dana nije doSlo do promena nivoa iIRNK i proteina SOD 1, CAT, GPx i GR, ali
je zabelezeno znacajno povecanje ekspresije gena za SOD 2. Medutim, tretman PSFS izaziva
znacajno povecanje aktivnosti SOD 1, SOD 2 1 CAT, kao i znacajno smanjenje aktivnosti GPx,
dok aktivnost enzima GR ostaje nepromenjena u obe ispitivane mozdane oblasti. Dobijeno
neslaganje izmedu nivoa iRNK i aktivnosti enzima moze da bude povezano sa razlikama u
stabilnosti iIRNK ili efikasnosti procesa translacije (Gomi i Matsuo, 2001). Pored toga, ekspresija
IRNK za enzime antioksidativne zaStite moZe na pocetku delovanja hroni¢nog stresa biti
poveéana, a zatim nakon odredenog vremena Smanjena (Garcia-Lopez i saradnici, 2007).
Takode, regulacija ekspresije moze da deluje na pojedine IRNK u smislu blokiranja njihove
translacije, Sto moZe uticati na razgradnju IRNK (Garcia-Lopez i saradnici, 2007). Dakle,
primarni target regulacije ekspresije gena za enzime antioksidativne zaStite u uslovimma
hroni¢nog stresa, mogao bi da bude razgradnja iIRNK. Ovi rezultati mogu da se posmatraju kao
mehanizmi adaptacije sistema antioksidativne zasStite na delovanje hroni¢nog stresa (Garcia-
Lopez i saradnici, 2007). Povecana aktivnost antioksidativnih enzima (SOD 1, SOD 2 i CAT) u
obe ispitivane moZdane oblasti moze da predstavlja znaCajan adaptivni fenomen sistema
antioksidativne zasStite kod pacova izlaganih PSFS. Povecanje aktivnosti SOD tokom rezima
stresiranja je indikator relativnog povecanja stvaranja superoksidnih radikala, Sto moze da
stimuliSe sekundarnu liniju odbrane, uklju¢uju¢i CAT (Fridovich, 1995). Terapija
antidepresivima znacajno smanjuje enzimske aktivnosti SOD i CAT kod depresivnih pacijenata
(Abdalla i Bechara, 1994; Bilici i saradnici, 2001; Khanzode i saradnici, 2003). Nasi rezultati su
pokazali da pacovi stresirani PSFS pokazuju statisticki znacajno smanjenje aktivnosti GPx i
saglasni su sa rezultatima istrazivanja drugih autora (Nilakantan i saradnici, 2005), koji su
utvrdili da reaktivne molekulske vrste poput azotnih oksida ili njihovih derivata inhibiraju
aktivnost GPx enzima. Smanjenje endogene antioksidativne zastite je indukovano lipidnom
peroksidacijom, a to doprinosi ulozi hroni¢nog stresa u nastanku depresije (Che i saradnici,
2015).

Modulatorno delovanje litijuma u smislu ublaZzavanja stanja oksidativnog stresa nije

dovoljno istrazeno. Studija de Vasconcellos i saradnika (2006) pokazuje da u hipotalamusu i
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hipokampusu pacova stresiranih hroni¢nim nepredvidivim stresom, hroni¢ni tretman litijumom
pokazuje antioksidativna svojstva. Frey i saradnici (2006) su ispitivali delovanje litijuma u
zivotinjskom modelu manije izazvane amfetaminom i merili aktivnosti SOD i CAT u PFC i
hipokampusu odraslih muzjaka pacova soja Wistar. U ovom modelu bipolarnog poremecaja,
tretman pacova litijjumom je znacajno smanjio aktivnost SOD u PFC, a aktivnost CAT u
hipokampusu. Klinicka ispitivanja antioksidativnog statusa kod pacijenata obolelih od
bipolarnog poremecaja pokazuju da postoji povisena aktivnost SOD 1 CAT u plazmi netretiranih
manic¢nih pacijenata u odnosu na zdrave kontrole. Nasuprot tome, akutni tretman litijumom
doveo je do znacajnog smanjenja odnosa SOD/CAT. Drugim refima, litijum vraa aktivnost
SOD na vrednost zdravih kontrola, a aktivnost CAT se dodatno povecava u odnosu na
netretirane pacijente (Machado-Vieira i saradnici, 2007). Sousa i saradnici (2014) su ispitivali
pacijente u ranoj fazi bipolarnog poremecaja i ustanovili da postoji neravnoteza enzima
antioksidativne zaStite, sa povecanim nivoima aktivnosti CAT i GPx i smanjenim odnosom
SOD/CAT u plazmi netretiranih pacijenata u odnosu na zdrave kontrole, a da tretman pacijenata
litijumom statisticki znac¢ajno smanjuje SOD aktivnost u plazmi. NaSa istrazivanja su pokazala
da litijum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana u PFC povecava aktivnost SOD 2,
CAT i GPx enzima, smanjuje aktivnost SOD 1, dok aktivhost GR enzima, pod delovanjem
litijuma, ostaje nepromenjena. Medutim, litijum u hipokampusu povecava aktivnosti enzima
CAT, GPx i GR, dok aktivnosti enzima SOD 1 i SOD 2 vraca na nivo kontrolnih vrednosti. U
skladu sa ve¢ diskutovanim rezultatima, usled potraznje za povecanom razgradnjom NA ¢iji je
nivo povisen po delovanju PSFS i ocekivanog stanja oksidativhog stresa, moglo bi se
pretpostaviti da se terapeutski efekat litijuma na normalizaciju nivoa monoaminskih
neurotransmitera po delovanju stresa verovatno ostvaruje i njegovom regulacijom molekulskih
mehanizama antioksidativne zastite. Na to ukazuju pozitivne korelacije izmedu povecane
aktivnost MAO B u PFC i MAO A u hipokampusu, pove¢ane COMT u obe mozdane oblasti 1
povecéane aktivnosti enzima antioksidativnih zastite. Dakle, rezultati ukazuju da litijum posreduje
u ukljucivanju sistema antioksidativne odbrane u cilju smanjenja eventualnih oksidativnih
oStecenja nastalih usled povecane razgradnje NA. Na osnovu dobijenih rezultata mogli bismo da
pretpostavimo da litijum utiCe na veéu spremnost antioksidativnog sistema u obe ispitivane

mozdane oblasti na eventualne nove izazove (dodatni stres). Dodatni akutni stres IMO bi

204



Diskusija

verovatno potvrdio, da litijum kod hroni¢no stresiranih Zivotinja uti¢e na vecu spremnost

antioksidativnog sistema na novi izazov.

