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REZIME

Hipotalamo-hipofizno-adrenalna (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA)
osa predstavlja slozen neuroendokrini sistem koji ucestvuje u odrzavanju optimalnog
dinamickog stanja zivog sistema (homeostaze). Bilo da je u osnovnom (bazalnom) ili
nekom pobudenom stanju pod dejstvom stresa, takav sloZeni nelinearni sistem je uvek
daleko od termodinamicke ravnoteze i poseduje povratnu spregu. Zato hormone koji ga
¢ine nalazimo u razli¢itim dinamic¢kim stanjima. U osnovnom stanju, tzv. bazalnoj
fiziologiji, koncentracija hormona kortizola, krajnjeg produkta i glavnog efektornog
hormona HPA sistema ¢oveka, ispoljava slozenu oscilatornu evoluciju u vremenu, sa
unutardnevnim (ultradijalnim) oscilacijama superponiranim na dnevne (cirkadijalne)
oscilacije.

Na osnovu sve veéeg broja dokaza postalo je o€igledno da je odgovarajuca
oscilatorna dinamika HPA sistema nepohodan preduslov za normalno funkcionosanje i
zdravlje organizma, s obzirom na to da su promene u dinami¢kom ponaSanju HPA
sistema povezane sa mnogim metabolickim i psihijatrijskim poremecajima. Stoga je
potrebno sveobuhvatnije ispitivanje dinamickih svojstava HPA ose, koje obuhvata ne
samo eksperimentalne studije, ve¢ i modeliranje i predvidanje na bazi numerickih
simulacija. U tom cilju je u skorije vreme razvijen prilican broj matematickih modela
koji mogu da simuliraju razli¢ite dinamicke karakteristike HPA ose u njenim osnovnim
kao i u patoloskim stanjima. Modeliranje mehanizma procesa na bazi stehiometrijskih
relacija izmedu reakcionih vrsta, i osnovnih principa nelinerane dinamike se pokazalo
kao Kkoristan pristup u simuliranju razli¢itih slozenih dinamickih stanja koji se javljaju u
mnogim sistemima, ukljucujuci oscilatorno ponasanje HPA sistema.

Glavni cilj ove doktorske disertacije je modeliranje dinamickih stanja HPA
sistema Coveka i koncentracije kortizola kao reprezentativnhog hormona za prikazivanje
tih stanja, koja se mogu javiti pod razli¢itim fizioloskim uslovima ili usled delovanja
perturbatora HPA sistema, kao $to su akutni i hroni¢ni stres. Taj cilj je postignut
upotrebom stehiometrijskog modela aktivnosti HPA ose, formulisanog od strane Jeli¢ i
saradnika (2005) kao polazne osnove. U ovoj tezi, navedeni model je postepeno razvijan
unapredivanjem i uskladivanjem njegovog mehanizma sa poznatim in Vivo

eksperimentalnim podacima. U toku istrazivanja je pokazano da ovakvo modeliranje na



bazi stehiometrijskih relacija izmedu vrsta poseduje zna¢ajan potencijal za proucavanje
kompleksnih nelinearnih reakcionih procesa koji se nalaze u stanjima udaljenim od
termodinamicke ravnoteze, kao Sto su procesi koji se odigravaju u neuroendokrinom
HPA sistemu.

Polazni model (Jeli¢ i1 saradnici, 2005) posmatra HPA osu kao nelinearanu
reakcionu mreZzu sa petljama pozitivne i negativne sprege. Ovaj model obuhvata samo
najznacanije reakcije izmedu Cetiri dinamicke promenljive modela (koncentracije
kljuénih hormona HPA sistema: CRH, ACTH, kortizol i aldosteron), u skladu sa
ustanovljenim eksperimentalnim nalazima. U numerickim simulacijama je pokazano da
je model u stanju da generiSe samoodrzive unutardnevne oscilacije. Sprezanjem sa
zadatom dnevnom funkcijom, kao oblikom spoljnje pobude, model moze simulirati
kompleksnu oscilatornu dinamiku u kojoj su unutardnevne oscilacije superponirane na
dnevne oscilacije, kao §to se to desava in vivo. Osim toga, u ranijim istrazivanjima je
pokazano da navedni model poseduje potencijal u pogledu opisa dinami¢kog odgovora
HPA ose pod razli¢itim uslovima akutnog i hroni¢nog stresa.

U ovoj doktorskoj tezi isti model (osnovni model HPA sistema) je upotrebljen
za ispitivanje dinamickog odgovora HPA ose i koncentracije kortizola na akutne
perturbacije spoljnjim glukokortikoidima, lekovima na bazi kortizola sa snaznim
antizapaljenskim i imunosupresivnim efektima, koji se uobicajeno koriste u lecenju
razli¢itih poremecaja. Dodatno, navedeni model je upotrebljen u cilju karakterizacije
promena dinamickih stanja HPA sistema koje se odigravaju u uslovima hroni¢nog
stresa. Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje znacajne zavisnosti dinamickog
odgovora HPA sistema od intenziteta perturbacije spoljnjim glukokortikoidima, kao i
unutardnevne faze i dnevne faze oscilacija koncentracije kortizola pri kojoj je ta
perturbacija delovala. Osim toga, u simulacijama je pokazano da hroni¢ni stres u
znacajnoj meri moze modifikovati svojstva dinamickih stanja koncentacije kortizola i
drugih hormona HPA sistema, kao $to su njihov srednji nivo, oblik, amplituda i
frekvencija oscilacija, pa ¢ak i kvalitativni tip njihove dinamike. S tim u vezi,
bufurkaciona analiza je pokazala da postoji nelinearna funkcionalna zavisnost izmedu
srednjeg nivoa CRH 1 dinami¢kog odgovora koncentracije kortizola. Sa aspekta

nelinearne dinamike, ovaj rezultat bi mogao ponuditi moguce teorijsko objasnjenje za



suprostavljene eksperimentalne nalaze da hroni¢ni stres moze izazvati kvalitativno
suprotno dinami¢ko ponaSanje HPA ose.

U narednoj etapi istrazivanja, mehanizam polaznog modela je dodatno proSiren i
uskladen sa fiziologijom realnog sistema. Prvo je polazni model (Jeli¢ i saradnici, 2005)
prosiren ukljuéivanjem reakcija eliminacije CRH i aldosterona. Nakon toga je u tako
dobijeni prosireni osnovni model HPA sistema uvrs¢en holesterol, inicijalni prekursor
kortizola, aldosterona i drugih steroidnih hormona, kao nova intermedijerna vrsta, ¢ija
koncentracija predstavlja dodatnu dinamicku promenljivu modela.

Da bi mogli da simuliraju oscilatornu dinamiku, stehiometrijski modeli moraju
posedovati barem jedno nestabilno neravnotezno stacionarno, odnosno nestabilno
ustaljeno, stanje. To da li predlozeni reakcioni mehanizam moze uopSte biti nestabilan,
moze se uspesno utvrditi primenom analize stehiometrijskih mreza (eng. stoichiometric
network analysis, SNA), matematicke metode za analizu stabilnosti modela proizvoljne
dimenzije, ¢ija je kinetika zasnovana na zakonu o dejstvu masa. Primenom unapredene
SNA je pokazano da svaki od izvedenih modela zadovoljava svoj uslov nestabilnosti, te
da se u njima mogu javiti samoodrzive oscilacije. Ova predvidanja na bazi SNA su
potvrdena i u numeri¢kim simulacijama. Dodatno, SNA je pokazala da sva tri ispitivana
modela HPA sistema (osnovni model, i oba izvedena modela - prosireni osnovni model
i model sa holesterolom), poseduju zajednicko jezgro nestabilnosti. U numeri¢kim
simulacijama je pokazano da su novoizvedeni modeli zadrzali mnoge dinamicke
kvalitete svojih prethodnika, sto predstavlja vazno svojstvo i prednost stehiometrijskih
modela.

Model HPA sistema sa holesterolom ispoljio je nekoliko vaznih pobolj$anja u
poredenju sa prethodna dva modela. Nedostaci u pogledu vrednosti koncentracija CRH,
kao 1 dinamike i vrednosti koncentracije aldosterona su ispravljeni i uskladeni sa
eksperimentalnim nalazima. U simulacijama za svih pet dinamickih promenljivih
modela (holesterol, CRH, ACTH, kortizol, aldosteron) pokazano je dobro slaganje sa
odgovaraju¢im ekperimentalnim koncentracionim vremenskim serijama u pogledu
njihovih oscilatornih dinamickih svojstava; istovremeno, koncentracione vremenske
serije svih vrsta, osim ACTH, bile su u fizioloskim granicama. Osim toga, model sa
holesterolom je pokazao da se razli¢iti tipovi dinamickih stanja koncentracije

holesterola mogu dobiti variranjem vrednosti kineti€¢kih parametara holesterola



(konstanti brzina njegovog ulaza i izlaza). Dobijeni rezultati ukazuju na znacaj uloge
brzine ulaza i izlaza holesterola odnosno ukupne brzine promene njegove koncentacije
na dinamiku HPA sistema kao celine, i time na njihovu moguéu ulogu u odrzavanju
homeostatskog kapaciteta HPA ose. Osim toga, model sa holesterolom predvida
negativnu korelaciju izmedu srednje koncentracije holesterola i kortizola kao posledica
promene vrednosti konstante brzine ulaza holesterola u sistem. Sveukupno gledajuéi,
navedeni rezultati ukazuju na potencijal daljeg usavrSavanja sliénih in silico
eksperimenata, koji bi mogli biti upotrebljeni kao sredstva u cilju Sireg razumevanja
kompleksne meduzavisnosti stresa, dinamike HPA sistema i nivoa holesterola.

Sumarno, u ovoj doktorskoj disertaciji demonstrirani su potencijali i koristi
modeliranja jednog slozenog nelinearnog sistema, neuroendokrinog HPA sistema. To je
uéinjeno na bazi stehiometrijskih modela koji poseduju regulatorne mehanizme
povratnih sprega. Date su mogucnosti prakti¢ne primene ovakvog vida modeliranja u
predvidanju dinamickih stanja HPA sistema i koncentracije kortizola pri razli¢itim
fizioloskim ulovima kao i pri uslovima delovanja raznih perturbatora, poput akutnog
stresa, hroni¢nog stresa ili glukokortikoidnih lekova. Dobijeni rezultati i proistekli
zakljuCci ukazuju na vaznost odgovaraju¢ih dinamickih stanja HPA sistema i
koncentracije kortizola za odrzavanje homeostaze, kao i za nastajanje brojnih
metaboli¢kih i psihijatrijskih poremecaja (poput metabolickog sindroma ili unipolarne
depresije). U disertaciji je ukazano i na znac¢aj modeliranja neuroendokrinih procesa na
bazi  stehiometrijskih modela u cilju dizajniranja individualnih  terapija

glukokortikoidima i daljem unapredenju personalizovane medicine.
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ABSTRACT

Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis represents a complex neuroendocrine
system involved in maintaining optimal dynamic state of the organism as a whole (i.e.
the state of homeostasis). Whether being in its basal state or in some of the perturbed
stress states, this highly nonlinear system always functions under conditions far away
from the thermodynamic equilibrium, possessing various feedback mechanisms.
Consequently, hormones comprising the HPA axis can be found in different dynamic
states. Under basal conditions, i.e. basal physiology, concentration of a hormone
cortisol, the end-product and chief effector of human HPA axis, displays complex
oscillatory time-evolution, with ultradian oscillations being superimposed on circadian
oscillations.

It has become evident from a growing body of evidence that adequate oscillatory
dynamics of HPA axis is a necessary prerequisite for its normal functioning and health,
given that alterations of HPA axis dynamics are associated with many metabolic and
psychiatric disorders. Thus, more exhaustive understanding of dynamic properties of
HPA axis is required, accounting for not only experimental studies but also modeling
and numerical simulation predictions. To this end, many mathematical models
emulating different dynamical properties of HPA axis, in its regular as well as in
pathological states, have been recently developed. Modeling the mechanism of a
process by employing jointly stoichiometric relations between the reaction species and
basic principles of nonlinear dynamics has proven to constitute a useful approach in
emulating various forms of complex dynamic states occurring in a variety of systems,
including the oscillatory behavior within the HPA axis.

The main goal of this dissertation is the modeling of dynamical states of human
HPA axis and concentration of cortisol, as a representative hormone for describing these
HPA axis states, occurring under different physiological conditions or due to the impact
of the HPA axis perturbators, such as acute and chronic stress. This goal was
accomplished by utilizing a stoichiometric model of HPA axis activity proposed by Jeli¢
et al. (2005) as a starting ground. In this dissertation, the above-mentioned model was
gradually developed by upgrading and adjusting its mechanism with known in vivo
experimental data. During the course of these investigations, it was shown how

predictive modeling based on stoichiometric relations between the model’s species



possessed a strong potential for studying complex nonlinear reaction processes
operating in states far from thermodynamic equilibrium, such as those appearing within
the neuroendocrine HPA system.

The initial model (Jeli¢ et al., 2005) considers HPA axis as a nonlinear reaction
network with positive feed-forward and negative feedback loops. This model takes into
account only the most significant interactions among the four dynamical variable of the
model (concentrations of key HPA axis hormones CRH, ACTH, cortisol and
aldosterone), in accordance with established experimental findings. In numerical
simulations, the model has demonstrated to be able to give rise to self-sustained
ultradian oscillations. By coupling with a given circadian function, as a form of an
external forcing, the model can simulate complex oscillatory dynamics, with ultradian
oscillations being superimposed on circadian oscillations, as observed in vivo.
Additionally, in previous studies the model has proven to possess strong predictive
potential for describing dynamic response of the HPA axis under various acute and
chronic stress conditions.

In this doctoral thesis, the same model (basic model of the HPA system) was
employed to investigate dynamic response of the HPA axis and cortisol concentration to
acute perturbations with exogenous glucocorticoids, cortisol-alike drugs with strong
anti-inflammatory and immunosuppressive effects, which are widely used for treating
various medical conditions. Additionally, the model was employed to further
characterize changes in dynamical states of the HPA occurring during chronic stress.
The obtained results showed there was a strong dependence of the response of HPA axis
and cortisol concentration response on intensity, ultradian and circadian timing of
exogenous glucocorticoid perturbations. Furthermore, the simulation results indicated to
the possibility of chronic stress to significantly modify important dynamic properties of
dynamical states of cortisol and of other HPA axis hormones’ concentrations, such as
mean level, shape, amplitude and frequency of their oscillations, and even the
qualitative type of their dynamics. In that regard, bifurcation analysis has shown a
nonlinear relationship between mean levels of CRH and the dynamic response of
cortisol concentration. Such results might offer a possible theoretical interpretation in
terms of nonlinear dynamics, for conflicting experimental findings regarding the ability

of chronic stress to induce qualitatively opposite HPA axis dynamic behavior.



In the following stage of investigation, the mechanism of the initial model was
further extended and adjusted to the real, in vivo physiology of the HPA axis. Firstly,
the basic model of the HPA system (Jeli¢ et al., 2005) was extended by including
reactions of eliminations of CRH and aldosterone. Subsequently, in thus obtained
extended basic model of the HPA system, cholesterol, the initial precursor of cortisol,
aldosterone and other steroid hormones, was introduced as a novel intermediary species,
whose concentration represents an additional dynamical variable of the model.

In order to give rise to oscillatory dynamics, each stoichiometric model must
have at least one unstable nonequilibrium stationary (i.e. unstable steady) state.
Determination whether the proposed reaction mechanism can at all be unstable, can be
successfully carried out by employing stoichiometric network analysis (SNA), a
mathematical method for stability analysis of models of arbitrary dimensionality, whose
kinetics is based on the law of mass action. By utilizing an improved SNA
methodology, it has been shown that each of derived models satisfies its own instability
condition, thus being able to give rise to sustained oscillatory dynamics. This was
further validated in numerical simulations. Furthermore, SNA has shown that all three
investigated models of the HPA system (basic model, and both of the derived models —
extended basic model and model with cholesterol) have common core of instability.
Numerical simulations have shown that newly derived models retain many dynamic
qualities of their predecessors, which is an important property and advantage of
stoichiometric models.

The HPA model with cholesterol has displayed several important improvements
in comparison to the two previous ones. Shortcomings regarding CRH levels and
aldosterone’s dynamics and concentration were corrected and adjusted to experimental
observations. In simulations for all five dynamic variables (cholesterol, CRH, ACTH,
cortisol and aldosterone), there was a good agreement with corresponding experimental
concentration time-profiles of the species in terms of their oscillatory dynamical
properties; concomitantly, concentration time-series for all species, except ACTH, were
within their physiological levels. Additionally, model with cholesterol has shown that
different types of dynamical states of cortisol concentration can arise by varying the
values of cholesterol’s kinetic parameters (rate constants of its inflow or outflow).

These results indicate to the significance of the role of cholesterol inflow and outflow



rate, i.e. of cholesterol net reaction rate, on the dynamics of HPA axis as a whole, thus
suggesting to their possible importance for maintaining HPA axis’ homeostatic
capacity. Furthermore, the model with cholesterol predicts a negative correlation
between mean cholesterol and mean cortisol concentrations, arising when the value of
rate constant for cholesterol inflow into the system is changed. Taken altogether, these
results indicate to the potential for further development of similar in silico experimental
designs, which may be exploited as means towards more comprehensive understanding
of intricate interplay between stress, HPA axis dynamics and cholesterol levels.

In summary, in this doctoral thesis potentials and benefits of modeling of a
complex nonlinear system, a neuroendocrine HPA system, were demonstrated. This
goal was accomplished by employing stoichiometric models, which incorporate
regulatory feedback loop mechanisms. The thesis also addressed possibilities for
practical applications of such a modeling approach to predict dynamical states of HPA
axis and cortisol concentration under different physiological conditions and due to
influence of various perturbators, such as acute stress, chronic stress or glucocorticoid
medications. The obtained results and subsequent conclusions indicate to the
importance of certain dynamical states of HPA axis and cortisol concentration for
maintaining homeostasis, as well as for the etiology of many metabolic and psychiatric
dosorders (such as metabolic syndrome or major depression). The thesis also indicated
to possibilities the modeling of neuroendocrine processes using stoichiometric models
offers in order to aid the design of individually-tailored glucocorticoid therapy, thus

contributing to further improvements in the field of personalized medicine.
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1. UVOD

Hipotalamo-hipofizno-adrenalni (HPA, eng. hypothalamic-pituitary-adrenal) sistem
(osa, osovina) predstavlja neuroendokrini sistem koji ucestvuje u odrzavanju
optimalnog dinamic¢kog stanja organizma sisara, njegove homeostaze, pri fizioloski
normalnim, kao i stresnim uslovima [1-3]. Kod ¢oveka, glavni hormon HPA sistema,
kortizol, ispoljava slozeno dinamicko ponasanje pri kojem njegova koncentracija
pokazuje oscilatornu evoluciju, u okviru koje je moguce razlikovati dva tipa spregnutih
oscilacija [2-4]: unutardnevne (ultradijalne) oscilacije sa periodom od 20-120 min
superponirane na dnevne (cirkadijalne) oscilacije ¢iji period iznosi skoro tacno 24 h.
Znacaj dnevnog ritma za adekvatno funkcionisanje HPA sistema poznat je veé nekoliko
decenija [5, 6], dok o znacaju unutardnevnih oscilacija u zdravoj fiziologiji HPA
sistema svedocCe reziltati znacajnog broj kako eksperimentalnih [7-13], tako i teorijskih
radova zasnovanih na modeliranju dinamike kortizola [14-44].

Razni oblici akutnog i hroni¢nog stresa mogu znacajno uticati na promenu
dinamike HPA sistema [3, 45]. Osim toga, dinamicka stanja kortizola kao njegovog
sastavnog dela, mogu biti u znac¢ajnoj meri modifikovana u terapiji glukokortikoidima,
[46]. Glukokortikoidi predstavljaju grupu anti-inflamatornih i imunosupresorskih
lekova na bazi kortizola, koji se rutinski primenjuju pri akutnom i hroni¢énom tretmanu
velikog broja zapaljenskih i imunoloskih poremecaja [46]. Zapravo, u mnogim
metaboli¢kim 1 psihi€¢kim poremecajima i bolestima, kortizol se nalazi u izmenjenim
dinamickim stanjima, sa druga¢ijom srednjom koncetracijom i/ili oblikom, amplitudom
I frekvencijom oscilacija, u odnosu na ona koje ima kod zdravih osoba. U tipi¢ne
primere takvih poremacaja spadaju [2,47]: primarna (Addison-ova bolest) i sekundarna
adrenokortikalna insuficijencija, Cushing-ov sindrom, visceralna gojaznost, dijabetes,
hipertenzija, osteoporoza, posttraumatski stresni poremecaj (PTSD, eng. posttraumatic
stress disorder), unipolarna depresija.

Radi boljeg razumevanja principa koji omogucuju sloZzenu dinamiku HPA ose i
kortizola kao glavnog hormona ovog sistema, i radi moguénosti predvidanja vremenske
evolucije koncentracije kortizola pri dejstvu raznih oblika perturbatora, razvijeno je

nekoliko modela HPA sistema [14-29, 48]. Navedeni modeli mogu u dobroj meri da



simuliraju odredena dinamicka svojstva evolucije koncentracije kortizola i drugih
osnovnih vrsta HPA sistema, ali nijedan od njih nije u stanju da na bazi predlozenog
mehanizma zadovolji sve kljuéne odlike slozene oscilatorne dinamike hormona HPA
0se u okvirima fizioloskih vrednosti njihovih koncentracija. Do sada jedini
stehiometrijski model aktivnosti HPA sistema predlozili su Jeli¢ i saradnici, 2005 [16].
Mehanizmi stehiometrijskih modela se mogu menjati na prirodan nacin sa novim
hemijskim vrstama i/ili reakcijama u skladu sa hemizmom ispitvanog sistema poznatog
na bazi raspolozivih eksperimentalnih podataka. Pored toga razna dinamicka stanja, kao
Sto su proste oscilacije, oscilacije meSanih modova i haos, mogu sa znac¢ajnim uspehom
biti opisana pomocu stehiometrijskih modela [49]. Upravo iz navedenih razloga, u
predlozenoj tezi kao polazna osnova za modeliranje razli¢itih dinamickih stanja
kortizola uzet je stehiometrijski model HPA sistema, postavljen od strane Jeli¢ i
saradnika [16].

Numeri¢ke simulacije vremenskih evolucija hormona navedenog modela
pokazaju dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima u pogledu dinamic¢kog
ponaSanja HPA sistema u fizioloskim uslovima [16-18]. Osim toga, navedeni model se
pokazao Kkorisnim za in silico ispitavanje uticaja akutnog stresa na dinamiku HPA
sistema, ukazujuci na znacaj faze odn. dinamickog stanja hormona HPA ose u trenutku
delovanja stresora [17, 18]. Navedeni rezultati numeri¢kih simulacija potvrduju
validnost opisanog stehiometrijskog modela aktivnosti HPA sistema, ¢ine¢i ga dobrim
polaziStem za dalja proucavanja dinamike kortizola i drugih hormona HPA ose, kako u
fizioloskim uslovima, tako i pod dejstvom razli¢itih vrsta perturbatora.

U cilju daljeg proucavanja dinamickog ponasanja kortizola (kao i celog HPA
sistema), u numerickim simulacijama na bazi prethodno navedenog modela HPA
sistema ispitivan je dinamicki odgovor modela na dejstvo perturbacija
glukokortikoidima [27]. Isti model je takode koris¢en za ispitivanje uticaja hroni¢nog
stresa i posledica koje on ostavlja na dinamc¢ka stanja kortizola [27].

lako navedeni model veoma dobro opisuje samu dinamiku hormona HPA
sistema time S$to se u numerickim simulacijama dobijaju unutardnevne i dnevne
oscilacije sa karakteristikama koje su u skladu sa eksperimentalnim podacima (dobar
oblik i frekvencija oscilacija), on nije u stanju da istovremeno za sva Cetiri hormona

ukljuc¢ena u model dobro opise oblast koncentracija u kojem se javljaju oscilacije kao ni



njihove amplitude. Zahtev da se u datom modelu za sva cetiri hormona dobiju
odgovaraju¢e vremenske evolucije koje verno odslikavaju njihovu dinamiku u
koncentracionom opsegu unutar njihovih fizioloskih granica nije bilo moguce postici ni
dodatnim optimizacijama parametara datog modela. To se moze objasniti time Sto
razmatrani model predstavlja pojednostavljni model aktivnosti HPA sistema, Ciji je
osnovni cilj bio da dobro opisSe globalno dinamic¢ko ponaSanje HPA sistema. Iz tog
razloga, njegov mehanizam obuhvata samo glavne dinamicke vrste ovog
neuroendokrinog sistema. On ne obuhvata holesterol kao glavni prekursor steroidnih
hormona, ve¢ obuhvata samo CRH i ACTH koji kontrolisu koli¢inu nastalih steroidnih
hormona iz holesterola.

Ovakav problem se principijelno moze prevazi¢i daljim proSirivanjem ovog
stehiometrijskog modela HPA sistema sa novim reakcijama i vrstama od vaznosti za
njegov hemizam. Dakle, u cilju dodatnog usaglasavanja ponaSanja kortizola i drugih
kljuénih hormona HPA sistema sa eksperimentalnim podacima, u navedeni model
uvrSéen je i holesterol, prirodni prekursor steroidnih hormona (ovde su to kortizol i
aldosteron), a mehanizam modela je dopunjen sa odgovaraju¢im reakcijama u skladu sa
hemizmom ovog sistema u zivom sistemu (¢oveku). Postavljanjem novog modela HPA
sistema sa holesterolom omogucéilo je da se u numerickim simulacijama direktno
ispitaju uticaji ovog glavnog i jedinog prekursora steroidnih hormona na globalnu
dinamiku HPA sistema i dinamicka stanja kortizola. Dodatno, koncentracije pojedinih
vrsta su mogle biti svedene na prirodnije veli¢ine. Tako je koncentracija CRH u
predlozenom modelu HPA sistema sa holesterolom kao glavnom prekursorskom
vrstom, smanjena na priblizno fizioloske koncentracije za oko cetiri reda veli¢ine manje
od koncentracije kortizola [50]. Kako su fizioloske koncentracije holesterola za oko
Cetiri reda veli¢ine vece od koncentracije kortizola [2], on i iz tog ugla zaista predstavlja
pravu prekursorsku vrstu kortizola.

Veoma koristan metod za analizu stabilnosti  viSedimenzionalnih
stehiometrijskih modela i optimizaciju njihovih parametara predstavlja matematicki
postupak poznat kao analiza stehiometrijskih mreza (eng. stoichiometric network
analysis, SNA) [51, 52]. U te svrhe, SNA metod je primenjen i na modelu HPA sistema
[18], dok se u ovoj tezi SNA metod Koristi u analizi stabilnosti modifikacija ovog

modela HPA sistema, tzv. prosSirenog osnovnog modela HPA (model sa 4 vrste i 11



reakcija [48] (poglavlje 3.2) i modela HPA sistema sa holesterolom (model sa 5 vrtsta i
13 reakcija) (poglavlje 3.3).

Glavni cilj ove doktorske disertacije predstavlja modeliranje dinamickih stanja
HPA sistema Coveka i koncentracije kortizola kao reprezentativnog hormona za
prikazivanje tih stanja, koja se mogu javiti pod razli¢itim fizioloSkim uslovima ili usled
delovanja perturbatora HPA sistema, kao $to su akutni i hroni¢ni stres.

Modeliranje dinamickih stanja koncentracije kortizola trebalo bi da pruzi bolji
uvid u mehanizme kojima se obezbeduje samoregulacija oscilatorne evolucije kortizola
unutar HPA sistema coveka, sa posebnim osvrtom na znacaj medudejstva i
usaglasavanje naizmeni¢ne dominacije pozitivnih i negativnih sprega ukljucenih u te
mehanizme. Osim toga, ovakvo modeliranje pruza moguénost predvidanja vremenske
evolucije kortizola ne samo u fizioloskim uslovima, ve¢ 1 pod dejstvom razlicitih
perturbatora HPA sistema, poput akutnog i hroni¢nog stresa ili glukokortikoidnih
medikamenata, koji u realnim okolnostima mogu da tranzijentno ili permanentno
modifikuju dinamiku kortizola.

Imajuéi u vidu da su u mnogim metabolickim kao i psihijatrijskim
poremecajima, poput Cushing-ovog sindroma, unipolarne depresije ili posttraumatskog
stresnog poremecaja, dinamicka stanja kortizola izmenjena, ovakva ispitivanja bi mogla
doprineti njihovom boljem razumevanju. Sa druge strane, predvidanje razli¢itih
dinamickih stanja kortizola na bazi postavljenih modela HPA sistema moZe imati znacaj
1 u definisanju §to efikasnijih tretmana pacijenata pod glukokortikoidnom terapijom, u
kojima bi doza leka bila uskladena sa satnicom njegovog uzimanja, shodno dinami¢kom
stanju kortizola unutar HPA sistema pacijenta u datom trenutku.

U cilju provere validnosti predlozenih stehiometrijskih modela aktivnosti HPA
sistema primenjene su numeric¢ke simulacije vremenskih evolucija promenljivih
(koncentracije hemijskih vrsta) uvr§¢enih u te modele (poglavlje 2.1). Na osnovu
numeric¢kih simulacija dobijeno je dinami¢ko ponasanje ispitivanih modela kako u
bazalnim (osnovnim) uslovima, tako i uslovima akutnih i hroni¢nih perturbatora
dinamickih stanja kortizola i drugih hormona ukljuc¢enih u analizirani model HPA
sistema [27, 48] (poglavlja 3.1, 3.2.3 i 3.3.3).

Pomoc¢u metode poznate kao analiza stehiometrijskih mreza (eng. stoichiometric

network analysis, SNA) ispitana je stabilnost analiziranih modela, prosirenog osnovnog



modela HPA sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija) [48] (poglavlje 3.2.2) i modela
HPA sistema sa holesterolom (model sa 5 vrsta i 13 reakcija) (poglavlje 3.3.2). Ova
matematicka metoda predstavlja efikasnu i opstu metodu za ispitivanje stabilnosti
neravnoteznih stacionarnih (ustaljenih) stanja u kompleksnim, viSedimenzionalnim
reakcionim sistemima [49, 52, 52]. Primenjen je unapredeni oblik SNA, prema kojem se
uslov za nestabilnost modela, izrazen u uobic¢ajenom postupku SNA preko brzina struja
(Cije brojne vrednosti u opsStem slucaju ne moraju biti definisane), moze uvek
transformisati u oblik koji sadrzi isklju¢ivo brzine reakcionih koraka u neravnoteznom
stacionarnom (ustaljenom) stanju [53, 54], ¢ije se brojne vrednosti uvek mogu

definisati.



1.1 Dinamicka stanja reakcionih sistema

U nelinearnoj dinamici, dinamika posmatranog sistema determinisana je sistemom
diferencijalnih jednacina koji opisuje brzine promena dinamickih promenljivih sistema.
Resenja tog sistema diferencijalnih jednacina opisuju vremensku evoluciju razmatranog
dinamickog sistema. Za kompletno definisanje stanja dinamickog sistema potrebno je i
dovoljno poznavati skup od n nezavisnih dinamickih promenljivih. Svako stanje
dinamickog sistema moze se predstaviti tatkom u n-dimenzionom faznom prostoru, ¢ija
je dimenzija (odn. broj n koordinatnih osa) odredena brojem n stepeni slobode sistema
tj. brojem n njegovih nezavisnih dinamic¢kih promenljivih. Dinami¢ko stanje sistema
odn. evolucija njegovih stanja u vremenu predstavljeno je trajektorijom nastalom
kretanjem navedene tacke tokom vremena u faznom prostoru [49, 55, 56]. Ako je u
limitu beskona¢no dugog vremenskog intervala trajektorija sistema u faznom prostoru
zatvorena linija, dinamicko stanje sistema je periodi¢nog tipa, dok se u slucaju otvorene
trajektorije radi o aperiodiénom dinamickom stanju sistema.

Reakcioni sistemi spadaju u dinamicke sisteme, te se navedena opS$ta svojstva
odnose i na ovu grupu dinamickih sistema. U reakcionim sistemima dinamicke
promenljive su tipicno koncentracije vrsta, temperatura ili pritisak. Kada su
termodinamicke veli¢ine temperatura, pritisak i druge relevantne veli¢ine konstantne,
odn. kada su koncentracije vrsta jedine dinamicke promenljive u sistemu, fazni prostor
reakcionog sistema predstavljen je koncentracionim faznim prostorom.

U reakcionim sistemima mogu se razlikovati ravnotezna i neravnotezna
stacionarna stanja [57, 58]. U slucaju ravnoteznog stacionarnog stanja, odn. stanja kada
se sistem nalazi u termodinamickoj ravnoteZi, brzine svih vrsta uklju¢enih u mehanizam
hemijske reakcije, dakle, svih reaktanata, proudukata i intermedijera, jednake su nuli.
Tada je i promena slobodne Gibbs-ove energije sistema jednaka nuli. Sistem ¢e se naci
u neravnoteznom stacionarnom odn. ustaljenom stanju onda kada su brzine svih
intermedijera jednake nuli, dok su brzine reaktanata ili produkata razli¢ite od nule [49,
55, 59]. Dakle, neravnotezna stacionarna stanja mogu se realizovati samo u reakcionim
sistemima koji imaju barem jednu intermedijernu vrstu. Treba ista¢i da se u
terminologiji hemijske kinetike Cesto umesto termina neravnotezno stacionarno stanje

koristi samo termin stacionarno stanje.



Prema karakteru lokalne stabilnosti, svako stacionarno stanje moze biti stabilno
ili nestabilno. Stacionarno stanje je stabilno ako infinitezimalno male perturbacije
sistema u okolini datog stacionarnog stanja, po prestanku delovanja perturbatora,
opadaju, te se sistem ponovo vraca u polazno stanje, dok je nestabilno, ako po prestanku
delovanja perturbatora, nastale infinitezimalno male perturbacije rastu, i sistem trajno
napusti polazno stacionarno stanje [49, 56].

Postoji nekoliko generalnih termodinamickih i kinetickih preduslova da bi u
nekom sistemu (hemijskom, fiziCkom, bioloSkom, drustvenom) moglo do¢i do pojave
spontanih oscilacija [60]:

1) neprigusene oscilacije mogu se odvijati samo u termodinamicki otvorenim (sa
okolinom razmenjuju i energiju i masu) sistemima, udaljenim od stanja
termodinamicke ravnoteze,

2) oscilatorni sistem mora posedovati barem dva stepena slobode, tj. njegovu
vremensku evoluciju mora opisivati odgovarajuci sistem od barem dve simultane
diferencijalne jednacine (po jedna za svaku od vrsta prisutnih u sistemu),

3) izmedu pokretackih termodinamickih sila i flukseva mora postojati izraZzena
nelinerana zavisnost,

4) oscilatorni sistem mora posedovati nestabilno neravnotezno stacionarno
(ustaljeno) stanje,

5) izmedu individualnih (pojedina¢nih) procesa u sistemu, mora postojati medusobno
kineticko sprezanje (kuplovanje),

6) u fizickohemijskim sistemima, oscilatorni procesi su ¢esto pra¢eni procesima U

prostoru (npr. difuzijom), te su oni uvek i vremenski i prostorni fenomeni.

Kada se nalaze u stanju udaljenom od termodinamicke ravnoteze, oscilatorne
reakcioni sistemi mogu ispoljiti nemonotonu evoluciju i multistabilnost (pojavu da za
isti skup vrednosti parametara sistema, sistem ima na raspolaganju dva ili viSe
(neravnoteznih) stacionarnih stanja). Nemonotona dinamicka stanja mogu biti
periodi¢na, kada se veli¢ina koja reprezentuje stanje sistema ponavlja na pravilan nacin,
ili aperiodi¢na, kada ne postoji takva regularnost [56, 59, 61].