5.6. Delovanje litijuma na ekspresiju transkripcionog faktora BDNF u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Poznato je da BDNF reguliSe otpuStanja neurotransmitera (Lessmann i saradnici, 1994),
aktivnosti HPA sistema (Naert i saradnici, 2011), kao i ponaSanje jedinke. Dokazi koji povezuju
dejstvo BDNF i nastanak depresije dobijeni su iz studija koje pokazuju da stres, koji se smatra
okida¢em depresije, menja i ekspresiju BDNF. Socijalna izolacija, forsirano plivanje ili
odvajanje od majke, dovode do smanjenja ekspresije BDNF u hipokampusu. Ekspresija BDNF je
takode smanjena i uslovljenim raspolozenjem udruzenim sa zasecanjem repa, Sto pokazuje da
prethodno iskustvo moze da dovede do dugoro¢nih promena u ekspresiji BDNF (Rasmussen i
saradnici, 2002). Neke studije pokazuju da i1 pojedinacni i ponavljani stres imobilizacije dovodi
do smanjenja nivoa iRNK za BDNF u hipokampusu, $to je utvrdeno metodom in situ
hibridizacije (Smith i saradnici, 1995; Ueyama i saradnici, 1997). Postoje i studije u kojima nije
utvrden efekat PSFS na BDNF (Kuroda i McEwen, 1998). Medutim, naSa istrazivanja su
pokazala da PSFS u trajanju od 14 dana znacajno povecava sintezu proteina transkripcionog
faktora BDNF. Postoje i studije koje su, poput nase, utvrdile da je stresiranje izazvalo povecanje
sinteze ovog faktora. Na primer, pojedinac¢ni stres imobilizacije dovodi do naglog povecanja
ekspresije BDNF u hipokampusu, hipotalamusu i hipofizi (Givalois i saradnici, 2001; Rage i
saradnici, 2002; Marmigere i saradnici, 2003), pri ¢emu su najveci efekti uoceni u granularnom
¢elijskom sloju dentatnog girusa, ali takode 1 u CA3 1 CAl piramidalnim celijskim slojevima.
Istrazivanja su pokazala da razlog ovog neslaganja nije potpuno jasan, ali mogao bi da bude
povezan sa razli¢itim vremenskim periodom od poslednje epizode stresiranja do trenutka kada je
odredivan nivo BDNF. Vazno je da se istakne da uspeSnosti procesa adaptacije na stres,
doprinosi i sloZena struktura gena za BDNF koja omogucava da se odredene varijante prepisa
gena za BDNF razlicito eksprimiraju u zavisnosti od subcelijske lokalizacije, od vrste mozdane
oblasti, kao i1 od specifi¢nosti stresnog stimulusa (leraci i saradnici, 2015; Lyons 1 West, 2011;

Baj i saradnici, 2012; Musazzi i saradnici, 2014) i njegove duZine trajanja (Capoccia i saradnici,
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2013). Ovi autori su pokazali da u PFC i hipokampusu socijalna izolacija odraslih muzjaka
miSeva na razliCit nacin reguliSe ekspresiju odredenih varijanti prepisa, na taj nacin S§to
selektivno smanjuje samo nivo iIRNK za BDNF za transkript BDNF-7, dok se transkripti ostalih
varijanti BDNF ne menjaju. Murakami i saradnici (2005) ustanovili su da i akutni i hroni¢ni stres
smanjuju nivo IRNK za BDNF u hipokampusu pacova. Poznato je da gen za BDNF pacova ima
kompleksnu strukturu (Timmusk i saradnici, 1993) i viSe promotora. Razli¢itim izborom ovih
promotora, kao i razli¢itim iskrajanjem prepisa, kao rezultat se dobijaju 4 razli¢ite iRNK koje
imaju razli¢ite neprevodive egzone i isti kodiraju¢i egzon, a interesantno je da sve kodiraju
identi¢an BDNF protein i nije razjaSnjen bioloSki smisao postojanja razli¢itih iRNK za BDNF.
Smatra se da postojanje vise razli¢itih promotora odreduje tkivno-specifi¢nu ekspresiju gena za
BDNF pacova (Timmusk i saradnici, 1993). Tako je pokazano da su dobijeni prepisi razli¢ito
eksprimirani u pojedinim mozdanim oblastima. Nasa istrazivanja su pokazala da PSFS u trajanju
od 14 dana znacajno povecava sintezu proteina transkripcionog faktora BDNF, kao i da je
povecanje BDNF proteina koreliSe sa povecanjem NA u obe ispitivane mozdane oblasti. Ovaj
adaptivni fenomen moglo bi se objasniti na slede¢i na¢in: poznato je da BDNF deluje u smislu
nadoknadivanja zaliha neurohormona za kojima postoji poviSena potraznja tokom delovanja
hroni¢nog stresa (Nawa i saradnici, 1993; Givalois i saradnici, 2004a; Givalois i saradnici,
2004b; Naert i saradnici, 2006). Na taj nacin BDNF ostvaruje svoje “zastitno” dejstvo u stresnim
uslovima. Pored toga, utvrdili smo da je smanjen nivo iIRNK za BDNF u PFC, Sto ukazuje na to
da PSFS u trajanju od 14 dana povecava sintezu BDNF verovatno bez delovanja na
transkripcione procese. Za razliku od PFC, u hipokampusu PSFS uzrokuje promene BDNF i na
nivou transkripcije i na nivou translacije. Ovaj adaptivni odgovor je potreban radi odrZavanja
kapaciteta BDNF u hipokampusu u uslovima izazvanim PSFS, budu¢i da je hipokampus region
koji ima kljuénu ulogu u procesima ucenja i pamcenja, a takode predstavlja i mozdani region koji
je posebno osetljiv na delovanje hroni¢nog stresa (Eichenbaum, 2004; Tse i saradnici, 2014).
Marmigere i saradnici (2003) su pokazali da akutni stres imobilizacije dovodi do naglog
povecanja nivoa iRNK za BDNF u hipokampusu pacova. Pored toga, kod odraslih pacova,
hipokampus predstavlja region mozga koji sadrzi najvisi nivo iRNK za BDNF (Conner i
saradnici, 1997) i nivo BDNF proteina (Nawa i saradnici, 1995). Na osnovu nasih rezultata
mozemo zakljuciti da povecan nivo iRNK za BDNF u hipokampusu potvrduje vecu spremnost

hipokampusa kao regiona vrlo osetljivog na stres, na novi izazov (stres). Poznato je da BDNF
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ima vaznu ulogu u mnogobrojnim procesima koji doprinose nervnoj strukturnoj i funkcionalnoj
plasti¢nosti (Tapia-Arancibia i saradnici, 2004). Iz literature je poznato da BDNF ima ulogu u
modulaciji aktivnosti monoaminskog sistema u mozgu odraslih nestresiranih pacova (Siuciak i
saradnici, 1996). Sinteza BDNF u hipokampusu je regulisana razli¢itim neurotransmiterima
(serotonin, noradrenalin) i hormonima (CORT) (Thoenen i saradnici, 1991; Lindholm i saradnici,
1994). Vazno je jo§ jednom ista¢i da su naSi rezultati pokazali pozitivnu korelaciju izmedu
povecanog nivoa BDNF i koli¢ine NA u obe ispitivane mozdane oblasti §to ukazuje na znacajnu
fizioloSku ulogu BDNF u procesima koji su potrebni da bi neuroni mogli da odrzavaju povecanu
koli¢inu NA u uslovima izazvanim delovanjem PSFS. Nasi rezultati potvrduju znacajnu
fizioloSku ulogu BDNF u regulaciji monoaminskog sistema u uslovima hroni¢nog stresa. Sa
druge strane, poznato je i da NA uti¢e na ekspresiju faktora rasta (BDNF, NGF-$, GDNF, FGF-2
I IL-6) u glijskim ¢elijama (Day i saradnici, 2014).

Litijum u PFC i hipokampusu kontrolnih Zivotinja povecava ekspresiju gena za BDNF.
Dobijeni rezultat potvrduje neuroprotektivno delovanje litijuma. Medutim, litijum kod pacova
izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana snizava povecane vrednosti sinteze BDNF proteina,
odnosno vraca ih na kontrolni nivo u obe ispitivane mozdane oblasti. Rezultati drugih autora
pokazuju da se u zivotinjskom modelu mani¢ne depresije koli¢ina BDNF smanjuje u PFC i
hipokampusu pacova, a da primena litijuma dovodi do povratnih promena i vracanja nivoa
BDNF u ovim mozdanim oblastima stresiranih pacova (Cechinel-Recco i saradnici, 2012; Frey i
saradnici 2006). Yasuda i saradnici (2009) su pokazali da litijum selektivo aktivira promotor IV
gena za BDNF u neuronima pacova. Naime, poznato je da razli¢ite varijante prepisa BDNF
pacova pokazuju specifican profil ekspresije u razli¢itim mozdanim oblastima, a pokazuju i
razli¢itu regulaciju zavisno od vrste primenjenog leka. Litijum je direktni inhibitor enzima GSK3
i HDAC (histon deacetilaza). Ovi autori su prvi utvrdili da su GSK3 i HDAC pocetne mete
delovanja litijuma u aktiviranju promotora IV gena za BDNF i da ta indukcija BDNF
podrazumeva novi odgovaraju¢i region u promotoru IV gena za BDNF. Ovi procesi imaju

znacajan udeo u terapeutskom delovanju litijuma.
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5.7. Delovanje litijuma na koncentraciju adrenokortikotropnog hormona i
kortikosterona u plazmi i glukoze u krvi odraslih muzjaka pacova
izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Stres izaziva promene sekrecije hormona, kojima se postize adaptacija jedinke na
novonastalu situaciju. Osnovna odlika endokrinog odgovora na stres je povecanje koncentracije
CORT u krvi. Brojni autori potvrdili su da PSFS uti¢e na luc¢enje CORT (Kim i Han, 2006;
Uchida i saradnici, 2008). Dugotrajno izlaganje delovanju glukokortikoida povezano je sa
brojnim metabolickim poremecajima, ukljuuju¢i povecanje koncentracije GLU i smanjenje
iskoristivosti glukoze (Munck, 1971; Doyle i saradnici,1994; Horner i saradnici, 1990). Stoga je
od interesa da se analizira delovanje litijuma na nivo ACTH, CORT i GLU kod pacova koji su
izloZeni dugotrajnom stresiranju, odnosno PSFS. Interesantni rezultati dobijeni su merenjem
parametara koji ukazuju na aktivnost HPA sistema. Pokazano je da PSFS u trajanju od 14 dana
znacajno smanjuje nivo ACTH u plazmi, a povec¢ava nivo CORT u plazmi i GLU u krvi odraslih
muzjaka pacova. Adaptivni mehanizmi HPA sistema mogli bi da se objasne delovanjem ekstra-
hipotalamickih puteva u kontroli CORT (Naert i saradnici, 2011), pogotovo splanhnicke
simpaticke inervacije (Charlton, 1990; Whitworth i saradnici, 2003), koji su pod kontrolom
neurona PVN hipotalamusa (Pacak i saradnici, 1995). Osim toga, porastu nivoa CORT u plazmi
tokom odgovora na hroni¢ni stres dodatno doprinosi lu¢enje arginin vazopresina (AVP) iz
hipotalamusa (Dinan i saradnici, 1999), koji direktno stimuliSe lucenje CORT (Grazzini i
saradnici, 1998) i tako doprinesi adaptivnom odgovoru HPA sistema (Naert i saradnici, 2011).
Potrebno je naglasiti da i porast nivoa pro-inflamatornih citokina, koji se Cesto desava kod
depresivnih poremecaja, dodatno jo$ povecava lucenje glukokortikoida (Dinan, 1994). Utvrdeno
je da centralna administracija BDNF menja aktivnost HPA sistema (Givalois i saradnici, 2004;
Naert i saradnici, 2006). Nagli porast ekspresije BDNF prethodi aktivaciji neurona PVN koji u
odgovoru na stres lu¢e AVP i CRH uti¢e na lu¢enje CORT (Givalois i saradnici, 2004). NaSi
rezultati su pokazali pozitivnu korelacija izmedu povecanog nivoa BDNF u obe ispitivane
mozdane oblasti i koncentracije CORT u plazmi. Dobijeni rezultati ukazuju na znacajnu
fizioloSku ulogu BDNF u regulaciji aktivnosti HPA sistema u uslovima PSFS.

Dobijeni rezultati u naSem model-sistemu pokazali su da izlaganje PSFS dovodi do

poveéanog nivoa CORT u plazmi i GLU u krvi eksperimentalnih Zzivotinja. Poznato je da
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glukokortikoidi indukuju glukoneogenezu u jetri, $to dovodi do povecanja nivoa GLU u Kkrvi
(McKay i Cidlowski, 2000).

Kod individua sa odredenom naslednom predispozicijom, hroni¢ni stres kao glavni faktor
rizika za pojavu psihijatrijskih bolesti, moze da rezultira poja¢anim i prekomernim luc¢enjem
glukokortikoida iz kore nadbubreznih Zlezda i neprekidnom aktivacijom centralnog i perifernog
nervnog sistema (Irwin i saradnici, 1991). Poznato je da ponavljana primena stresnih stimulusa
snazno uti¢e na aktivnost centralnog noradrenalinskog sistema (Rusnak i saradnici, 2001) i na
otpustanje CRH (Givalois i saradnici, 2004). Osim toga, utvrdeno je da su nivoi kortizola i NA
poviSeni kod depresivnih pacijenata (Leonard, 2001). 1z literature je poznato da moze da dode
¢ak 1 do smanjenja veli¢ine hipokampusa kod depresivnih pacijenata koji nisu imali tretman
antidepresivima (Bremner i saradnici, 2000), Sto je verovatno posledica dugotrajnog povisenog
nivoa kortizola (Leonard, 2001). NaSi rezultati su pokazali da PSFS znacajno povecava
koncentraciju NA u obe ispitivane moZdane oblasti. Interesantan podatak dobijen u naSem
istrazivanju je mala, ali znaCajna pozitivna korelacija izmedu nivoa NA u PFC i hipokampusu i
nivoa CORT u plazmi pacova izlozenih PSFS. Takode, dobijena je i statisticki znaCajna
negativna korelacija izmedu nivoa DA u PFC i hipokampusu i nivoa CORT u plazmi pacova
izloZzenih PSFS. Dobijene korelacije potvrduju povezanost kateholaminskog sistema u obe
ispitivane mozdane oblasti sa HPA sistemom u uslovima hroni¢nog stresa. Sposobnost HPA
sistema da bude neprekidno u stanju da odgovori na delovanje hroni¢nog ili ponavljanog stresora
povezana je sa kontinuiranom aktivacijom PVN od strane uzlaznih NA neurona iz mozdanog
stabla.