U periodi¢ne rezime nemonotone evolucije oscilatornih procesa spadaju proste

oscilacije (imaju dobro definisan period, amplitudu i oblik) i oscilacije mesSanih



modova, a u aperiodi¢ne, razni tipovi haosa [56, 59, 61]. Osim ovih dinamickih stanja, u
oscilatornim hemijskim reakcijama javlja se i kvaziperiodi¢nost. Ona podrazumeva
takvo dinamicko stanje u kojem postoje dve (ili vise) frekvencija oscilacija ¢iji kolicnik
nije racionalan broj, i Ciji se atraktor u faznom prostoru kreée po povrSini torusa
(dvodimenzionalnog odn. Ttorusa za dve osnovne frekvencije, odn. hipertorusa
dimenzije n, T", za n osnovnih frekvencija) [56, 59].

U rezimu prostih oscilacija, period, amplitide i oblik oscilacija su stalni i dobro
definisani u toku celog rezima. Kada je sistem u stanju oscilacija mesanih modova,
oscilacije se razlikuju po amplitudima, tako da se definiSu oscilacije malih i1 velikih
amplituda. Medutim, u ovom periodi¢nom rezimu, postoji pravilna sekvenca velikih i
malih oscilacija, koja se na regularan nacin ponavlja tokom trajanja ovog rezima. Ta
sekvenca se simbolicki moze obeleziti sa L°, gde L oznadava broj velikih, a eksponent s
broj malih oscilacija u datoj sekvenci [49, 55]. Aperiodi¢ni (nemonotoni) rezimi
predstavljaju najslozenije oblike dinamike reakcionih sistema. Ova stanja se nazivaju i
deterministicki haos (ili samo haos), koji predstavlja neuredeno, aperiodi¢no kretanje
odredeno deterministi¢kim zakonima [56, 59, 61].

Za ispitivanje stabilnosti neravnoteznih stacionanrih odn. ustaljenih stanja u
slu¢aju opsteg n-dimenzionalnog reakcionog sistema, treba utvrditi stabilnost reSenja
kineti¢kih jednacina koje se koriste za definisanje vremenske evolucije tog reakcionog

sistema

1.2 Ispitivanje stabilnosti neravnoteznih stacionarnih stanja reakcionih sistema

Za ispitivanje stabilnosti neravnoteznih stacionarnih odn. ustaljenih stanja u slucaju
opsteg n-dimenzionalnog reakcionog sistema, treba utvrditi stabilnost reSenja kinetickih

jednacina koje se koriste za definisanje vremenske evolucije tog reakcionog sistema:



% = fl(Xl, X2,..., Xn)

dt

dx,

E_fz(xl,xz,...,xn)1 (1.2.1)
dx

dtn :fn(xl,xz,...,Xn)

gde je n broj nezavisnih dinamickih promenljivih x; (i = 1, 2,..., n), potrebnih i dovoljnih
da se u potpunosti odredi neravnotezno stacionarno stanje koje se ispituje. Kada se
definisu neravnotezna stacionarna stanja (u uslovima konstantne temperature, pritiska ili
neke druge veli¢ine od Koje zavisi intenzitet interakcija u reakcionom sistemu),
nezavisne dinamicke promenljive su koncentracije n nezavisnih intermedijernih vrsta.
Intermedijerne vrste (krace intermedijeri) su vrste koje i nastaju i nestaju u reakcionim
koracima reakcionog sistema, tako da ne figuriSu u sumarnim stehiometrijskim izrazima
celokupnog procesa. Broj nezavisnih intermedijera u reakcionom sistemu jednak je
maksimalnom broju linearno nezavisnih vrsta (redova) tj. rangu tzv. stehiometrijske
matrice S [49]. Elemente matrice S ¢ine stehiometrijski koeficijenti svih intermedijera
(vrste matrice S) u svim reakcijama (kolone matrice S)) reakcionog sistema (v. jed.
(2.2.2)). Dakle, pri ispitivanju stabilnosti ustaljenih stanja nekog reakcionog sistema,
broj n odreduje dimenzionalnost tog sistema, i odgovara broju nezavisnih
intermedijernih vrsta u tom reakcionom sistemu. Treba ista¢i da je u najveéem broju
slucajeva broj nezavisnih intermedijernih vrsta u ispitivanom reakcionom sistemu
jednak ukupnom broju njegovih intermedijera [49].

U stehiometrijskim reakcionim sistemima funkcije fj (i = 1, 2,..., n) u jednadini.
(1.2.1) obi¢no se nalaze u obliku algebarskih suma brzina pojedina¢nih reakcionih
koraka. Naime, u opsStem slucaju, stehiometrijski reakcioni sistem sastavljen od m
reakcionih koraka i u kojem postoji ukupno g vrsta (svi reaktanti, produkti i

intermedijeri) X, moze se predstaviti slede¢im sistemom od m reakcionih koraka

(stehiometrijskih jednacina):



L L L D D D

St Xy + S5 X oo +5g Xy = ST Xy +85 X, +e 450 X

gde Sh odn. SH oznacavaju stehiometrijske koeficijente r-te vrste (r = 1, 2,..., q) sa
leve odn. desne strane I-tog reakcionog koraka (I = 1, 2,..., m) u datom reakcionom
sistemu.

Ako u takvom reakcionom sistemu ima n nezavisnih intermedijera, tada se

njihove kineti¢ke jednacine mogu predstaviti sistemom diferencijalnih jednacina:

dx
d_tl =SV + 12V +++ + Sy Vi

dx,
—= =5,y +S,,V, +---+S, 1V
dt 21Y1 2,272 2,m'm , (1.23)

dx
d_tn =S, Vg +S oVy ++- + S Vi

gde je v, (I =1,..., m) brzina I-tog reakcionog koraka, dok je ukupni stehiometrisjku
koeficijent za dati intermedijer Xi, S;,, definisan izrazom S, =s{} -s{;, pri ¢emu je
i=1,..,n.

Brzine pojedinacnih reakcionih koraka v, izvode se u skladu sa zakonom o

dejstvu masa. Prema zakonu o dejstvu masa, brzina pojedinacnog reakcionog koraka,

v, jednaka je proizvodu konstante brzine tog koraka, k; i koncentracija svih vrsta koje

ucestvuju kao reaguju¢e vrste u datom reakcionom koraku (vrste sa leve strane
reakcione jednaCine (koraka)) stepenovanih za vrednost svog stehiometrijskog

koeficijenta sp :

v, =k, xlsi_'I lez_" ---xf’L" : (1.2.4)
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Kada se analiziraju neravnotezna stacionarna stanja, kako je ranije podvuceno,
vremensku evoluciju sistema definiSu koncentracije n nezavisnih intermedijera, tako da
se umesto celog sistema kineti¢kih jednacina, analiziraju samo kineticke (diferencijalne)
jednacine od n nezavisnih intermedijera (jed. 1.2.3). Koncentracije preostalih linearno
zavisnih vrsta mogu se lako izraunati iz algebarskih jednadina kao funkcije
koncentracija nezavisnih vrsta.

Da bi se utvrdila stabilnost nekog neravnoteznog dinamickog stanja potrebno je
odrediti kako se u razmatranom sistemu menjaju tokom vremena infinitezimalno male
promene koncentracija, Ax; (i = 1,..,n), od n nezavisnih intermedijera u okolini
neravnoteznog stacionarnog stanja ¢iju stabilnost je potrebno odrediti. Razvojem
polaznog sistema diferencijalnih jednacine (1.2.3) (koje su u najvecem broju primera
nelinearne) u Taylor-ov red u okolini ustaljenog stanja Cija se stabilnost utvrduje, i
zanemarivanjem visih ¢lanova dobijenog razvoja (¢lanovi u kojima figuriSu izvodi veci
od jedan), dobija se linearni sistem jednacina (1.2.5) koji omoguéava odredivanje

stabilnosti datog ustaljenog stanja posmatranog n-dimenzionalnog sistema:

%: % 'AX1+ 8_f1 -AX2+~~-+ ﬂ .Axn
dt OX OX OX
1 /ss 2 Jss n Jss

dAXZ — % AX]_"F % AXZ 4o+ % -Axn . (1.2.5)
dt X Xy OX

n/ss

dAA; % 'AX1+ % -AX2+"'+ 81:“ .Axn
dt OX OX
1 sS 2 n/ss

Supskript ,,ss* u jednacini (1.2.5) oznaCava vrednosti parcijalnih izvoda of;/ox; u

ustaljenom (neravnoteznom stacionarnom) stanju.

Opsta reSenja linearizovanih jednacina dinamike (1.2.5) imaju oblik:
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AX () = Cy 1M 4y M+ ey 07

AX,(t) =c, M +¢, "2 4.t C, et
2()‘ 21 2,2 2,n (1.2.6)

AX, (1) = Cp 1M +Cp 072 4oty

Shodno obliku jednacina (1.2.6) koje opisuju vremensko ponasanje infinitezimalnih
perturbacija sistema u okolini ispitivanog ustaljenog stanja, stabilnost i tip ispitivanog
ustaljenog stanja su definisani karakterom (realan ili imaginaran) eksponenata A; i
predznakom (pozitivan ili negativan) njihovog realnog dela. Da bi ustaljeno stanje bilo
nestabilno, potrebno je da barem jedan od A; ima pozitivan realni deo [49, 55, 56].
Eksponenti A; predstavljaju svojstvene vrednosti operatora jakobijana J u okolini

datog ustaljenog stanja:

oty
). |- (1.2.7)

Eksponenti A; se mogu odrediti kao reSenja svojstvenog problema operatora

dinamike J odn. kao resenja njegovog karakteristicnog polinoma:

A"+ A o, o, Ao, =0, (1.2.8)

Znak i karakter svojstvenih vrednosti 4; (i = 1, 2,..., n), a time i stabilnost dinamickog
sistema, odredeni su koeficijentima ¢; karakteristicnog polinoma operatora J (jed.
(1.2.8)).

Analiza stabilnosti relativno jednostavnih modela, kao §to je stehiometrijski
model autokatalator [55, 59, 62, 63] (u kojem je broj nezavisnih intermedijera n = 2),

moze se izvesti bez ozbiljnijih poteskoca primenom opisanog postupka analize
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dinamicke stabilnosti sistema diferencijalnih jednacina na bazi odredivanjem karaktera i
znaka svojstvenih vrednosti karakteristicnog polinoma sistema. Medutim, svojstveni
problem odn. reSavanje karakteristiénog polinoma (jed. 1.2.8) nema u opstem slucaju
analiti¢ko reSenje za n > 4, a i u slucajevima kada je n = 3 ili n = 4, polinom je tesko
resiv. Stoga je analiza stabilnosti na nacin koji je do sada izlozena, u znatnoj meri
ograniCena, S obzirom na to da su realni dinamicki sistemi (mnogi fizicki, hemijski,
fizickohemijski, a praktino svi biolos§ki i drustveni sistemi) po pravilu
multidimenzionalni (sa n > 2). Kako bi se omogucila analiza stabilnosti tako sloZenih
sistema, razvijeno je vise matematickih metoda [64-71]. Zbog svoje opstosti i
efikasnosti, istaknuto mesto u odredivanju stabilnosti kompleksnih reakcionih sistema
zauzima analiza stehiometrijskih mreza (eng. stoichiometric network analysis, SNA)
[49, 51, 52, 72, 73]. SNA predstavlja matematicku metodu koja omogucava analizu
lokalne stabilnosti neravnoteznih stacionarnih stanja reakcionih sistema odn. mreza
reakcija sa definisanom stehiometrijom proizvoljne dimenzije. Zbog navedenih kvaliteta
metod SNA je primenjen u ovoj tezi radi odredivanja stabilnosti stehiometrijskih
modela HPA sistema. Glavni principi metode analize stehiometrijskih mreZa i postupak

njenog sprovodenja objasnjeni su u poglavlju 2.2.

1.3 Hipotalamo-hipofizno adrenalni (HPA) sistem (0sa)

Hipotalamo-hipofizno-adrenalni (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) sistem
(osa) predstavlja sloZen neuroendokrini sistem koji ucestvuje u odrZzavanju homeostaze
organizma u uslovima bazalne fiziologije i uslovima raznih tipova stresa [1-3].

Pod homeostazom se podrazumeva optimalno dinamicko stanje celog organizma
koje se u Zivim sistemima realizuje kada se sistem nalazi u stanju udaljenom od
termodinamicke ravnoteze. Ovo stanje se nalazi pod stalnim uticajima unutrasnjih i
spoljnjih faktora (perturbatora), poznatih u tim sistemima pod zajednickim imenom
stresori [74]. Ziva bi¢a poseduju razli¢ite reakcije kojima se odupiru dejstvu stresora, i
koji im omogucava ponovno uspostavljanje homeostaze i/ili zaStitu od njenog
narusavanja. Ove reakcije, poznate kao adaptivni odgovori organizma, obuhvataju

ogroman broj veoma slozenih, kako fizioloskih, tako i mentalnih procesa. Pored HPA

13



sistema, u organizmu postoji jo§ jedan sistema zaduzen za formulisanje adaptivnog
odgovora na stresore. To je tzv. locus caeruleus-adrenergicki (norepinefrinergicki)
(LC/NE) autonomni simpaticki sistem (LC-NE/simpaticki sistem) [3, 74]. Ova dva
sistema ¢ine dve grane jedinstvenog sistema za regulaciju stresa.

Glavne anatomske komponente HPA sistema su [2]:

1) hipotalamus, u Cijem se paraventrikularnom jedru sintetise i luci kortikotropin
relaksiraju¢i hormon (faktor) CRH (CRF) (eng. corticotropin releasing hormone
(factor)) i arginin vazopresin (AVP);

2) prednji rezanj (lat. lobus anterior) hipofize, ¢ije celije izluCuju i sintetiSu
adrenokortikotropni hormon ACTH (eng. adrenocorticotropic hormone);

3) nadbubrezne (adrenalne) zlezde (lat. glandulae adrenales), u ¢ijoj Kori
(korteksu) se proizvode i lu¢e glukokortikoidi, mineralokortikoidi, a u manjoj

meri i drugi steroidni hormoni.

1.3.1 Steroidni hormoni

Steroidi, pored terpena i prostaglandina, predstavljaju ¢lanove grupe prostih lipida [75].
Oni su derivati ciklopentanoperhidrofenantrena, molekula od 17 C atoma, sastavljenog
od 3 Sestoclana (A, B 1 C) i jednog petoc¢lanog prstena (D). Svi steroidi vode poreklo od
linearnog triterpena skvalena.

Moze se razlikovati veliki broj steroida prema broju i poziciji dvostrukih veza i
supstitenata na njima. Najc¢e$¢a mesta supstitucije su C3 atom na A prstenu, Cq; na C

prstenu i Cy7 atom na D prstenu [2, 75].
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Slika 1.3.1. Hemijska formula holesterola. Brojevi ozna¢avaju polozaje C-atoma. [76]

Najrasprostranjeniji steroid je holesterol (slika 1.3.1). Poseduje 27 C atoma i
svrstava se u grupu sterola, steroidnih alkohola, koji na C3 atomu A prstena poseduju
OH-grupu, a na Cy7- atomu D prstena alifati¢ni lanac od 8 ili vise C- atoma. Holesterol
je jedna od osnovnih komponenti ¢elijskih membrana, a prisutan je i u membranama
organela. Zbog posedovanja dvostruke veze izmedu Cs- i Cg- atoma na B prstenu,
onemogucena je rotacija oko Cs-Cg veze, pa holesterol poseduje znacajnu Cvrstocu,
¢ine¢i membrane dovoljno ¢vrstim za obavljanje njihovih funkcija.

Holesterol je prekursor velikog broja jedinjenja, od kojih su u animalnim
¢elijama najvaznije Zuc¢ne kiseline, vitamin D i steroidni hormoni.

Steroidni hormoni se svrstavaju u pet kategorija [75]:

1) glukokortikoidi

2) mineralokortikoidi
3) progestini

4) estrogeni i

5) androgeni.

Glukokortikoidi, mineralokortikoidi 1 progestini sadrze po 21 C-atoma,
androgeni po 19 C-atoma, a estrogeni po 18 C-atoma. Pored toga sto imaju po 18 C-
atoma, zajedniCo hemijsko svojstvo estrogena je posedovanje aromaticnog A prstena.

Glavni predstavnici glukokortikoida su kortizol (dominantni glukokortikoid kod ljudi) i
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kortikosteron  (dominantni  glukokortikoid kod glodara), glavni predstavnik
mineralokortikoida je aldosteron, dok su bioloski najznacajniji progestini progesteron i
17-a- hidroksiprogesteron. Od estrogena (zenskih polnih hormona) najzastupljeniji su
estradiol-17p (E,), estron i estriol, dok su glavni predstavnici androgena (muskih polnih
hormona) testosteron, dehidroepiandrosteron (DHEA) i DHEA-sulfat (DHEAS) i

androstendion.

1.3.2 Adrenalna steroidogeneza

Adrenalna steroidogeneza predstavlja kompleksan multienzimski metabolicki proces
biosinteze steroidnih hormona u kori (korteksu) nadbubreznih (adrenalnih) zlezda [2,
77, 78]. Polazni prekursor svih steroidinih hormona je holesterol, te je njegovo
dopremanje do steroidogenih c¢elija vazan preduslov za regularno odvijanje procesa
steroidogeneze. U takvom, Sirem smislu [78], adrenalna steroidogeneza obuhvata
nekoliko potprocesa: (1) ulazak (influks) holesterola u steroidogene celije kore
nadbubrezne Zlezde i njegovo skladistenje u odgovarajuée celijske depoe (npr. masne
kapljice) [77-79]; (2) mobilizaciju holesterola iz ¢éelijskih depoa, transport holesterola
do spoljnje memebane mitohondrija i prenoSenje holesterola sa spoljnje na unutra$nju
membranu mitohondrija [77-79]; (3) niz biohemijskih konverzija holesterola
dopremljenog do unutrasnje membrane mitohondrija do odgovaraju¢ih steroidnih
hormona [77]. Pocetni stupanj ovog procesa obuhvata slozenu reakciju u kojoj se
holesterol transformise do pregnenolona. Ova sloZzena reakcija ujedno predstavlja i
najsporiji stupanj biosinteze steroidnih hormona. Sve reakcije u procesu adrenalne
steroidogenze katalizovane su i regulisane od strane odgovarajuéih enzima, kofaktora i
genske maSinerije koja ih kodira. Koji steroidni hormoni ¢e biti proizvedeni i
sekretovani iz koje histoloske zone adrenalnog korteksa zavisi upravo od toga koje vrste
enzima su najzastupljenije 1 bioloSki najaktivnije u ¢elijama koje ¢ine datu histolosku
zonu. U zoni fascikulati preovladava biosinteza i sekrecija kortizola (kod ¢oveka) odn.
kortikosterona (kod pacova), u zoni glomerulozi aldosterona, dok se u zoni retikularis, u

odredenom opsegu, odvija biosinteza i sekrecija muskih (androgenih) polnih hormona,
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pre svega dehidroepiandrosterona (DHEA) i DHEA-sulfata (DHEAS), manja koli¢ina
androstenediona i, u mnogo manjoj meri, testosterona [77].

Osim u adrenalnom korteksu, intenzivna sterodogeneza se odvija i u drugim
tkivima i organima: u Leydig-ovim celijama testisa, u Celijama teke i granuoze
ovarijima, sinciciotrofoblastnim c¢elijama placente (posteljice) [77]. Osim toga,
potvrdeno je da se steroidogeneza odvija u mozgu i drugiim delovima nervnog sistema
glodara, a najverovatnije i ljudi; glavni steroidni hormoni koji se proizvode u nervnom
sitemu su DHEA, DHEAS, progesteron i njegov derivat Allo [77].

Na slici 1.3.2 prikazan je metabolicki put biosinteze adrenalnih steroidnih
hormona. Kako je istaknuto, pocetni i najsporiji stupanj ovog procesa predstavlja
konverziju holesterola do pregnenolona. Ovaj proces je regulisan od strane ACTH, koji
vezivanjem za svoj receptor (melanokortin tip Il receptor (MC2R)) na plazma
membrani steroidogenih celija kore nadbubreznih zlezda, pokrece metabolicki put
ciklicnog adenozin-monofosfata (CAMP). Aktivacija cAMP puta dovodi do niza
potprocesa [80-82] kojima se obezbeduje dopremanje holesterola i dejstvo enzima
CYPI11A1 (P450scc, dezmolaza) na unutras$njoj strani mitohondrijalne membrane. Ovaj
enzim katalizuje proces uklanjanja alifati¢nog lanca sastavljenog od 6 C-atoma na Cq7—
atomu holesterola, pri ¢ime nastaje pregnenolon. To se postize hidroksilacijom, prvo Cy

-, a zatim Cy,- atoma, kako bi doslo do raskidanja veze izmedu ova dva C-atoma [2, 77].
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Slika 1.3.2. Biosinteza glukokortikoida i mineralokortikoida u organelama
steroidogenih celija kore nadbubreznih Zlezda. Na strelicama hemijskih jednacina
prikazan je odgovarajuci enzim koji katalizuje datu reakciju. [83]

4,

Zatim se proces biosinteze iz mitohondrija izmeSta 1 nastavlja u
endoplazmaticnom retikulumu, gde pregnenolon ucestvuje u dvema paralelnim
reakcijima [77, 83]. U jednoj od njih, enzim CYP17 (steroid Cy7 hidroksilaza) katalizuje
uvodenje OH-grupe u a. —polozaj na Ci7-atomu pregnenolona, pri ¢emu nastaje 17a-OH-
pregnenolon. Nakon toga isti enzim uklanja preostala 2 C-toma (Cy i Cy1) na Cy7, 1 vrsi
oksidaciju Cj7- atoma, formiraju¢i na njemu Kketo-grupu. Time nastaje
dehidroepiandrosteron (DHEA). U narednom koraku enzim 3B-HSD (3p-
hidroksisteroid dehidrogenaza) katalizuje oksidaciju 3'-OH grupe u 3'- keto grupu
molekula DHEA, uz istovremenu izomerizaciju A° dvostruke veze u B prstenu
(dvostruka veza izmedu Cs - i Cs — atoma) u A* dvostruku vezu (dvostruka veza izmedu
C4-1Cs—atoma) u A prstenu, dajuéi kao proizvod androstenedion [2, 75, 77, 83].

U drugoj paralelnoj reakciji, od pregnenolona nastaje novi intermedijer
progesteron. U ovom koraku enzim 3p3- HSD, sli¢no kao 1 pri katalizi DHEA od strane
ovog enzima, katalizuje oksidaciju 3'-OH grupe u 3'- keto grupu uz istovremenu

. . .. 5 4 - . .
izomerizaciju A° dvostruke veze u A" dvostruku vezu, ¢ime je dvostruka veza iz B

18



prstena izmeStena u A prsten. Progesteron je zajednicki prekursor glukokortikoida,
mineralokortikoida, androgena i estrogena. On podleze dvema paralelnim reakcijama,
od kojih jedna ¢ini pocetak ra¢ve za biosintezu aldosterona, dok se preko druge odvija
sinteza kortizola sa jedne strane, a androgena i estrogena sa druge [2, 75, 77, 83].

U racvi koja predstavlja put biosinteze aldosterona, od progesterona
posredstvom enzima CYP21 (steroid 21 hidroksilaze) na C,;- atom uvodi se OH- grupa
i nastaje 11- deoksikortikosteron. Zatim enzim CYP11B1 (steroid Cy; B hidroksilaza)
katalizuje uvodenje OH-grupe u B- polozaj na Cy3- atomu 11- deoksikortikosterona, pri
¢emu nastaje kortikosteron. Kod glodara, kortikosteron predstavlja glavni hormon sa
glukokortikoidnim dejstvom. Konacno, enzim CYP11B2 u mitohondrijama katalizuje
uvodenje OH-grupe na Cjg-atom kortikosterona pri ¢emu nastaje 18-OH-kortikosteron,
u kom se pod dejstvom istog enzima vr§i oksidacija 18- OH grupe 18-OH-
kortikosterona u aldehidnu grupu, ¢ime nastaje aldosteron [2, 75, 77, 83].

U drugoj paralelnoj reakciji progesterona, dejstvom enzima CYP17 uvodi se
OH-grupa u o-polozaj na Cji7-atomu progesterona. Tako nastaje 17a-
hidroksiprogesteron, koje daje dve grane. U jednoj grani, enzim CYP21 omogucava
uvodenje OH- grupe na Cjy;- atom 17a- OH-progesterona. Time se formira 11-
deoksikortizol koji se iz endoplazmati¢nog retikuluma premesta do mitohondrije, gde
enzim CYP11B1 katalizuje uvodenje OH-grupe u B- polozaj na Cj;- atomu 11-
deoksikortizola, ¢ime nastaje kortizol [2, 75, 77, 83].

1.3.3 Regulacija aktivnosti HPA sistema

Pravilno funkcionisanja HPA sistema podrazumeva uskladivanje rada pojedinih
anatomsko-fizioloskih komponenti ovog sistema Sa promenama koje se deSavaju u
unutra$njoj i spoljnjoj sredini organizma. Da bi se to realizovalo, u organizmu treba da
bude uspostavljen precizan prenos i obrada razli¢itih spoljnjih i unutrasnjih informacija
kako bi se obezbedila adekvatna (re)akcija organizma. Ovi slozeni procesi odvijaju se
posredstvom odredenih komponenti nervnog sistema i hormona koji ucestvuju u
regulaciji HPA ose. Kod ¢oveka, glavni hormoni ukljuceni u fiziologiju HPA sistema su
CRH i AVP, ACTH, kortizol, i aldosteron.
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CRH (ili CRF) predstavlja peptid satavljen od 41 aminokisleine [84]. Glavno
mesto njegove sinteze predstavljaju neuroni medijalnog parvocelularnog dela PVN
hipotalamusa, ali nastaje i na drugim mestima u centralnom nervnom sistemu (CNS)
(npr. olfaktorni bulbus, medijalna preoticka regija hipotalamusa, bazalno jedro stria-e
terminalis), kao i na periferiji (npr. nadbubrezne Zlezde, testisi, placenta). Pored CRH,
relativno skoro su otkrivena jo$ tri ¢lana iz porodice CRH peptida: urokortin (Ucn 1),
Ucn 2 (eng. stresscopin related- peptide) i streskopin (eng. stresscopin). Preko tzv.
hipotalamo-hipofiznih portalnih krvnih sudova CRH dospeva iz hipotalamusa u
hipofizu, gde obavlja ulogu glavnog regulatora sekrecije ACTH iz kortikalnih celija
prednjeg reznja hipofize. Pored ove primarne uloge, CRH ucestvuje u regulaciji
autonomnog nervnog sistema, procesima ucenja i pamcenja, nagona za ishranom i
reprodukcijom. Postoje dva tipa CRH receptora [85, 86]: CRH-R1 (dominantni receptor
U CNS-u) i CRH-R2 (prisutan gotovo islju¢ivo u perifernim tkivima). Vezivanjem CRH
za CRH-R1 kortikotropnih ¢elija hipofize pokrece se sistem preko sekundarnog glasnika
CAMP i indukuje nastajanje i izlu¢ivanje ACTH.

Arginin vazopresin (AVP) je nonapeptid koji pokazuje visoku ekspresiju u
PVN-u, supraoptickom (lat. nucleus supraopticus) i suprahijazmati¢cnom jedru (lat.
nucleus suprachiasmaticus) hipotalamusa. Magnocelularni  neuroni  PVN i
supraopti¢kog jedra se projektuju do zadnjeg reznja hipofize, odakle se AVP direktno
izlucuje u globalni krvotok, i ucestvuje u odrzavanju homeostaze osmotskog pritiska. Sa
druge strane, parvocelularni neuroni PVN-a sintetisu i sekretuju AVP u hipotalamo-
hipofizne portalne sudove, preko kojih u prednjem reznju hipofize AVP stimuliSe
lu¢enje ACTH. Agonisti¢ko (stimulatorno) dejstvo AVP na sekreciju ACTH u hipofizi
ostvaruje se preko vazopresinskog receptora Vi, (Sinonim je i V3) na Celijskim
membranama kortikotropnih ¢elija prednjeg reznja hipofize. Vezivanjem AVP za Vi,
aktivira se fosfolipaza sprezanjem sa Gq proteinima. Ovako aktivirana fosfolipaza C
stimuli$e protein kinazu C (PKC), pojacavajuéi lu¢enje ACTH [85, 86].

Kao §to je istaknuto, CRH i AVP, deluju¢i na kortikotrofne Celije prednjeg
reznja hipofize, indirektno regulisu sintezu i sekreciju ACTH. Naime, ova dva hormona
direktno ucestvuju u regulaciji sinteze i sekrecije pro-opiomelanokortina (eng. pro-
opiomelanocortin, POMC), koji se izlucuje u globalni krvotok. Nakon metabolicke
obrade, od POMC-a nastaje ACTH, kao i nekoliko drugih bioaktivnih peptida: B-
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endorfin, B-lipotropni hormon i melanokortini. ACTH putem globalne cirkulacije
dospeva do kore nadbubreznih zlezda, gde se vezuje za svoj M2CR receptor,
lokalizovan na plazma membrani steroidigenih cCelija korteksa nadbubreznih Zlezda.
Kako je istaknuto, vezivanjem za M2CR, ACTH indukuje sintezu i sekreciju
glukokortikoida, kao i mineralokortikoida, iz odgovarajuc¢ih histoloskih zona kore
nadbubreznih Zlezda aktivacijom niza sukcesivnih reakcija u okviru puta sekundarnog
glasnika cAMP. Produkcija glukokortikoida se odvija u histoloskoj zoni kore
nadbubreZnih zlezda oznaéenoj kao zona fasciculata.

Glukokortikoidi predstavljaju glavne efektorne hormone HPA sistema, koji
ispoljavaju uticaj na veéinu organa i fizioloSkih sistema u organizmu. Kod coveka,
glavni glukokortikoid je kortizol (sinonim hidrokortizon), koji vrs$i najve¢i deo svih
funkcija koje kod ljudi ostvaruju glukokortikoidi. Pored njega, znacajnije
glukortikoidno dejstvo ostvaruje kortikosteron, jedan od intermedijera u sintezi
aldosterona. Kod glodara, kortikosteron vrsi najve¢i deo svih glukokortikoidnih
funkcija. Po dospevanju u sistemsku cirkulaciju, oko 90 — 97 % Kkortizola se vezuje za
transportne protine krvne plazme, za kortizol-vezujuci globulin (eng. cortisol binding
globulin, CBG) ili za albumin, i u takvom, vezanom obliku biva transportovan putem
krvi do ciljnih tkiva, dok preostali deo kortizola ostaje u slobodnom (nevezanom)
obliku.

U najvaznije funkcije koje ostvaruju glukokortikoidi spadaju [2, 87]:

1) Uticaj na metabolizam ugljenih hidrata
To podrazumeva stimulaciju glukoneogeneze tj. metaboli¢kih puteva stvaranja
(katabolizma) glukoze u organizmu, kao i umereno smanjenje kori$éenja
glukoze u c¢elijma celog organizma; posledica ova dva efekta je porast
koncentracije glukoze u krvi.

2) Uticaj na metabolizam proteina
Ovaj uticaj podrazumeva smanjivanje zaliha proteina u skoro svim ¢elijma u
organizmu, osim u ¢elijama jetre; povecanje koli¢ine proteina u jetri i krvnoj
plazmi; porast nivoa aminokiselina u krvi, smanjenje transporta aminokiselina u
ekstrahepati¢nim ¢elijama i poveéanje njihovog transporta u ¢elije jetre. U vezi

sa ovim uticajem kortizola, smatra se da se vecina njegovih metabolickih
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dejstava u organizmu ostvaruje zahvaljujué¢i njegovom svojstvu mobilizacije

aminokiselina iz ekstrahepati¢nih tkiva u jetru, sto omogucava povecanu sintezu

enzima u ¢elijama jetre, neophodnih za obavljanje njenih funkcija. Bitne efekti
koji se pod uticajem kortizola dogadaju u jetri su: a) pove¢an obim deaminacije
aminokiselina, b) poveéana sinteza proteina, ¢) poveéanO Stvaranja proteina
krvne plazme i d) podsticanje glukoneogeneze.

3) Uticaj na metabolizam masti

Glukokortikoidi podsticu mobilizaciju masnih kiselina iz adipoznog (masnog)

tkiva, usled Cega se povecava koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvnoj

plazmi, a time i moguénost dobijanja energije, pre svega neophodne za
adekvatno dejstvo HPA sistema u razli¢itim stresnim okolnostima.
4) Antiinflamatorno (antizapaljensko) dejstvo

Glukokortikoidi blokiraju zapocinjanje ranih stadijuma inflamatornih procesa, a

u slucajevima kada je inflamatorni proces, usled delovanja snaznog indukcionog

agensa, ipak zapoceo, kortizol utice na brzo povlacenje zapaljenja. Navedena

dejstva odvijaju se pre svega zahvaljuci uticaju koje glukokortikoidi vrse na
membranu lizozoma (Celijske organale koje poseduju razne vrste litickih
enzima). Glukokortikoidi dovode do stabilizacije membrane lizozoma,
otezavajuéi njeno prskanje. Time se smanjuje mogucnost izlivanja proteolitickih
enzima, najces¢ih uzro¢nika zapaljenja.

5) Uticaj na kardiovaskularni sistem

6) Uticaj na zapreminu tecnosti u organizmu usled hemoragije (krvarenja)

7) Uticaj na nervni sistem i ponasanje

8) Uticaj na reproduktivni sistem.

Zahvaljuju¢i svom imunosupresorksom i anti-inflamatornom efektu, sinteticki
glukokortikodi se standardno koriste kao medikamenti u znac¢ajnom broju oboljenja i
klini¢kih stanja, kao Sto su [46, 88]: artritis, alergijske reakcije, bronhijalna astma,
poremecaji  koZe, neki maligniteti, gastrointestinalni poremecaji, bolesti ociju,
poremecaji vezani za kolagen u vaskularnom tkivu, Adisonova bolest, kao sredstvo
protiv odbacivanja u transplantacijama tkiva i organa i drugo.

Kao $to je istaknuto, osim glukokortikoida, u adrenalnom korteksu se odvija i

produkcija mineralokortikoida, ¢iji glavni predstavnik predstavlja aldosteron. Biosinteza

22



aldosterona se odvija u ¢elijama korteksa adrenalnih Zlezda smestenih u histoloskoj zoni
kore nadbubrega oznacenoj kao zona glomerulosa. Biosintezu aldosterona regulise
renin-angiotenzinski sistema, K*-joni, a takode i ACTH posredstvom ve¢ navedenog
CAMP puta [89]. Osnovna funkcija aldosterona je odrzavanje homeostaze i osmotskog
pritiska reapsorpcijom Na*, CI" i HCO; jona, i izlu€ivanje K i Na* jona u distalnim
tubulima bubrega [2].

Glukokortikoidi i mineralokortikoidi ostvaruju fizioloske funkcije vezivanjem za
svoje nuklearne receptore, glukokortikoidne (GR) i mineralokortikoidne receptore
(MR). GR su rasprostranjeni u vecini tkiva u organizmu [90], dok MR imaju
lokalizovanije prisustvo, u bubrezima, epitelijalnom i neepitelijalnom tkivu
kardiovaskularnog sistema, strukturama mozga (kao Sto je hipokampus) i drugim
tkivima i organima [91]. U svom neaktivnom obliku, pre vezivanja sa
glukokortikoidima, GR se nalaze u multiproteinskom kompleksu sa vise vrsta proteina
toplotnog Soka (eng. heat shock proteins, HSP). Asocijacija sa ligandom
(glukokortikoidom) izaziva konformacijske promene koje dovode do disocijacije
receptora iz multikompleksa sa HSP, i premestanja izdvojenog kompleksa ligand-GR do
jedra (nukleusa) ¢elije. Vezivanjem za specificnu sekvenciju na promotoru ciljnog gena,
oznacenu kao GRE (eng. GR response element), posredstvom transkripcionih faktora,
glukortikoidi ucestvuju u regulaciji ekspresije (aktivnosti) datog gena. Pored ovog
glavnog nacina dejstva, postoji 1 mogucnost regulacije genske ekspresije 1 bez ucesca
GRE, preko protein-protein interakcija sa transkripcionim faktorima kao S§to su

aktivacioni protein 1 (AP-1) i nukelarni faktor-xB (NF-xB) [86]. Analogni mehanizmi

vaze | za procese vezivanja liganada za MR.