NasSi rezultati su pokazali da primena litijuma kod kontrolnih Zivotinja dovodi do
povecanja nivoa CORT u plazmi i GLU u krvi. Poznato je da je litijum ukljucen u regulaciju
adrenokortikalne funkcije tako Sto stimuliSe i sintezu i otpustanje CORT (Chaudhuri-Sengupta |
saradnici, 2003) i porast GLU u krvi (Ghosh, 2007). Pored toga, istraZzivanja delovanja litijuma
na HPA sistem kod laboratorijskih Zivotinja pokazuju da je kod pacova ve¢ posle dve nedelje
tretmana litijumom poveéan broj glukokortikoidnih receptora u hipokampusu i PVN
hipotalamusa (Budziszewska i Lason, 1994; Peiffer i saradnici, 1991; Semba i saradnici, 2000).
Medutim, litijum kod pacova izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana vra¢a nivoe ACTH i CORT u
plazmi i GLU u krvi na kontrolne nivoe. Dakle, litijum dovodi do smirivanja hiperaktivnosti

HPA sistema nastale usled primene PSFS. Dobijeni rezultat ukazuje da primena litijuma otklanja
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efekat PSFS. Pretpostavlja se da litijum dovodi do smanjenja funkcije glukokortikoidnih
receptora verovatno tako Sto interaguje sa glukokortikoidnim receptorskim kompleksom,
pogotovo sa proteinom BAG-1, konstituentom kompleksa (Basta-Kaim i saradnici, 2004; Zhou i
saradnici, 2005). Pored navedenog, delovanje litijuma takode bi moglo da se objasni i direktnim
delovanjem na posttranslacione modifikacije (poput fosforilacije) nekih klju¢nih enzima, kao Sto

je GSK3 (Rodriguez-Gil i saradnici, 2000; Bosch i saradnici, 1986).

5.8. Delovanje litijuma na ponasanje odraslih muzjaka pacova izlaganih
ponavljanom stresu fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

Depresija je jedan od najvaznijih zdravstvenih problema savremenog drustva. Oko 350
miliona ljudi Sirom sveta obolelo je od depresije (Meekums i saradnici, 2015). Hroni¢ni stres
izaziva hiperaktivaciju i disfunkciju stresom aktiviranih kateholaminskih sistema i HPA sistema,
kao i sistema antioksidativne odbrane, sto dovodi do strukturnih i funkcionalnih o$te¢enja mozga
1 ponasanja sli¢nog depresiji (Sorrells i saradnici, 2009; Popoli i saradnici, 2011). Nasi rezultati
su pokazali da muzjaci pacova izlozeni PSFS pokazuju smanjenje ukupnog broja ulazaka, kao i
smanjenje broja ulazaka u otvorene krake i vremena provedenog u otvorenim kracima tokom
testa EPM, §to ukazuje na ponaSanje sli¢no anksioznosti. Takode je primeéeno povecanje trajanja
nepokretnosti u FST, §to je pokazatelj ponasSanja sli¢nog depresiji. Pored toga, vazno je istaci da
rezultati pokazuju da primenjeni tip stresiranja PSFS izaziva znafajno poveéanje indeksa
anksioznosti kod Zivotinja. Dobijeni rezultati su u skladu sa hipotezom da PSFS kod pacova
izaziva ponasanje slicno anksioznosti i depresiji kod ljudi (Chiba i saradnici, 2012; Haenisch i
saradnici, 2009).

Nasi rezultati pokazuju da izloZzenost PSFS dovodi do smanjenja koncentracije DA i do
povecanja koncentracije NA u obe ispitivane mozdane strukture, povecanja koncentracije CORT
u plazmi, kao i do ponasanja sli¢énog anksioznosti i depresiji. Ovi rezultati potvrduju hipotezu da
su kateholaminski i HPA sistem ukljuceni u regulaciju ponasanja, $to je saglasno sa studijama
drugih autora (Patki i saradnici, 2015; Anstrom i saradnici, 2009; Leonard, 2001; Nemeroff i
saradnici, 1984). Pozitivna korelacija izmedu nivoa NA u oba ispitivana moZdana regiona i
indeks anksioznosti, kao i izmedu nivoa NA u oba mozZdana regiona i trajanja nepokretnosti to

potvrduju. U studijama drugih autora (Leonard, 2001) pokazana je znacajna negativna korelacija
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izmedu agresivnog ponaSanja eksperimentalnih Zivotinja i kapaciteta za sintezu DA, pogotovo u
regionu medumozga. Nasi rezultati pokazuju znacajnu negativnu korelaciju izmedu nivoa DA u
oba mozdana regiona i indeksa anksioznosti, kao i izmedu nivoa DA u oba mozdana regiona i
trajanja nepokretnosti. Dakle, nasi podaci potkrepljuju hipotezu da u okviru odgovora na stres
postoji veliki stepen povezanosti izmedu promena u aktivnosti centralnog kateholaminskog
sistema 1 promenjenog ponaSanja zivotinja koje je slino anksioznosti i depresiji kod ljudi
(Leonard, 2001). Psihijatrijski poremecaji uglavnom su praceni poremecajem ravnoteze izmedu
neurotransmitera glutamata i dopamina (Moghaddam, 2002) i promenama u noradrenalinskom
neurotransmiterskom sistemu (Pardon i saradnici, 2002; Brunello i saradnici, 2003) u odredenim
mozdanim oblastima.

Potvrdili smo da je stresom izazvana promena u ponasanju Zivotinja povezana sa
poveéanom koncentracijom CORT u plazmi, Sto je saglasno sa rezultatima drugih autora (Patki i
saradnici, 2015). Utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu nivoa CORT u plazmi i
indeksa anksioznosti, kao i izmedu nivoa CORT u plazmi i nepokretnosti Zivotinja, Sto ukazuje
na to da je adaptivni mehanizam (odgovor) HPA sistema veoma vazan u regulaciji ponasanja u
uslovima izazvanim delovanjem PSFS. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima brojnih autora.
Poviseni nivo glukokortikoida kao okida¢ nepovoljno uti¢e na mehanizme biohemijskih procesa
posredovane povisenim nivoom ROS (Chakraborti i saradnici, 2007; Lee i saradnici, 2002), kao i
na strukturno remodelovanje klju¢nih mozdanih oblasti izmenom neuroplasticnih mehanizama
(Naert i saradnici, 2011; leraci i saradnici, 2016), Sto sve zajedno dovodi do maladaptivnih
posledica koje se ogledaju u izmenjenom ponaSanju (Chiba i saradnici, 2012).

Pored toga, povecanje aktivnosti enzima MAO u oba moZdana regiona u uslovima
hroni¢nog stresa moze da dovede do oksidativnih oSteCenja usled poveéane razgradnje
kateholamina. Smanjena aktivnost GPx u obe ispitivane mozdane oblasti ukazuje na prisustvo
oksidativnog stresa. Nilakantan i saradnici (2005) utvrdili su da azot oksid i njihovi derivati
inhibiraju aktivnost GPx enzima. Istrazivanja Masood i saradnika (2008) su potvrdila znacaj i
ulogu oksidativnog stresa kao mehanizma koji je direktno povezan sa ponaSanjem sli¢nim
anksioznosti kod miseva, kao i sa nastankom depresije (Che i saradnici, 2015).

Osim toga, brojne studije idu u prilog hipotezi da je BDNF povezan sa stanjem depresije i
drugiih psihijatrijskih poremecaja (Castren i saradnici, 2007). Kod depresivnih pacijenata nivo

BDNF je smanjen (Karege i saradnici, 2002) i moze da se vrati na normalan nivo tretmanom
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antidepresivima (Hashimoto i saradnici, 2004; Aydemir i saradnici, 2005). Osim toga, pokazano
je da je nivo iIRNK za BDNF i nivo BDNF proteina smanjen u postmortem mozgu depresivnih
pacijenata (Dunham i saradnici, 2009), kao i u animalnom modelu depresije (Gronli i saradnici,
2006). Ocigledno postoje brojni dokazi za hipotezu da je BDNF povezan sa stanjem depresije i
drugim psihijatrijskim poremecajima (Castren i saradnici, 2007). Postoji pretpostavka da je
nishodna regulacija ekspresije i funkcije BDNF povezana sa nastankom depresije (Numakawa i
saradnici, 2011). Medutim, naSi rezultati su potvrdili da povecan nivo BDNF u obe mozdane
oblasti koincidira i proporcionalan je sa promenama ponasanja stresiranih zivotinja.

Medu najzastupljenijim psihijatrijskim poremecajima nalaze se poremecaji raspolozenja
(Kessler, 2007). Poremecaji raspolozenja obuhvataju simptome od blagih do snaznih
emocionalnih poremecaja i podrazumevaju pojavu oba krajnja tipa afektivnog spektra ponasanja:
sa jedne strane preteranu tugu, a sa druge pojacano ushi¢enje i maniju. Pomenuto je da se
pretpostavlja da litijum svoju visoku terapeutsku efikasnost kod ovih pacijenata postize
smanjenjem hiperaktivnosti HPA sistema, kao i vracanjem u ravnotezu metabolizma i sadrzaja
monoaminskih neurotransmitera, Sto se odrazava na popravljanje raspolozenja pacijenata I
normalizacije njihovog afektivnog ponasanja. Ova istrazivanja su potvrdila da litijum kod pacova
izlaganih PSFS u trajanju od 14 dana smanjuje indeks anksioznosti, kao i trajanje nepokretnosti.
Dakle, litijum stabilizuje ponaSanje hroni¢no stresiranih pacova. Rezultati veéine drugih autora
takode pokazuju da litijum uti¢e na normalizaciju hiperaktivnog ponasanja u animalnom modelu
manije (Cechinel-Recco i saradnici, 2012). Enzim GSK3 ima znacajnu ulogu u delovanju
litijuma na blokiranje stresom izazvane promene u smislu ponasanja slicnog depresiji kod pacova
(Silva i saradnici, 2008). Utvrdeno je da litijum preko signalne kaskade posredstvom kompleksa
AKT/GSK3 deluje antagonisticki na ponasanje koje je zavisno od DA (Beaulieu i saradnici,
2004; Beaulieu i Caron, 2008). Nasi rezultati potvrdili su znac¢ajnu negativnu korelaciju izmedu
povecanog nivoa DA u obe moZdane oblasti i smanjenog indeksa anksioznosti, kao i znacajnu
negativnu korelaciju izmedu povecanog nivoa DA u obe moZdane oblasti i smanjenog trajanja
nepokretnosti hroni¢no stresiranih Zivotinja tretiranih litijumom. To ukazuje da litijum preko
regulacije nivoa DA ucestvuje u normalizaciji ponasanja. Negativna korelacija izmedu smanjene
aktivnosti MAO A u PFC 1 MAO B u hipokampusu i povecane koncentracije DA u oba mozdana
regiona, ukazuju da litijum i preko smanjenja aktivnosti MAO enzima utice na regulaciju

ponasanja hroni¢no stresiranih pacova. Smanjene aktivnosti pomenutih MAO enzima u PFC i
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hipokampusu verovatno uti¢u na smanjenje oksidativnih o$te¢enja nastalih usled povecanja
razgradnje neurotransmitera u uslovima hroni¢nog stresa. Na to ukazuje povecanje aktivnosti
GPx enzima u obe ispitivane mozdane oblasti. Dakle, litijum povecava aktivnost GPx enzima u
obe mozdane oblasti, odnosno vraca ih na nivo karakteristiCan za nestresirane zivotinje. Te
promene su u skladu sa normalizacijom ponaSanja stresiranih Zivotinja.

Osim toga, delovanje litijuma na ponasanje svakako ukljucuje i poznati efekat litijuma na
smanjenje sposobnosti vezikula da skladiste NA u nervnim zavrSecima, Sto promenom
metabolizma NA dovodi do smanjenja njegove koncentracije na postsinaptickim receptorima
(Ozawa i saradnici, 1975). NaSi rezultati potvrdili su znacajnu pozitivnhu Korelaciju izmedu
smanjenog nivoa NA u obe moZdane oblasti i smanjenog indeksa anksioznosti, kao i znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu smanjenog nivoa NA i smanjenog trajanja nepokretnosti hroni¢no
stresiranih Zivotinja tretiranih litijumom. Pomenute korelacije ukazuju da litijum preko regulacije
nivoa NA ucestvuje u normalizaciji ponaSanja. Povoljno delovanje litijuma na stresom
promenjenu aktivnost HPA sistema i vra¢anje nivoa CORT na nestresirani nivo, takode znacajno
doprinosi normalizaciji ponaSanja (Semba i saradnici, 2000) Sto je u skladu sa naSim rezultatima.
Znacajna pozitivna korelacija izmedu nivoa CORT u plazmi i indeksa anksioznosti, kao i izmedu
nivoa CORT u plazmi i trajanja nepokretnosti hroni¢no stresiranih Zivotinja tretiranih litijumom
potvrduje uticaj normalizacije HPA sistema na normalizaciju ponaSanja. Pored toga, naSi
rezultati su potvrdili da litijjum deluje na promene nivoa BDNF u obe mozdane oblasti i da one
koincidiraju sa promenama ponasanja stresiranih zivotinja.

Na osnovu rezultata dobijenih ovim istrazivanjem, mozemo zakljuciti da litijum, u oba
ispitivana mozdana regiona, vraca neurotransmiterski i antioksidativni status na nivo
nestresiranih zivotinja. Pored toga, tretman litijumom je kod stresiranih zivotinja vratio
koncentracije hormona stresa na nivoe karakteristicne za nestresirane Zivotinje. Sve pomenute

promene su u skladu sa normalizacijom ponaSanja stresiranih Zivotinja.
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6. ZAKLJUCCI

1) Uticaj ponavljanog stresa fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana na
neurotransmiterski i antioksidativni status u prefrontalnom korteksu i
hipokampusu odraslih muzjaka pacova

a) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana smanjuje koli¢inu DA i

povecava koli¢inu NA u prefrontalnom korteksu i hipokampusu odraslih muzjaka pacova.

b) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana smanjuje ekspresiju
gena za TH i gena za DBH u prefrontalnom korteksu odraslin muzjaka pacova, dok u
hipokampusu, smanjuje ekspresiju gena za TH i poveéava nivo DBH enzima. Pozitivne
korelacije izmedu smanjene koli¢ine DA i TH ukazuju da u obe ispitivane mozdane oblasti,
primenjeni stresor ne uti¢e na ,,de novo“ sintezu kateholamina. Pored toga, negativna
korelacija izmedu povecane kolicine NA i smanjenog nivoa TH enzima ukazuju na
egzogeni izvor kateholamina u obe ispitivane moZdane oblasti hroni¢no stresiranih
Zivotinja. Negativna korelacija izmedu poveéane koli¢ine NA i smanjenog nivoa DBH
enzima u prefrontalnom korteksu hroni¢no stresiranih Zivotinja ukazuje na odsustvo
konverzije DA u NA. Medutim, pozitivna Korelacija izmedu poveéane koli¢ine NA i nivoa
DBH enzima u hipokampusu hroni¢no stresiranih Zivotinja ukazuje na konverziju DA u

NA.

c) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana povecava sintezu NET
proteina i smanjuje sintezu DAT proteina u prefrontalnom korteksu odraslih muzjaka pacova,
dok u hipokampusu povecava sintezu DAT proteina i smanjuje sintezu NET proteina. U obe
mozdane oblasti primenjeni stresor povecava sintezu VMAT 2 proteina. Pozitivha korelacija
izmedu povecéane koli¢ine NA i nivoa NET proteina ukazuje na poveéano preuzimanje NA
u prefrontalnom korteksu hroni¢no stresiranih Zivotinja. Pove¢an nivoa DAT proteina u
hipokampusu hroni¢no stresiranih Zivotinja ukazuje na poveéano preuzimanje DA.