Kortizol i kortikosteron imaju oko 10 puta ve¢i afinitet vezivanja za MR nego za
svoje prirodne receptore GR [92, 93]. Navedeni meduodnosi afiniteta vezivanja
glukokortikoida i mineralokortikoida za GR odn. MR ¢ine vazan faktor u samoregulaciji
HPA sistema, kako u uslovima bazalne fiziologije tako i tokom stresa [94, 95].

Samoregulacija HPA sistema ostvaruje se mehanizmom pozitivne i negativne
povratne sprege (slika 1.3.3).

MoZe se smatrati da kortizol, kao glavni efektor HPA ose, u najveco; meri
reguliSe aktivnost HPA sistema, odn. sopstvenu produkciju: sa porastom koncentracije

kortizola, u bazalnim ili stresnim uslovima, raste inhibicija koju on vrsi na hipofizu,
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hipotalamus, ali i hipokampus (deo limbickog sistema, koji, pored funkcija u formiranju
memorije, ima vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti HPA ose) (slika 1.3.3). Kada
inhibicija postane dovoljno velika, koncentracija kortizola pocinje opadati, Sto, pak,
slabi inhibiciju, ponovo pospesujuci produkciju kortizola. Negativna povratna sprega
putem kortizola (odn., u opstem slucaju, putem nekog glukokortikoida), moze se
ostvarivati na klasi¢an, genomski regulisan na¢in preko GR i MR [96, 97], kao i putem
brzeg, negenomskog mehanizma [9, 98, 99]. Glavni put kojim se u organizmu ostvaruje
negativna povratna sprega u okviru HPA sistema odvija se preko GR. Kortizol se vezuje
za GR, formirajuc¢i kompleks kortizol-GR, koji se vezuje za DNA na GRE promotora
gena, regulisuci tako transkpriciju tog gena. Regulacija ekspresije ciljnih gena iziskuje
izvesno vreme, pa se ovakva vrsta negativne povratne sprega predstavlja vremenski
odlozenu povratnu spregu. Kada je potrebna brza reakcija i supresija aktivnosti HPA
sistema, u organizmu se moze aktivirati negenomski mehnanizam negativne povratna

sprega koji ne ukljucuje regulaciju genske ekspresije.
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stresori

MR —————
hipokampus

GR

hipotalamus
Gend |

GR — |

PVN
CRH, AVP |

hipofiza R — |
ACTH

sistem renin-angiotenzin + |

kora nadbubreznih zlezda |
ALDOSTERON KORTIZOL |

Slika 1.3.3. Povratne sprege u hipotalamo-hipofizno-adrenalnom sistemu. Kortikotropni
oslobadaju¢i hormon (CRH) i arginin-vazopresin (AVP) stimuliSu lucenje
adrenokortikotropnog hormona (ACTH) iz hipofize, koji stimuli$e luc¢enje kortizola iz
kore nadbubreznih Zzlezda. Negativna povratna sprega kortizola ostvarena putem
glukokortikoidnih receptora (GR) u hipotalamusu i hipofizi, kao i putem
mineralokortikoidnih receptora (MR) u hipokampusu, odgovorna je za odrzavanje
bazalne aktivnosti, kao i za okoncavanje pojaCane aktivnosti ovog sistema izazvane
dejstvom stresora. Osim negativne, u sistemu postoji i pozitivna povratna sprega
ostvarena putem GR u hipokampusu, kojom kortizol pojacava sintezu CRH. Kao
kompetitivni antagonista kortizola pri vezivanju za MR u hipokampusu, aldosteron
takode regulise aktivnost HPA sistema (isprekidana strelica). [16, 17]
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Pozitivna povratna sprega u HPA sistemu je kasnije uocena. Smatra se da je
izazvana, pod stresnim uslovima, porastom koncentracije ACTH, koja uti¢e na jo$ brzi
porast koncentracije kortizola [100]. lako detalji mehanizma kojim se pozitivna sprega
realizuje nije dovoljno poznat, pretpostavlja se da vaznu ulogu u ovom procesu ¢ini

aktivacija hipokampalnih GR [101, 102].

1.3.4 Oscilatorna dinamika HPA sistema

Navedeni mehanizmi negativne i pozitivne povratne sprege omogucuju da
koncentracije hormona HPA sistema u krvi ispoljavaju oscilatornu dinamiku.
Koncentracija kortizola u plazmi krvi pokazuje slozenu oscilatornu vremensku
evoluciju, gde su unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne oscilacije
koncentracije kortizola (slika 1.3.4) [2, 103].
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Slika 1.3.4. VVremenske serije koncentracije kortizola merene u plazmi krvi dva zdrava
muskarca. Grafici prikazuju slozenu oscilatornu dinamiku koncentracije kortizola, u
kojoj su dnevne oscilacije spregnute sa unutardnevnim. Uzimanje uzoraka krvi za
odredivanje koncentracije kortizola vrSeno je automatski, na svakih 10 minuta, pomoc¢u
tzv. automatizovanog sistema za brzo uzorkovanje krvi kod ljudi. [103].

Dnevne oscilacije koncentracije kortizola, kao i svi ostali dnevni ritmovi koji
postoje u organizmu, generisani su od strane glavnog dnevnog sata, koji se nalazi u

suprahijazmaticnom jedru prednjeg dela hipotalamusa [104-107]. Kao $to o tome govori
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njihovo ime, period dnevnih oscilacija iznosi priblizno 24 h. Smatra se da SCN generise
dnevni ritam prili¢éno nezavisno od delovanja raznih spoljnjih faktra. Kod ¢oveka (kao
bioloSke vrste aktivne u toku dana), uzlazna (ascendentna) faza dnevnog ritma
koncentracije koritzola se odvija u toku no¢i (odgovara periodu neaktivnosti coveka),
dok silazna (descendentna) faza traje u toku dana (odgovara periodu aktivnosti coveka).
U toku no¢i amplitude unutardnevnih—oscilacija koncentracije kortizola pokazuju
najmanje amplitude, a nivo Koritzola dostiZze svoju najnizu vrednost u toku jednog
dvadesetcetvorocasovnog cCiklusa. Kod vecine ljudi dnevni minimum koncentracije
kortizola javlja se izmedu 22 h i 4 h ujutru [108]. Sa druge strane, u toku dnevnog
perioda, unutardnevne oscilacije koritzola poseduju vece amplitude, a nivo kortizola
dostize maksimalnu vrednosti ujutru, kod veéine ljudi oko 8 h ujutru [2].

U novijim istrazivanjima je pokazano da unutardnevne oscilacije koncentracije
kortikosterona mogu postojati i onda kada je jedro SCN, kao glavni generator dnevnog
ritma, pretrpelo znacajna oste¢enja [109]. Ti rezultati su ukazali na to da su
unutardnevne oscilacije u HPA sistemu samoodrzive, da nastaju zahvaljujuci
mehanizmima negativne i pozitivne povratne sprege na nivou hipofize i nadbubreznih
Zleda, i da za njihovo odvijanje nisu neophodni ritmicni signali iz visih nervnih centara
(hipotalamusa). Kod coveka, period unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola
nalazi se u opsegu od 20-120 min [3 ,4, 110].

Osim kortizola (odn. kortikosterona), i koncentracioni profili ACTH [103, 111] i
aldosterona [112] mereni u plazmi krvi pokazuju slozenu oscilatornu dinamiku, sa
spregnutim unutardnevnim i dnevnim oscilacijama. Takode, sekrecija CRH i AVP ima

ritmiéni karakter, sa 1 — 3 sekretorna pulsa na svakih sat vremena [111, 113, 114].

1.4 Dosadasnji modeli HPA sistema

Modeli HPA sistema se mogu podeliti na nestehiometrijske ili stehiometrijske modele
[17]. Vazan aspekt ove podele je nacin na koji je postavljen sistem diferencijalnih
jednacine koje opisuju dinamiku sistema, naro€ito nacin uvodenja nelineranih ¢lanovi
koji u modelu opisuju mehnanizme povratne sprege. Kod stehiometrijskih modela

¢lanovi koji formiraju sistem diferencijalnih jednacina logi¢no i nuzno slede iz
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predlozenog reakcionog mehanizma. Kod nestehiometrijskih modela to ne mora biti
slucaj, ve¢ se Clanovi diferencijalnih jednacina, posebno oni nelinearni koji opisuju
povrtane sprege (negativne ili pozitivne) u sistemu i obezbeduju nestabilnost sistema,
mogu uvoditi i ad hoc, u vidu pogodnih matematickih funkcija, prema potrebama
modeliranja. Odgovarajuce diferencijalne jednacine nestehiometrijskih modela cesto se
ne mogu dobiti kao posledica bilo kojeg realnog reakcionog mehanizma koji bi
obuhvatao set hemijskih reakcija koji se odigravaju u realnom sistemu [17].

Zbog ispoljavanja kompleksne evolucije u vidu dva tipa oscilacija,
unutardnevnih i dnevnih, sa jedne strane, i znacaja koji ima za odrzavanje homeostaze i
reakciju organizma na stresore, sa druge, u literaturi postoji veéi broj modela HPA
sistema. Skoro svi do sada predlozeni modeli dinamike HPA sistema 1 sekrecije
koritzola su nestehiometrijski i niskodimenzionalni odn. obuhvataju samo nekoliko
vrsta HPA sistema za koje su autori modela smatrali da su od najvece vaznosti za opis
dinamike HPA sistema i za potrebe konkretnog cilja istrazivanja. Osim toga, manji broj
do sada objavljenh modela razmatra istovremeno i dnevnu i unutardnevnu dinamiku
HPA sistema.

U tekstu koji sledi, bi¢e u kratkim crtama navedeni glavni predstavnici
postoje¢ih modela HPA sistema.

Autori Gonzalez-Heydrich i sar. (1999. g.) [32], Chakraborty i sar. (1999. g.)
[33], Dokoumetzidis i sar. (2002. g.) [35] su razmatrali dinamiku koncentracije
kortizola odn. dinamiku njegove sekrecije iz kore nadbubreznih zlezda u sistemski
krvotok pomoc¢u jednodinemzionalnih modela, u kojima koncentracija kortizola
predstavlja jedinu dinami¢ku promenljivu. Model formulisan od strane Chakraborty i
sar. [33] simulira samo dnevne oscilacije koncentracije kortizola, dok modeli predlozeni
od strane Gonzalez-Heydrich i sar. [32] i Dokoumetzidis i sar. [35] mogu da opisu
eksperimentalno dobijene vremenske serije koncentracije koritzola, u kojima su
unutardnevne oscilacije spregnute sa dnevnim oscilacijama koncentracije kortizola.

Peters i sar. (2007. g.) [39] i Conrad i sar. (2009. g.) [42] su predlozili
dvodimenzionalne modele HPA sistema, gde su koncentracija ACTH i koncentracija
koritzola dinamicke promenljive modela. U ovim modelima simulirani su dinamicki
odgovori HPA sistema na razliite akutne i hroni¢ne perturbatore (npr. akutni pulSevi

pomocu CRH, kontinuirana infuzija hidrokortizonom (vrsta sinteti¢kog
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glukokortikoida)), dok osnovna (bazalna) oscilatorna dinamike koncentracije kortizola
nije razmatrana.

Dinamika HPA sistema i izlu¢ivanje (sekrecija) kortizola opisani su od strane
autora Lenbury i Pacheenburawana (1991. g.) [30], Gonzalez-Heydrich i sar. (1994. g.)
[31], Savi¢ i Jeli¢ (2005. g.) [37, 38], Bairagi i sar. (2008. g.) [15], McAuley i sar.
(2009. g.) [41] pomocu trodimenzionalnih modela, koji kao dinamicke promenljive
sadrze koncentracije CRH, ACTH i kortizola. Walker i sar. (2010) [29] su polazec¢i od
¢etvorodimenzionalnog modela koji su predlozili Gupta i sar. [40], formulisali
trodimenzinalni model HPA sistema u kojem su koncentracije ACTH, kortizol i GR
dinamicke promenljive, dok je uvedena aproksimacija da se koncentracija CRH moze
smatrati parametrom sistema. Koncentracija CRH u ovom modelu definisana je oblikom
kosinusne funkcije koja opisuje periodicnu dinamiku sistema [29]. U modelu
formulisanom od strane Gonzalez-Heydrich i sar. [31] nije razmatrana bazalna dinamika
HPA sistema, ve¢ samo njegov dinamicki odgovor na pulsne perturbacije pomo¢u CRH
odredene koncentracije. Modeli koje su predlozili Savi¢ i Jeli¢ [37, 38] i McAuley i sar.
[41] mogu opisati samo dnevnu evoluciju koncentracije kortizola, dok su modeli ¢iji su
autori Lenbury i Pacheenburawana [26], Bairagi i sar. [15] i Walker i sar. [29] u stanju
da simuliraju spregnute unutardnevne i dnevne oscilacije koncentracije kortizola.

Gupta i sar. [40] su predlozili cetvorodimenzionalni model, koji pored
koncentracija CRH, ACTH 1 kortizola, kao Cetvrtu dinamic¢ku promenljivu sadrzi i
koncentraciju slobodnih glukokortikodinih receptora (GR) u hipofizi. Ovaj model moze
da simulira spregnute dnevne i unutardnevne oscilacije koncentracije kortizola. Sriram i
sar. (2012.9.) [43] su takode postavili Cetvorodimenzionalni model u kojem, uz
koncentraciju CRH, ACTH 1 kortizola, dodatnu dinami¢ku promenljivu predstavlja
kompleks nastao vezivanjem Kkortizola za glukokortikodine receptore. Pomocu
navedenog modela simulirana je samo dnevna dinamika koncentracije kortizola i drugih
vrsta koje uc¢estvuju u mehanizmu.

Liu i sar. (1999.) [34] i Kyrylov i sar. (2005. g.) [36] za opis dinamickih stanja
HPA sistema koriste petodimenzionalne modele, koji pored koncentracije CRH, ACTH
i slobodnog kortizola (kortizol koji nije vezan za svoje proteinske transportere u krvi,
albumin 1 kortizol vezuju¢i globulin (CBG)), sadrzi joS 1 dva dodatna oblika kortizola

¢ije su koncentracije nove dinamic¢ke promenljive u modelima: jedna oblik je kortizol
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vezan za albumin, dok je drugi oblik kortizol vezan za koritzol-vezuju¢i globulin
(CBG). Model predlozen od strane Liu i sar. [34] moZe da opisuje samo unutardnevnu
unutardnevnu oscilatornu dinamiku koritzola. U model predloZzenom od strane Kyrylov
i sar. [36] dodata je kosinusna funkciju kao spoljnji generator dnevnog ritma u modelu,
Sto ima za posledicu da ovaj model simulira i unutardnevnu i dnevnu dinamiku
kortizola.

Svega nekoliko modela HPA sistema [14, 23-25] sadrzi koncentraciju
holesterola kao dinamicku promenljivu, uprokos Cinjenici da je holesterol, kao jedini i
glavni prekursor kortizola i svih ostalih steroidnih hormona, vrsta neophodna za
regularno funkcionisanje HPA ose.

U modelu predlozenom od strane Dempsher i sar. (1984) [14] detaljno je opisan
proces adrenalne steroidogenze, veoma slozenog metabolickog procesa konverzije
holesterola do kortizola, aldosterona i drugih steroidnih hormona na nivou adrenalnih
zlezda [2, 77]. Pored holesterola, ovaj model ukljucuje ACTH, kao i druge intermedijere
ukljucene u proces biosinteze koritzola u adrenalnim zlezdama. Medutim, model ne
sadrzi CRH kao dinami¢ku promenljivu, zanemaruju¢i na taj nacin uticaj visih
neuroendokrinih signala iz hipotalamusa na produkciju kortizola. Model opisuje samo
dnevne oscilacije u HPA sistemu uvodenjem fenomenoloSke konstante (diktira dnevni
ritam uzimanjem ili jedne maksimalne ili jedne minimalne vrednosti u toku 24 h), dok
unutardnevne oscilacije vrsta nisu razmatrane.

Model predlozen od strane Hermann-Mayer i sar. [23] je u znacajnom broju
simulacija pokazao da moze ponuditi prihvatljiva objasnjenja za medudejstvo HPA
sistema i imunog sistema i njihov moguci znacaj u nastanku reumatodinog artritisa. Od
kljuénih vrsta HPA ose, ovaj nestehiometrijski model sadrzi kortizol i holesterol kao
jedne od vrsta ¢ije su koncentracije dinamicke promenljive u modelu, dok CRH i ACTH
nisu direktno ukljuceni u opis dinamike sistema. Kao i u slu¢aju prethodnog modela
[14], ovaj model moze da simulira samo dnevnu oscilatornu evoluciju, ali ne i
unutardnevne oscilacije.

Detaljni model predlozen od strane Breen i sar. (2010) [24] i njegova prosirena
verzija [25], razmatraju pitanje in vitro adrenalne steoridgeneze i sekrecije koritzola i
drugih steroidnih hormona u cilju odredivanja kineti¢kih 1 transportenih parametara

ovog metabolickog procesa. U radu je testirana i moguénost navedenog modela da
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predvidi dinamicki odgovor sistema na toksi¢ni uticaj endokrino aktivnog jedinjenja
(metirapon), sposobnog da inhibira biosintezu adrenalnih steroidnih hormona. Model
hormone u procesu konverzije holesterola do adrenalnih steroida kao dinamicke
promenljive. Shodno cilju i teziStu istrazivanja, efekti visih sistemskih neuroendokrinih
signala u regulaciji adrenalne steroidogenze nisu razmatrani, pa su u modelima CRH i
ACTH izostavljeni kao hemijske vrste. Osim toga, oba modela ne simuliraju niti dnevnu
niti unutardnevnu oscilatornu dinamiku u okviru HPA sistema.

Svi prethodno navedeni modeli dinamike HPA sistema i sekrecije kortizola
spadaju u grupu nestehiometrijskih modela.

Jedini do sada u literaturi poznat strogo stehiometrijski model aktivnosti HPA
sistema objavili su Jeli¢ i sar. (2005. g.) [16] (v. poglavlje 1.5). Posto se, kako je ranije
istaknuto, u stehiometrijskim modelima prosirivanje i modifikovanje njihovih
diferencijalnih jednacina novim ¢lanovima izvodi na jednostavan i prirodan nacin, u
skladu sa predloZzenim mehanizmom modela, ovi modeli poseduju znacajnu prednost
nad nestehiometrijskim modelima pri ispitivanju dinamike sloZenih reakcionih sistema.
To se odnosi i na modeliranje dinamickih stanja slozenih fizioloskih sistema kao $to je
HPA osa, gde se poboljsanje modela u cilju $to vernijeg opisa realnih procesa i njihovih
predvidjanja, moze ostvariti postupnom evolucijom pocetnog stehiometrijskog modela.
Iz navedenih razloga, modeliranje dinamickih stanja HPA sistema koja mogu nastati u
razli¢itim fizioloskim i patofizioloskim uslovima, u ovom radu je bazirano na

stehiometrijskom modelu HPA sistema predlozenom od strane Jeli¢ i sar. [16].

1.5 Osnovni model HPA sistema (model sa 4 vrste i 9 reakcija)

U ovoj disertaciji kao polazna osnova za modeliranje razli¢itih dinamickih stanja HPA
sistema i koncentracije kortizola posluzio je stehiometrijski model aktivnosti HPA
sistema predlozen od strane Jeli¢ i sar. (2005) [16]. U ovom tzv. osnovhom modelu HPA
sistema (naziv koji ¢e za ovaj model biti koris¢en u ovoj disertaciji) hipotalamo-
hipofizno-adrenalna osa se posmatra kao jedan nelinearni reakcioni sistem Kkoji

regularno funkcionise kada se nalazi u stanjima udaljenim od stanja termodinamicke
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ravnoteze. Model pripada grupi konceptualnih modela [115], $to znaci da je mnos$tvo
reakcionih vrsta i interakcija medu njima koje se odvijaju u realnom, zivom sistemu, u
modelu predstavljeno pomoc¢u malog broja kljuénih vrsta i reakcionih koraka potrebnih
za opis dinamike HPA sistema. Osnovni model HPA sistema sadrzi Cetiri takve kljuéne
vrste: CRH, ACTH, kortizol i aldosteron. Ujedno, CRH, ACTH, kortizol i aldosteron su
medusobno nezavisne intermedijerne vrste razmatranog modela, ¢ije koncentracije u
datom trenutku vremena, redom, [CRH], [ACTH], [CORT] i [ALDQ], predstavljaju

nezavisne dinamic¢ke promenljive. U ovom modelu interakcije u okviru HPA sistema su
predstavljene pomocu 9 reakcionih koraka, (R1), (R2),..., (R9) (tabela 1.1). lzrazi za
brzine ovih reakcionih koraka, v; (i = 1,... ,9), neposredno su izvedeni iz mehanizma
predlozenog stehiometrijskog modela prema zakonu o dejstvu masa (jed. (1.2.4)) (tabela
1.1).

U tekstu koji sledi, dati su opis i znacenje pojedinac¢nih reakcionih koraka
(R1) — (R9), ¢iji su detalji postavljanja i znacenja izlozeni u ref. [16].

Reakcijom (R1) opisuje se brzina nastajanja CRH iz paraventrikularnog
jedra hipotalamusa (preko portalnog hipotalamo-hipofiznog lokalnog krvotoka) kada se
sistem nalazi u osnovnom (bazalnom) stanju, drugim re¢ima, kada sistem nije
perturbovan, odnosno kada nije izloZzen delovanju stresa. Smatra se da ovaj proces ima
kinetiku nultog reda, sa brzinom koja ostaje konstantna za dato stanje HPA sistema.
Promenom njene vrednosti (odn. vrednosti k), uspostavlja se novo stanje HPA sistema,
Sto je iskoriS¢eno u ispitivanju uticaja hroni¢nog stresa na dinamiku HPA sistema (v.
poglavlje 2.3.2).

U reakciji (R2) opisano je uvodjenje aldosterona u sistem pod kontrolom
reninskog-angiotenzionskog sistema. Sli¢no (R1), i ovaj reakcioni korak ima kinetiku
nultog reda.

Treba ista¢i da konstante brzina Ko i Ky u sebi sadrze koncentracije prekursora
CRH i aldosterona, redom.

Reakcija (R3) opisuje lu¢enje ACTH u sistemsku cirkulaciju i njegovu ponovnu
sintezu u hipofizi, procese stimulisane dejstvom CRH.

U rekacijima (R4) i (R5) opisuju se procesi adrenalne steroidogenze i sekrecije u

opsti krvotok kortizola 1 aldosterona, respektivno, iz korteksa adrenalne zlezde,
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stimulacijom od strane hormona ACTH. Pretpostavljeno je da se ovi procesu mogu

predstaviti reakcijama prvog reda.

Tabela 1.1. Osnovni model aktivnosti HPA sistema [16]. Py i P, oznacavaju produkte

eliminacije ACTH i kortizola, respektivno. M = mol-dm=.

— X 5 CRH V1=K (R1)
ko =1,83-10° M min™

—kn_, ALDO Vo= Ky (R2)
km = 6,09 - 10 M min™

CRH —X 5 ACTH V3= K [CRH] (R3)
k; = 1,83 min?

ACTH —*2, CORT V4= k,[ACTH] (R4)
ko =3,60 - 102 min™

ACTH —* 5 ALDO V5= k3[ACTH] (R5)
ks =2,88 - 10 min™

ACTH + 2CORT —X¢, 3CORT Vg = k,[ACTH][CORTF? (R6)
ks = 1,26 - 10" min™? M

ALDO + 2CORT —Xs5 CORT v, = ks[ALDO][CORTF (R7)
ks = 7,05 - 10 min™* M

ACTH —% p, Vg= Kg[ACTH] (R8)
ke = 5,35 - 102 min™

CORT —2 P, Vo= k7[CORT] (R9)
k; = 4,10 - 10" min™

Reakcija (R6) opisuje petlju pozitivne povratne sprege kortizola u HPA sistemu,
uzimajuci u obzir uo¢ene stimulatorne efekte aktivacije hipokampalnih GR receptora od
strane Kkoritzola na njegovu sopstvenu produkciju. Aktivacijom hipokampalnih GR od
strane koritzola stimuliSe Se nastajanje CRH, koji oslobadjanjem ACTH, preko niza
medjufaza, konacno utice na nastajanje kortizola. Pozitivna sprega kortizola je u modelu

predstavljena u vidu kubne autokatalize kortizola sa ACTH.
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U reakciji (R7) opisana je petlja negativne povratne sprege kortizola u HPA
sistemu, uzimajuéi u obzir inhibitorne efekte kompetitivne aktivacije hipokampalnih
MR receptora od strane aldosterone i kortizola, kao i aktivacije hipotalamusnih i
hipofiznih GR receptora od strane kortizola na svoje sopstveno lu¢enje. Negativna
sprega kortizola predstavljena je u modelu kvadratnim autoinhibicionim korakom
kortizola sa aldosteronom.

Reakcioni koraci (R6) i (R7) predstavljaju ,,srce nestabilnosti“ modela, s
obzirom na to da definiSu dinamiku modela [16]. Oni omoguc¢uju da model moze
simulirati unutardnevnu oscilatornu evoluciju HPA sistema. Treba istaéi da su reakcije
pozitivne i negativne sprege kortizola, (R6) odn. (R7), bazirane na eksperimentalno
uocenim efektima aktivacije odgovaraju¢ih GR i MR receptora od strane kortizola (i
aldosterona) na sekreciju i sintezu Kkoritzola [101, 116-118], kojima se obezbeduje
samoregulacija unutar HPA sistema. Medutim, zbog jednostavnosti i konceptualne
prirode modela ¢iji je osnovni cilj simulacija dinamike HPA sistema, ovi receptori nisu
uvrs¢eni u model eksplicitno, kao nezavisne vrste, ve¢ implictno, u okviru konstanti
brzina reakcija (R6) i (R7) (ks odn. k7), pretpostavljaju¢i da vazi aproksimacija da se
njihov broj odn. koncentracija ne menjaju sa vremenom.

Reakcioni korak (R8) opisuje proces eliminacije odn. izlaza ACTH iz sistema i
opisan je kinetikom prvog reda.

Reakcioni korak (R9), prikazuje proces eliminacije odn. izlaza kortizola iz
sistema, i takode je opisan Kinetikom prvog reda.

Kori$¢enjem izraza za pojedinacne reakcione stupnjeve, v (I = 1,... 9) (tabela
1.1), moze se shodno jednacini (1.2.3) definisati skup kinetickih jednacina po
nezavisnim intermedijerima modela, CRH, ACTH, aldosteronom i kortizolom, kojim se

opisuje unutardnevna dinamika HPA sistema:

d[CRH]

=K - k[CRH] (15.1)
d[A;ZtTH] =k [CRH] - (K, + K5 + K¢ )[ACTH] - k,[ACTH][CORTT? (15.2)
% = Ky, +ks[ACTH]-ks[ALDOJ[CORT]? (1.5.3)
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% = k,[ACTH] + k,[ACTH][CORT]? - ks [ALDO]J[CORT]? - k,[CORT].

(1.5.4)

Numerickom integracijom sistema diferencijalnih jednacina (1.5.1) — (1.5.4)
dobijaju se njegova resenja u vidu funkcija promene koncentracije ovih intermedijera u
vremenu, odn. njihove vremenske serije.

Osnovni model HPA sistema za dati skup parametara (Tab. 1.1) moze da
simulira unutardnevnu oscilatornu evoluciju koncentracije kortizola (slika 1.5.1 a), kao i
unutardnevnu dinamiku koncentracija ostalih intermedijera modela.

Da bi model uz unutardnevnu mogao da simulira i dnevnu dinamiku unutar HPA

sistema, uvedena je periodi¢na funkcija, dnevna funkcija D’
D’ = 0,8095+0,061248-sin(2xt/1440)+0,11484- |sin(7tt /1440)| , (1.5.5)

koja deluje kao spoljnji oscilator koji modulise unutardnevnu dinamiku koncentracija
vrsta u modelu.

Ova funkcija ima period od 24 h, i simulira asimetriju u
dvadesetCetvoroasovnom ritmu prosecnog ¢oveka, gde nocna faza (faza mirovanja)
traje 8 sati, a dnevana faza (faza aktivnosti) traje preostalih 16 sati (slika 1.5.1 b). U
modelu je uzeto da ova funkcija utice na brzinu nastajanja CRH, transformisuéi je u
periodi¢nu promenljivu zavisnu od vremena, prema izrazu kp (t) = ko - D’. Vremenske
serije dobijene ovakvim sprezanjem sistema jednacina (1.5.1) — (1.5.5) pokazuju
slozenu oscilatornu evoluciju, gde su unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne
(slika 1.5.1 c), u skladu sa ponasanjem HPA sistema in vivo.

Dnevne oscilacije koncentracije CRH i dnevni ritam drugih vrsta u HPA sistemu
modelirani su od strane drugih autora na sli¢an nacin, sprezanjem spoljnje periodi¢ne
funkcije sa bazi¢nim modelom, s tom razlikom $to razli¢iti autori Koriste razli¢ite oblike

dnevnih funkcija [14, 30].
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Slika 1.5.1. Numericke simulacije vremenskih serija koncentracije kortizola pri
osnovnim (bazalnim) uslovima. (a) Koncentracija kortizola ispoljava unutardnevnu
oscilatornu dinamiku kada nema sprezanja modela sa dnevnom funkcijom D’. Pocetne
vrednosti koncentracija CRH, ACTH, aldosterona i kortizola su, redom: [CRH], = 1,0 -
10® M, [ACTH]o = 1,0 - 10® M, [ALDO]o = 9,76 - 10° M i [CORT], =2,76 - 10 M.
(b) Vremenska evolucija dnevne funkcije D’. (c) U slucaju sprezanja sa D’, javljaju se
slozene oscilacije koncentracije kortizola, gde su unutardnevne oscilacije superponirane
na dnevne oscilacije. Pocetne vrednosti koncentracija su: [CRH]o = 8,09 - 10° M,
[ACTH], = 9,15 - 10® M, [ALDO], = 2,03 - 10® M, [CORT], = 2,38 - 10 M. [17]

Pored mogucénosti da simulira ponasanje HPA sistema pod bazalnim uslovima,
osnovni model HPA sistema moze da opiSe dinamicki odgovor HPA sistema i u

razli¢itim uslovima stresa [17, 18]. Treba ista¢i da u preciznoj terminologiji stanje stresa
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izazviju agensi oznaeni kao stresori. Slicno tome, perturbacije sistema nastaju usled
delovanja perturbatora. Rezultati numeric¢kih simulacija su pokazali da reakcija (odziv)
HPA sistema u uslovima stresa zavisi kako od intenziteta perturbacije tako i od trenutka
njegovog delovanja odn. od faze unutardnevnih i dnevnih oscilacija. Ovde se pod datom
fazom podrazumeva stanje unutar jednog oscilatornog perioda odnosno jedne oscilacije
bilo da se radi o unutardnevnoj ili dnevnoj oscilaciji. Posebno su ispitivana dinamicka
stanja sistema u kada su vrSene perturbacije u minimumu oscilacije, njenom maksimum,
uzlaznom delu oscilacije i prevojnim tatkama na uzlazna prevojna tacka (tacka na
uzlaznom delu oscilacije izmedu minima i maksimuma) i silazni deo oscilacije i silazna
prevojna tacka (tacka na silaznom delu oscilacije izmedu maksimuma i minima) (za
dalje objasnjenje v. jed. (3.1.6)).

Prvo, model je pokazao da pri uslovima akutnog stresa, simuliranog u vidu
akutnih perturbacija sistema pomoc¢u [CRH], postoji znacajna razlika u odgovoru
sistema na akutni stres, izrazenog kao promene u amplitudama oscilacija koncentracije
kortizola, u zavisnosti od toga u kojoj fazi se nalazila unutardnevna oscilacija
koncentracije kortizola kada je perturbacija delovala (slika 1.5.2). Naime, perturbacija
istog intenziteta izaziva povecanje relativne amplitde, Aq (v. jed. (3.1.5)),
unutardnevnih oscilacija [CORT] ukoliko deluje u minimumu (tacka A, slikal.5.2),
maksimumu (tacka C, slika 1.5.2) ili izmedu maksimuma i prethodnog (levog)
minimuma, u oblasti tzv. uzlazne prevojne tacke (tacka B, slika 1.5.2) unutardnevne
oscilacije [CORT] [17, 18]. Ako perturbacija istog intenziteta tj. iste koncentracije CRH
([CRH]) deluje u oblasti tzv. silazne prevojne tacke, izmedu maksimuma i narednog
(desnog) minimuma unutardnevne oscilacije [CORT] (tacka D, slikal.5.2), dolazi do

smanjenje amplituda untardnevne oscilacija [CORT] [18].
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Slika 1.5.2. Simulirani dnevni ritam sekrecije kortizola pri bazalnim uslovima.
Unutardnevne oscilacije odabrane za vrSenje perturbacija prikazane su na uvecanim
delovima. Slovima A, B, C i D oznacene su Cetiti razlicite faze odabranih pulseva, u
kojima se vr$e perturbacije. [17]

Prethodno opisani efekti dobijeni perturbacijom iste koncentracije CRH,
dobijeni su kada je ta perturbacija delovala u toku dana. Medutim, ponavljanjem
potpuno analognih numerickih simulacija perturbovanjem sistema u toku no¢i, zapazeni
su drugaciji dinamicki odgovori sistema [17, 18]. Ti rezultati pokazuju da dinamicki
odgovor osnovnog modela HPA sistema zavisi od doba dana (obdanica/no¢) kada je
delovala perturbacija jednog istog intenziteta (iste koncentracije CRH). Drugim re¢ima,
perturbacija istog intenziteta moze izazvati razli¢ite odgovore HPA sistema ukoliko
deluje u razli¢itim fazama, dnevne oscilacije koncentracije kortizola: (1) kada
perturbacija pomo¢u [CRH] deluje kada se dnevna oscilacija koncentracije kortizola
nalazi u silaznoj fazi, Sto se kod ljudi deSava tokom obdanice (desna strelica na slici
1.5.2) ili (2) kada perturbacija pomoc¢u [CRH] kada se dnevna oscilacija koncentracije
kortizola nalazi u uzlaznoj fazi, §to se kod ljudi odigrava u toku no¢i (leva strelica na
perturbacije pomo¢u [CRH] ukoliko one deluju tokom noéi tj. u uzlaznoj fazi dnevnog
ritma [17, 18].

Osim toga, osnovni model HPA sistema upotrebljen je za simuliranje

dinamickih stanja HPA sistema u uslovim hroni¢nog stresa (slika 1.5.3). U numeri¢kim
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simulacijama, ovo stanje je dobijeno u uzastopnim perturbacijama sistema pomocu iste
koncentracije CRH u duzem vremenskom periodu, pri ¢emu je svaka naredna
perturbacija primenjena pre nego $to je sistem uspeo da se relaksira do bazalnog stanja.
Kao posledica ovakvih hroni¢nih perturbacija sistem je u$ao u vrstu haoti¢nog stanje
(slika 1.5.3). Takvo stanje nesinhronizovane i neregularne dinamike HPA sistema
formirane u uslovima hroni¢ne izlozenosti delovanju stresora moze biti jedan od
potencijalnih, dinamic¢kih mehanizama nastanka poremecaja Koji se povezuju sa

stanjima hroni¢nog stresa (unipolarna depresija, metabolic¢ki sindrom itd.).
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Slika 1.5.3. Numericka simulacija hroni¢nog dejstva stresora, pri ¢emu je HPA sistem
perturbovan na svaka 2 sata pomoéu CRH koncentracije [CRH] = 5-10 mol dm™. [18]

Imajuéi u vidu navedene kvalitete osnovnog modela HPA sistema da predvidi
ponasanje realnih sistema, ovaj model je iskoris¢en u istrazivanjima prikazanim u
disertaciji za dodatnu karakterizaciju dinamickih stanja HPA sistema i koncentracije
kortizola, koja se javljaju u uslovima razli¢itih akutnih perturbacija pomocu spoljnjih
glukokortikoida (pogalvlje 3.1.3.1) i uslovima hroni¢nog stresa (poglavlje 3.1.3.2).
Spoljnji (egzogeni) glukokortikoidi, kao sinteti¢ki derivati kortizola, spadaju u
rasprostranjenu grupu lekova koji se rutinski koriste u medicinskoj praksi [46]. Stoga
utvrdivanje efekata spoljnjih glukokortikoida na dinamiku HPA sistema, ne poseduje
samo teorijski ve¢ 1 prakticni znacCaja, nude¢i potencijalni doprinos u unapredenju

efikasnosti i smanjivanju nezeljenih efekata tokom glukokortikoidne terapije.
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2. METODE

2.1. Numeric¢ke metode

Sve numeri¢ke simulacije razmatranin modela HPA sistema su izvedene u
programskom paketu MATLAB, nalazenjem reSenja sistema obi¢nih diferencijalnih
jednacina koje opisuju dinamiku tih modela. Ta reSenja predstavljaju vremenske serije
koncentracija nezavisnih intermedijera ispitivanog modela. U te svrhe koris¢en je
odel5s solver, zasnovan na Gear-ovom algoritamu za integraciju krutih diferencijalnih
jednac¢ina [119]. U svim simulacijama dobijenim na bazi ispitivanih modela HPA
sistema apsolutna i relativna tolerancija greske su iznosile 3-10™%i 1-10%, redom.
Pocetni uslovi su bile pocetne koncentracije svakog intermedijera u datom
modelu. U svim prikazanim rezultatima numeri¢kih simulacija, odgovarajuce pocetne

koncentracije intermedijera za dati model su iznosile: (1) [CRH], = 0,9-10® mol dm™®,
[ACTH], = 8,5:10° mol dm™, [ALDO], = 1,6:10 ® mol dm® i [CORT], = 2,8:10°®
mol dm™, u slugaju simulacija dobijenih na bazi osnovnog modela HPA sistema (model
sa 4 vrste i 9 reakcija) [27]; (2) [CRH], = 1,00-10® mol dm™, [ACTH], = 9,66:10°
mol dm?®, [ALDO], = 9,66:10° mol dm® i [CORT], = 2,76:10® mol dm?3, za
simulacije dobijene na bazi prosirenog osnovnog modela HPA sistema (model sa 4 vrsta
i 11 reakcija) [48]; (3) [CHOL], = 3-10° mol dm?® [CRH], = 1:10™ mol dm?,
[ACTH], = 810® mol dm®, [CORT], = 4-10® mol dm® i [ALDO], = 6107
mol dm™, za simulacije dobijene pomo¢u modela HPA sistema sa holesterolom (model
sa 5 vrsta i 13 reakcija, poglavlje 3.3). Oznake [CHOL],, [CRH],, [ACTH],, [CORT],
i [ALDO], predstavljaju pocetne koncentracija holesterola, CRH, ACTH, kortizola i

aldosterona, redom.
Za bazalne fizioloske uslove, parametri funkcije D (v. jed. (3.1.1)) su iznosili u

svim simulacijama u radu d; = 0,88524 i d, = 0,957.
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2.2 Analiza stehiometrijskih mreza (SNA)

Kao $to je ranije istaknuto, analiza stehiometrijskih mreza (eng. stoichiometric network
analysis, SNA) predstavlja opstu matemati¢ku metodu koja omogucava efikasnu analizu
lokalne stabilnosti neravnoteznih stacionarnih stanja n-dimenzionalnih reakcionih
sistema odn. mrezZa reakcija tacno definisane stehiometrije [49, 51, 52, 72, 73]. U ovom
poglavlju prvo su izloZeni glavni principi na kojima se zasniva metoda SNA, a nakon
toga je na primeru osnovnog modela HPA [18] sistema opisan opSti postupak

odredivanja stabilnosti na bazi ove metode.

2.2.1 Osnovni principi metode SNA

U metodi SNA, odredivanje stabilnosti nekog ustaljenog stanja se utvrduje uvodenjem
novih parametara sistema, koji omogucuju jednostavnije odredivanje svojstvenih
vrednosti karakteristicnog polinoma jakobijana sistema (jed. 1.2.8). Preduslov za
izvodenje analiza stabilnosti pomocu metode SNA jeste da ispitivani model bude
stehiometrijski odn. da medu komponentama ispitivanog dinamickog sistema moraju
biti definisane stalne stehiometrijske veze koje se ne menjaju u vremenu i prostoru. U
SNA se za definisanje uslova nestabilnosti ispitivanog stehiometrijskog modela ne
koriste uobicajene kineticke veli¢ine, konstante brzina reakcija i koncentracije
intermedijera u ustaljenom stanju, ve¢ se upotrebljavaju novouvedeni parametri:
recipro¢ne koncentracije, h; (i = 1,...,n, gde je n broj nezavisnih intermedijera u sistemu)
I tzv. brzine ekstremnih struja ili krace brzine struja j; [49, 51]. Brzine struja se dobijaju
na bazi analize nezavisnih reakcionih puteva prisutnih u ispitivanom reakcionom
sistemu. Naime, u terminologiji SNA, reakcioni put koji se ostvaruje kada je sistem u
ustaljnom stanju oznacen je kao ekstremna struja. Osnovni zadatak u SNA je upravo
odredivanje svih ekstremnih struja koje mogu postojati u ispitivanom slozenom procesu
koji se odvija kada je sistem u ustaljenom stanju. Na taj na¢in se pomo¢u SNA metode
za svaku reakcionu mrezu sa definisanom stehiometrijom moze odrediti jedinstven skup

od s medusobno nezavisnih veli¢ina, brzina struja, j (I = 1, 2,..., s), ¢ijom se
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odgovaraju¢om linearnom kombinacijom moze za svaku od ukupno m reakcija u
sistemu izraziti njena brzina u ustaljenom stanju, v, (2 = 1, 2,..., m).

U opstem slucaju vrednosti brzina struje j; mogu ostati neodredene. Tada je
nemoguce izracunati vrednost izraza koji definiSe uslov nestabilnosti sistema, i analiza
stabilnosti ne moze biti izvedena do kraja. U tom pogledu, nedavno je ostvaren znacajan
napredak u primeni SNA, kada je pokazano da se uslov nestabilnost sistema izrazen
preko brzina struja moze u potpunosti transformisati u izraz koji je funkcija iskljucivo
brzina reakcionih koraka modela u neravnoteznom stacionarnom (ustaljenom) stanju
[53, 54]. Brzine u ustaljenom stanju mogu biti odredene poznavanjem vrednosti
konstanti brzina reakcionih koraka i vrednosti koncentracija vrsta u ustaljenom stanju,
bilo koris¢enjem njihovih eksperimentalnih vrednosti bilo na bazi teorijskih vrednosti
definisanih za potrebe numeric¢kih simulacija. Ovo unapredenje omogucuje da se i u
opStem slucaju SNA metoda moze iskoristiti za optimizaciju parametara ispitivanog
stehiometrijskog modela i1 usaglaSavanje njegovih simulacija sa eksperimentalnim
rezultatima.

U tekstu koji sledi bi¢e izlozena opsta procedura analize stabilnosti u SNA. Radi
jasnijeg sagledavanja, SNA postupak ¢e uporedo biti prikazan i na konkretnom primeru,
na osnovnom modelu HPA sistema (model sa 4 vrste i 9 reakcija) [18].

2.2.2 Postupak metode SNA

U cilju odredivanja ekstremnih struja, u SNA se vremenska evolucija nezavisnih
intermedijera umesto sistemom diferencijalnih jednacina (1.2.3), izrazava u matricnom
obliku:

X_g v, 2.2.1)

gde je X vektor koncentracija svih N vrsta (svih reaktanata, produkata i intermedijera)

Xi (i=1, 2, ..., N), dok je V vektor m reakcija R, (z = 1, 2, ..., m) u datom
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stehiometrijskom modelu. Stehiometrijska matrica St predstavlja operator ¢iji su
elementi, u literaturi Cesto oznacavani kao stehiometrijski koeficijenti, definisani

izrazom:

S, =sP —st (2.2.2)

L D
U jednacini (2.2.2) S; , i S; predstavljaju stehiometrijske koeficijente vrste X; sa leve

(L) i desne (D) strane reakcionog koraka (R;), respektivno. Kako je ranije naznaceno
(poglavlje 1.2), pri ispitivanju stabilnosti neravnoteznih stacionarnih stanja u obzir se
uzimaju samo nezavisne intermedijerne vrste X;, i = 1,..,n, gde n predstavlja broj tih
nezavisnih intermedijera u datom reakcionom sistemu. Tada u jednacini (2.2.1), umesto
stehiometrijske matrice S koja obuhvata stehiometrijske koeficijente svih vrsta (sve
reaktante, sve produkte i sve intermedijere), figurise matrica S, ¢iji su elementi samo oni

stehiometrijski koeficijenti S;, (jed. (2.2.2)) koji se odnose na n nezavisnih

i,z
intermedijernih vrsta, odn. i = 1,..., n, dok je, kao i ranije, z = 1,..., m, gde je m ukupan
broj reakcija u sistemu.

U slucaju osnovnog modela HPA sa sistema (model sa 4 vrste i 9 reakcija) [16],

matrica S, direktno izvedena iz mehanizma datog u tabeli 1.1, ima oblik [18]:

R1R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9

10-1 0 0 0 0O 0 O]CRH

0 1 -1 -1 -1 0 -1 O|ACTH. (2.2.3)
1 0 0 1 0 -1 0 OJALDO

0 0 1 0 1 -1 0 -1|CORT

0
S=
0
0

U ustaljenom stanju, brzine promena koncentracija svih intermedijera jednake su

nuli, pa jednacina 2.2.1 postaje:

d§<:

—~=sv=0, 224
pm (2.2.4)
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gde je X vektor koncentracija n nezavisnih intermedijera X; (i = 1, 2, ..., n), S

stehiometrijska matrica n nezavisnih intermedijera koji u¢estvuju u m reakcija dimenzije

nxm, a 0 predstavlja nula-vektor dimenzije n odn. vektor ¢ijih svih n elemenata ima
vrednost nula.
U osnovnom modelu HPA sistema rang matrice S (jed. (2.2.3)) iznosi 4, pa je
broj nezavisnih intermedijera n = 4. Stoga, imajuci u vidu da ovaj model ima ukupno 4
intermedijera (CRH, ACTH, aldosteron i kortizol), svi oni su medusobno nezavisni.
Zamenjuju¢i jednaCinu (2.2.3) u jednaCinu (2.2.4), dobija se matri¢ni zapis

vremenske evolucije osnovnog modela HPA sistema u ustaljenom stanju:

" d[CRH] ] !

dt V2
d[ACTH] 1 0 -1 O 0 0O O 0 0 V3 0

o0 1 -1 -1 -1 0 -1 0|V 0

a | s Z|7 (225)
dALDO]| |01 0 0 1 0 -1 o0 ollw| |o

dt 00 0 1 0 1 -1 0 -1llv| |o
d[CORT] v,
L dt

_V9_ss

Prema teoriji SNA, svaki proces koji se odvija u ustaljenom stanju moze biti
predstavljen kao linearna kombinacija nekoliko elementarnih reakcionih puteva sa
nenegativnim koeficijentima [49, 51]. Ovi elementarni putevi se u terminologiji SNA
nazivaju ekstremne struje, E;. Doprinos neke ekstremne struje E; brzinima reakcionih

koraka u ustaljenom stanju, v s, U teoriji SNA oznacen je kao brzina ekstremne struje ili

kraée brzina struje, j. Brzine struja &ine elemente vektora brzine struja, j, dok

ekstremne struje obrazuju kolone Ei matrice ekstremnih struja E. Broj ekstremnih
struja jednak je broju brzina struja, i predstavlja svojstvo svakog pojedina¢nog modela.
Ako se taj broj oznaci sa S, onda supskript | u oznakama za ekstremne struje E; odn.
brzine struja j; uzima vrednosti | =1,...,s.

Matrica E se dobija nalazenjem reSenja sistema jednacina stacionarnosti po svim
nezavisnim intermedijernim vrstama u sistemu (jed. (2.2.4)). Sa aspekta linearne

algebre, to znaci da u vektorskom prostoru brzina reakcija datog modela trazimo
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potprostor ¢iji elementi zadovoljavaju jednacinu (2.2.5) tj. potprostor brzina u
ustaljenom stanju. Matrica E osnovnog modela HPA sistema se dobija resavanjem

sistema jednacina (2.2.5):

RS:

_ O O O O - - o - [t
=
L=
e
=

© Ok O O P T

R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7
R8
R9

(2.2.6)

O b O O O O +—, O -
O O P kP O O = -
. O O kB O O F—kr O -
O O kP O FF P N O DN
O O P P P O NN O DN

U osnovnom modelu HPA sistema ima | = 7 ekstremnih struja. Na primer,
ekstremna struja E1 predstavlja reakcioni put sistema u ustaljenom stanju sastavljen od
reakcionih koraka R1+R2 +R3+R4+R7, dok se E6 ¢ine reakcioni koraci 2R1 + 2R3 +
R4 + R5 + R7. Poznavaju¢i matricu ekstremnih struja E, brzine reakcionih koraka
modela u ustaljenom stanju, vis, mogu da se razloze na brzine struja j; prema tzv.

osnovnoj jednacini analize stehiometrijskih mreza [49, 51, 73]:

<
Il
m

—

(2.2.7)

gde V predstavlja vektor ¢iji su elementi brzine reakcija u usaljenom stanju, Vjss, doK je,

kako je napomenuto, j vektor ¢iji su ¢lanovi brzine struja ji. Imajuéi u vidu da se
brzina svakog reakcionog koraka u modelu, vjs, zavisi od odgovarajuce konstante
brzine i koncentracija u ustaljenom stanju (u skladu sa zakonom o dejstvu masa),
osnovna jednacina SNA (2.2.7) omogucuje da se u ustaljenom stanju uspostavi
korelacija izmedu klasi¢nih parametara hemijske kinetike sa SNA parametrima. Za ovaj
model, zamenom jed. (2.2.6) u osnovnu jednac¢inu SNA (2.2.7), dobijaju se sledece

relacije izmedu vig (1= 1,...,.9) 1 i (1 = 1,...,7):
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Viss =Ko =i+ o+t ls+ia+tis+2J6+2];

Voss =Km =J1+ s

Vass =Ki[CRH]s = i+ Jo + Js+ Ja+ Js + 2j6 + 27
Vass =K [ACTH]s = Ju+ Js + Jg

Vs,ss =K3[ACTH]s = Jg + iy

Vo 55 =Ky [ACTHI[CORTIS, = j, + Js + J

V7,55 =Ks[ALDOJS[CORTIE = Jy + Ju + Jo + J7

Vg ss =Kg[ACTH] = |,

V9,ss:k7[CORT]ss = j3 + j5,

gde [CRH].., [ACTH]

ss ! ss !

aldosterona i kortizola u ustaljenom stanju, redom.

(2.2.8)
(2.2.9)
(2.2.10)
(2.2.11)

(2.2.12)
(2.2.13)

(2.2.14)
(2.2.15)

(2.2.16)

[ALDO], i [CORT], oznacavaju koncentracije CRH, ACTH,

Linearnom kombinacijom jednadina (2.2.8) — (2.2.16) mogu se dobiti

medusobno nezavisne linearne relacije medu brzinama pojedinih reakcionih koraka u

ustaljenom stanju:

Viss = V3ss
V7ss =Voss T Vs5ss

Viss =Vass T V555 + Vg 55 T Vg ss

V355 = V565 7 V755t Vgss T Voss -

(2.2.17)
(2.2.18)
(2.2.19)

(2.2.20)

Slede¢a faza u SNA predstavlja ispitivanje karaktera stabilnosti kretanja

celokupnog sistema oko datog neravnoteznog stacionarnog (ustaljenog) stanja nakon

infinitezimalnih perturbacija koncentracija n nezavisnih intermedijernih vrsta sistema

A% (1 =1, 2, .., n) (jed. (1.2.5)).U poglavlju 1.2 je naznaceno da se u te svrhe

upotrebljava linearizovani operator dinamike jakobijan J (jed. (1.2.7)) u okolini datog
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ustaljenog stanja, pa u matricnom zapisu jednacina (1.2.5) za vremenske evolucije

perturbacija Ax; postaje:

IAX_ 34X, (2.2.21)

gde je X vektor perturbacija Ax; (i = 1,...,n). U SNA matri¢ni operator J je odreden

izrazom :
J = -V(j)diagh, (2.2.22)

gde je h vektor recipro¢nih koncentracija h; (i = 1,...,n) svih nezavisnih intermedijernih
vrste X;, diagh njegova dijagonalna matrica, a V/(j) matrica brzina struja, definisana

izrazom:

V(j)=-Sdiag(E])K". (2.2.23)

Operator diaga definise transformaciju nekog n-dimenzionalnog vektora a u kvadratnu
matricu dimenzije n X n ¢iji elementi na glavnoj dijagonali a;; odgovaraju elementima

vektora a; (i = 1,..,n), redom, dok su ostali elementi matrice jednaki nuli. U

razmatranom osnovnom modelu HPA, diagh ima oblik:

o O
)

diagh = , (2.2.24)

o o o =
o o

o7 © o
> © o o

gde su hy, hy, hs, hs reciprocne vrednosti [CRH],, [ACTH],, [ALDO],i [CORT]

ss ! ss ! ss !

redom.
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Veli¢ina K u jednacini (2.2.23) predstavlja matricu redova reakcija, ¢iji su
elementi stehiometrijski koeficijenti sa levih strana reakcionih koraka vrste X; (i =

1,...,N, gde je N ukupan broj svih vrsta prisutnih u sistemu) u reakcionom koraku R; (z =

. .. . L
1,2, ..., m, pri ¢emu je m ukupan broj reakcionih koraka u sistemu), S; -

R1 R2 Rm
L oL
Si1 S12 Stm [ X,
L oL L
K —|S21 S22 " Sam X2 (2.2.25)
L oL L
Sni Snp2 Sn,m X

U jedna¢ini (2.2.23) KT je transponovana matrica matrice K (jed. (2.2.25)). U slugaju
osnovnog modela HPA sistema matrica K ima oblik:

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9

00100000 0]crH

(_|000 1110 1 0ACTH. (2.2.26)
00000O0OT11 0 0|ALDO
000002 2 0 1|CORT

Zamenjujucéi jednacine (2.2.3), (2.2.6) i (2.2.26) u izraz (2.2.23), za osnovni model HPA

sistema odredena je matrica brzina struja V(]):

V(j)=
htltististis+2js+2]; —ls Ja 0
—h—Jo—ds—Ja—s—2J6—2); htltlstiatis+2is+2]; 0 2j,+2j5+2];
0 —Je— Iz htiatieths 2h+2j,+2j6+2];
0 il Pl Rl Sl PR htis+i7 2ji+ 13— Js+2]s
(2.2.27)

Dimenzija matrice V(j)iznosi 4 x 4 imajuéi u vidu da ispitivani model sadrzi etiri

nezavisne intermedijerne vrste (CRH, ACTH, aldosteron i kortizol).
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Konacno, znajuéi izraze (2.2.24) 1 (2.2.27), na osnovu relacije (2.2.22) moze se
odrediti linearizovani operator dinamike sistema u ustaljenom stanju, tj. jakobijan
sistema J.

Kako je ve¢ napomenuto u poglavlju 1.2, stabilnost nekog neravnoteznog
stacionarnog stanja zavisi u opStem slucaju od znaka (pozitivan ili negativan) i karaktera
(realan ili imaginaran) svojstvenih vrednosti odn. reSenja A Karakteristicnog polinoma
linearizovanog operatora dinamike J u okolini tog stanja (jed. (1.2.8)). U SNA,
svojstvene vrednosti A se izracunavaju nalazenjem korena karakteristicnog polinoma
[49, 51] oblika:

Det[1 | — J]=agA" +a A" + A" P+t d +ay, (2.2.28)

gde «; (i = 1, 2,..., n) predstavlja koeficijent karakteristicnog polinoma uz

odgovarajuéu svojstvenu vrednosti A", n je broj nezavisnih intermedijera u modelu,
dok je I jedinicna matrica. Prema konvenciji, karakteristicni polinom se zapisuje u

obliku tako da je ay = 1. U razmatranom modelu, n =4, pa karakteristi¢ni polinom

glasi:
Det[A 1-J]=al* + A3y + APap + A +ay. (2.2.29)

U SNA, koeficijent karakteristine jednacine «; (i = 1,...,n) jednak je sumi svih
dijagonalnih minora dimenzije ixi matrice V(j) pomnozenih odgovarajué¢im
kombinacijom od i recipro¢nih koncentracija h; [49, 51]. Na primer, dijagonalni minori
dimenzije 3x3 se mogu formirati kombinacija bilo koja tri reda i tri odgovarajuce
kolone: redova 1, 2, 3 i kolona 1, 2, 3 (minor Miy3); redova 1, 2 ,4 i kolona 1, 2, 4
(minor M124); redova 1, 3, 4 i kolona 1, 3, 4 (minor Mi3,); i redova 2, 3, 4 i kolona 2, 3,
4 (minor Mazs). Svaki od navedenih minora se mnozi odgovaraju¢im proizvodom
recipro¢nih koncentracija: hhy,hy, hhoh,, hhh, i hhsh,, dajuéi ¢lanove, redom:

Moz hihohg, Moy, by, Mg, hish, 1 My5, hohsh, . Na kraju, suma svih dijagonalnih
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minora tre¢eg reda pomnozenih odgovaraju¢im proizvodom recCipro¢nih koncentracija

predstavlja koeficijent karakteristi¢cnog polinoma as:

oz = Mypz hyhy +Mypy hyhy +Mygy hyhahy +Masy hyhshy .(2.2.30)

Kako su u SNA koeficijenti karakterisiticnog polinoma ¢; predstavljeni sumama
dijagonalnih minora matrice V(J), oni su isklju¢ivo funkcije brzina struja ji. Ranije je
istaknuto da se dijagonalni minori, a time i koeficijenti «;, mogu u potpunosti
transformisati iz oblika u kojima su funkcije brzina struja ji u formu koja je funkcija
isklju¢ivo brzina u neravnoteznom stacionarnom (ustaljenom) stanju, vis [53, 54].
Posto se vrednosti brzina reakcija u ustaljenom stanju mogu odrediti (eksperimentalno
ili mogu biti izracunate teorijskim putem), druga forma izrazavanja «; je znatno
pogodnija za upotrebu u opStem slucaju.

Treba ista¢i da zbog toga Sto osnovna jednacina SNA (2.2.7) u opStem slucaju
moze imati viSe od jednog reSenja (Sto se ogleda u postojanja linearnih veza medu
brzinama u ustaljenom stanju, za ovaj model datih jed. (3.23) — (3.26)), supstitucija
brzina struja j; sa brzinama u ustaljenom stanju Vi ¢ nije jednozna¢na. Koriste¢i linearne
veze medu brzinama u ustaljenom stanju uslovi nestabilnosti izrazeni preko viss Se
mogu definisati i na drugaciji nacin, shodno potrebama istrazivanja. Ukoliko se uslovi
nestabilnosti izrazavaju pomocu brzina struja j;, onda su oni jednozna¢no odredeni.
Medutim, ukoliko je neophodno odrediti tacan izraz za nestabilnost ispitivanog modela,
tada se analiza nastavlja, odredivanjem Hurwitz-ove determinante, €iji su elementi
upravo koeficijenti a; [51].

Hurwitz-ova determinanta reda i, A,, predstavlja determinantu kvadratne

matrice koja se sastoji od i redova i kolona beskona¢nog niza:
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0 o4 03 o5 oy L (2231)

U SNA, ,i=1, 2, ..n, gde je n broj nezavisnih dinamickih promenljivih, odn. broj
nezavisnih intermedijernih vrsta datog sistema. Hurwitz-ova determinanta se koristi u

Routh-Hurwitz-ovoj teoremi kako bi se odredio broj onih svojstvenih vrednosti 4; ¢iji

su realni delovi pozitivni. Prema ovoj teoremi, suma broja promena znakova izmedu
uzastopnih ¢lanova u nizovima 1, A, A, Ag,...1 1L, Ay, Ay, Ag, ... jednaka je broju
svojstvenih vrednosti sa realnim pozitivnim delom. Posledica ove teoreme je da
nejednakost A;> 0, za sve i= 1, 2, ..., n, predstavalja potreban i dovoljan uslov da se
sistem nalazi u stabilnom stacionarnom stanju [51]. Ukoliko se dodatno Zzeli pronaéi i
uslov za oscilatornost nekog stehiometrijskog modela, to se moze odrediti nalaZzenjem
uslova pri kojem dolazi do Andronov-Hopf-ove bifurkacije, tipa bifurkacije u kojoj
sistem iz stabilnog neravnoteznog stacionarnog (ustaljenog) stanja prelazi u oscilatorno
dinamicko stanje, i obratno [49, 56].

Clarke i Jiang [120] su pokazali da je uslov za pojavu Andronov-Hopf-ove
bifurkacije zadovoljen kada (n — 1)-ta Hurwitz-ova determinanta menja znak:

A, =0. (2.2.32)
Ukoliko je
A,;1<0,(2.2.33)

sistem se nalazi u oblasti nestabilnosti u kojoj se ocekuje pojava oscilacija. Dakle,
umesto da se u analizi koriste sve Hurwitz-ove determinante, postupak je znatno

pojednostavljen jer je potrebno na¢i samo (n — 1)-vu Hurwitz-ovu determinantu.

51



Kako valjan model HPA sistema mora biti u stanju da ispoljava oscilatornu
dinamicku evoluciju, nije dovoljno samo pokazati da model ima oblast nestabilnosti u
delu svog faznog prostora, ve¢ je potrebno utvrditi i to da li unutar nje postoji i
podoblast oscilatornosti. Stoga se kada se trazi egzaktan uslov oscilatornosti u slucaju
osnovnog modela HPA Kkoristi navedeni uslov (2.2.33). U ovom modelu postoje Cetiri
nezavisna intermedijera, n = 4, pa je za nalazZenje uslova oscilatornosti dovoljno utvrditi

kada je Hurwitzovu determinanta dimenzije 3x3 negativna:

o a3 as| g a3 O

0 o4 o3 |0 o a3

gde je prema konvenciji izrazavanja karakteristi¢cnog polinoma (jed. (2.2.28)) a, = 1.

Uslov odreden jed. (2.2.34) zavisi od brzina reakcionih koraka u ustaljenom
stanju, Viss, Koje su, pak, funkcije konstanti brzina i koncentracija vrsta kada se sistem
nalazi u ustaljenom dinamickom stanju (jed. (2.2.8) — (2.2.16)). Koncentracije u
ustaljenom stanju intermedijera se mogu odrediti koris¢enjem uslova stacionarnosti

sistema (2.2.4). U razmatranom modelu, ustaljena koncentracija CRH, [CRH]

ss !

neposredno se dobija iz izraza (1.5.1) nakon njegovog izjednacavanja sa nulom:

kO

CRH], = -2
[CRH], K.

, (2.2.35)

ustaljena koncentracija ACTH, [ACTH]ss, izjedna¢avanjem izraza (1.5.2) sa nulom:

kO
(k, +k; +kg) +K,[CORTL, '

[ACTH],, = (2.2.36)

dok se izjednacavanjem izraza (1.5.3) sa nulom dobija ustaljena koncentracija
aldosterona, [ALDO]ss:
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[ALDO], = Ko PKIACTHL, = 55 39y
K, [CORTE.

Zamenom jednacina (2.2.36) i (2.2.37) u izraz (1.5.4) izjednacen sa nulom (tj. u izraz za
stacionarnost koncentracije kortizola) dobija se implicitna jednadina za koncentraciju

kortizola u ustaljenom stanju, [CORT]ss, kao polinom ¢etvrtog stepena:

-k4k7[CORT]§s + (kO - km ) k4[CORT]525 - k7 (kZ + k3 + kG )[CORT]SS

+ Ko (Ky Ky )k (Ky +ky +kg)]=0 (2.2.38)

Jednacine (2.2.35 — 2.2.38) pokazuju da koncentracije hormona HPA sistema u
ustaljenom stanju zavise isklju¢ivo od odgovarajucih konstanti brzina ki (i=0, m, 1 ,...,
7). Stoga je i nejednakost (2.2.34) funkcija samo konstanti brzina, i moze biti odreden
uvek kada je poznat set ovih parametara.

Egzaktni uslovi za oscilatornost dobijeni koris¢enjem Hurwitz-ove determinante
(2.2.33) su najcesce veoma slozeni i neprakti¢ni za dalju interpretaciju, imajuéi u vidu
kompleksnost izraza za koeficijente o; karakteristi¢ne jednacine (npr. izraz (2.2.30)). To
je slucaj 1 za uslov oscilatornosti ispitivanog osnovnog modela HPA sistema (2.2.34).
Medutim, analiza stehiometrijskih mreza se mozZe zavrsiti i pre izracunavanja Hurwitz-
ovih determinanti, na osnovu izraza za koeficijente ;, kada se primenjuje tzv. alfa
aproksimacija, ili ¢ak i ranije, nalazenjem dijagonalnih minora Koji imaju negativne
¢lanove. Pokazano je da su primenom ovakvih aproksimacija u velikom broju razli¢itih
modela [53, 54, 121, 122] dobijeni izrazi za nestabilnost dovoljno visoke ta¢nosti za
potrebe modeliranja tih sistema.

Pri analizi stabilnosti osnovnog modela HPA, SNA se moze izvesti sa gotovo

identiénom ta¢noS$¢u ako se umesto izraza (2.2.34), uslov nestabilnosti odredi u

aproksimaciji na bazi negativnih minora matrice V(j). U slu¢aju razmatranog modela

ustanovljeno je da svi dijagonalni minori matirce V(]j) koji poseduju negativne ¢lanove
sadrze ¢lan koji odgovara izrazu za dijagonalni minor drugog reda za aldosteron i
kortizol, M3, [18]. Prema ovoj aproksimaciji, uslov nestabilnosti ¢e biti ispunjen
ukoliko je dati minor negativan, M3, < 0. Tada uslov nestabilnosti ispitivanog modela,

izrazen preko brzina reakcionih koraka u neravnoteznom stacionarnom stanju, glasi:
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Vg ss< 2V6,ss (2.2.39),

Dobijeni uslov (2.2.39) predstavlja jezgro nestabilnosti osnovnog modela HPA sistema,
I mora biti zadovoljen da bi se HPA sistem nalazio u oscilatornom dinamickom stanju
[18].

Za vrednosti konstanti brzina osnovnog modela HPA sistema prikazanih u
tabeli, izracunato je da je uslov nestabilnosti vg < 2Vgss iSpujen. Ovo predvidanje je
potvrdeno u numerickim simulacijama, gde za dati skup konstanati brzina HPA sistem

ispoljava unutardnevnu oscilatornu dinamiku (slika 1.5.1 i slika 3.1.1 b, slucaj 2).
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3. REZULTATI

Rezultati obuhvataju ispitivanja dinamickih stanja neuroendokrinog HPA
sistema dobijenih na bazi analize tri varijante stehiometrijskih modela za opisivanje
mehanizma HPA ose. Prvo je analizirana dinamika osnovnog modela HPA sistema [16],
u kojem postoji 4 intermedijerne vrste i 9 reakcionih koraka (poglavlje 3.1). 1z ovog
modela je izvedena naredna varijanta modela: proSireni osnovni model HPA sistema
[17], koji sadrzi 4 intermedijerne vrste i 11 reakcija (poglavlje 3.2). Polaze¢i od
prethodno navedenog modela, postavljen je i analiziran model HPA sistema sa

holesterolom, u kojem postoji 5 intermedijernih vrsta i 13 reakcija (poglavlje 3.3).

3.1. Dinami¢ka stanja osnovnog modela HPA sistema u funkciji akutnih i

hroni¢nih perturbatora

U ovom poglavlju, koris¢enjem osnovnog modela HPA sistema sa 4 vrste i 9 reakcija,
prikazan je efekat akutnog (u vidu akutnih perturbacija glukokortikoidima) i hroni¢nog
stresa na dinamicko ponasanje HPA sistema i koncentracije kortizola. Rezultati
simulacija su pokazali da vreme delovanja i intenzitet perturbacija zajednicki definiSu
reakciju HPA na stres, sugeriSuc¢i da bi oba faktora trebalo biti istovremeno uzeta u
obzir u cilju utvrdivanja S$to efikasnije glukokortikoidne terapije, prilagodene

individualnim dinamic¢kim karakteristikama HPA sistema svakog pacijenta.

3.1.1 Predstavljanje akutnog i hreni¢nog stresa u osnovnom modelu HPA sistema

Veoma bitna karakteristika stresa je njegovo vreme trajanja. Akutni stres se moze
definisati kao nagla, izolovana i kratkotrajna perturbacija (koja deluje u vremenskim
okvirima od nekoliko sekundi do nekoliko sati), dok hroni¢ni stres predstavlja tip stresa

koji se traje po nekoliko sati na dan, tokom duzeg vremenskog perioda. od nekoliko
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nedelja, meseci, godina [123]. U skladu sa navedenim definicijama i razlikama izmedu
akutnog 1 hroni¢nog stresa, modeliran je njihov uticaj na dinamiku HPA sistema.

Akutni ili hroni¢ni stres mogu biti shvaceni kao izmenjena stanja sistema nastala
usled perturbacija tog sistema od strane razliCitih vrsta fizickih, hemijskih ili psihogeno-
socijalnih perturbatora (tj. stresora). Kao jedan od glavnih fizioloskih sistema ukljuc¢en u
formulisanje adekvatnog odgovora organizma na delovanje takvih perturbatora, stanje
HPA sisitema podleze znaCajnim promenama tokom stresa [124]. Imajuéi to u vidu,
dejstva razli¢itih akutnih ili hroni¢nih stresora mogu se modelirati pomocu
odgovarajuc¢ih perturbacija HPA sistema. Ovde su perturbatori HPA sistema bili
koncentracija CRH ili koncentracija kortizola. U numerickim simulacijama efekti
akutnog davanja  glukokortikoidnih medikamenata odredivani su akutnim
perturbovanjem sistema pomocu kortizola (promenom njegove trenutne koncentracije,
poglavlje 3.1.4.1), dok su efekti hroni¢nih psihogenih stresora na dinamicka stanja HPA
sistema ispitivani perturbovanjem sistema pomo¢u CRH (promenom njegove srednje
koncentracije ili amplituda oscilacija, poglavlje 3.1.4.2).