Pozitivna korelacija izmedu povecane koli¢ine NA i nivoa DBH enzima u hipokampusu
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hronicno stresiranih Zivotinja ukazuje na konverziju DA u NA. Dakle, pove¢ana koli¢ina
NA u hipokampusu posledica je poveéane konverzije DA u NA. Znac¢ajno povecana sinteza
VMAT 2 proteina u obe ispitivane mozdane oblasti ukazuje na vecu spremnost stresiranih
zivotinja za koriS¢enje (skladiStenje ili otpuStanje) kateholamina, kao i povecano fino
podeSavanje kapaciteta kateholaminskog sistema u uslovima primenjenog stresora. Pozitivne
korelacije izmedu poveéane koli¢ine NA i nivoa VMAT 2 proteina u obe mozdane oblasti
hroni¢no stresiranih Zivotinja ukazuju na fizioloSku ulogu VMAT 2 proteina za

skladistenje NA u uslovima stresa.

d) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana povecava aktivnost
MAO A i MAO B enzima, kao i sintezu COMT enzima u prefrontalnom korteksu odraslih
muzjaka pacova. U hipokampusu odraslih muZzjaka pacova, primenjeni stresor, povecava
aktivnost MAO B enzima i sintezu COMT enzima. Poveéana aktivnost i sinteza enzima
odgovornih za razgradnju kateholamina, ukazuje na pove¢anu potrebu za razgradnjom
ispitivanih neurotransmitera u obe ispitivane mozdane oblasti u uslovima primenjenog

stresora.

» Na osnovu analize ekspresije gena za enzime koji su ukljuceni u metabolizam DA i

NA, kao i kolicine oba ispitivana neurotransmitera, moZemo zakljuciti, da u obe

ispitivane mozdane oblasti, u uslovima primenjenog stresora:

- nema ,,de novo* sinteze kateholamina,

- povedano je preuzimanje NA u prefrontalnom korteksu i DA u hipokampusu,

- povecéana je konverzija DA u NA u hipokampusu,

- olakSano je kori§éenje i povecana mogudénost finog podeSavanja kapaciteta
kateholaminskog sistema,

- smanjena je koli¢ina DA, a povedéan je koli¢ina NA,

- povedana je potreba za razgradnjom ispitivanih neurotransmitera.

e) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana povecava ekspresiju

gena za SOD 2, povecava aktivnost SOD 1 i CAT enzima, a smanjuje aktivnost GPx enzima u
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obe mozdane oblasti. Pozitivna korelacija izmedu poveéane aktivnosti antioksidativnih
enzima i povecane aktivnosti enzima odgovornih za razgradnju neurotransmitera u obe
moZdane oblasti ukazuje na ukljucivanje sistema antioksidativne odbrane u cilju smanjena

eventualnih oksidativnih oSte¢enja nastalih usled poveéane razgradnje neurotransmitera.

» Na osnovu analize ekspresije gena za enzime antioksidativne zastite u uslovima
primenjenog stresora, moZemo zakljuciti da je u obe moZdane oblasti:

- poveéan nivo iRNK za SOD 2 i sinteza SOD 2 proteina,

- povecana aktivnost SOD 1, SOD 2 i CAT enzima,

- dok je oksidativni stres verovatno inhibirao aktivnost GPx enzima.

f) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana povecava sintezu
proteina transkripcionog faktora BDNF u obe ispitivane mozdane oblasti. Pozitivha korelacija
izmedju povecanog nivoa BDNF i koli¢ine NA u obe ispitivane moZdane oblasti ukazuje na

znacajnu fizioloSku ulogu BDNF u regulaciji koli¢ine NA u uslovima primenjenog stresora.

g) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana smanjuje nivo ACTH,
a povecava nivo CORT i1 GLU u plazmi. Pozitivna korelacija izmedu povecanog nivoa BDNF
u obe ispitivane mozdane oblasti i koncentracije CORT u plazmi ukazuje na znacajnu

fizioloSku ulogu BDNF u regulaciji aktivnosti HPA ose u uslovima primenjenog stresora.

h) Ponavljani stres fizickog sputavanja (PSFS) u trajanju od 14 dana povecava indeks
anksioznosti, kao i trajanje nepokretnosti eksperimentalnih Zivotinja. Negativne korelacije
izmedu koli¢ine DA i indeksa anksioznosti i nepokretnosti, pozitivne korelacije izmedu
koli¢ine NA i indeksa anksioznosti i nepokretnosti, kao i pozitivne korelacije izmedu
koncentracije CORT i indeksa anksioznosti i nepokretnosti ukazuju na to da
kateholaminski sistem, kao i HPA sistem udestvuju u regulaciji ponasanja u uslovima

primenjenog stresora.
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2) Delovanje litijuma na neurotransmiterski i antioksidativni status u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu pacova izlaganih ponavljanom stresu

fizickog sputavanja u trajanju od 14 dana

a) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u
trajanju od 14 dana vraca koli¢ine DA i NA na kontrolni nivo u obe ispitivane mozdane

oblasti.

b) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u
trajanju od 14 dana vraca vrednosti ekspresije gena za TH i DBH na kontrolni nivo u
prefrontalnom korteksu, dok u hipokampusu vraca ekspresiju gena za TH na kontrolni nivo, a
nivo DBH enzima znacajno povecava. Pozitivne korelacije izmedu pove¢anog nivoa TH
enzima i koli¢ine DA u obe ispitivane moZdane oblasti ukazuju, da litijum u obe ispitivane
moZdane oblasti hroni¢no stresiranih Zivotinja, koje su inace imale snizeni nivo DA,
podstice ,,de novo* sintezu kateholamina i vraé¢a koli¢inu DA na kontrolni nivo. Medutim,
veoma bitan rezultat ove disertacije je da litijum u hipokampusu stresiranih Zivotinja vra¢a nivo
NA na kontrolnu vrednost, iako je koli¢ina DBH enzima znacajno pove¢ana. Opadanje koli¢ine
NA na bazalni nivo u hipokampusu verovatno moze biti posledica smanjene aktivnosti DBH
enzima i/ili poveéane razgradnje NA. Povecana vrednost DBH na translacionom nivou, 0dnosno
akumulacija DBH enzima u hipokampusu stresiranih Zivotinja, ukazuje na to da litijum utice na
vecu spremnost stresiranih Zivotinja da povecaju konverziju DA u NA u cilju poveéanja koli¢ine
NA u hipokampusu u uslovima koji mogu da nastupe kasnije (npr. veca spremnost na novi
stresor). Na osnovu analize ekspresije gena za enzime koji ucestvuju u biosintezi DA i NA i
na osnovu koli¢ine oba ispitivana neurotransmitera, moZemo zakljuc¢iti da litijum, kod
stresiranih Zivotinja, uti¢e na ,,de novo* sintezu DA i NA i vraca njihove nivoe na kontrolne

vrednosti u obe ispitivane mozdane oblasti.

c) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u
trajanju od 14 dana u obe ispitivane mozdane oblasti vraca ekspresiju gena za DAT, NET i

VMAT 2 na vrednosti priblizne kontrolnim vrednostima. Korelacije izmedu nivoa ispitivanih
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transportera i Kkoli¢ine oba ispitivana neurotransmitera ukazuju da litijum, u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu stresiranih Zivotinja, vra¢a na Kontrolni nivo
preuzimanje, skladiStenje, otpustanje i fino podeSavanje kapaciteta kateholaminskog

sistema.

d) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u
trajanju od 14 dana smanjuje aktivnosti enzima MAO A u prefrontalnom korteksu i MAO B u
hipokampusu, Sto za posledicu ima povecéanje nivoa DA do kontrolnih vrednosti. Medutim,
litijum povecava aktivnost MAO B enzima u prefrontalnom korteksu i aktivnost MAO A enzima
u hipokampusu, kao i nivo COMT enzima u obe ispitivane moZdane oblasti Sto ukazuje na
poveéanu potrebu razgradnjom akumuliranog NA u uslovima PSFS. Negativne korelacije
izmedu povecane aktivnosti pomenutih enzima (MAO B u prefrontalnom korteksu, MAO
A u hipokampusu i COMT u obe ispitivane moZdane oblasti) i smanjene koli¢ine NA u obe

ispitivane mozZdane oblasti to potvrduju.

» Na osnovu analize ekspresije gena za enzime koji su ukljuceni u metabolizam DA i
NA i na osnovu koli¢ine oba neurotransmitera u ispitivanim moZdanim oblastima,
moZzZemo zakljuciti da litijum kod stresiranih Zivotinja, vraca na kontrolni nivo:

- ,,de novo“ sintezu kateholamina,

- preuzimanje NA u prefrontalnom korteksu i DA u hipokampusu,

- kori§éenje i fino podeSavanje kapaciteta kateholaminskih sistema,

- poveéava nivo DA i smanjuje nivo NA do kontrolnih vrednosti,

- povecava potrebu za razgradnjom stresom poveéanog NA.

Sve pomenute promene imaju za posledicu vracanje nivoa DA i NA na kontrolne
vrednosti u obe ispitivane mozZdane oblasti, dok poveéana vrednost DBH na
translacionom nivou u hipokampusu ukazuje da litijum utice na veéu spremnost
kateholaminskog sistema u odgovoru na eventualne nove izazove (npr. novi stres) kod

Zivotinja izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja.
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e) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u
trajanju od 14 dana u prefrontalnom korteksu povecava aktivnost SOD 2, CAT i GPx enzima,
dok aktivnost SOD 1 smanjuje, a aktivnost GR vra¢a do vrednosti koje su priblizne kontrolnim
vrednostima. Medutim, u hipokampusu, litijum povecava aktivnost CAT, GPx i GR enzima, dok
aktivnost SOD 1 i SOD 2 vraca na nivo kontrolnih vrednosti. Pove¢ana razgradnja NA u obe
moZdane oblasti, povecane aktivhosti MAO B u prefrontalnom korteksu i MAO A u
hipokampusu, kao i poveéan nivo COMT u obe moZdane oblasti pozitivho koreliSu sa
povecanim aktivnostima pomenutih antioksidativnih enzima. Rezultati ukazuju da litijum
uti¢e na ukljucivanje sistema antioksidativne odbrane u cilju smanjena eventualnih

oksidativnih oSte¢enja nastalih usled poveéane razgradnje NA.

» Na osnovu analize ekspresije gena za enzime antioksidativne odbrane, mozemo
zakljuditi da litijum povecava aktivnost SOD 2, CAT i GPx enzima u prefrontalmom
korteksu, kao i aktivnost CAT, GPx 1 GR u hipokampusu stresiranih Zivotinja, Sto
ukazuje na veéu spremnost antioksidativnog sistema da odgovori na povecanu
razgradnju stresom akumuliranog NA, kao i na veéu spremnost na eventualne nove
izazove (novi, dodatni stres). Pored toga, litijum poveéava aktivnosti GPx u obe
moZdane oblasti hronicno stresiranih Zivotinja (vrada aktivnost na nivo karakteristican

za nestresirane Zivotinje). To bi moglo ukazati na smanjenje oksidativnog stresa.

f) Litijum, u prefrontalnom korteksu i hipokampusu kontrolnih Zivotinja, povecava ekspresiju
gena za BDNF. Dobijeni rezultat potvrduje neuroprotektivno delovanje litijjuma. Medutim,
litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u trajanju
od 14 dana snizava povecane vrednosti sinteze BDNF proteina, odnosno vraca ih na kontrolni

nivo u obe ispitivane mozdane oblasti.

g) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u

trajanju od 14 dana vrac¢a nivoe ACTH, CORT i GLU u plazmi na kontrolne nivoe.
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h) Litijum kod pacova izlaganih ponavljanom stresu fizickog sputavanja (Li+PSFS) u

trajanju od 14 dana smanjuje indeks anksioznosti, kao i trajanje nepokretnosti.



Zakljugci

Na osnovu nasSih rezultata mogu se izvesti slede¢i generalni zakljuéci:

1) U obe ispitivane mozdane oblasti, u uslovima ponavljanog stresa fizickog sputavanja,
smanjena je ekspresija gena za TH (nema ,,de novo* sinteze kateholamina), poveé¢ano je
preuzimanje (NA u prefrontalnom korteksu i DA u hipokampusu), pove¢ana je konverzija
DA u NA (samo u hipokampusu), povecano je KoriSéenje i fino podeSavanje kapaciteta
kateholaminskog sistema i povecana je potreba za razgradnjom oba neurotransmitera. To
je uticalo na smanjenje koli¢ine DA i povecanje koli¢ine NA u obe ispitivane moZdane
oblasti. Pored toga, uoc¢ena je povecana aktivnost SOD 1, SOD 2 i CAT enzima i koli¢ina
BDNF, a smanjena aktivnost GPx enzima u obe ispitivane moZdane oblasti, kao i pove¢ana
koncentracija CORT u plazmi. Svi ispitivani parametri, a prvenstveno visoke vrednosti NA
I niske vrednosti DA, ukazuju na to da je primenjeni tretman uzrokovao stresni odgovor

kod eksperimentalnih Zivotinja, Sto se odrazilo i na njihovo ponasanje.

2) Litijum kod stresiranih Zivotinja vra¢a vrednosti ekspresije gena za TH i DBH na
kontrolni nivo i zapoc¢inje ,,de novo* sintezu kateholamina, vra¢a nivo preuzimanja,
konverzije, koriséenja i finog podeSavanja kapaciteta kateholaminskog sistema na
kontrolni nivo, a poveéava potrebu za razgradnjom neurotransmitera NA, Sto za posledicu
ima vraéanje nivoa DA i NA u obe moZdane oblasti na nivo karakteristi¢an za nestresirane
zivotinje. U uslovima ponavljanog stresa fizickog sputavanja, litijum povecava aktivnosti
SOD 2, CAT, GPx i GR enzima, Sto ukazuje na to da litijjum s obzirom na vrstu tkiva
aktivira sistem antioksidativne zaStite zbog poveéane razgradnje stresom akumuliranog
NA. Litijum kod stresiranih Zivotinja, vraca ekspresiju gena za BDNF u obe ispitivane
mozdane oblasti, kao i nivoe ACTH, CORT i GLU u plazmi, na vrednosti priblizne
kontrolama. Pored toga, litijum kod stresiranih Zivotinja, vraéa indeks anksioznosti i
procenat nepokretnosti na kontrolni nivo.