Za ispitivanje uticaja stresa bilo je potrebno adaptirati i dnevnu funkciju D’ (jed.
(1.5.5)) u odgovarajuci oblik. Stoga je u tim i budué¢im koris¢en sledec¢i oblik dnevnog

ritma, dnevna funkcija D:

D = d; — 0,079145093-d, + {0,064-sin(2m t/1440) + 0,12-abs[sin(x t/ 1440)]}-d,.
(3.1.1)

Oblik dnevne funkcije D (jed. (3.1.1)) u potpunosti je ekvivalentan onom Kkoji je
originalno postavljen i koji je kori§¢en u prethodnim studijama [16-18] (izraz za dnevnu
funkciju D’, jednaé¢ina (1.5.5)). U ovom obliku (jed. (3.1.1)) figuriSu dva nezavisna
parametra: parametar d; koji definiSe srednji dnevni nivo CRH u hipotalamo-portalnom
krvotoku, 1 parametar d, koji reguliSe amplitudu dnevnih oscilacija CRH.
Preuredivanjem izraza za funkciju D’ (1.5.5) u izraz u kojem postoja dva nezavsina
parametara d; i d; (jed. 3.1.1) obezbeduje da se u simulacijama nezavisno jedan od
drugog ispita uticaj srednjeg dnevnog nivoa CRH (variranjem parametra d;) od uticaja
amplitude dnevnih oscilacije CRH (variranjem d) na dinamiku HPA sistema. Time je

omoguceno, kao Sto ¢e biti prikazano u tekstu koji sledi, ispitivanje uticaja hroni¢nog
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stresa, kao i uzimanje u obzir indivudualnih razlika u dinamic¢kim svojstvima dnevnog

ritma koje u znatnoj meri postoje medu razli¢itim pojedincima.

b
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Slika 3.1.1. Unutardnevna vremenska evolucija koncentracija (a) CRH i (b) kortizola.
Pri razli¢itim vrednostima bazalne koncentracije CRH u ustaljenom stanju, [CRH],
javljaju se kvalitativno razli¢ita dinamicka stanja kortizola. (1) Pri niskoj vrednosti
[CRH], ([CRH] = 0,8-10® mol dm™), javlja se stabilno neravnotezno stacionarno
(ustaljeno) stanje kortizola niZe vrednosti koncentracije, [CORT]ss = 2,49-10°® mol dm.
(2) Pri [CRH] = 1,00-10® mol dm™, kortizol se nalazi u unutardnevnom oscilatornom
dinami¢kom stanju. Amplituda (A(CORT) = 4,054-10® mol dm™) i frekvencija (v, =
2,40 h™) unutardnevnih oscilacija ostaju konstantne u vremenu (nakon ulaska sistema u
stacionarno stanje). (3) Pri visokoj vrednosti [CRH] ([CRH] = 1,3-10°® mol dm™),

opet se uspostavlja stabilno ustaljeno stanje kortizola, ali viSe vrednosti koncentracije,
[CORT]ss = 4,79-10® mol dm™. Kompletan bifurkacioni dijagram je prikazan na slici
3.1.6a. Slozena oscilatorna evolucija (unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne)
koncentracije (c) CRH i (d) kortizola. Pod delovanjem dnevne funkcije D (D = d; —
0,079145093-d, + {0,064-sin(2x t / 1440) + 0,12-abs[sin(x t / 1440)]}-d,), koncentracija
CRH pokazuje dnevne oscilacije, dok kortizol pokazuje sloZzenu oscilatornu dinamiku,
gde su unutardnevne oscilacije spregnute sa dnevnim. [27]

Kao $to je istaknuto u poglavlju 1.5, funkcija D moduliSe brzinu nastajanja i
ulaza CRH u sistem, odn. konstantu ko, transormiSuci je u periodi¢nu promenljivu

zavisnu od vremena, prema izrazu kp (t) = ko - D. Kao posledica toga evolucija [CRH]
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iz monotone (slika 3.1.1a), koja se javlja u slucaju kada nema sprezanja sa D (za set
parametara prikazan u tabeli 1.1), prelazi u oscilatornu (slika 3.1.1 c), sa dnevnim
periodom. U slucaju kortizola, [CORT] prelazi iz stanja u kojem ispoljava samo
unutardnevne oscilacije (slika 3.1.1 b2) u stanje sa sloZzenim oscilacijama, gde su
unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne (slika 3.1.1 d), sto odgovara in vivo

dinamici koncentracije kortizola u bazalnim uslovima.

3.1.2 Definisanje parametara perturbacija 1 dinamickog odgovora modela na

perturbacije

Glavna odlika ovog modela (tabela 1.1) je da moze sponatno (bez delovanja spoljnih
periodi¢nih faktora), da simulira unutardnevnu oscilatornu evoluciju u okviru HPA
sistema, koja se javlja kao posledica unutrasnje (inherentne) nestabilnosti samog modela
[16-18]. Kako je prikazano na slikama 3.1.1b i 3.1.6a, model predvida da unutardnevne
oscilacije kortizola postoje u odredenom opsegu koncentracija CRH kada se on nalazi u
stabilnom ustaljenom stanju, ukazuju¢i da unutardnevni ritam kortizola nije uslovljen
postojanjem ritmi¢ne dnevne dinamike CRH. Ova izuzezno vazna osobina modela je u
saglasnosti sa nekoliko eksperimentalnih rezultata: (1) u studiji na ovcama je pokazano
da unutardnevne oscilacije odn. pulsatilnost kortizola ne prestaje nakon hirurske
diskonekcije hipotalamusa od hipofize [125]; (2) diskonekcija suprahijazmati¢nog jedra
(SCN) hipotalamusa, glavnog dnevnog pejsmejkera u organizmu, od HPA ose, bilo
uzgajanjem odraslih pacova u uslovima konstantne svetlosti (tokom 24 h u periodu od 5
nedelja) ili izazivanjem ostecenja SCN-a elektrolitickim putem, izazvala je gubitak
dnevnog ritma koncentracije kortikosterona u plazmi pacova, dok su njegove
unutardnevne oscilacije ostale ocuvane, ukazuju¢i da je mehanizam unutardnevne
ritmi¢nosti kortikosterona nezavisan od dnevnih signala iz SCN-a [109]. Ovaj zakljucak
potkrepljuju i rezultati simualcija HPA modela drugih autora [29], prema kojima
kortikosteron ispoljava unutardnevnu oscilatornu evoluciju istovremeno dok se CRH
nalazi u stabilnom ustaljenom stanju (za vrednosti parametara modela u oscilatornom
delu faznog prostora).

Prakti¢na vrednost navedenih karakteristika modela, kada on nije spregnut sa

dnevnom funkcijom D, sastoji se u tome $to neravnotezna stacionarna (odn. ustaljena)
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koncentracija CRH, [CRH], moze biti tretirana kao kontrolni parametar definisan

koli¢nikom nastajanja (ko) i nestajanja CRH u procesima aktivacije sekrecije i sinteze

ACTH (k1), shodno izrazu za stacionarnu koncentraciju CRH [18]:

Ko

[CRH]SS = k—l

(3.1.2)

Naime, variranjem vrednosti parametra Ko (pri fiksiranim vrednostima ostalih konstanti

brzina), jednozna¢no se menjaju, sa jedne strane, [CRH] prema jed. (3.1.2), a sa

druge, dinamicke karakteristike kortizola i drugih vrsta HPA sistema. 1z toga se moze
zakljuc¢iti da odredenom srednjem nivou CRH, po ulasku sistema u ustaljeno stanje,
odgovara ta¢no jedno dinamicko stanje HPA sistema. To omogucuje da se za parametar

koji definiSe ovakav vid perturbacija, umesto konstante brzine Ko, koristi [CRH],, kao

veli¢ina pogodnija za eksperimentalna odredivanja i koja je u vecoj meri zasutpljena u
literaturi.

Uvrscéavanje spoljnjeg dnevnog ritma u osnovni model HPA sistema (tabela 1.1)
dovodi do usloZnjavanja oscilatornog ponaSanja u HPA sistema, uzrokujuéi dnevnu
varijabilnost u pogledu dinamickih svojstava unutardnevnih oscilacija koja ne postoji u
slu¢aju modela bez dnevne funkcije D (ilustrovano za CRH i kortizol na slikama 3.1.1c
i 3.1.1d, redom). Pod delovanjem dnevne funkcije D, u toku jednog dnevnog
(dvadesetcetvoroCasovnog) perioda srednji nivoi, frekvencije i amplitude unutardnevnih
oscilacija hemijskih vrsta nisu vise konstantni (kao §to je to slucaj kada nema sprezanja
sa D), ve¢ zavise od datog dinamickog stanja sistema. Kao posledica toga, apsolutne
vrednosti intenziteta peturbacija se ne mogu direktno porediti. Stoga, da bi se
obezbedilo korektno poredenje izmedu razli¢itih dinamickih stanja, precizno su
definisane dinamicke veli¢ine i perturbacioni parametri tako da uzimaju u obzir
cirkadijalnu (dnevnu) varijabilnost dinamickih svojstava internih vrsta u ovom modelu

HPA sistema.

1) Srednja dnevna koncentracija CRH u hipotalmo-hipofizno portalnom krvotoku
(<[CRH]>)
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U slucaju kada je model spregnut sa dnevnom funkcijom D, brzina nastajanja i
nestajanja (sekrecije) CRH u hipotalmo-hipofizno portalni krvotok, (lokalni krvotok
izmedu hipotalamusa i hipofize), Ko, menja se periodi¢no u vremenu usled periodi¢nog

efekta funkcije D: kp(t) = Kko-D. Kao posledica ovog efekta, [CRH], (jed. (3.1.2)) vise

nije konstantna veli¢ina, ve¢ postaje promenljiva u vremenu, sa periodom od 24 h (slika
3.1.1c). Stoga, da bi se kvantitativno odredio nivo CRH u hipotalmo-hipofizno portalnoj
cirkulaciji, definisana je srednja dnevna koncentracija CRH u hipotalmo-hipofizno

portalnoj cirkulaciji, <[CRH] >, kao nova dinamicka veli¢ina:

<kp(t)>_ky-<D>_Kk,-d;
Ky Ky Ky

<[CRH]>= (3.1.3)

gde <kp(t)> i <D> predstavljaju srednje vrednosti ky(t) i dnevne funkcije D u

toku 24 h, redom.

2) Apsolutna amplituda ( A (X))

Zbog delovanja dnevnog ritma, svake dve susedne unutardnevne oscilacije poseduju
drugacije vrednosti amplituda, a uzastopne ekstremne tacke istog tipa (npr. dva
uzastopna minimuma ili dva uzastopna maksimuma) nemaju iste vrednosti (slika
3.1.1d). Stoga, uobicajena definicija amplitude kao razlike dve uzastopne ekstremne
tatke (minimuma i maksimuma, i obrnuto) nije dovoljno validna za definisanje
odgovora HPA sistema na perturbacije. U tom cilju, definisana je veli¢ina apsolutna

amplituda i-te unutardnevne oscilacije vrste X, A(X), kao razlika koncentacije u

maksimumu, [X]max,i, i aritmetiCke sredine koncentracija dva susedna minimuma,
jednog Kkoji neposredno prethodi, [x]min—pre,i’ i jednog koji neposredno sledi,
[X]min—posle,i’ nakon koncentracionog maksimuma i-te unutardnevne oscilacije (slika
3.1.2):
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X| [ X .
A(X)=[x]max,i—[ g +2[ sl (g1

3) Relativna amplituda ( A)
Relativna amplitude (A, ) vrste X je definisana kao odnos amplitude odabrane

referentne oscilacije posle delovanja ( A (X) ) i pre delovanja ( Ao (X) ) perturbacije:

:L(X) 315
Ao Aeto(X) (315

Prema tome, ako je Ag< 1, Ag> 1ili Ay =1, to znaci da se amplituda
referentne oscilacije smanjila, povecala ili se nije promenila, respektivno.
U vezi sa referentnom amplitudom referentne oscilacije, pogodno je definisati tri

referentne veli¢ine koje se odnose na perturbator P, oznacene kao [P]y, [P], 1 [Plyin

(v. sliku 3.1.4).

Perturbator moze biti bilo koja interna vrsta iz modela (CRH, ACTH, Kortizol ili
aldosteron) ili neka nova eksterna vrsta koja interreaguje sa internim vrstama. U ovom
radu Kortizol je bio perturbujuca vrsta. Veli¢ina [P],;, predstavlja koncentraciju
perturbatora P pri kojoj relativna amplituda dostize svoju minimalnu vrednost. Veli¢ina
[P]y je najniZa koncentracija perturbatora P (odn.osetljivost sistema na perturbatora P)
koja moze da indukuje vidljiv efekat na dinamiku HPA sistema, pri ¢emu je proizvoljno
uzeto da vidljiva promena sistema podrazumeva promenu amplitude referentne
oscilacije za vise od * 2,5%. Veli¢ina [P], predstavlja nenultu koncentraciju
perturbatora P pri kojoj je Ar = 1. Opisane veli¢ine su uvedene kako bi se na efikasan

nacin mogla porediti razli¢ita dinamicka stanja, $to ¢e biti pokazano u tekstu koji sledi.
4) Unutardnevni i dnevni fazni ugao

Odgovor HPA modela na perturbacije je veoma osetljiv na fazni ugao pri kojem

je perturbacija primenjena. U tom cilju definisane su dve vrste faznih uglova, jedan u
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odnosu na period i-te unutardnevne oscilacije (T, ;), i drugi u odnosu na dnevni period

T. (T, ima konstantnu vrednost, T, =24 h).
Unutardnevni fazni ugao (¢,)

Unutardnevni fazni ugao predstavlja relativno vreme proteklo od trenutka prvog

minimuma perturbovane i-te unutardnevne oscilacije (t ) do trenutka delovanje

u,ming,i

perturbatora, t, ,;,u odnosu na njen period, T, ; :

0, = tu,p,i 'tu,minl,i — tU,P,i 'tu,minl,i , (3-1-6)
T, t i 'tu,minl,i

ui u,min i

pri ¢emu je unutardnevni period, T, ; definisan kao vreme koje protekne izmedu prvog
(levog), L ming i i drugog (desnog), ty min, i minimuma koji okruzuju i-ti unutardnevni

maksimum, T, ; =t (slika 3.1.2).

u,min,,i _tu,minl,i
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Slika 3.1.2. Definicije parametara unutardnevnih i dnevnih oscilacija. Vrsta X je
kortizol (X = CORT).

Dnevni fazni ugao (¢, )

Dnevni fazni ugao, ¢, predstavlja relativno vreme proteklo od trenutka pojavljivanja
prvog minimum perturbovane dnevne oscilacije, t;.,,, do trenutka delovanja

perturbatora (t; ,) u odnosu na period dnevne oscilacije, T, (slika 3.1.2):

to—t
¢, =B mind (3.1.7)
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3.1.3 Predstavljanje uslova akutnog i hroni¢nog stresa u Nnumeri¢kim simulacijama

U numeri¢kim simulacijama dobijenim na bazi osnovnog modela HPA sistema (tabela
1.1) dizajnirani su razli¢iti uslovi akutnog ili hroni¢nog stresa kako bi se ispitala
validnost 1 utvrdio prediktivni kapacitet reakcije modela pod takvim uslovima.
Numericke simulacije su dobijene prema opstem postupku objasnjenom u poglavlju 2.2.

U numeri¢kim simulacijama akutni stres je simuliran u vidu jednopulsnih
perturbacija sistema tako Sto kompjuterski program prestaje sa izvrSavanjem algoritma
intergracija u datoj vremenskoj tacki istovremeno podizuci koncentraciju perturbovane
vrste za dati iznos perturbacije. Nakon toga integracija se nastavlja uzimajuéi kao
pocetne uslove novu koncentraciju perturbatora a istovremeno zadrzavajuci
koncentracije ostalih nezavisnih intermedijera nepromenjenim i jednakim njihovim
vrednostima neposredno pre nego Sto je algoritam prekinut. Kao perturbator sistema
koriS¢ena je koncentracija kortizola.

Hroni¢ni stres je modelovan variranjem parametara koji definiSu dinamiku CRH
u modelu: konstante brzine ko reakcije (R1) (tabela 1.1), i parametara dnevne funkcije
D, d; i d; (jed. (3.1.1)). Ova tri parametra su izabrana poS§to izmedu njih i dinamickih
veli¢ina CRH postojanje odgovarajuce relacija. S obzirom na jednacinu (3.1.2), postoji
jednozna¢na povezanost ko (brzina nastajanja i sekrecije CRH u hipotalamo-hipofizni
portalni krvotok (lokalni krvotok kojim produkti sekretornih nervnih ¢elija (neurona)
hipotalamusa dospevaju do odgovaraju¢ih celija hipofize, v. poglavlje 1.2) i

koncentracije CRH u ustaljenom stanju, [CRH],, (ako odabrani set vrednosti ostalih

konstanti brzina u modela ostaje nepromenjen). Takode, imaju¢i u vidu jed. (3.1.3),
parametar d; jednoznac¢no odreduje srednju dnevnu koncentraciju CRH u hipotalamo-
hipofiznom portalnom krvotoku. Parametar d, definiSe amplitudu dnevnih oscilacija
CRH (v. jed. 3.1.1). Jednozna¢nost izmedu navedenih parametara (ko, di i dy) i
odgovarajucih veli¢ina CRH vazi pod uslovom da odabrani set vrednosti svih ostalih

konstanti brzina u modelu (ko, Km, Ki,..., K7, tabela 1.1) ostaje nepromenjen.
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3.1.4. Korelacija dinamickih stanja modela i fizioloskih stanja HPA sistema

Dinamic¢ka stanja nastala usled delovanja akutnog davanja glukokortikoidnih
medikamenata odredivani su akutnim perturbovanjem HPA sistema pomocu kortizola,
promenom njegove trenutne koncentracije (poglavlje 3.1.4.1). Efekti hroni¢nih
psihogenih stresora na dinamicka stanja HPA sistema ispitivani su perturbovanjem HPA
sistema pomo¢u CRH, promenom njegove srednje koncentracije ili amplitude

oscilovanja, (poglavlje 3.1.4.2).

3.1.4.1 Simulacije efekata akutnog stresa

U radu je simulirano vise efekata akutnog stresa. Ti efekti su dobijeni u razli¢ito
dizajniranim pulsnim perturbacijama sistema izazvanih pomoc¢u koncentracije kortizola

kao perturbatora HPA sistema.

3.1.4.1.1 Efekat intenziteta akutnog stresa i momenta primene u odnosu ha

unutardnevnu oscilaciju

Odgovor sistema, izrazen preko relativne amplitude A, jed. (3.1.5)) znacajno zavisi od

vrednosti unutardnevnog faznog ugla ¢, u kojem je delovala perturbacija spoljnjim

kortizolom uvek istog intenziteta tj. koncentracije ([CORT] = 0,45:10° mol dm™)

(slika 3.1.3). Na slici 3.1.3 a ova zavisnost je prikazana dijagramom Ay = f(¢,).

Odgovaraju¢e vremenske serije koncentracije kortizola pokazuju da perturbacije istog

intenziteta za razlicite vrednosti unutardnevnog faznog ugla ¢, dovode do kvalitativno

razli¢itih odgovora sistema: povecanja (slika 3.1.3.b), bez efekta (slika 3.1.3.c) ili
smanjenja (slika 3.1.3.d) relativne amplitude Ay perturbovane unutardnevne oscilacije.
U slucaju kada je odgovor sistema smanjenje A (Slika 3.1.3.d), privremeno je prisutno
skoro potpuno priguSenje amplituda unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola
(tzv. kvencing [126, 127]). Ovi rezultati ukazuju na mogucnost da iste akutne doze

glukokortikoidne terapije (shvacene kao oblik akutnog hemijskog stresa) mogu izazvati
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razliCite efekte na HPA sistem u zavisnosti od vremena kada je glukokortikoidni lek

uzet odn. od vrednosti unutardnevnog faznog ugla ¢, u kojem se nalazila oscilacija

koncentracije kortizola u trenutku kada je terapija primenjena.

. 35 b
2.0- et a ,.5 /
. - —d
1.5 wE 3.0
T =
< 1.0 =~
=
0.5 o 2.5
Qo
0.0 —— 0:0012:00 0:0012:00 0:0012:00 0:
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" C . 3.5 d
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E =
f 3.0 E 3.0
1= % )
z =
= =
4 =
O 2.51 %25
=2 O
0:0012:00 0:0012:00 0:0012:00 0:00

0:0012:00 0:0012:00 0:0012:00 0:00

vreme / h vreme / h

Slika 3.1.3. Odgovor HPA sistema na perturbacije spoljnjim kortizolom koncentracije
[CORT] = 0,45-10”° mol dm™, koji je primenjen u razli¢itim unutardnevnim faznim
uglovima ¢,. (a) Zavisnost odgovora sistema (izrazenog pomocu relativne amplitude
Ag, (v. jed. (3.1.5)) od unutardnevnog faznog ugla, ¢,, u kojem je delovala

perturbacija, kada je model spregnut sa dnevnom funkcijom D (jed. 3.1.1). Vremenske
serije koncentracije kortizola ilustruju tri kvalitativno razli¢ita odgovora HPA sistema u
zavisnosti od ¢,: relativne amplitude unutardnevnih oscilacija su (b) znacajno

poveéane, A, >1, za ¢, = 0,365, (c) ostaju nepromenjene, A, =1, za ¢, = 0,700,
ili su (d) skoro u potpunosti prigusene, A, =0 (kvencing), za ¢, = 0,857. [27]
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3.1.4.1.2 Efekat intenziteta i dnevnog faznog ugla akutnog stresa

Odgovor HPA sistema na perturbacije zavisi i od dnevnog faznog ugla (slika 3.1.4). Na
slici 3.1.4 a prikazan je odgovor HPA sistema na perturbacije razlic¢itog intenziteta
(razliite koncentracije spoljnjeg kortizola, [CORT]) primenjenih tokom dana ili tokom
no¢i. Odgovor HPA sistema je prikazan kao zavisnost relativne amplitude referentne
oscilacije, Ar, 0d koncentracije spoljnje pulsne perturbacije kortizolom, [CORT]: Ar =
f([CORT]). Prava A, = 1 razdvaja dijagram na dva dela: oblast gde dolazi do
smanjenja ( A, < 1) ili povecanja ( A, > 1)) amplitude oscilacija koncentracije kortizola
kao odgovor na primenjene akutne perturbacije. Presek linije A, = 11 krive Ag =
f([CORT]) se desava u tacki za Ciju vrednost koncentracije perturbator ne menja
relativnu amplitudu koncentracije kortizola. Perturbacije su primenjene pri istom
unutardnevnom faznom uglu (¢, = 0,766).

Prikazane numeri¢ke simulacije su pokazale da je dinamicka reakcija HPA
sistema na stres u toku no¢i generalno intenzivnija od reakcije na ekvivalentni stimulus
koji je delovao u toku dana (slika 3.1.4 a). Dobijeni rezultati ukazuju na mogucnost da
bi iste akutne doze glukokortikoida mogle izazvati razli¢ite reakcije unutar HPA sistema
u zavisnosti od toga u koje doba dana (dan ili no¢) je glukokortikoidni lek uzet odn. od

vrednosti dnevnog faznog ugla ¢, u kojem se nalazila oscilacija koncentracije kortizola

u trenutku kada je terapija primenjena.
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Slika 3.1.4. Efekat dnevne faze (obdanica/no¢) akutnih perturbacija spoljnjim
kortizolom na odgovor HPA sistema. Sve perturbacije su primenjivane pri istoj
unutardnevnoj fazi (¢, = 0,766). (a) Relativna amplituda koncentracije kortizola (Ar)

data je kao funkcija pulsnih perturbacija spoljnjim kortizolom razli¢itih koncentracija
([CORT]). Perturbacije su primenjivane u no¢noj, ¢, = 0,168 (m), i dnevnoj fazi

dnevnog ritma, ¢, = 0,428 (o). Strelice okrenute na dole oznacavaju vrednosti [P]g o,
[Plinocs [Plminnoc u toku noéne faze, dok strelice okrenute na gore oznacCavaju
vrednosti [P]gans [Plngan» [Plmingan U toku dnevne faze. Vremenske evolucije

koncentracije kortizola nakon delovanja pulsne perturbacije spoljnjim kortizolom
koncentracije 0,4-10° mol dm™ primenjenim u (b) uzlaznoj (ascendentnoj, kod doveka
no¢noj) i (c) silaznoj (descendentnoj, kod coveka dnevnoj) fazi dnevne funkcije D. [27]
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3.1.4.1.3 Efekat dve uzastopne akutne perturbacije na dinamiku HPA sistema

Na slici 3.1.5 predstavljen je dinamic¢ki odgovor modela HPA sistema na dve uzastopne
perturbacije kortizolom.

Stanja (a), (b) i (c) (slika 3.1.5 a-c, redom) dobijena su primenjujuéi primarne
perturbacije pomocu spoljnjeg kortizola razli¢itog intenziteta (koncentracije), pri istom
unutardnevnom faznom uglu ¢, = 0,766 odabrane perturbovane unutardnevne
oscilacije, koja se pojavljujuje tokom uzlazne (ascendentne) faze dnevnog ritma (noé
kod ljudi, oko 04:00 h). Svako od dobijenih stanja okarakterisano je razli¢itom
vrednoséu amplitude odabrane referentne unutardnevne oscilacije koncentracije
kortizola (¢iji se maksimum pojavljuje oko 10 h), A,,,(CORT). Stanje (a) (slika 3.1.5 a)
je dobijeno za intenzitet primarne perturbacije [CORT] = 0,075:10° mol dm?, i
karakteriSe ga sniZenje amplituda (Arel <1, Aj,,(CORT) = 0,5190-10"° mol dm™); stanje
(b) (slika 3.1.5 b) odgovara bazalnom stanju, kada nema primarne perturbacije ([CORT]
=0 mol dm®, A =1, AY. (CORT) =1,1445-10 mol dm™®); dok stanje (c) (slika 3.1.5
¢) nastaje pri [CORT] = 0,4-10° mol dm?, i karakterie ga poveéanje amplituda
unutardnevnh  oscilacija u odnosu na bazalno stanje (A > 1,
AS..(CORT) =5,8210-10°mol dm"®).

Nakon toga je svako od tri dobijena stanja (a), (b) i (c), dodatno perturbovano
pomocu serije sekundarnih perturbacija spoljnjim kortizolom razli¢itih koncentracija.
Sekundarne perturbacije primenjivane su pri uvek istom unutardnevnom faznom uglu,
»,= 0,850, na odabranoj unutardnevnoj oscilaciji koncentracije kortizola (pojavljuje se
u toku silazne (descendentne) faze dnevnog ritma, oko 10:00 h). Ove sekundarne
perturbacije (strelice 2a, 2b ili 2c, slika 3.1.5 a-c, redom) dovode do razli¢itog
dinami¢kog odgovora HPA sistema, shodno pocetnom stanju sistema u trenutku
delovanja perturbacije (krive A, B i C, redom, slika 3.1.5 d). Dodatno, sa porastom
amplitude perturbovane oscilacije koncentracije kortizola, A,,,(CORT), pri konstantnoj

vrednosti unutardnevnog i dnevnog faznog ugla u kojem se primenjuju sekundarne

perturbacije, ustanovljen je i porast vrednosti dinamickih parametara koji karakterisu
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odgovor modela HPA sistema na peturbacije (parametri osteljivosti HPA sistema,
[Plg.dan+ [Pln dan » [Plmingan ) (Slika 3.1.5 ).
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Slika 3.1.5. Odgovor modela HPA sistema na dve uzastopne akutne perturbacije
spoljnjim kortizolom. Vremenske serije koncentracije kortizola dobijene za razli¢ite
intenzitete primarne perturbacije spoljnjim kortizolom (strelica 1a, 1b i 1c), pokazuju,
redom: (a) snizenje amplituda, (b) da nema promene amplituda, (c) povecéanje
amplituda oscilacija koncentracije kortizola. (d) Kriva A, kriva B i kriva C, redom,
prikazuje zavisnost odgovora razli¢itih stanja HPA sistema, (a), (b) i (c), od serije
sekundarnih perturbacija (strelica 2a, 2b i 2c). (e) Zavisnost parametara osetljivosti
HPA sistema, [P]y, [P], i [Plyin, 0d veli¢ine amplitude perturbovane unutardnevne

oscilacije koncentracije kortizola (Agan(CORT)). [27]

Ovi rezultati pokazuju da senzitivnost HPA sistema na perturbacije zavisi od
istorije samog sistema tj. od dinamickog stanja sistema determinisanog prethodnom

perturbacijom. Dodatno, ovi rezultati ukazuju na vaznost amplitude perturbovane
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unutardnevne oscilacije kao znacajne dinamicke odrednice stresnog odgovora HPA

sistema: $to je veca vrednost (slika 3.1.5¢).

3.1.4.2 Simulacije efekata hroni¢nog stresa

Hronic¢ni stres se moze definisati kao fizioloSko stanje organizma nastalo kao odgovor
na kontinuirano ili diskontinuirano periodi¢no delovanje faktora koji remete optimalno
stanje organizma (homeostazu) tokom viSe nedelja, meseci ili duzeg vremenskog
perioda [128]. Odgovor HPA sistema u hroni¢nom stresu moze postati neadekvatan
usled duze, kontuinirane izlozenosti organizma delovanju stresora. Druga moguénost
neadekvatne reakcije HPA sistema tokom hroni¢nog stresa javlja se usled kumulativnog
efekta delovanja uzastopnih akutnih stresora (perturbacija). U tom slucaju svaki naredni
stresor u nizu pocinje da ispoljava svoje delovanje dok se HPA sistem joS§ uvek nalazi u
perturbovanom stanju (u koje je dospeo delovanjem prethodnog stresora) jer nije bilo
dovoljno vremena da se okonca reakcija HPA sistema na dejstvo prethodnog stresora i
kompletira relaksacija HPA ose do bazalnog (neperturbovanog) stanja [124].

Kako je ranije istaknuto u poglavlju 1.5, u prethodnim istrazivanjima pomocu
osnovnog modela HPA sistema, efekat hroni¢nog stresa na HPA sistem modeliran je u
vidu serije akutnih CRH perturbacija ¢ije su se amplitude 1 vreme delovanja nasumi¢no
menjale od jedne do druge perturbacije u seriji [18]. Takvo uzastopno perturbovanje
generisalo je kompleksni dinamicki odgovor HPA sistema, sa nasumi¢nim varijacijama
amplitude i frekvencije unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola [18]. lako su
pri razli¢itim obrascima delovanja perturbacija dobijeni razli¢iti dinamicki odgovori
HPA sistema, u svim slu¢ajevima, nezavisno od detalja, srednji nivo CRH je bio
modifikovan. Modifikacija srednjeg nivoa CRH pod delovanjem hroni¢nog stresa
registrovana je i u eksperimentalnim istrazivanjama [6], ukazuju¢i da promene srednjeg
nivoa CRH mogu predstavljati dodatni uzrok promenama u dinamic¢kom ponasanju
HPA sitema, koje se manifestuyju u mnogim metabolickim 1 psihijatrijskim
poremecajima [129, 130]. U tom pogledu, u ovom radu, efekat hroni¢nog stresa na
dinamicka stanja HPA sistema je ispitivan promenom srednjeg nivoa CRH ili amplituda

dnevnih oscilacija CRH.
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3.1.4.2.1 Efekat hronicnog stresa na unutardnevne oscilacije

U varijanti modela u kojem nema sprezanja sa dnevnom funkcijom D (jed. (3.1.1)),
vrednost koncentracije CRH u ustaljenom stanju, [CRH],, znacajno uti¢e na
unutardnevnu dinamiku HPA sistema (slika 3.1.1 a i b). Na slici 3.1.6 a predstavljen je
bifurkacioni dijagram promene dinamickih stanja HPA sistema sa promenom [CRH]

kao kontrolnog parametra modela. Na tom dijagramu oscilatorna stanja su prikazana
kao parovi tacaka koje odgovaraju koncentracijama kortizola u maksimumu odn.

minimumu unutardnevne oscilacije za datu vrednost [CRH] , dok pojedina¢ne tacke na

dijagramu oznacavaju stabilna ustaljena stanja koncentracije kortizola. Vertikalne linije

na slici 3.1.6 a oznacavaju tri razlicita dinamicka stanja kortizola (stanje (1), (2) i (3))
koja se javljaju pri razli¢itim vrednostima nivoa [CRH] : stanje (1) odgovara nizak
nivo ([CRH], = 0,82:10® mol dm™), stanju (2) odgovara srednji nivo ([CRH], =
1,00-10® mol dm™), a stanju (3) visok nivo [CRH]; ([CRH] = 1,26:10 mol dm).

Dijagram na slici 3.1.6 a pokazuje da unutardnevne oscilacije (za skup vrednosti
ostalih parametara modela iz tabele 1.1) postoje samo u ograni¢enoj oblasti faznog

prostora, izvan ¢ije se granice, bilo u smeru smanjenja ili povecanja [CRH], kortizol

nalazi u stabilnom neravnoteznom stacionarom (odnosno ustaljenom) stanju.
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Slika 3.1.6. Uticaj hroni¢nog stresa na dinamicka stanja koncentracije kortizola.
Bifurkacioni dijagram dinamike koncentracije kortizola ([CORT]) u modelu HPA
sistema (a) bez dnevnog ritma i (b) sa dnevnim ritmom, u zavisnosti od stacionarne
koncentracije CRH, [CRH], odn. srednjeg dnevnog nivoa CRH, <[CRH]>, redom,
kao parametra hroni¢nog stresa. Dinamickom stanju (5) odgovaraju vremenske serije (C)
i (d), stanju (6), vremenske serije (e) i (f) koncentracije CRH ([CRH]) i kortizola
[CORT], redom. Oznaka (m) odn. (©) ozna¢ava unutardnevne oscilacije kortizola u toku
noc¢i odn. u toku dana, redom. U svim slu¢ajevima, d, = 0,957. [27]
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3.1.4.2.2 Efekat hronicnog stresa na dinamiku spregnutih unutardnevnih i dnevnih

oscilacija

Kada je model spregnut sa dnevhom funkcijom D (jed. 3.1.1), <[CRH]>
predstavlja parametar hroni¢nog stresa, imajuéi u vidu da hroni¢ni stres moze u toku
duzeg vremenskog perioda ili ¢ak trajno znacajno modifikovati nivoe i dinamicko
ponasanje koncentracija hormona [2], i tako usmeriti HPA sistem prema nefizioloskoj
oblasti njegovog faznog prostora. Variranje parametra <[CRH]> dovelo je do
kvalitativnin promena u dinamici HPA sistema (slika 3.1.6 b), analognim
bifurkacionom obrascu dobijenom u sluc¢aju kada nema sprezanja modela sa dnevnom
funkcijom (slika 3.1.6 a): oscilacije postoje samo u datom opsegu vrednosti <[CRH]>,
izvan ¢ijih granica (bilo u smeru sniZenja ili pove¢anja <[CRH]>) sistem ima stabilno
ustaljeno stanje. Za razliku od bifurkacinog dijagrama na slici 3.1.6 a, u ovom slucaju,
promenom vrednosti parametra <[CRH]> javlja se razlicit efekat u toku dana (slika
3.1.6 b, puni kvadrati) i u toku no¢i (slika 3.1.6 b, prazni krugovi). Vertikalne linije na
slici 3.1.6 b oznacavaju tri razli¢ita dinamicka stanja (stanje (4), (5) i (6)) koja nastaju
zavisnosno od vrednosti nivoa <[CRH]>. Stanje (4) odgovara bazalnim fizioloskim
uslovima i javlja se pri niskoj vrednosti <[CRH]> (<[CRH]> = 0,88524-10®
mol dm™®). U ovom stanju, unutardnevne oscilacija koncentracije kortizola se jasno
uocavaju tokom dana, dok su tokom no¢i njihove amplitude veoma male (oblast
uveéena i izdvojena u pravougaoniku na slici 3.1.6 b ). Stanje (5) nastaje pri srednjim
vrednostima <[CRH]> (<[CRH]> = 0,97-10® mol dm?), kada su unutardnevne
oscilacije koncentracije kortizola relativno velikih amplituda i javljaju se i tokom dana i
tokom no¢i. Konéno, stanje (6) se uspostavlja pri visokom nivou <[CRH]> (<[CRH]>
=1,07-10® mol dm™), Vremenske serije koncentracije CRH odn. kortizola prikazana su
za stanje (4) na slici 3.1.1 ¢ odn. 3.1.1 d, za stanje (5) na slici 3.1.6 c odn. 3.1.6 d, a za
stanje (6) na slici 3.1.6 e odn. 3.1.6 f, redom.

Bifurkacioni dijagram na slici 3.1.6 b pokazuje da sa porastom faktora
hroni¢nog stresa <[CRH]> kao kontrolnog parametra, po ulasku sistema u oscilatorni
region, amplitude unutardnevnih oscilacija [CORT] prvo rastu, dostizu maksimalnu

vrednost, nakon ¢ega pocinju da opadaju sve dok sistem ne prode kroz bifurkacionu
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taCcku 1 ude u stabilno ustaljeno stanje. To znaci da ispitivani model HPA sistema
predvida da kontinuirani porast <[CRH]> moze izazvati i povecanje i smanjenje
unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola, $to ukazuje da jedna ista vrsta
hroni¢nog stresora moze izazvati kvalitativno suprotne odgovore HPA sistema. Ovakvo
predvidanje modela moze imati veoma bitne implikacije. Amplituda unutardnevnih
oscilacija koncentracije kortizola se moze smatrati merilom kapaciteta HPA sistema za
odupiranje efektima akutnog stresa, dok se <[CRH]> moze smatrati merilom
intenziteta hroni¢nog stresa. S obzirom na navedeno, mogao bi se izvesti zaklju¢ak da bi
blaga povecanja koncentracije koritzola nastala u poc¢etnim etapama HPA aktivnosti u
uslovima hroni¢nog stresa, mogla doprineti pove¢anju homeostatskog kapaciteta HPA
sistema pri delovanju spoljnjih akutnih perturbatora. Ukoliko uslovi hroni¢nog stresa
nastave da deluju duze vreme, $to bi u modelu odgovaralo daljem povec¢anju <[CRH]>,
dolazi do smanjenja amplituda oscilacija koncentracije kortizola, a time i mogucénosti
HPA ose da adekvatno reaguje u stanjima akutnog stresa. Ukoliko bi se nastavila
akumulacija Stetnih efekata hroni¢nog stresa, moglo bi do¢i 1 do potpunog gubitka
dinamicke regulacije unutar HPA sistema usled prelaska sistema u drugaciji tip
dinamickog stanja, kao $to je stabilno ustaljeno stanje (slika 3.1.6b).

Vremenske serije [CRH] i [CORT] (slike (3.1.6 c¢) — (3.1.6 1)) prikazuju kako se
sa porastom <[CRH]> menjaju dinamicka stanja HPA sistema. Uocljivo je da sa
porastom <[CRH]> dolazi i do promene odnosa amplituda unutardnevnih oscilacija
koncentracije kortizola u toku dana i u toku no¢i. U stanju (4) (nizak nivo <[CRH]>)
unutardnevne oscilacije [CORT] jasno se uocavaju tokom dana, dok su tokom no¢i
njihove amplitude male (v. na bifurkacionom dijagramu sa slike 3.1.6 b oblast uvecenu i
izdvojenu u pravougaoniku, kao i vremensku seriju [CORT] na slici 3.1.1 d), dok su u
stanju (5) (srednji nivo <[CRH]>) unutardnevne oscilacije [CORT] relativno velikih
amplituda i tokom dana i tokom no¢i (slika 3.1.6 d). U stanju (6) amplitude
unutardnevnih oscilacija [CORT] su u toku no¢i vece od onih koje se javljaju u toku
dana (slika 3.1.6 f). To znaci da model predvida da pri dovoljno visokim vrednostima
srednjeg dnevnog nivoa CRH (<[CRH]>), kao parametra hroni¢nog stresa, moze
nastati dinamicko stanje koncentracije kortizola u kojem je odnos amplituda

unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola u toku dana i no¢i invertovan u odnosu
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na dinamicko stanje koje odgovara bazalnim fizioloskim uslovima (uporediti sliku 3.1.6
fsaslikom 3.1.1 d).

3.1.4.2.3 Efekat amplitude dnevnih oscilacija koncentracije CRH na dinamiku HPA

sistema

Promena vrednosti amplitude dnevnih oscilacija koncentracije CRH promenom
vrednosti d, kao kontrolnog parametra, takode uzrokuje promene u dinamickom
ponasanju HPA sistema (slika 3.1.7). Kako je ve¢ ukazano, parametar d, odreduje
amplitudu dnevnog ritma odn. dnevne funckije D, mnozZe¢i vremenski promenljivi,

periodi¢ni deo ove funkcije (jed. 3.1.1). Kao i u slucaju efekta <[CRH]>, promena d,

razlicito uti¢e na dinamiku HPA sistema u toku dana (slika 3.1.7 a) ili u toku no¢i (slika
3.1.7 b).

U sluc¢aju kada je amplituda dnevnih oscilacija nula (d, = 0), odn. kada nema
sprezanja dnevne funkcije sa modelom, CRH se nalazi u stabilnom ustaljenom stanju i
njegova produkcija i sekrecija u hipotalamo-hipofiznu portalnu cirkulaciju se ne
menjaju sa vremenom (slika 3.1.7 c). Tada koncentracija kortizola ispoljava samo
unutardnevnu oscilatornu dinamiku (slika 3.1.7 d). Sa daljim povecanjem d,, menja se
vrednost amplitude unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola (slike 3.1.6. a i b).
Pri dovoljno visokim vrednostima d, odn. pri dovoljno visokim vrednostima amplituda
dnevnih oscilacija CRH (slika 3.1.7 e) dolazi do gaSenja unutardnevnih oscilacija
koncentracije kortizola, tako da koncentracija kortizola ispoljava samo dnevne oscilacije
(slika 3.1.7 ).

Treba napomenuti da su bifurkacioni dijagrami na slikama 3.1.5b, 3.1.6 ai 3.1.6
b pokazali da je pulsatilnost (odn. unutardnevna oscilatornost) koncentracije kortizola,
kada su ove oscilacije superponirane na dnevni ritam (sprezanje modela sa D), moguca

samo za odredene intervale vrednosti parametara hroni¢nog stresa, <[CRH]> odn. d..

Van tih okvira dinamicka stanja HPA sistema postaju i kvalitativno drugacija nego u
fizioloSkom stanju, ukazuju¢i na uslove koji mogu dovesti do ozbiljnih (verovatno i

fatalnih) iregularnosti u odrzavanju homeostaze.
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Slika 3.1.7. Dinamika koncentracije kortizola u funkciji amplitude dnevnih oscilacija
CRH. Efekat je modeliran promenom parametra d, dnevne funkcije D, kao
bifurkacionog parametra. Bifurkacioni dijagram pokazuje koncentraciju kortizola za
referentnu unutardnevnu oscilaciju kortizola u (a) dnevnom i (b) noénom periodu.
Oscilatorna oblast je predstavljena parovima tacaka, gde prazni krugovi oznacavaju
maksimume, a puni kvadrati minimume unutardnevnih oscilacija koncentracije
kortizola; stabilna ustaljena stanja su oznacena pojedina¢nim praznim krugovima. Za d;
= 0, amplitude dnevnih, Ay,(CORT), i no¢nih, A,,;(CORT), unutardnevnih oscilacija
koncentracije kortizola imaju jednake vrednosti: Ay, (CORT) = A..(CORT) = 0,5:10°®
mol dm™. Vertikalne linije 1, 2 i 3, oznaavaju razliita dinamicka stanja: u stanju (1),
d> = 0, koncentracija CRH je u stabilnom ustaljenom stanju (c), dok koncentracija
kortizola pokazuje samo unutardnevne oscilacije (d). U uslovima stresa, u stanju (3), pri
vis§im vrednostima d, (d, = 2,7), koncentracije (e) CRH i (f) kortizola imaju dnevnu
oscilatornu evoluciju, dok unutardnevne oscilacije koncentracije kortizola vise ne
postoje (slika 3.1.7f). U svim sluc¢ajevima, <[CRH]> = 0,88524 mol dm?. [27]
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3.1.4.2.4 Efekat hronicnog stresa na frekvenciju unutardnevnih oscilacija koncentracije
kortizola

Pri bazalnim uslovima, kada ne postoji sprezanje izmedu modela i funkcije D,
frekvencija unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola, v, ;, ostaje konstantna u
vremenu (slika 3.1.1b, slucaj 2). Nasuprot tome, u slucaju kada postoji ovo sprezanje,

unutardnevna frekvencija postaje periodi¢na funkcija od vremena (sa periodom od 24

h), pokazujuéi najvisu vrednost tokom dnevnog dnevnog pika (slika 3.1.8, kriva 1).

2.8
= 24 3
£
2.0- 2
1
1.6 . . .
0:00 08:00  16:00 0-00

vreme / h

Slika 3.1.8. Efekat dnevnog ritma na frekvenciju unutardnevnih oscilacija koncentracije
kortizola, v, ; =1/T, ;, u bazalnim uslovima (kriva 1) i uslovima hroni¢nog stresa (krive

2 i 3). Zavisno od vrednosti <[CRH]>, frekvencija unutardnevnih oscilacija
koncentracije kortizola,, i njihov broj u toku 24 h, (N,), su modifikovani: (1) <[CRH]>
=0,88524-10°® mol dm™, N, = 49 (bazalna fiziologija); (2) <[CRH]> = 0,925-10® mol
dm™, Ny = 52 (hroni¢ni stres); (3) <[CRH]> = 1,05-10® mol dm™, N, = 64 (hroni¢ni
stres). [27]

U uslovima hroni¢nog stresa, modeliranog putem variranja vrednosti srednje

dnevne koncentracije CRH u hipotalamo-hipofiznom portalnom krvotoku, <[CRH]>,

model predvida funkcionalnu zavisnost unutardnevne frekvencije u vremenu analognu
onoj dobijenoj u bazalnim uslovima, sa razlikom §to se sa povecanjem vrednosti

parametra hroni¢nog stresa <[CRH]> dobijene krive translatorno pomeraju duz

ordinatne ose prema vi$im vrednostima v, ; (slika 3.1.8, krive 2 i 3).
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3.1.4 Diskusija efekata akutnog i hronicnog stresa na dinamicka stanja HPA sistema

i fizioloSke promene

Kao §to je bilo i oc¢ekivano perturbacije pomocu kortizola i CRH izazvale su znacajne
promene dinamike HPA sistema (slike 3.1.3. — 3.1.7). Dobijeni rezultati ukazuju da
akutni stres izaziva prolazne efekte na dinamiku HPA sistema (slike 3.1.3 — 3.1.4), dok
hroni¢ni stres proizvodi dugotrajnije promene, prevodeci celokupan HPA sistem u novo
dinamicko stanje (slike 3.1.5 — 3.1.7). Ova nova dinamicka stanja, u koja sistem
dospeva pod uticajem stresa, okarakterisana su razli¢itim amplitudama, frekvencijama i
opstim izgledom unutardnevnih oscilacija koncentracija vrsta u HPA sistemu.

Kao moguce eksperimentalne potvrde predvidanja modela da dinamicki odgovor
HPA sistema na akutne perturbacije zavisi od unutardnevnog faznog ugla vremenske
serije koncentracije kortizola u trenutku delovanja perturbacije (slika 3.1.3), moze se
navesti nekoliko in vivo studija izvedenih na ljudima [9] i pacovima [11-13]. Russel i
saradnici [9] su na zdravim osobama ispitivali odgovor HPA sistema na akutne
perturbacije pomocu spoljnjeg glukokortikoida prednizolona. Prednizolon je sinteticki
analog kortizola, ¢ija je glukokortikoidna aktivnost, izrazena kao potentnost vezivanja
za GR receptore, oko cetiri puta veca od aktivnosti kortizola [131], i Cesto se
upotrebljava u nauc¢nim ispitivanjima i kao medikament tokom glukokortikoidne
terapije [46]. Navedeni autori su pokazali da stepen brze inhibicije unutrasnjeg kortizola
izazvane akutnom perturbacijom pomocu prednizolona zavisi od trenutka kada je
perturbacija primenjena u odnosu na fazu (minimum, uzlazni deo, maksimum, silazni
deo) koju je tada imala perturbovana unutardnevna oscilacija. Konkretno, stepen
inhibicije je bio viSe izraZzen $to je bio duzi vremenski interval od trenutka kada je

perturbacija prednizolonom primenjena (Sto u modelu odgovara veli¢ini t,,;, v. jed.

(3.1.6)) do trenutka otpocinjanja (u modelu predstavljenog kao prvi (levi) minimum,

t v. sliku 3.1.2) narednog unutardnevnog pulsa (odn. oscilacije) [9]. Ovi rezultati

u,ming i !
ukazuju da reakativnost HPA sistema na akutne perturbacije prednizolonom zavisi od
faznog ugla unutardnevnih oscilacija koncentracije endogenog kortizola, ¢, (jed.
(3.1.6)), u kojoj je delovala ta akutna perturbacija, $to je u skladu sa predvidanjem ovog

modela. (slika 3.1.3). U ispitivanom modelu, navedeni eksperimentalni nalazi bi

odgovarali simulacijama u kojima stepen inhibicije HPA sistema odn. smanjenje
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relativne amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola, Ar (jed. (3.1.5)), zavisi od toga
u kom delu silazne (descendentne) faze perturbovane unutardnevne oscilacije je
primenjena perturbacija. Zaista, prema predvidanjima modela, akutna perturbacija
spoljnjim kortizolom jednog istog intenziteta moze izazvati razliCiti stepen smanjenja
unutardnevnih oscilacija kortizola (slika 3.1.3a), pa ¢ak i njihovo potpuno prigusenje
(kven¢ing unutardnevnih oscilacija) (slika 3.1.3d), zavisno od toga u Kkojoj
unutardnevnoj fazi na silaznom (descendentnom) delu perturbovane unutardnevne
oscilacije je delovala perturbacija.

U in vivo studijama na pacovima, Windle i saradnici [11-13] su ispitivali
zavisnost dinamic¢kog odgovora koncentracije kortikosterona (glavni glukokortikoid kod
pacova i drugih glodara) na akutni stres od faze unutardnevnog ritma (silazna
(descendentne) ili uzlazne (ascendentne)) pri kojoj je akutna perturbacija delovala. U
ovim eksperimentima pacovi su bili izlozeni akutnom stresoru, u vidu snaznom zvuc¢nog
signala ja¢ine 114 dB u trajanju od 5 minuta. Ove akutne perturbacije zvu¢nim signalom
primenjen su na dve grupe pacova: u jednoj grupi nalazili su se pacovi kod kojih je
akutna perturbacija snaznim zvuénim signalom primenjena onda kada se njihov
unutardnevni ritam kortikosterona nalazio u uzlaznoj fazi ili tzv. medupulsnoj fazi (tj.
fazi izmedu dve unutardnevne oscilacije, kojoj u modelu odgovara deo unutardnevnog
ritma od trenutka zavrSetka prethodne do pocetka naredne unutardnevne oscilacije odn.
pulsa), dok su drugu grupu sacinjavali pacovi kod kojih je zvucna perturbacija
primenjena dok se njihov unutardnevni ritam Kkortikosterona nalazio u silaznoj
(descendentnoj) fazi. U prvoj grupi pacova, gde je akutni stres izazvan u uzlaznoj fazi
[11-13] ili u medupulsnoj fazi [13] bazalnog unutardnevnog ritma Kkortikosterona
registrovano je znacajno povecanje nivoa kortikosterona, dok u drugoj grupi pacova, u
kojoj je akutna zvuéni perturbacija primenjena u silaznoj fazi unutardnevnog ritma
kortikosterona, nije uocen znacajan odgovor HPA sistema na stres.

Ovi eksperimentalni rezultati su u skladu sa predvidanjem modela da akutna
perturbacija istog intenziteta moZe izazvati razliciti dinamic¢ki odgovor HPA sistema,
koji se ispoljava u vidu promene amplitude unutardnevnih oscilacija kortikosterona, za
razli¢ite vrednosti unutardnevnog faznog ugla perturbovane unutardnevne oscilacije
(slika 3.1.3).
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Kako je ranije istaknuto, tokom stresa dolazi do intenzivnog lu¢enja CRH 1
posledi¢nih promena u aktivnosti HPA sistema. Kako bi utvrdili da li postoji zavisnost
odgovora HPA sistema od faze unutardnevnih oscilacija koncentracije kortikosterona i
onda kada se umesto konkretnog fizickog stresora (snazan zvucni signal) direktno
upotrebi CRH, na pacovima su sprovedeni dodatni eksperimenti. Sli¢no prethodnim
eksperimentima, pacovi su bili podeljeni u dve grupe, pri ¢emu je u jednoj grupi pacova
CRH intravenski injektiran tokom uzlazne faze unutardnevnog ritma kortikosterona,
dok je u drugoj grupi pacova ista doza CRH injektirana u silaznoj fazi [12]. Rezultati
ovih istrazivanja su pokazali da intravenska injekcija CRH (u dozi od 2 pg), kao oblik
akutne perturbacije HPA sistema, nije uspela da izazove statisticki znacajnu razliku u
reaktivnosti HPA sistema izmedu te dve grupe pacova [12].

Moguce objasnjenje ovih rezultata moze lezati u tome Sto primenjena doza CRH
nije bila adekvatna za izazivanje razli¢itih odgovora. Naime, dinamicki odgovor HPA
sistema na stres istovremeno zavisi ne smo od trenutka tj. faze delovanja perturbatora
vec i od inteziteta primenjene perturbacije (slika 3.1.4).

Sliéno prethodnim eksperimentima u kojima je ispitivan uticaj faze
unutardnevnog ritma kortizola (odn. kortikosterona) pri kojoj je delovao akutni
perturbator na dinamicki odgovor HPA ose, Russel i sar. [9] su ispitivali i to da i
postoje razlike u dinamickom odgovoru HPA sistema na akutne perturbacije
intravenskom infuzijom prednizolona kod zdravih mu$karaca u zavisnosti od faze
dnevnog ritma Kkortizola odn. doba dana kada je infuzija prednizolonom izvrSena. Jedna
grupa ispitanika je primila infuziju prednizolona u trajanju od 5 minuta u toku
popodneva (Sto kod Coveka odgovara silaznoj fazi dnevnog ritma kortizola), dok je
druga grupa primila istu dozu prednizolona u toku prepodneva (tj. u uzlaznoj fazi
dnevnog ritma kortizola). Rezultati su pokazali da izmedu dve grupe ispitanika nisu
dobijene statisticki znacajne razlike u pogledu promena amplituda ili nivoa
koncentracija kortizola niti koncentracija ACTH, ukazaju¢i da dnevna faza pri kojoj je
akutni perturbator delovao nema uticaja na dinamiku koncentracije kortizola [9].
Medutim, ovi eksperimenti su izvedeni tokom prepodneva ili popodneva, ali ne i tokom
noci, kada su amplitude oscilacija kortizola najnize u toku 24 h, i kada bi se, prema
predvidanjima ovde ispitivanog modela, mogle ocekivati znacajnije razlike u

dinami¢kom odgovoru HPA ose na akutne perturbacije (slika 3.1.4). Osim toga, u
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eksperimentima je kori§¢ena samo jedna doza prednizolona. Zato bi trebalo sprovesti
dodatne eksperimente u kojima bi razli¢ite doze prednizolona (ili nekog drugog
spoljnjeg glukokortikoida) bile primenjene u razli¢itim dobima dana odn. pri razli¢itim
fazama dnevnog ritma kortizola, a po moguéstvu i pri istim fazama unutardnevne
oscilacije kortizola, pre nego $to se odbaci prepostavka da kod ljudi ne postoji dnevna
zavisnost dinamickog odgovora HPA sistema na perturbacije prednizolonom (ili nekim
drugim spoljnjim glukokortikoidom).

Zbog duzine trajanja i/ili ucestalosti delovanja, hroni¢ni stres moze izazvati u
razli¢itim delovima mozga (npr. hipokampus, amigdala i prefrontalni korteks) promene
kao $to su dislokacije receptora, promene u brzinama hemijskih reakcija i transportnih
procesa [132, 133]. To moze dalje dovesti do promena u obrascima aktivnosti mozga
koji mogu biti registrovani razli¢itim neinvazivnim neuroimidzing tehnikama poput
PET-a (eng. positron emission tomography, pozitronska emisiona tomografija), fMRI-a
(eng. functional magnetic resonance imaging, funkcionalna magnetna rezonanca), MEG
(eng. magnetoencephaolgraphy, magnetoencefalografija) ili EEG
(elelektroencefalografija). Takvi efekti hroni¢nog stresa na nivou centralnog nervnog
sistema mogu dovesti do znacajnog smanjenja efikasnosti dinamickih regulatornih
mehanizama unutar HPA sistema. Nastale promene u efikasnonsti i nemoguc¢nost HPA
sistema da se adekvatno odupre delovanju ,spoljasnjih pritisaka“ mogle bi Dbiti
interpretirane pomocu bifurkacionih dijagrama poput onih prikazanih na slikama 3.1.5a
i bi3.1.6a i b. Prolazak kroz bifurkacionu tacku bi mogao ukazati da je doslo do
kolapsa dinamickog regulatornog mehanizma 1 prevodenja sistema u dinamicko stanje
koje pogoduje nastanku bolesti. Takve promene iz jednog u drugo dinamicko stanje
mogu biti povratne, ali takode 1 nepovratne, ispoljavajuc¢i histerezis. Stoga, iako se
organizam viSe ne nalazi u stanju stresa, HPA sistem se ne mora vratiti u prvobitno
fiziolosko stanje ve¢ se moze na¢i u nekom novom, neravnoteznom stacionarnom
odnosno ustaljenom stanju [45, 134]

Dinamika HPA sistema je tesno povezana sa ciklusom budnosti i sna, a hormoni
ovog sistema aktivno ucestvuju u regulaciji spavanja. U tom smislu je potpuno
razumljivo Sto razli¢iti faktori koji izazivaju perturbacije ovog ciklusa mogu dovesti do
suptilnih promena u dinamici HPA sistema. Kao primer moze se navesti efekat primene

injekcija CRH i ACTH koji dovodi do poremecaja sna [134], kao i povezanost hroni¢ne
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insomnije (nesanice) sa pojacanom sekrecijom i brojem unutardnevnih pulseva
(oscilacija) koncentracije kortizola i ACTH u toku 24 h ciklusa [135]. Ispitivani model
HPA sistema korektno predvida da sa porastom srednjeg dnevnog nivoa dnevnih

oscilacija koncetracije CRH u hipotalmo-hipofiznom portalnom krvotoku, <[CRH]>,

dolazi do modifikovanja dinamike HPA sistema (slika 3.1.6), koja moze u jednom

trenutku, sa daljim rastom <[CRH]>, dovesti do drasticnih promena unutardnevne

dinamike HPA sistema. U takvim ekstremnim uslovima, moguée je u simulacijama
dobiti vremenske serije koncentracije kortizola u kojima amplitude unutardnevnih
oscilacija koncentracije kortizola postaju izrazenije u toku no¢i (slika 3.1.6f), situaciju
suprotnu od one koja postoji u bazalnoj fiziologiji. Sli¢na inverzija sekretorne aktivnosti
HPA sistema, u kojoj su unutardnevni sekretorni pulsevi kortizola i ACTH izrazeniji u
toku no¢i, uoéena je kod pacijenata obolelih od hroni¢ne insomnije [135].

Treba istac¢i da bifurkacioni dijagrami, poput onog datog na slici 3.2.5, mogu biti
upotrebljeni kao sredstvo za tumacenje razli¢itih, nekad i kvalitativno suprotnih
odgovora HPA sistema na delovanje jednog istog hroni¢nog stresora. Sa aspekta teorije
nelinearne dinamike i fizicke hemije oscilatornih reakcionh sistema takvi bifurkacioni
dijagrami bi mogli pruziti potencijalno teorijsko objaSnjenje za naizgled kontradiktorne
nalaze in vivo da hroni¢ni stres moze indukovati i hiperkortizolizam i hipokortizolizam
[130].

Imuni sistem predstavlja jedan od sistema cija je funkcija u znacajnoj meri
izmenjena u stresnim uslovima, posredstvom glukokortikoidnih hormona i drugih
komponenti aktiviranih od strane HPA ose u toku stresnog odgovora [87, 132-134].
Bifurkaciona analiza bi mogla biti od znacajne koristi 1 u ovom slu¢aju, pruzajuci
teorijski okvir za boljim razumevanjem kako hroni¢ni stres moze dovesti do nelinearnih
reakcija imunog sistema [123, 136].

Navedene studije potvrduju moguénosti osnovnog modela HPA sistema da opise
I predvidi mnoga dinamicka stanja HPA sistema i koncentracije kortizola nastala pod
razli¢itim uslovima akutnih i hroni¢nih perturbatora HPA sistema [27]. Pri postavljanju
osnovnog modela, zbog teznje da se u prvoj iteraciji modeliranja tako slozenog
reakcionog sistema kao $to je HPA osa pode od $to je moguce jednostavnijeg modela,
koji sadrzi samo klju¢ne vrste 1 interakcije potrebne da se opiSu glavne dinamicke

karakteristike HPA sistema, zanemarena je poznata Cinjenica da hormoni ovog sistema
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poseduju i reakcije izlaza (eliminacije) iz HPA sistema [2]. Stoga je, radi daljeg
unapredenja i poboljsanja svojih performansi, osnovni model HPA sistema [16] prosiren
sa joS dva dodatna koraka: reakcijom eliminacije CRH 1 reakcijom eliminacije
aldosterona. Nastali model, tzv. prosireni osnovni model HPA sistema [48], opisan je u

narednom poglavlju (poglavlje 3.2) ove disertacije.

3.2 Prosireni osnovni model HPA sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija)

Osnovni model HPA sistema predlozen od strane Jeli¢ i sar. [16], ¢ija su dinamicka
stanja ispitivana u prethodnom poglavlju, dopunjen je sa jo§ dve reakcije, (R10) i (R11)
(tabela 3.2.1), u cilju uskladivanja mehanizma modela sa onim koji postoji u realnom
sistemu. Reakcija 10 opisuje proces eliminacije CRH, a reakcija 11 proces eliminacije
aldosterona iz sistema. Na ovaj nacin formulisan je novi model — pro$ireni osnovni
model HPA sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija) [48]. Zbog izvrSenih izmena, bilo je
potrebno ponovo uraditi analizu stabilnosti modela. U tu svrhu, kori$¢ena je analiza

stehiometrijskih mreza ¢iji je opsti postupak prikazan u poglavlju 2.2.

3.2.1 Opis prosirenog osnovnog modela HPA sistema

Prosireni osnovni model HPA sistema (model sa Cetiri vrste i 11 reakcija) prikazan je u
tabeli 3.1. U skladu sa zakonom o dejstvu masa, na osnovu predlozenog mehanizma
(tabela 3.1) postavljen je sistem diferencijalnih jednadina koji opisuje vremensku

evoluciju ovog dinamic¢kog sistema:

d[(;F:H] =Ko~ (ka +ke JICRH] (3:2.1)
—d[A;TH] = ky[CRH] - (k +k; + kg )IACTH] -k [ACTHJ[CORTY’ (3.2.2)
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d[ALDO

dIALDO] =K., +
dt

d[CORT] _
dt

ks[ACTH] - ks[ALDOJ[CORT]? - ky[ALDO]

(3.2.3)

= k,[ACTH] + k,[JACTH][CORT]? — ks[ALDO]J[CORTY}? — k,[CORT]

(3.2.4)

gde [CRH], [ACTH], [ALDO] i [CORT] oznacavaju koncentracije CRH, ACTH,

aldosterona i koritzola, redom, dok su k; (i = 0, m, 1 - 9) konstante brzina odgovarajuc¢ih

reakcionih koraka datih u tabeli 3.2.1.

Tabela 3.2.1. Prosireni osnovni model HPA sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija)

[48]. M = mol dm™. Py, P,, P5 i P4 oznacavaju produkte eliminacije ACTH, kortizola,

CRH i aldosterona, redom.

—%— CRH l\</;=:k10,83-10'8 Mmin? | BV
——> ALDO ll/:q::l;r,nog 10% M mint | &
CRH —4— ACTH ll/leilz[agmil (R3)
ACTH —2 CORT l\::z zféoAiToi]min.l (R4)
ACTH —%  ALDO - ;fé??;o'llmin-l (R5)
ACTH + 2CORT —* 3CORT l‘(’fj ‘I“z[g‘f;'fgﬁloliﬁz (R6)
— 2
ALDO + 2CORT —%_5 CORT |\</; ';%g";g?iﬁoliﬁ (R7)
ACTH —¥6 p, Il/:z:i':é;_roi]min-l (R8)
CORT —2 P, ll’jii?l[g(_);z]mm-l (R9)
CRH — Py |\</;0=: lkiE)CRllg]z min™ (R10)
ALDO —X¢ P, 1= K lALDO] (R11)

ko= 1,35 - 102 min™
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PredloZeni model predstavlja modifikaciju polaznog modela HPA sa 9 reakcija
(tabela 1.1), u ¢iji mehanizam su uvedene dve dodatne reakcije eliminacije: reakcija
eliminacije CRH (R10) i eliminacije (R11) [48]. Ovakva modifikacija polaznog modela
izvrSena je u cilju priblizavanja njegovog mehanizma realnoj fiziologiji HPA sistema,
eksplicitno pokazujuci da su i CRH i aldosteron, a ne samo ACTH i kortizol, podlozni

procesima eliminacije iz sistema [2].

3.2.2 SNA prosirenog modela HPA sistema

Analiza stabilnosti razmatranog prosirenog osnovnog modela HPA sistema (model sa 4
vrste i 11 reakcija) sprovedena je prema opStem postupku metode analize
stehiometrijskih mreza (SNA) izlozenom u poglavlju 2.2. Prikazani su samo konkretni
rezultati za analizirani model, bez ponovnog razmatranja opStih jednacina SNA.

Kao i tada, pocetni korak analize podrazumeva prevodenje sistema obi¢nih
diferencijalnih jednacina (jed. (3.2.1) — (3.2.4)) u matri¢ni oblik, koris¢enjem jednacina
(221)i(2.2.2).

Matrica stehiometrijskih koeficijenata S prosirenog osnovnog modela, ¢iji su

elementi odredeni prema jed. (2.2.2) na osnovu mehanizma modela (tabela 3.2.1), glasi:

R1R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10R11
10-10 0 0 O O O -1 0|CRH
S= 001 -1 -1-120 -1 0 0 0]|ACTH. (3.2.5)
010 0 1 0 -1 0 0O O -1ALDO
00 0 1 0 1 -1 0 -1 0 O0]|CORT

Rang matrice S (jed. (3.2.5)) iznosi 4, pa je u proSirenom osnovnom modelu
HPA sistema broj nezavisnih intermedijera n = 4. S obzirom na to, kao i na ¢injenicu da
ovaj model ima ukupno 4 intermedijera (CRH, ACTH, aldosteron i kortizol), svi
navedeni intermedijeri su ujedno i medusobno nezavisni, kao $to je to bio slucaj i u

osnovnom modelu.
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Zamenjujuéi jednacinu (3.2.5) u jednacinu (2.2.4), dobija se matri¢ni zapis
vremenske evolucije intermedijernih vrsta prosirenog osnovnog modela HPA sistema u

ustaljenom stanju:

Vi
" d[CRH] ]| V2
dt V3
JACTH]| [1 0 -1 0 0 0 0 0 0 -1 0]y | [0
o001 -1 -1-1 0 -1 0 0 0]|v 0
dt _ 5| _ (3.2.6)
d[ALDO]| [01 0 0 1 0 -1 0 0 0 —1||v, 0
dt 00 0 1 0 1 -1 0 10 0]|vwy 0
d[CORT] v,
Lodr Vig
_Vll_ss

Matrica E analiziranog modela dobijena je kao resenje sistema jednacina (3.2.6):

RS

E3 E4 ES EG E7 EB E9 ElO
12210 1]RL
R2
R3
R4
R5
R6
R7
RS
R9
R10
R11

(3.2.7)

O O O O — o O — I I [t
O O O P O O O O kB O -
O O O 0O O © = kB O K.
O O O O Pk = O O kB b

R O O O O © — O — O Bk

O kP O O O © ©o o o <o
R O O O O O © © o —

00
2 2
10
11
0 1
11
00
00
00
00

O O kB O O —~ O O +— O

Kao sto se vidi iz matrice E (jed. (3.2.7)), prosireni osnovni model HPA sistema (model
sa 4 vrste i 11 reakcija) ima 10 ekstremnih struja E;. Kao i ranije, svaka od kolona E; (I

= 1,...,10) odreduje reakcioni put koji se moze realizovati u ustaljenom stanju

predlozenog modela. Dakle, prosirivanjem osnovnog modela sa reakcijama eliminacije
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CRH (R10) i aldosterona (R11) dovelo je do formiranja tri dodatne ekstremne struje
(uporediti sa jed. (2.2.6)), dok je prvih 7 struja ostalo nepromenjeno.

Zamenom matrice E (jed. (3.2.7)) u osnovnu jednacinu SNA (V, =E j, jed.

(2.2.7)), dobijaju se izrazi kojima se brzine reakcionih koraka prosirenog osnovnog
modela HPA sistema u ustaljenom stanju, vi (i = 1,...,11), povezane sa brzinama struja,
ji(1=1,..,10):

Vis=Ko=h+ip+tis+is+is+2j+2]);+ Jg+ Jio (3.2.8)
Voss =Km =h+ s+ Jo (3.2.9)
Vass = KI[CRHgs = ju+ o + Jg + Ja+ Js + 2J6 + 27 + hio (3.2.10)
Vass= Ko[ACTH]s = J1 + Jg + Jg (3.2.11)
Vs ss= K3[ACTH]gs = Jg + J7 + ko (3.2.12)
Voo = K [ACTH][CORTIL = s + s + Jy (3.2.13)
V7 5= Ks[ALDOJ[CORTIZ = j; + s + Jg + J7 (3.2.14)
Vg ss = Kg[ACTH] = J; (3.2.15)
Vgss= K7[CORT]s = j3 + Js (3.2.16)
Vio,ss = Kg[CRH]s = Jg (3.2.17)
V11,65~ Kg[ALDO]gs = Jo + o, (3.2.18)
gde [CRH],, [ACTH],, [ALDO], i [CORT], oznacavaju koncentracije CRH, ACTH,

aldosterona i kortizola u ustaljenom stanju, redom.
Kombinovanjem jednacina (3.2.8 — 3.2.18) dobijene su medusobno nezavisne

linearne relacije medu brzinama pojedinih reakcionih koraka u ustaljenom stanju:

Viss =V3ss T Vi0ss =Vass T V555 T Vo ss T Vgss T Vio,ss (3-2-19)
V7.ss TVi1ss =Vass T V55 (3.2.20)
V3ss =Vass T V555 T Vgss T Vass (3.2.21)
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Vass T Vess = V7,55 T Vo5 (3.2.22)

Prema jednacini (2.2.25), odredena je i matrica redova reakcija K za proSireni

osnovni model HPA sistema:

R

(=

R

N

R

w

R

~

R

(6]

R6 R7 R8 R9R10R11

0| crRH
0 |ACTH. (3.2.23)
1 |ALDO
0 |CORT

o O O o
o O O o

0 0
0 0
1 0
2 1

O O O -

0
1
0
0

o O O B
o O +—» O
o O+ O
N Ok O

Zamenom izraza za S (3.2.5), E (3.2.7) i K (3.2.23) u jednacinu (2.2.23),

izraGunata je matrica brzina struja V(]) za analizirani model:

V(i) =
it ot ltiatist2Js+2]7+ ho 0 0 0
“h-b-lim a2l -2h—he  hthtlstistlst2ist2) 0 2, +2]5+2];
0 “ls— o htlatiethtlothn 20+2ii+2Js+2)
0 o R el Tl el e htlatieths 2+ = Js +2s
(3.2.24)

Posto ovaj model sadrzi Cetiri intermedijerne vrste (CRH, ACTH, aldosteron i

kortizol) , dimenzije matrice V(j)su 4 x 4.
Zamenom izraza za matricu brzina struja V(j) (3.2.24) u jednadinu

J = -V(]j)diagh (jed. (2.2.22)), moze se odrediti jakobijan posmatranog modela J

kao linearizovani operator njegove dinamike u okolini datog ustaljenog stanja. Elemente

vektora recipro¢nih koncentracija h ¢ine reciproéne koncentracije h; (i = 1,...,4)

intermedijera ispitivanog modela u ustaljenom stanju, [CRH],,, [ACTH], [ALDO], i

ss ! ss !