Na osnovu analize dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da litijum u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu stresiranih Zivotinja vraéa neurotransmiterski i
antioksidativni status na nive nestresiranih Zivotinja. Ova predklini¢ka istraZivanja
imaju izuzetan znacaj za poboljSanje kvaliteta i individualizaciju terapeutskih

protokola u klinickoj praksi.
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naucnih publikacija koje obuhvataju: 13 radova u madunarodnim ¢asopisima (3-M21, 5-M22, 4-
M23 i 1-M14), 1 rad u Casopisu nacionalnog znacaja (1-M24) i 4 kongresna saopsStenja na

skupovima medunarodnog znacaja Stampana u celini (4-M33).



9. OPSTI PODACI O AUTORSKIM PRAVIMA



O6pasau 5.

U3jaBa o ayTopCTBY

Wme 1 npesume aytopa __Hatauua Monosuh

Bpoj uHaekca

UzjaBrbyjem

[a je DOKTOpCKa gucepTauuja nog Hacrnosom

[lenoBar-e nMUTUjyma Ha HeypOTPaHCMUTEPCKU U aHTUOKCUAATUBHM CTaTyC Yy

npedpPOHTaNHOM KOPTEKCY M XUNOKamnycy nauoBa usnaraHux noHaBrbaHoM

cTpecy husunYKor cnyTaBama

e pe3ynTtaTt COMNCTBEHOr UCTpaXuBadkor paga;

e [a aucepTaumja 'y LenuHU HY y LenoBuMa Huje Guna npeasrioxeHa 3a ctuuamke
apyre aunnome npema CTyAUiCKMM MporpaMuma ApYruX BUCOKOLLIKOMCKUX
yCTaHoBa;

e /A Cy pe3ynTaTtu KOPEKTHO HaBedeHU U

e [a HMcaM Kplumo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTMO/Na MHTENeKTyarnHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

MoTtnuc ayropa

Y Beorpagy, 19.07.2016.

Momov (/&%@Aﬁ(—/




O6pa3sau 6.

MU3jaBa 0 ICTOBETHOCTU WITAMMNaHe U eNleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa Hartawa NMonosuh
Bpoj nHaekca
Cryaujckn nporpam

Hacrnos paga [enosarbe NuUTUjyMa Ha HEYPOTPAHCMUTEPCKU U aHTMOKCUATUBHY
cTaTyc y npedpoHTaNHOM KOPTEKCY M XMMoKamnycy nauosa
nanaraHux NoHaBIrbaHOM CTpecy hU3NYKOr CryTaBara

MenTtop [p Jbybuua MaBpunosuh, BULLIK HAYyYHU capafHUK IHCTUTYTa 3a HyKrneapHe
Hayke “BuHuya” YHuBepauteTa y beorpagy

[p MNpeppar ByjoBuh, goueHT BuonoLukor hakynteta YHusepsuteta y
Beorpany

UsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3uvja MOr LOKTOPCKOr paja UCTOBETHAa EreKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npedao/na pagu noxpaweHa y OurutanHom penosuTtopujymy
YHuBep3auteta y Beorpapny.

[losBorbaBam fa ce objaBe MoOju nNUYHM Nopaun Besanu 3a Aobujare akagemckor
Ha3uBa [OKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy UMe U nNpesumMe, rognHa u mecto pofiera u gatym

onOpaHe paga.

OBM NWYHM rnopaun Mory ce o6jaBUTV Ha MpPEXHUM CTpaHuuama AurhtanHe
6UbnnoTeKe, y enekTPOHCKOM KaTtarory 1 y nybnvkauujama YHusepsuteta y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpaay, 19.07.2016.

- Jeawa Oocdhd




O6pasau 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBeTtosap MapkoBuh® pa y [JurutanHu
penosuTopujym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKy AucepTauujy nof
HacrnoBoM:

[enoame J'WITI/ijMa Ha HEYPOTPaHCMUTEPCKN U aHTUOKCUOATUBHU CTaTyC Y

npedpOoHTaNHOM KOPTEKCY U XUNOoKaMMycy naLoBa UanaraHux noHaBrbaHoM

cTpecy (h13nyKor cnyTaBara

Koja je Moje ayTopcko Aerno.

HAvcepTtaumjy ca ceum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopmMaTty norogHoOM
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AmokTopcky —AucepTauujy noxpaweHy Yy [urutarHom  penosutopujymy
YHusepauteTa y Beorpagy u AOCTyrHY y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOry Aa KOpUCTe CBW
koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyvo/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepLmjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKoMepLmMjanHo — AenuTi nog uctum ycriosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopCcTBO — [AenuTu nog nctum ycrnoesuma (CC BY-SA)

(Monumo na 3aokpyxuTe camo jeaHy of LUeCT NoHyfeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu [eo OBe usjase).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 19.07.2016.




1. AytopctBO. [Jo3BOSbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLUjy U jaBHO caoniUTaBake
hena, n npepage, ako ce Hasede ume aytopa Ha HauuH ofpefeH of crTpaHe aytopa
vnu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of CBUX
NULEHUN.

2. AytopcTBO — HekomepuwmjanHo. [lo3BorbaBare yMHOXaBawe, OUCTpubyuujy u
jaBHo caoriTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HauuH ogpeheH
of CTpaHe ayTtopa unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbasa komepuumjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOopcTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBate,
auctpubyunjy M jaBHO caonwitaBakbe fena, 0e3 npomeHa, npeobnuKoBarwa WUNU
ynotpebe fena y CBOM Jerny, ako Ce HaBefe UMe ayTtopa Ha HauuH onpefeH op
CcTpaHe aytopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nUUEHUAa He O03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby fAerna. Y ofHOCY Ha CBe ocTarne NyLeHLe, OBOM NNLIEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehn 06uMm npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUjanHoO — AenuTU Nnoj UCTUM ycrnoBuma. [lo3sorbasare
yMHOXaBare, AMCTPUOYLIMjy 1 jaBHO caoniuTaBawe Aena, U npepaje, ako ce Haseae
“Me ayTopa Ha HauuH ogpefeH of CTpaHe ayTopa MNu AaBaola NULEHLE U ako ce
npepaga auctpubyvMpa Mo WCTOM MNM CnudHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[103BOrbaBa Komepuujanty ynotpeby nena v npepaga.

5. AytopcTBo ~ 6e3 npepapa. [lo3BorbaBare yMHOXaBawe, AUCTPUOYLIM)Y U jaBHO
caorwrasawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe genay cBom feny,
aKko ce Hase[e MMe ayTopa Ha HauuH ogpefleH o CTpaHe aytopa Wnu AaBaoua
nuueHue. OBa nuueHUa J03BOMbaBa Komepumjaniy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — HOenuTu noj WMCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
Anctpubyuunjy 1 jaBHO caorniiTaBare fena, v npepage, ako ce HaBefe uMe ayTtopa Ha
HauMH ogpefeH opf CTpaHe ayTopa wnu fJdaBaola NUUEHLle U ako ce npepaga
auctpubyupa nop WCTOM WM CnMYHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [03BorbaBa
komepumjanHy ynotpeby pena v npepaga. CnuyHa je codTBepckuM nuueHuama,
O[JHOCHO IuLeHUama OTBOpPEeHOr Koaa.
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