[CORT].., redom.

ss !
U prosirenom osnovnom modelu HPA sistema, kao i U samom osnovnom

modelu, postoje Cetiri intermedijerne vrste, te je karakteristi¢na jednacina operatora J:
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Det[A 1-J]=al* + A3y + A%ap + A +ay. (3.2.25)

Koeficijent o; (i = 1,...4) karakteristi¢énog polinoma (3.2.25), kako je ranije napomenuto,
odreduje se kao suma svih dijagonalnih minora dimenzije ixi matrice V(])
pomnozenih odgovaraju¢im proizvodom koji ¢ini kombinacija od i reciproénih
koncentracija h;; kao i do sada, prema konvenciji, oo = 1. Koeficijenti «; su funkcije
brzina struja j;, ali se i u ovom slu¢aju mogu u potpunosti transformisati u, za racunanje,
pogodniji oblik koji je funkcija isklju¢ivo brzina u neravnoteznom stacionarnom
(ustaljenom) stanju, Vi ss.

Kao i kod osnovnog modela HPA sistema, uslov nestabilnosti je odreden u
veoma dobroj aproksimaciji na bazi dijagonalninh minora matrice brzina struja V()
koji sadrze negativne Clanove. Nadeno je da u proSirenom osnovnom modelu HPA
sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija) svi dijagonalni minori matrice V(j) (jed.

(3.2.24)) koji poseduju negativne Clanove sadrze izraz koji odgovara izrazu za
dijagonalni minor drugog reda za aldosteron i kortizol, Ms4. Prema ovoj aproksimaciji,
uslov nestabilnosti ¢e biti ispunjen ukoliko je dati minor negativan, M3,< 0. Tada uslov
nestabilnost prosirenog osnovnog modela HPA, izrazen preko reakcionih brzina u

neravnoteznom stacionarnom stanju V; s, postaje:
V7,ssVQ,ss+2V7,ssV11,ss+V9,ssV11,ss< 2V6,ssV7,ss'|'2V6,ssV11,ss (3-2-26)

Uslov (3.2.26) je zadovoljen za set konstanti brzina modela datih u tabeli 3.2.1.
Koris¢enjem nezavisnih relacija medu brzinama u ustaljenom stanju (3.2.19) - (3.2.22),
uslov nestabilnosti (3.2.26) se moze izraziti na razliite nacine, tako da sadrzi one brzine
u ustaljenom stanju koje su od znacaja za razmatranje konkretnog istrazivackog
problema.

Uslov nestabilnsoti (3.2.26) je napisan u funkciji Vgss | Vs ss. Izjednacavanjem sa
nulom svih ¢lanova u izrazu za jezgro nestabilnosti ovog modela koji sadrzi brzine
reakcija u ustaljenom stanju koje ne postoje u mehanizmu osnovnog modela (Vipss i
Vi1ss) dobija se isti izraz za uslov nestabilnosti kao §to je onaj u osnovnom modelu

Voss < 2Vgss (jed. 2.2.39)[18]. To znaci da je jezgro nestabilnosti oba modela HPA
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sistema isto. Konkretno, reakcioni korak (R11) (reakcija eliminacije aldosterona) ne
postoji u osnovnom modelu HPA sistema, pa je viiss = 0, 1 izraz (3.2.26) se svodi
upravo na Vg < 2Vgss. Navedena nejednakost predstavlja jezgro nestabilnosti modela, i
ona mora biti zadovoljena da bi model bio u nestabilnom neravnoteznom stacionarnom
stanju, i da bi mogao da ispolji oscilatorno evoluciju nastalu kao rezultat njegove
unutrasnje nestabilnosti.

Da bi se utvrdila ispunjenost uslova nestabilnosti (3.2.26), potrebno je odrediti
vrednosti brzina u ustaljenom stanju, vj ss 0dn., shodno jednac¢inama (3.2.8) - (3.2.28) za
brzine reakcionih koraka u ustaljenom stanju, potrebno je znati vrednosti njihovih
konstanti brzina i odrediti koncentracije intermedijera modela u ustaljenom stanju.

Koncentracije intermedijera u ustaljenom stanju izraunate su na bazi uslova
stacionarnosti modela, izjednacavanjem sa nulom svih brzina po intermedijerima
modela (CRH, ACTH, aldosterona i kortizola) u jednafinama (3.2.1) — (3.2.4).

Ustaljena koncentracija CRH odredena je izjednacavanjem sa nulom jednacine (3.2.1):

Ko

CRH] =
[CRHI. ==

, (3.2.27)

ustaljena koncentracija ACTH je dobijena izjednacavanjem sa nulom jednacine (3.2.2) i

uvr$¢avanjem u nju izraza za [CRH] u jednacini (3.2.27):

kOkl
(kl + kS)[kZ + k3 + k6 + k4([CORT]ss)2] ’

[ACTH],, = (3.2.28)

dok je izjednacavanjem izraza (3.2.3) sa nulom dobijena koncnetracija aldosterona u

ustaljenom stanju:

k., +K;,[JACTH]
k5 ([CORT]ss)2 + k9 ,

[ALDO], = (3.2.29)

Zamenom izraza za koncentracije ACTH (jed. (3.2.28)) i aldosterona u

ustaljenom stanju (jed. (3.2.29)) u izraz za brzinu po kortizolu (3.2.4) izjednacenim sa

91



nulom dobija se implicitna jednacina za koncentraciju kortizola u ustaljenom stanju u

obliku polinoma petog stepena po [CORT],:

kKK, (k, + kg )([CORTL,)’ + Kk, k,[K,, (k, + k) - K.k, ]J([CORT],)*

+k; (K, +kg)[K Ky +ks (K, +k; +ko)I([CORT],)?

Kok [Ks (K, - Ks) + kKol - KK (ky +Kg)(K, +k, +Ko)HICORTL)®
+ k7k9 (kl + ks)(kz + k3 + ke)[CORT]ss B koklkzkg =0

(3.2.30)

Jednacine (3.2.27) — (3.2.30) pokazuju da koncentracije svih intermedijera HPA
sistema u ustaljenom stanju zavise jedino od odgovarajucih konstanti brzina. Stoga je 1
uslov nestabilnosti modela (3.2.26) funkcija samo konstanti brzina k; (i =0, m, 1 — 9,
tabela 3.2.1). Pri vrednostima konstanti brzina datim u tabeli 3.2.1, uslov nestabilnosti
(3.2.26) predlozenog modela je ispunjen, $to znaci da proSireni osnovni model HPA
sistema poseduje oblast nestabilnosti i moze, kao posledicu toga, imati oscilatorna

dinamicka stanja.

3.2.3 Numericka analiza proSirenog osnovnog modela HPA sistema
Kao i u slufaju osnovnog modela HPA sistema (poglavlje 1.5 i 3.1), validnost

ispitivanog modela je potvrdena na bazi njegovih numeric¢kih simulacija, prema opstem

postupku datom u poglavlju 2.1.
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Slika 3.2.1. Uporedni prikaz vremenskih serija koncentracije kortizola za proSireni
osnovni model HPA sistema odn. osnovni model HPA sistema. (al) ProSireni osnovni
model odn. (b1) osnovni model nije spregnut sa dnevnom funkcijom D (jed. 3.1.1); (a2)
prosireni osnovni model odn. (b2) osnovni model jeste spregnut sa dnevnom funkcijom
D. Simulacije prosirenog osnovnog modela HPA sistema i osnovnog modela HPA
sistema, dobijene su za vrednosti parametara datih u tabeli 3.2.1 i tabeli 1.1, redom.

Na osnovu dobijenih simulacija je utvrdeno da proSireni osnovni model HPA
sistema pokazuje analogne karakteristike kao i model iz kojeg je izveden, pri bazalnim
uslovima kao i tokom stresa. Kao primer, na slici 3.2.1. uporedno su prikazane
vremenske serije koncentracije kortizola za prosireni i osnovni model HPA sistema, za
sluc¢ajeve kada su modeli spregnuti ili nisu spregnuti sa dnevnom funkcijom D (jed.
(3.1.1)). Na slici 3.2.2 prikazan je uticaj vrednosti konstante ko (odn. brzina produkcije i

sekrecije CRH) na dinamicka stanja koncentracije kortizola. Takvo dinamicko
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ponasanje HPA sistema je analogno onom dobijenom pomoc¢u osnovnog modela HPA
sistema (slika 3.1.1). Saglasnost rezultata izmedu ove dve varijante modela je bila
o¢ekivana, imajué¢i u vidu da je metodom SNA utvrdeno da se izraz za uslov
nestabilnosti prosirenog osnovnog modela (jed. (3.2.26)) moze redukovati na izraz za
uslv nestabilnosti osnovnog modela (jed. (2.2.39)), odn. da oba modela imaju

zajednicko jezgro nestabilnosti (v. poglavlje 3.2.2).

a . b
T 1.2 (3) & (3)
= = {
- = 4
E 1.04 aoE
= (2) < (2)
— = 3
= 0.8 &=
= =
&

® M g 1)
= 06 , : : , . &, , , , , ,

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

vreme / h vreme / h

Slika 3.2.2. (a) Vremenske evolucije koncentracije CRH, [CRH], i (b) koncentracije
kortizola, [CORT], u proSirenom osnovnom modelu HPA sistema (tabela 3.2).
Simulacije su dobijene pri razli¢itim vrednostima konstante produkcije i sekrecije CRH,
ko, kao kontrolnog parametra. (1) ko = 1,39:10® mol dm™ min™, (2) ko = 1,74:10® mol
dm™ min i (3) ko = 2,23-10® mol dm™ min™. U svim slucajevima (1), (2) i (3), [CRH]
se nalazi u stabilnom ustaljenom stanju: [CRH]s = 0,76:10® M, [CRH]ss = 0,95-10°® mol
dm™ i [CRH]s = 1,22:10°® mol dm™, redom. U slu¢ajevima (1) i (3), [CORT] se takode
nalazi u stabilnom ustaljenom stanju, dok u slucaju (2) ispoljava unutardnevne
oscilacije. [48]
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3.3. Model HPA sistema sa holesterolom (model sa 5 vrsta i 13 reakcija)

U ovom poglavlju opisan je stehiometrijski HPA model sa holesterolom, pocetnim
prekursorom kortizola, aldosterona i drugih steroidnih hormona. Novi model je dobijen
uvrséavanjem holesterola U mehnizam prosirenog osnovnog modela HPA sistema
(model 4 vrste sa 11 reakcija) [48]. Predlozeni model ima 5 dinamic¢kih promenljivih i
13 reakcija. Kao i u slu¢aju prethodnih varijanti modela HPA sistema, stabilnost modela
je ispitana SNA analizom, a njegova validnost je proverena u numeri¢kim
simulaicijama. Simulacije dobijene pomo¢u novog modela su pokazale jos vecéu
uskladenost sa dinamickim ponaSanjem koje postoji in vivo u HPA sistemu coveka,
istovremeno zadrzav$i pozitvne kvalitete koji se dobijaju u simulacijama na bazi
njegovih prethodnika. Sve to ukazuje na veéi prediktivni kapacitet novog modela HPA
sistema sa holesterolom.

Kao §to je istaknuto u poglavlju 1.4, prilicno mali broj teorijskih modela
aktivnosti HPA sistema eksplicitno sadrzi holesterol kao jednu od glavnih hemijskih
vrsta i dinamickih varijabli modela [14, 23-25]. Medutim, od navedenih modela, nijedan
nije stehiometrijski. Dalje, nijedan od njih ne sadrze istovremeno, pored holesterola,
CRH, ACTH i kortizol kao intermedijerne vrste, i ne opisuje ponasanje HPA sistema na
sistemskom nivou. Takode, nijedan od navedenih modela ne simulira slozenu
oscilatornu evoluciju kortizola u kojoj su unutardnevne oscilacije spregnute sa dnevnim
oscilacijama. HPA model sa holesterolom koji je predlozen u ovoj disertaciji ne

poseduje navedene nedostatke.

3.3.1 Opis modela HPA sistema sa holesterolom

ProSireni, petodimenzionlani model samoregulacije 1 aktivnosti HPA sistema sa
holesterolom kao novom intermedijernom vrstom i koncentracijom holesterola kao
novom dinami¢kom promenljivom prikazan je u tabeli 3.3.1. To je stehiometrijski
model sa 13 reakcionih koraka, Ri (i = 1,...,13), neposredno izveden iz prethodne

varijante stehiometrijskog modela HPA sistema (prosireni osnovni model HPA sistema
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[48], tabela 3.2.1), u ¢iji mehanizam je, pored 4 dinamicke varijable (koncentracije
CRH, ACTH, CORT, ALDO) prisutne u ranijim modelima HPA (osnovni i prosireni
osnovni model HPA sistema), dodat i holesterol. Uklju¢ivanje holesterola i proSirivanje
mehanizma prethodnog HPA modela (prosireni osnovni HPA model) izvedeno je
modifikacijom postoje¢ih kao i dodavanjem potpuno novih reakcionih koraka u skladu
sa aktuelnim eksperimentalnim saznanjima procesa adrenalne steroidogeneze kortizola
i aldosterona. Opisani proces formiranja HPA modela sa holesterolom je realizovan
pazljivim i postupnim izvodenjem S§to je bilo moguée manjeg broja kljucnih i
neophodnih promena polaznog mehanizma, kako bi pored novih, izvedeni model
zadrzao i pozitivne kvalitete svojih prethodnika.

Koris¢enjem izraza za brzine reakcionih koraka v (i = 1, ... , 13) dobijenih na
osnovu zakona o dejstvu masa (tabela 3.3.1), jednozna¢no je izveden sistem obi¢nih
diferencijalnih jednadina koje opisuju brzinu promene koncentracija nezavisnih

intermedijernih vrsta:

_d[C;OL] = K, - (ks + kg)[CHOLJ[ACTH] - ko[CHOL] (331)
d[ijF:H] = Ky - (Ky + Kyo)[CRH] (33.2)
AIACTH] _ |, [CRH] - (ks + kg)[CHOLIIACTH] - kyJACTH]ICORTT? - ky,[ACTH]

dt
(3.3.3)

—d[C:tRﬂ = ks[CHOL][ACTH] + ks [ACTH][CORT]’ - ke[ ALDO][CORTJ’ - k;,[CORT]

(3.3.4)

d[ALDO] _ K,k

- - [CHOL][ACTH] - kg[ALDO][CORT]? - k;5[ALDO] . (3.3.5)

96



Tabela 3.3.1. Model HPA sistema sa holesterolom (model HPA sa 5 vrsta i 13
reakcija). M =moldm?®. P, P, Ps, P, i Ps predstavljaju produkte eliminacije

holesterola, CRH, ACTH, kortizola, i aldosterona, redom.

—k 5 CHOL Vlfkl g (R1)
ki =1,380 - 10" M min
ko Vo = k2 R2
> CRH ko =1,830 - 10° M min™ (R2)
Ks V3 =Kg R3
> ALDO ks = 6,090 - 10" M min™ (R3)
v, =k, [CRH]
CRH —4 ACTH 4T R4
ks = 1,830 - 10* min™ R4
CHOL + ACTH—% > CORT Vs =Ks [CHOLJ|ACTH] (R5)
ks =11,94 M~ min
CHOL + ACTH—* > CORT Vs = ke [CHOI_}][A?THL (R6)
Ke = 9,552 - 10° M™ min
2
ACTH + 2CORT —% 3coRT | 7 =K [ACTTJ[C_O_?T]_Z (R7)
k;=1,260 - 10" min™ M
2
ALDO + 2CORT —*&, CORT | 2 ~=Ks [A"D(ﬁ[C_O_FfT]_Z (R8)
ks = 7,050 - 10~ min™ M
CHOL —* 5 p, V9:k9[CHO|TZ] - (R9)
Ko =4,500 - 10 min
CRH —f0_, p, Yo =kio[CRH] (R10)
Kio=1,100 - 10~ min
ACTH —ku, p, Vig =Ky [ACTi] » (R11)
k11 = 5,350 - 10 min
CORT —2_ p, iz =kiz [CORT] (R12)
ki =4,100 - 10 min
ALDO—5 P, Vig =kis[ALDO] (R13)
kiz=1,350 - 10" min

Resenje sistema diferencijalnih jednac¢ina (3.3.1) — (3.3.5) su vremenske serije
koncentracija intermedijarnin vrsta modela (holesterol, CRH, ACTH, kortizol i
aldosteron), koje simuliraju dinamicko ponaSanje sistema za odabrani set parametara
modela. Parametri modela su konstante brzina, k; (i = 1-13), od kojih svaka karakterise

kinetiku odgovarajuceg reakcionog koraka, (Ri) (i = 1-13). Reakcioni koraci (Ri) (i =
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1-13) konceptualno opisuju najvaznije eksperimentalno poznate interakcije u HPA
sistemu za koje je pretpostavljeno da su od kljuénog znacaja za opisivanje kompleksne
dinamike HPA ose.

Reakcioni korak (R1) opisuje ukupni ulaz (unos) holesterola u sistem
obuhvatajuéi sve moguce izvore i puteve njegovog ulaska [2]. Pod pretpostavkom da
rezervoari holesterola dostupni za procese njegovog celijskog unosa ili iskori$¢enja
ostaju prakti¢éno na konstantnom nivou (s obzirom na to da je njihova koli¢ina znatno
veca od one koja se koristi u procesu adrenalne steroidogeneze) i prepostavljajuéi da se
unos holesterola za svrhe steroidogeneze odvija konstantnom brzinom k; ovaj proces je
modeliran reakcionim korakom ¢ija je kinetika nultog reda.

Kao i u prethodne dve varijente HPA modela, reakcioni korak (R2) odnosno
(R3) opisuju ulaz CRH odn. aldosterona u sistem. Pretpostavljeno je da se oba procesa
odvijaju po kinetici nultog reda.

Reakcioni korak (R4) je zadrzan u istom obliku kao i u prethodna dva modela,
opisuju¢i kao procese sa kinetikom prvog reda stimulatorni efekat CRH na lucenje
ACTH u opstu cirkulaciju 1 njegovu ponovnu sintezu.

Reakcioni korak (R5) sumira sloZene procese biosinteze kortizola regulisane od
strane ACTH koji se odvijaju u histoloskoj zoni kore nadbubreznih zlezda oznacenoj
kao zona fasciculata, i sekreciju kortizola u sistemsku cirkulaciju (v. poglavlje 1.3.2). In
vivo ovaj proces obuhvata nekoliko potprocesa (v. poglavlje 1.3.2): mobilizaciju aktivne
forme holestrola tj. slobodnog holestrola iz holesterolskih depoa, transport slobodnog
holesterola do mitohondrija, transfer holesterola sa spoljnje na unutra$nju
mitohondirijalnu membranu, zatim konverziju holesterola u pregnenolon pomocu
enzima CYP11A1, kaskadu biosintetskih transormacija pregnenolona u kortizol (slika
1.3.2), i kona¢no spontani izlazak holesterola u opstu cirkulaciju; svaki od ovih
potprocesa je sloZzen sam po sebi, obuhvatajuci vise enzimski katalizovanih rekacionih
koraka [2, 77, 78]. Kao §to je istaknuto u uvodu (poglavlje 1.3.2), konverzija holsterola
u pregnenolon, predstavlja prvi biohemijski korak u biosinteze kortizola, a ujedno
najsporiji proces na celom metabolickom putu adrenalne steroidogeneze [2]. Stoga
celokupna kaskada produkcije kortizola na nacin kako je to ovde sazeto moze u
odredenoj aproksimaciji biti predstavljena jednim reakcionim korakom kinetike drugog

reda koji uklju¢uje ACTH kao glavnu hormonsku regulatornu vrstu koja definise brzinu
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biosinteze kortizola, i holesterol, kao po¢etnog prekurzora kortizola. Treba naglasiti da
konstanta brzine ks predstavlja slozenu konstantu brzine koja zavisi od statusa svih
intermedijernih metabolita i enzima kao i konstati brzina u kojima oni ucestvuju, a koji
su sumarno obuhvaceni u reakcionom koraku (R5). Predopstavljaju¢i da koncentracija i
aktivnosti ovih metablita i enzima ostaju u stabilnom kvazistacionarnom stanju tokom
vremenskog okvira u kome se zavrsi jedan ciklus adrenalne steroidogeneze, ks se moze
posmatrati kao parametar, odredene konstantne vrednosti.

Reakcioni korak (R6) sumira slozni proces steroidogeneze aldosterona, koji se
odvija u histoloskoj zoni kore nadbubreznih Zlezda oznacenoj kao zona glomerulosa, i
njegovu sekreciju u opstu cirklaciju. Obrazlozenje postavljanja ovog reakcionog koraka
sa kinetikom drugog reda je analogan onom detaljno obrazloZzenom za kortizol u
reakcionom koraku (R5).

Reakcioni korak (R7) opisuje regulaciju HPA ose pomocu sloZzenog mehanizma
pozitivne povratne sprege predstavljenog u modelu kubnom autokatalizom kortizola.
Reakcioni korak (R8) predstavljen u modelu pomocu kvadratne autoinhibicije kortizola
reprezentuje slozene mehanizme negativne povratne sprege U oviru HPA sistema. Oba
koraka (R7) i (R8) zadrzana su u izvornom obliku kao i u prethodna dva modela (v.
poglavlje 2).

Reakcioni koraci (R9), ..., (R13) odreduju kinetiku eliminacije holesterola, CRH,
ACTH, kortizola i aldosterona, respektivno. Pretpostavljno je da ove rekacije mogu biti
opisane sa kinetikom prvog reda. Reakcije eliminacije ACTH i kortizola [16] kao i CRH
i aldosterona [48] su bile uvedene u prethodnim varijantama modela. Reakcija
eliminacije kortizola (R9) obuhvata nekoliko procesa koji omoguéuju redukciju ili
smanjenje viska aktivnog (slobodnog) oblika holesterola do fizioloskih granica. Jedan
od tih procesa podrazumeva uklanjanje holesterola iz citoplazme steroidogenih celija
kroz plazma membranu tih ¢éelija (efuks holesterola), proces koji je uglavnom omogucen
posredstvom membranskih receptora ABCAL (eng. ATP-binding membrane cassette
(ABC) transporter A1) [137]. Drugi od tih procesa podrazumeva eliminaciju holesterola
putem njegovog ugradjivanja u celijske membrane (proces biogeneze membrana),
imaju¢i u vidu da je holesterol jedan od glavnih konstituenata celijskih membrana.
Konac¢no, eliminacija holesterola se odvija i usled drugih procesa potrosnje holesterola

koji ne ukljuc¢uju metabolizam kortizola i aldosterona, kao $to su produkcija oksisterola
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i zucnih kiselina, vitamina D i drugih steroidnih hormona [79, 138]. Kako su brzine
navednih procesa eleminacije (potro$nje) holesterola prvenstveno zavisne od same
koncentracije holesterola pretpostavljeno je da svi ti procesi mogu biti sumarno
prikazani pomocu kinetike prvog reda u rekacinom koraku (R9). Uzimajuci u obzir to
da se stanje organizma u pogledu aktivnosti enzima, receptora i drugih regulacionih
faktora ukljucenih u proces eliminacije holesterola ne menja tokom vremenskog okvira
odvijanja tih procesa, k9 se moze uzeti za slozenu konstatu reakcinog koraka (R9).

Reakcioni koraci (R2), (R3), (R4), (R7), (R8), (R10), (R11), (R12) i (R13)
zadrzani su iz prethodnih varijanti modela: prosirenog osnovnog modela HPA sistema
(tabela 3.2.1), odn. osnovnog modela HPA sistema (izuzimajucéi reakcije (R10) i (R12)
koje ne postoje u osnovnom modelu) (tabela 1.1). Konstante brzina ks, ks, k7, Ke, ki1 i
k1> imaju iste vrednosti kao u prosirenom osnovnom modelu (tabela 3.2.1), odn. u
osnovnom modelu.

Kako je model HPA sistema sa holesterolom nastao razvojem prethodnog
modela, preostale konstante su se mogle okvirno odrediti na bazi odrzanja brzina
pojedinih reakcionih puteva. Na taj na¢in su odredene njihove polazne vrednosti, koje
su kasnije doterane sistemati¢nim ispitivanjem dinami¢kog ponasSanja sistema
izvodenjem velikog broja numerickih simulacija za razli¢ite vrednosti konstanti brzina.
Pored toga, odredivanje nepoznatih konstanti potpomognuto je ispitivanjem stabilnosti
predloZzenog modela HPA sistema sa holesterolom metodom analize stehiometrijskih
mreza (SNA), ¢ime je dobijen izraz za nestabilnost modela (v. poglavije 3.3.2).
Dobijeni uslov je iskoris¢en kao dodatno ograni¢enje u optimizaciji modela, s obzirom
na to da taj uslov mora biti zadovoljen da bi model mogao ispoljiti oscilatorno
ponasanje.

Posto je cilj ovog istraZzivanja modeliranje oscilatornog ponasanja hormona HPA
sistema, slede¢i korak u razoju modela je ispitivanje njegove stabilnosti, odn.
utvrdivanje da li i pod kojim uslovima jednacine (3.3.1) — (3.3.5) mogu posedovati
barem jedno nestabilno neravnotezno stacionarno stanje koje moze dati oscilatornu
evoluciju. Stoga, sli¢no kao i U slucaju analize stabilnosti prethodnih varijanti modela
HPA sistema, stabilnost predlozenog modela HPA sa holesterolom ispitana je metodom

analize stehiometrijskih mreza (SNA).
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3.3.2 SNA modela HPA sistema sa holesterolom

SNA procedura modela HPA sa holesterolom izvrSena je na analogan nacin kao 1 u
slu¢aju prethodnih modela HPA sistema (poglavlja 2.2 i 3.2). Ovde ¢e biti prikazani
samo rezultati SNA koji se odnose na ispitivani model HPA sa holesterolm, bez
ulazenja u detalje izvodenja date u poglavlju 2.2.

Kao i1 tada, pocetni korak analize predstavlja izrazavanje sistema obicnih
diferencijalnih jednacina (jed. (3.3.1) — (3.3.5)) u matricnom obliku (v. jed. (2.2.1)),
pogodnijem za izrzavanje vremenske evolucije nezavisnih intermedijera u SNA.

U slucaju razmatranog modela HPA sa holesterolom, matrica S, direktno

izvedena iz mehanizma datog u tabeli 3.3.1 shodno jednaéini (2.2.2), ima oblik:

RL R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11l R12 R13

0O 0 0-1-1 0 0-1 0 0 0 07]CHOL

0-1 0 0 0 0 0 -1 0 0 O |CRH
. (3.3.6)

01 -1-1-1 0 0 0-1 0 0 |ACTH

0O 01 0 1 -1 0 0 0 -1 0 |CORT

1 0

0O 0 1 0 -1 0 0 0 -1 |ALDO

o o o B+~

Rang matrice S (jed. (3.3.6)) iznosi 5, te je u modelu HPA sistema sa
holesterolom broj nezavisnih intermedijera n = 5. Zato, uzimajuéi u obzir i ¢injenicu da
ovaj model ima ukupno 5 intermedijera (holesterol, CRH, ACTH, kortizol, aldosteron),
svi navedeni intermedijeri su medusobno nezavisni.

Zamenjujuéi jednacinu (3.3.6) u jednacinu (2.2.4), dobija se matri¢ni zapis
vremenske evolucije intermedijernih vrsta modela HPA sistema sa holesterolom u

ustaljenom stanju:
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[d[CHOL]]
dt
d[CRH]
dt
d[ACTH]
dt
d[CORT]
dt
d[ALDO]
at

O O o o

O OO o+ o

P o o o o

0 -1
-1 0
-1

1

-1 0
0 -1
0 O
0 O
0 O

O O O o

Vi3 Jgs

(3.3.7)

Matrica E ispitivanog modela dobijena je kao resenje sistema jednacina (3.3.7):
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(3.3.8)

U ovom modelu postoji 11 ekstremnih struja E;. Uvodenjem holesterola i

odgovarajuc¢ih novih reakcionih koraka dovelo je do dodatnog povecanja broja

ekstremnih struja odn. reakcionih puteva koji se mogu realizovati u neravnoteZznom
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stacionarnom stanju u odnosu na prethodne varijante modela: model sa holesterolom
ima jednu ekstremnu struju vise od prosirenog osnovnog modela (jed. (3.2.7)), odn.
Cetiri ekstremne struje vise od osnovnog modela HPA sistema (jed. (2.2.6)). Kolone 1,
4,5,7,8,9i1 11 matrice E (jed. (3.3.8)) formiraju, redom, sledece reakcione puteve koji

daju sumarne reakcije koje postoje i u osnovnom modelu HPA sistema:

put 1: R1+R2+R3+R4+R5+R8,

put 4: R2+R4+R11,

put 5: R1+R2+R4+R5+R12,

put 7: R2+R3+R4+R7+R8,

put 8: R2+R4+R7+R12,

put 9: 2R1+2R2+2R4+R5+R6+R8 i
put 11: R1+2R2+2R4+R6+R7+R8.

Prosireni osnovni model, pored sumarnih reakcija definisanih preko reakcionih puteva
dobijenih iz gorenavedenih kolona matrice E, sadrzi i sumarne reakcije odredene na

osnovu reakcionih puteva dobijenih iz kolona 3, 6 i 10, redom, iste matrice E:

put 3: R2+R10,
put 6: R3+R13 i
put 10: R1+R2+R4+R6+R13.

Potpuno nov reakcioni put (odgovara protoku holesterola kroz sistem), koji se pojavljuje
samo u modelu HPA sistema sa holesterolom, dobija se iz kolone 2 matrice E (jed.
(3.3.8)):

put 2: R1+R9.

Uvrséavanjem matrice E (jed. (3.3.8)) u osnovnu jednaginu SNA (Vi =E J, jed.

(2.2.7)), dobijaju se relacije koje povezuju brzine reakcionih koraka modela HPA
sistema sa holesterolom u ustaljenom stanju, vis (i = 1,...,13) sa brzinama ekstremnih
struja, j; (1= 1,...,11):
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Vigs =Ki=Ji+ o+ s+ Je +2Jg + Jio + b1 (3.3.9)

Voss =Ko =Ji+ s+ Jat+is+ 7+ g+ 2Jg+ Jio+ 2 (3.3.10)
Vass =Kz = hi+ Jg + J7 (3.3.11)
Vass = K4[CRHIs = j+ s+ Js + Iz + Jg + 2o + J1o + 21 (3.3.12)
Vs 5= Ks [CHOL] [ACTH]g = J; + Js + Jo (3.3.13)
Vess = Ke[CHOL][ACTH] = jg + J1o + ha (3.3.14)
V7 6= K7[ACTHI[CORTE, = j; + Jg + i (3.3.15)
Vg 5= Kg[ALDO][CORTIZ = jy + j; + Jo + I (3.3.16)
Voss = Ko[CHOL ] = J, (3.3.17)
Vigss = Kio[CRH] = j3 (3.3.18)
Vi1 ss= Ka[ACTH] = ], (3.3.19)
Viz.ss = Kio[CORTI = js + Jg (3.3.20)
Vigss= Ki3[ALDO]g = Jg + o » (3.3.21)
gde [CHOL],, [CRH],, [ACTH],, [CORT], i [ALDO],oznacavaju, redom,

koncentracije holesterola, CRH, ACTH, kortizola i aldosterona u ustaljenom stanju.
Na osnovu jednacina (3.3.9) — (3.3.21) dobijene su medusobno nezavisne

linearne relacije medu brzinama pojedinih reakcionih koraka u ustaljenom stanju:

Viss =Vsss +Vess TVoss (3.3.22)
Vass =Vass TV1oss (3.3.23)
V3ss T Vess = Vgss TVigss (3.3.24)
Vsss +V7.ss =Vgss T V125 - (3.3.25)
Vass =Vsss TVe,s5s T V7.5 T Vigss (3.3.26)

Kao $to se moze videti, u modelu sa holesterolom postoji pet nezavisnih relacija

(3.3.22) — (3.3.26), za razliku od prethodnih varijanti modela HPA sistema u kojima
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postoje po Cetiri takve relacije (jed. (3.2.19) — (2.2.22) za prosireni osnovni model i jed.
(2.2.17) — (2.2.20) za osnovni model HPA sistema). Ovako dobijen broj nezavisnih
relacija mora biti, i jeste, u saglasnosti sa brojem relacija dobijenih na bazi analize
odgovarajucih diferencijalnih jednacina u stacionarnom stanju (jed. (3.3.1) — (3.3.5)).

Slede¢a faza u SNA predstavlja ispitivanje karaktera stabilnosti kretanja
celokupnog sistema oko neravnoteznog stacionarnog (ustaljenog) stanja nakon
infinitezimalne perturbacije.

Za te potrebe, koriste¢i jednacinu (2.2.25), odredena je matrica redova reakcija

za model HPA sistema sa holesterolom, K:

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13
000 0 110 01 0 0 o 0]CHOL
0001 00O0O0OO0OT1I 0 0 0of|CRH
. (3.3.27)
K=lo0o 00 01211 00 01 0 O0O|ACTH
000 0 002 2 0 0 0 1 O0O|CORT
000 0 0001 0 0 0 0 1|ADO

Kori$¢enjem izraza za S (3.3.6), E (3.3.8) i K (3.3.27), prema jednacini (2.2.23),

izraGunata je matrica brzina struja V(]) za ispitivani model:

'V(1,1) V(,2) V(1,3 V(1,4 V(@5)]
V(21) V(2,2) V(2,3) V(2,4 V(2,5)
V()=|V(@B1) V(3,2 V(3,3) V(3,4 V(35| (3.3.28)
V(4,1 V(4,2 V(@&,3) V(4,4 V(@4,5)
V(51) V(5,2) V(5,3) V(54) V(55)

Elementi matrice V(j), V(i,j) (i,j =1, 2,..., 5), glase:
VD =i+ lp+ s +2J+ ho + I

V(1,2)=0

V(A.3)= i+ s +2Jo+ Jio+ hu

V(1,4)=0

V(1,5)=0
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V(21)=0

V2= i+ Js+ s+ Js+ I+ Jg+ 2o+ Jo+ 20y
V(2,3)=0

V(2,4)=0

V(25)=0

VB =h+is+2jg+ ho+ Jua
VB.2)=-h—ls—ls—Jr—Je—2lo— ho—2Ju
VB3)=h+is+is+iz+Isg+2ig+ ho+2ha

V(E,4)=2j;+2jg+2],

V(3,5)=0
V@1 =-jh-Js— o
V(4,2)=0

V@A.3)=-h—-Js—Jr—Jg—Jo— I
VAA=2)+j5-lg+2g

V(@45 =i+ +Jo+ u

VG ==lg— o~

V(5,2)=0

V(5,3)=—lo— Jio— Jua

V(G4 =2j+2j;+2jg +2]ny

V(5,5 =ji+ Jg+ J7 + Jo+ Jo+ hi1-

(3.3.28)

Dimenzije matrice V(]) su 5 x 5 s obzirom na to da ispitivani model sadrzi pet

nezavinsih intermedijernih vrsta (holesterol, CRH, ACTH, kortizol i aldosteron).

Na osnovu jednacine J = —V(])diagh (jed. (2.2.22)), uz korii¢enje izraza za

matricu brzina struja V(j) (jed. (3.3.28)), moze se odrediti jakobijan ovog sistema kao

linearizovani operator dinamike sistema u okolini datog ustaljenog stanja. U ovom

modelu, elementi vektora recipro¢nih koncentracija h su recipro¢ne koncentracije h; (i
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= 1,...,5) njegovih intermedijera u ustaljenom stanju, [CHOL].,, [CRH],, [ACTH]

ss ! ss ! ss 7

[CORT] i [ALDO],, redom.

ss !
Za razmatrani model HPA sa holesterolom, u kojem ima pet nezavisnih

intermedijernih vrsta, karakteristi¢na jednac¢ina operatora J glasi:
Det[A 1-J]=agd’ +ayd* + A%, + Aoy + Aoy +as. (3.3.29)

Koeficijent a; (i = 1,...5)) karakteristicne jednaéine (3.3.29), kao i ranije,
izratunava se kao suma svih dijagonalnih minora dimenzije ixi matrice V(j)
pomnozenih odgovarajuéim proizvodom koji ¢ini kombinacija od i recipro¢nih
koncentracija h;; kao i do sada, prema konvenciji, ap = 1. Radi ilustracije, i u ovom
modelu bi¢e navedeno izracunavanje minora dimenzije 3x3. Za raziliku od prethodna
dva modela HPA sistema koji imaju cCetiri nezavisna intermedijera, U slucaju ovog
modela postoji pet nezavisnih intermedijera, pa se dijagonalni minori dimenzije 3x3
dobija kao kombinacija bilo koja tri reda i tri odgovaraju¢e kolone od ukupno pet
redova odn. kolona matrice V(]): redovi 1, 2, 3 i kolone 1, 2, 3 (minor My3); redovi 1,
2 ,4 1 kolone 1, 2, 4 (minor M14); redovi 1, 2 ,5 i kolone 1, 2, 5 (minor Mys); redovi 1,
3, 41 kolone 1, 3, 4 (minor Mi34); redovi 1, 3, 5 i kolone 1, 3, 5 (minor M3s); redovi 1,
4,5 1 kolone 1, 4, 5 (minor Myg4s);redovi 2, 3, 4 i kolone 2, 3, 4 (minor Maz4); redovi 2,
3, 51 kolone 2, 3, 5 (minor Mass); redovi 2, 4, 5 i kolone 2, 4, 5 (minor Mygs); i redovi 3,
4, 5 1 kolone 3, 4, 5 (minor Msgs). Svaki od ovih minora je pomnoZen odgovaraju¢im

proizvodom recipro¢nih koncentracija intermedijera modela: hh,h;, hhyh,, hhhg,
hhsh, , hhhshs, hhyhe, hohsh, o hohshe, hohyhg, i hhyhg, redom, pri ¢emu su dobijeni
svi Clanovi potrebni za izracunavanje oz: My, hhohy, My, hihoh,, Mixshhyhs,
Miss hhshy, Misshihshs, Mushyhyhs, Mgy hohshy, Masshohshs . Masshohyhs 1 Mags
hsh,hs . Na kraju, zbir ovih deset ¢lanova, koji predstavljaju sve dijagonalne minore

treceg reda pomnoZene odgovaraju¢im troc¢lanim proizvodom recipro¢nih koncentracija
intermedijera modela, definiSe u karakteristi¢cnom polinomu jakobijana modela (3.3.29)

koeficijent as:
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oz = Myp3 hhhyhy + My, hihyhy +Mis hihyhg + My 5, hyhshy +Mass hhghs +Mags hhyhg +

Dakle, koeficijenti karakterisiti¢cnog polinoma ¢, predstavljaju sume izvedene iz
matrice V(]), i kao takvi su funkcije brzina struja ji. Kao i u slu¢aju prethodna dva
razmatrana modela HPA sistema, dijagonalni minori, a time i koeficijenti «; ispitivanog
modela HPA sistema sa holesterolom mogu biti u potpunosti transformisani iz oblika u
kojima su dati kao funkcije brzina struja j; u oblik koji je funkcija iskljucivo brzina u
neravnoteznom stacionarnom (ustaljenom) stanju, v;s. Kako vrednosti brzina reakcija u
ustaljenom stanju mogu biti odredene eksperimentalnim ili izraCunate teorijskim putem,
druga forma izraZzavanja a; je znatno pogodnija za upotrebu u opStem slucaju.

| ovde treba istac¢i da zbog toga Sto osnovna jedna¢ina SNA (jed. (2.2.7)) u
opStem sluc¢aju moze imati vise od jednog reSenja, Sto se ogleda u postojanja linearnih
veza medu brzinama u ustaljenom stanju (za ovaj model datih jed. (3.3.23) — (3.3.26)),
supstitucija brzina struja j; sa brzinama u ustaljenom stanju v; s nije jednozna¢na.

Kao i u sluéaju prethodna dva stehiometrijska modela HPA sistema, uslov
nestabilnosti ispitivanog HPA modela sa holesterolom je odreden u veoma dobroj
aproksimaciji nalazenjem dijagonalnih minora matrice brzina struja V(j) koji imaju
negativne ¢lanove. Utvrdeno je da svi minori sa negativnim ¢lanovima sadrze izraz koji
odgovara dijagonalnom minoru drugog reda matrice V(j) (jed. (3.3.28)) &ije vrste i
kolone odgovaraju kortizolu i aldosteronu, Mys. Prema ovoj aproksimaciji, sistem ¢e
imati oblast nestabilnosti ako je Mys < 0. Prevodenjem izraza za minor Mgys iz oblika u
kojem je on funkcija brzina struja j; u oblik koji sadrze isklju¢ivo brzine u ustaljenom

stanju vj s, kona¢no se dobija uslov nestabilnosti modela HPA sistema sa holesterolom:
V12,55 V13ss + Vg ss (V12,ss + 2V13,ss) < 2V7,ss (V8,ss + V13,ss)- (3331)

Navedena nejednakost predstavlja jezgro nestabilnosti ovog modela, i ona mora biti

zadovoljena da bi model bio u nestabilnom nervnoteznom stacionarnom stanju, i da bi

mogao da ispolji oscilatorno evoluciju nastalu kao rezultat njegove unutrasnje

nestabilnosti.
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Kao i u slucaju izraza za uslov nestabilnosti prosirenog osnovnog modela HPA
sistema (jed. (3.2.26), izraz za nestabilnost HPA modela sa holesterolom (jed. (3.3.31))
se moze redukovati na izraz za jezgro nestabilnosti osnovnog modela HPA sistema. To
se postize ako se u uslovu nestabilnosti modela HPA sistema sa holesterolom (jed.
(3.3.31)) sve brzine u ustaljenom stanju koje ne postoje u mehanizmu osnovnog modela
HPA sistema izjednace sa nulom. Konkretno, posto reakcioni korak (R13) ne postoji u

osnovnom HPA modelu, onda je vi3 s = 0, pa se izraz (3.3.31) svodi na:

Vigss < 2V7,ss- (3332)

Dobijni izraz (jed. 3.3.32) predstavlja jezgro nestabilnosti osnovnog modela
HPA sistema (jed. 2.2.39), i izraZen je u notaciji za brzine u ustaljenom stanju kao u
ovom modelu (HPA model sa holesterolom). Ovakav rezultat se donekle mogao i
oc¢ekivati imajuci u vidu da su oba nova stehiometrijska modela HPA (prosireni osnovni
model i model HPA sistema sa holesterolom) nastala iz osnovnog modela HPA sistema
dodavanjem reakcija koje reguliSu nivo kortizola i aldosterona. Dobijeno slaganje i
konzistentost jezgara nestabilnosti medu konsekutivnim modelima HPA sistema
(osnovni model (4 vrste i 9 reakcija) — prosireni osnovni model (4 vrste i 11 reakcija)
— model HPA sistema sa holesterolom (5 vrsta i 13 reakcija) demonstrira potencijal i
prakti¢nu vrednost stehiometrijskih modela: polazni stehiometrisjki model se moze
naknadno unapredivati 1 proSirivati sa novim vrstama i reakcionim koracima, prema
potrebama i ciljevima istrazivanja, istovremeno zadrzavajué¢i u novim varijantama
modela klju¢na dinamicka svojstva iz modela iz kojeg je izveden.

Kako je ranije naglaseno, dobijeni uslov nestabilnosti (3.3.31) nije jednoznacno
definisan, ve¢ se kori§¢enjem relacija medu brzinama u ustaljenom stanju (3.3.23) —
(3.3.26), moze transformisati tako da u njemu figuriSu i druge brzine u ustaljenom
stanju, koje su od znaCaja za analizu u datom istrazivanju. Ovde, prema uslovu
nestabilnosti (3.3.31), moglo bi se zakljuciti da stabilnost nekog ustaljenog stanja ovog
sistema ne zavisi niti od jedne kineticke velic¢ine holesterola (niti njegove ustaljene
koncentracije niti konstanti brzina reakcionih koraka u kojima ucestvuje holesterol).
Medutim, uslov (3.3.31) moze biti transoformisan tako da eksplicitno pokazuje

zavisnost od kineti¢kih veli¢ina holesterola: na primer, linearnim kombinovanjem
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relacija (3322) i (3324), dObija se r9|aCija Vl,SS + V3’ss - V5,SS - ngss = VS,SS + V13’ss, kOja

uvrsc¢ena u uslov nestabilnosti (3.3.31) daje:
V12,ss V13|ss+V8,ss (V12,55+2V13,ss)+2V7,ss (V5,55+V9,ss) < 2V7,ss(V1,ss+V3,ss)- (3-3-33)

Nejednakost (3.3.33) je ekvivalentna polaznom uslovu nestabilnosti (3.3.31), i
direktno pokazuje da stabilnost ustaljenog stanja i oscilatorna dinamika HPA modela sa
holesterolom zavise od brzine ulaza holesterola u sistem (v ss), Njegove transformacije u
kortizol (vs ) i njegove brzine eliminacije iz sistema (vg ss) U ustaljenom stanju.

Koncentracije intermedijera u ustaljenom stanju izraCunate su iz uslova
stacionarnosti modela, izjednacavanjem sa nulom svih brzina po intermedijerima
modela (holesterol, CRH, ACTH, kortizol i aldosteron), jedna¢ine (3.3.1) — (3.3.5).
Konkretno, ustaljena koncentracija holesterola je izraunata izjednacavanjem jednacine

(3.3.1) sa nulom:

k1

[CHOL], = ,
[ACTH] (k, + k) + K,

(3.3.34)

dok je ustaljena koncentracija CRH dobijena izjednacavanjem sa nulom jednacine
(3.3.2):

k2

CRH], = :
[CRHI, =, —2 -

(3.3.35)

Izjednacavanjem izraza (3.3.3) sa nulom i uvr§éavanjem jednacéine (3.3.34) u taj izraz

dobija se koncnetracija ACTH u ustaljenom stanju:

kK,

[ACTH], = 5 :
(k, +ky)l(ks + kg)[CHOL], +k; ([CORT])" +ky]

(3.3.36)

dok se koncentracija aldosterona u ustaljenom stanju nalazi izjednaavanjem izraza

(3.3.5) sa nulom:
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_ k; +k;[CHOL][ACTH]

[ALDO], = CCORTLY T K. (3.3.37)

Zamenjujuéi jednacine (3.3.36) 1 (3.3.37) u izraz za brzinu po kortizolu (3.3.4)
izjedna¢enu sa nulom dobija se polinom koji definiSe koncentraciju kortizola u

ustaljenom stanju:

[k,Kq (K, —k,[CHOL],)I([CORTL,)* —{[(k, + k)k:K,,][CHOL]_}[CORTL,)®
+{(K, —Kq)KzK, ([CHOLL,)? —[K K K5 + K4 (K, + KK, - K Kq (K, —Ko)[CHOL] }[CORT],,)?
_{[(kS + ke)k12k13][CHOL]SS}[CORT]SS _(k5k9k13([CHOL]ss)2 - k1k5k13[CHOL]ss) =0

(3.3.38)

Kombinovanjem jednacina (3.3.34) i (3.3.36) dobija se izraz za [CHOL], izrazen samo

kao funkcija od [CORT] kao jedine promenljive:

_|:k7k8[CORT]§s +M - kl(kS + ke) + kgkn}

k, +k
[CHOI—]ss,l/z = ( . 10)
2Ky (K +Ke)
2
kK, (ks +k
J{mkg[com]; +2(k4(+sk)s)_ K, (K + ko) + kgkn} — 4Ky (K, +kq) [ kik, [CORTE +kiky, |
+ 4 10 .

2Kq (ks +Kg)
(3.3.39)

Na osnovu dobijenog izraza (3.3.39) se zakljucuje da je polinom (3.3.38) implicitno

polinom Sestog reda po [CORT] .

Za definisani skup konstanti brzina, koris¢enjem izraza (3.3.34) — (3.3.38) za
koncentracije intermedijera modela HPA sistema sa holesterolom u ustaljenom stanja
mogu se izracunati brzine reakcionih koraka modela u ustaljenom stanju Vjss (jednacine
(3.3.9) — (3.3.21)). Time se moze neposredno utvrditi da li je ispunjen uslov za
nestabilnost modela (3.3.31). Za vrednosti konstanti brzina prikazanih u tabeli 3.3.1,
uslov nestabilnosti modela HPA sistema sa holesterolom (3.3.31) je zadovoljen. Stoga

predlozeni model poseduje unutra$nju nestabilnost i moze ispoljiti oscilatorno
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ponasanje. Validnost prikazane analize stabilnosti dobijene na bazi SNA potvrdena je u

numerickim simulacijama (v. poglavlje 3.3.3).

3.3.3 Numericka analiza modela HPA sistema sa holesterolom

Kao i ranije, sledeca etapa u ispitivanju predlozenog HPA modela sa holesterolom je
provera njegove validnosti i procena njegovog prediktivnog kapaciteta pomocu

numerickih simulacija.

3.3.3.1. Vremenske serije dinamickih varijabli modela

Kao i u prethodnim varijantama modela HPA, vremenske evolucije dinamickih
promenljivih modela — trenutne koncentracija njegovih internih vrsta ([(CHOL], [CRH],
[ACTH], [CORT], [ALDO]) — dobijene su integracijom sistema diferencijalnih
jednacina (jed. (4.1) — (4.5)) u MATLAB softveru, kako je obja$njeno u poglavlju 2.1.

Kao i ranije, ispitivana su dva slucaja u vezi sa tipom i frekventnim domenom
simuliranih oscilacija: kada sprezanje izmedu modela odn. sistema jednacina (jed.
(3.3.1) — (3.3.5) i dnevne funkcije D ne postoji, i onda kada ovo sprezanja postoji.
Sli¢no prethodnim istrazivanjima, Sprezanje modela sa periodicnom dnevnom
funkcijom D se ostvaruje njenim mnoZenjem sa konstantom brzine uvodenja CRH u
sistem, ky, pri ¢emu k, postaje promenljiva u vremenu: ka(t) = kp-D. Rezultati za oba
slu¢aja su dobijeni za vrednosti konstanti brzina prikazane u tabeli 3.3.1.

U slucaju kada nema sprezanja modela sa D, [CHOL], [ACTH], [CORT] i
[ALDOQ] ispoljavaju unutardnevnu oscilatornu vremensku evoluciju, dok se [CRH]
nalazi u stabilnom stacionarnom stanju (slike 3.3.1al - a5). Dinamicko stanje [CRH] je
oc¢ekivano, imaju¢i u vidu jednafinu za njegovu koncentraciju u neravnoteZnom
stacionarnom stanju (3.3.35), prema kojoj ta veli¢ina zavisi samo od odnosa konstanti
brzina odgovarajuc¢ih reakcionih koraka, i stoga se ne menja sa vremenom. U slucaju
sprezanja modela sa D, [CHOL], [ACTH], [CORT] i [ALDO] pokazuju slozenu
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oscilatornu evoluciju, pri kojoj su unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne
oscilacije, dok [CRH] poseduje samo dnevne oscilacije ((slike 3.3.1b1 - b5)). U ovom
slu¢aju, u modelu umesto k; figuriSe vremenski zavisna konstanta brzine Ky(t), ¢ija se
vrednost periodicno menja pod delovanjem dnevne funkcije D; s obzirom na to,
ustaljena koncentracija CRH, [CRH]s, u jednacini (3.3.35) je srazmerna sa Kp(t) i
vremenska evolucija [CRH] ispoljava dnevne oscilacije.

Dobijene simulacije vremenskih serija su analogne onim iz prethodna dva
modela HPA za sve vrste koje su prisutne u sva tri HPA modela (CRH, ACTH, CORT i
ALDO). Koncentracija holesterola, kao nova dinamic¢ka promenljiva u modelu, u oba
ispitivana slucaja sprezanja modela sa D, u simulacijama pokazuje oscilatornu
dinamiku, ali sa amplitudama oscilacija koje su mnogo manje od apsolutne vrednosti
koncentracije holesterola (slike 3.3.1al i bl). Imajuci to u vidu moze se smatrati da je
koncentracija holesterola prakti¢no konstantne vrednosti, nalazeéi se u (kvazi)stabilnom
ustaljenom stanju. Takvo dinamic¢ko ponaSanje koncentracije holesterola ukazuje da se
holesterol moze svrstati u tzv. neesencijalne intermedijerne vrste. Kategorizacija vrsta u
nekom oscilatornom reakcionom sistemu na esencijalne i neesencijalne predloZena je od
strane Eiswirth i sar. [72, 139] na osnovu znacaja i uloge tih vrsta u realizaciji oscilacija
u datom sistemu.

Dobijene simulacije vremenske evolucije koncentracija za svih 5 nezavisnih
intermedijara u ovom modelu (CHOL, CRH, ACTH, CORT and ALDO), u slu¢aju kada
postoji sprezanje sa dnevnom funckijom D, nalaze se u dobroj saglasnosti sa in vivo
eksperimentalnim koncentracionim profilima ovih vrsta u pogledu tipa dinamike kao i
drugih bitnih dinamickih karakterisitka.

Srednji nivoi koncentracija hemijskih vrsta dobijenih u simulacijama ovog
modela za oba ispitivana sluc¢aja (bez i sa sprezanjem modela sa dnevnom funkcijom D)
prikazani su u tabeli 3.3.2 uporedno sa odgovaraju¢im vrednostima dobijenim u
simulacijama na bazi osnovnog modela HPA sistema [16, 18], i sa referentnim

opsezima ovih vrsta u plazmi pri bazalnoj fiziologiji HPA ose ¢oveka.
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Slika 3.3.1. Vremenske evolucije koncentracije holesterola, CRH, ACTH, kortizola i
aldosterona ([CHOL], [CRH], [ACTH], [CORT] i [ALDO], redom) modela HPA
sistema sa holesterolom (tabela 3.3.1). U slucajevima al - a5 ne postoji, dok u
slu¢ajevima bl - b5 postoji sprezanje modela (jed. (3.3.1) — (3.3.5)) sa dnevnom
funkcijom D (jed. (3.1.1)).
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Tabela 3.3.2. Uporedni pregled srednjih koncentracija hemijskih vrsta HPA sistema,
holesterola (<[CHOL]>), CRH (<[CRH]>), ACTH (<[ACTH]>), kortizola (<[CORT]>)
i aldosterona (<[ALDO]>), dobijenih u numeri¢kim simulacijama na bazi modela HPA
sistema 1 eksperimentalno merenih vrednosti u krvnoj plazmi Coveka. Numericke
simulacije dobijene su korisS¢enjem osnovnog modela HPA sistema (tabela 1.1) i modela
HPA sistema sa holesterolom (tabela 3.3.1), u slu¢aju kada su ovi modeli spregnuti sa
dnevnom funkcijom D (jed. (3.3.1)). Sve navedene vrednosti srednjih koncentracija

odredene su pri bazalnim fizioloSkim uslovima. M = mol dm>.

osnovni model | model HPA | referentne fizioloSke vrednosti
model HPA sistema sistema sa
holesterolom

kon-

centracija

hemijskih

vrsta

<[CHOL]>/M / 3,07-10° 3,10-10° - 5,20-10°*
[140, 141]

<[CRH]>/M 8,85-10” 8,85-107"° 7,70-10" - 2,50-10"
[50]

<[ACTH]>/M 8,85-10° 8,38-10° 2,00-10-1,32.10™
[142, 143]**

<[CORT]>/M 2,41-10° 2,86-10° 55.10™ — 690-107
[142, 144]

<[ALDOJ> /M 1,62-10° 6,07-107"° 1,17-10"%-1,74.10°
[142]

*Vrednosti se odnose na ukupni holesterol.

** Referentni opseg nivoa ACTH, u tabeli izrazen u jedinicama za molarnu koncentraciju (mol dm™),
izratunat je iz literaturnih podataka datih u pg ml™, uzimajuéi da je molarna masa ACTH 4541 g mol™
[145, 148].

U slucaju sprezanja sa dnevnom funkcijom D, predlozeni model sa
holesterolom, pored mogucnosti da na adekvatan nacin simulira dinamiku HPA sistema
svojstvenu njegovom bazalnom stanju in vivo, istovremeno moze da simulira i to da se
srednji koncentracioni opsezi za 4 vrste modela, CHOL, CRH, CORT i ALDO, nalaze u
fizioloskim granicama svojstvenim za krvnu plazmu ¢oveka (tabela 3.3.2).

U prethodnim varijantama modela HPA sistema (osnovni model i proSireni
osnovni model HPA sistema) postoje su odredena odstupanja u pogledu dinamickog

ponasanja aldosterona, CRH i ACTH. Prvo, srednja koncentracija aldosterona dobijena
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u simulacijama pomocu oba navedena modela je bila za oko jedan red veli¢ine visa od
fizioloskih vrednosti (uporediti drugu i poslednju vrstu u tabeli), dok su njegove
unutardnevne oscilacije, u sluc¢aju sprezanja modela sa D, pokazivale suvise male
amplitude, skoro nulte veli¢ine, u odnosu na realni sistem gde su unutardnevne
amplitude jasno definisane. Kao drugo, koncentracija CRH je posedovala suvise visok
nivo, za oko cetiri reda veli¢ine visi od eksperimentalno merenog nivoa u plazmi
hipotalamo-hipofizno portalnog krvotoka coveka [50]. I kao trece, srednji nivo ACTH
dobijen u simulacijama na bazi prethodna dva modela HPA bio je za oko tri reda
veli¢ine visi od referentnih fizioloskih vrednosti. U simulacijama pomo¢u modela HPA
sa holesterolom, pocetnim prekursorom kotizola i aldosterona, ¢ija je koncentracija
dodatna dinamicka varijabla u modelu, navedeni nedostaci u vezi sa dinamikom i
koncentracionim nivoima aldosterona i CRH su uspe$no otklonjeni i usaglaseni sa
eksperimentalnim rezultatima.

Medutim, i u novom modelu sa holesterolm, srednji nivo ACTH dobijen u
simulacijama ostao je na suviSe visok, za oko tri reda veli¢ine visi od njegovih
fizioloskih vrednosti u opstoj cirkulaciji (tabela 3.3.2). Uprkos intenzivnim naporima, u
simulacijama na bazi predlozenog modela srednja vrednsot ACTH nije mogla biti
snizena na odgovarajuci eksperimentalni nivo da istovremeno dinamika i koncentracioni
nivoi drugih vrsta HPA sistema ostanu u skladu sa eksperimentalnim nalazima.
Navedeno odstupanje nivoa ACTH dobijenog u simulacijama od njegovih fizioloskih
vrednosti nastaje usled jo$ uvek pojednostavljene, konceptualne prirode predlozenog
modela HPA sistema sa holesterolom, koji opisuje samo najznacajnije vrste i interakcije
na nivou celokupnog HPA sistema. Pored toga, jedna ista hemijska vrsta moze u
razli¢itim tkivima i organima u razli¢itim kompartmanima HPA sistema imati znacajno
drugadije vrednosti lokalnih koncentracija, pa se i ne zna ta¢no kolike su koncentracije
posmatranih vrsta u posmatranim tkivima. Moglo bi se pretpostaviti da postoji znacajna
varijabilnost u lokalnim koncetracijama ACTH u razli¢itim delovima (kompartmanima)
HPA ose (npr. u hipofizi, sistemskoj cirkulaciji, na nivou adrenalnih Zlezda), te da je,
shodno tome, efektivna koncentracija ACTH, na mestu delovanja ACTH vezivanjem za
njegove specifi¢ne recpetore, melanokortin tip II (eng. melanoccortin M2CR) koji se
nalaze na plazma membrani steroidogenih adrenalnih ¢elija, znacajno visa od vrednosti

ACTH merenoj u globalnoj cirkulaciji, koja se uobicajeno uzima za referentnu vrednost.
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Nemogucnost da se dobiju realne, fizioloSke vrednosti koncentracije ACTH bi mogla
ukazati na to da bi u narednim varijantama modela HPA sistema trebalo razlikovati
najmanje dve vrste ACTH jedinke: globalnu vrstu ACTH prisutnu u opstoj cirkualciji i
lokalnu vrstu ACTH na nivou adrenalne Zlezde koja se direktno vezuje za svoje
receptore, reguliSu¢i  proces adrenalne steroidogeneze. Moguéa  vaznost
kompartmentalizacije ACTH molekula (a potencijalno, i nekih drugih hemijskih vrsta)
za modeliranje dinami¢kih stanja HPA sistema ostaje da bude ispitana u nekim od
narednih stupnjeva evolucije predlozenog modela, dok ¢e njena potpunija potvrda biti
ustanovljena tek nakon otklanjanja postoje¢ih tehnickih poteSkoca pri in Vvivo
odredivanju lokalnih koncentracija ACTH na razli¢itim kompartmentima HPA ose.
Predlozeni model HPA ose sa holesterolom (kada je model spregnut sa dnevnom
funkcijom D) pokazao je znacajnu osetljivost na vreme delovanja (tajming) i intenzitet
akutnih perturbacija pomoc¢u [CRH] (slika 3.3.2). U zavisnosti od unutardnevne faze,
dnevne faze ili intenziteta [CRH] perturbacija, dinamicki odgovor koncentracije
kortizola, kao glavnog pokazatelja stanja i osetljivosti HPA sistema, u simulacijama je
dobijen razli¢it kvalitativni odgovor, odn. povecéanje (slike 3.3.2. a - ¢) ili sniZzenje (slika
3.3.2. d) referentne amplitude unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola u odnosu
odgovarajucu vrednost referentne amplitude kada nema delovanja stresora (bazalna

fiziologija).
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Slika 3.3.2. Efekat unutardnevnog faznog ugla na dinamicki odgovor modela HPA
sistema sa holesterolom. U svim slu¢ajevima intenzitet perturbacije odn. koncentracija
CRH je iznosila [CRH] = 1-10° mol dm 3. Za slu¢ajeve kada je perturbacija delovala
pri unutardnevnom faznom uglu u (a) minimumu (¢, = 0), (b) uzlaznoj prevojnoj tacki

(@, = 0,328) ili (c) maksimumu (¢, = 0,487) javlja se povecanje relativne amplitude
(Arel > 1), dok u slucaju kada je perturbacija delovala u (d) silaznoj prevojnoj tacki (¢,
= 0,733) dolazi do smanjenja relativne amplitude oscilacija koncentracije kortizola (A

< 1). Strelica prikazuje trenutak delovanja perturbacije.
3.3.2.2. Uticaj kinetic¢kih parametara holesterola na globalnu dinamiku HPA sistema
U cilju utvrdivanja znacaja novouvedene dinamicke varijable, koncentracije holesterola,

na globalno dinamicko ponasanje HPA ose, izvrSeno je sistematsko variranje kineti¢kih

parametara holesterola, njegove konstante brzine za ulaz u sistem (konstanta unosa,
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influksa, ki) ili izlaz iz sistema (konstanta efluksa, kg). Polaze¢i od dinamic¢kog stanja
definisanog u simulacijama kao osnovno, bazalno fiziolosko, stanja HPA sistema
(dobijenog za parametre modela iz tabele 3.3.1), varirana je po jedna od navedenih
konstanti (kj ili ko), dok su sve ostale konstante zadrzale istu vrednost kao u tabeli 3.3.1.
Promenom vrednosti K; ili Kg, u oba smera promene (bilo smanjenjem ili povecanjem), u
slucaju kada model nije spregnut sa dnevnom fukcijom D, moze dovesti do bifurkacije
iz stanja unutardnevnih oscilacija u stabilno stacionarno neravnotezno (odn. ustaljeno)
stanje kod svih internih vrsta, osim CRH (koji se pri datim, poCetnim parametrima u
ovom numeri¢kom eksperimentu ve¢ nalazio u stabilnom stacionarnom stanju, i Cije
ustaljeno stanje ne zavisi od konstanti brzina kj niti kg). Ovaj efekat k; odn. kg prikazan
je za kortizol na slici 3.3.3.

Dakle, predlozeni model predvida da se kortizol moze naci u razli¢itim tipovima
dinamickih stanja (unutardnevne oscilacije ili stabilno ustaljeno stanje) u zavisnosti od
vrednosti kineti¢kih parametra holesterola, bilo njegove brzine ulaza u sistem, ki, bilo
konstante brzine njegovog izlaza iz sistema, kg. Dobijeni rezultati na bazi predlozenog
modela sa holesterolom ukazuju na znacaj uloge brzine ulaza ili izlaza holesterola iz
sistema, odn. sumarne brzine promene koncentracije holesterola na dinamiku
celokupnog HPA sistema, podvlace¢i na taj nacin uticaj kinetike holesterola na
homeostatski potencijal HPA sistema. Ovi rezulati su u skladu sa eksperimentalnim
nalazima sprovedenim na pacovima in vivo [137], prema kojima se promenom vrednosti
ulaza (influksa) ili izlaza (efluksa) holesterola, odn. ukupnog balansa holesterola na
nivou adrenalnih steroidogenih c¢elija, moze u znacajnoj meri promeniti 1 poremetiti

homeostaza kortizola, a time i celokupne HPA ose.
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Slika 3.3.3. Efekat promene kinetickih parametara holesterola, konstante brzina ulaza
(ky) i izlaza (kg), na tip dinamickog stanja koncentracije kortizola za model bez dnevne
funckije D. Razli¢ita dinamicka stanja prikazana Su U vremenskim serijama
koncentracije kortizola dobijenim u simulacijama za razli¢ite vrednosti ki i Ko. Za (al)
ki = 1,38 -107 i (a3) k; = 1,70 -10™, koncentracija kortizola je u stabilnom ustaljenom
stanju, dok za (a2) k; = 1,38 -10™ ispoljava unutardnevnu oscilatornu evoluciju
(definisano kao bazalno stanje). Analogno, za (b1) ko = 4,5:10° i (b3) ke = 4,5 -107,
koncentracija kortizola je u stabilnom ustaljenom stanju, dok za (b2) ke = 4,5 -10@
pokazuje unutardnevnu oscilatornu evoluciju. Stanja (a2) i (b2) su identi¢na,
predstavljaju¢i bazalnu unutardnevnu evoluciju kortizola. U svim prikazanim
sluCajevima, pri promeni date konstante brzine, ostali parametri zadrzavaju vrednosti
koje imaju u tabeli 3.3.1.
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3.3.2.3. Korelacija izmedu srednjeg nivoa Kortizola i holesterola u oscilatornom domenu

modela

U simualcijama je ispitan i efekat promene konstante brzine odn. brzine (reakcija (R1)
je nultog reda, pa je njena brzina v; konstantna i jednaka konstnati brzine k; u bilo kom
dinami¢kom stanju sistema, Vi = V1 ¢ = K; (v. tabelu 3.3.1) ulaza holesterola u sistem, k;,
radi ustanovljavanja povezanosti srednjeg nivoa holesterola i kortizola pri uslovima
razli¢itog stepena konzumacije i unosa hrane bogate holesterolom i mastima u
organizam. Znacaj i potencijal ovih in silico eksperimenata na bazi predlozenog modela
HPA sa holesterolom izlozZen je u tekstu koji sledi.

Sa povecanjem vrednosti ki (istovremeno zadrZavajuci ostale konstante brzina
na konstantnim vrednostima prikazanim u tabeli) u okviru celog oscilatornog regiona
modela, ustanovljeno je povecanje srednjeg nivoa holesterola, uz istovremeno snizenje
srednjeg nivo koritzola, i kada ne postoji i kada postoji sprezanje modela sa dnevnom
funkcijom D. Ovi rezultati, predstavljeni grafi¢ki kao zavisnost srednje koncentracije
kortizola, <[CORT]>, od srednje koncentracije holesterola, <[CHOL]>, ukazuju na
postojanje negativne korelacije izmedu ove dve veliCine, u slucaju bez sprezanja (slika
3.3.4 a) kao i u slucaju sa sprezanjem modela sa D (slika 3.3.4 b).

Negativna korelacija izmedu <[CHOL]> i <[CORT]> ima i svoju
eksperimentalnu potvrdu. Naime, u studijama sprovedenim na miSevima, ustanovljeno
je da ishrana bogata mastima i holesterolom moze dovesti do sniZenog, nepromenjenog
ili povisenog bazalnog nivoa plazma koncetracije kortizola i aktivnosti HPA sistema,
kako je detaljno opisano u revijskom radu Auvinenen i sar, 2011 [147]. U mnogim od
recenziranih studija, evaluacija funkcionalne povezanosti izmedu koli¢ine i1 obima
ishrane bogate mastima i holesterolom i aktivnosti HPA osovine nije bila primarni cilj,
vec je ta korelacija izvodena na viSe indirektan nacin. Kao posledica toga, u razli¢itim
radovima koriS¢ene su razliite metodologije 1 eksperimentalni uslovi: razliit broj
merenja kortizola u vremenu (u mnogim studijam postojalo je samo jedno merenje),
razli¢iti sojevi miSeva, razli¢iti nacini njihovog uzgajanja, razlicit sadrzaj i trajanje
ishrane i dr. [147], Sto sve moze biti (,,nedinami¢ki*) uzrok postojanju razli¢itih nalaza
u literaturi. Medutm, treba ista¢i da je jedna od najskorijih studija, dizajniranoj da se

otklone 1 ujedna¢e mnogi od navedenih metodoloskih nedostataka, pokazala da miSevi
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podvrgnuti rezimu ishrane koji sadrzi visok sadrzaj masti i holesterola (u modelu HPA
sa holesterolom, to odgovara vi§im vrednostima kj, odn. brzine ulaza tj. unosa
holesterola u sistem), imaju snizen bazalni nivo kortikosterona u plazmi [148] (analogon
kortizola odn. glavni glukokortikoid kod glodara), $to je u skladu sa pedvidanjima
predlozenog HPA modela sa holesterolom (slika 3.3.4).
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Slika 3.3.4. Negativna korelacija izmedu srednje koncentracije holesterola, <[CHOL]>,
I kortizola, <[CORT]>, u oscilatornom regionu sistema, pri (a) unutardnevnom ritmu i
(b) spregnutom unutardnevnom i dnevnom ritmu. Korelacija je dobijena pri
kontinuiranom porastu konstante brzine ulaza holesterola u sistem, kj.
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Dodatno, u studijama sa pacijentima kojima je dijagnostifikovana anorexia
nervosa, bulimia nervosa i sindrom no¢ne konzumacije hrane (eng. night eating
syndrome), zapazeno je da ovi pacijenti imaju poviSeni bazalni nivo kortizola i
hiperaktivnost HPA sistema [149, 150], dok kod pacijenata sa sindromom prejedanja
(eng. binge eating syndrome) postoji hipoaktivnost u odgovoru HPA sistema na stres
[151]. Imajuci u vidu prethodno navedene obzervacije, u buduc¢im istrazivanjima, model
HPA sistema sa holesterolom bi mogao biti upotrebljen za predvidanje meduzavisnosti
stresa, izmenjenog obima konzumacije ishrane bogate mastima i holesterolom i
dinamike HPA sistema, naroCito u pogledu njene reaktivnosti (izrazene pre svega kroz
dinamic¢ke promene u koncentraciji kortizola); takva ispitivanja bi posebno bila od
znaCaja za bolje razumevanje navedenih poremecéaja u ishrani (anoreksije nervoze,
bulimije nervoze, sindroma prejedanja, sindroma no¢ne konzumacije hrane). Medutim,
to zahteva dizajniranje dodatnih in silico eksperimenata, ¢ije simulacije bi trebalo da
omoguce odredivanje kvalitativnih i kvantitativnih promena dinamike HPA ose, slicno
onim iskori§¢nim u ispitivanjima akutnog i hroni¢nog stresa i1 akutnih perturbacija
glukokortikoidima (v. poglavlje 3.1.4); ipak, za razliku od tih simuacija, gde su
perturbacije izvodene na HPA sistemu u fizioloskom stanju, u novim simulacijama
perturbacije bi trebalo izvesti nad HPA sistemom koji se nalazi u stanjima koja
odgovaraju povecanom ili snizenom unosu holesterola. Ovakva istrazivanja u sebi nose
znacajan potencijal, i kao takva bi¢e svakako razmotrena u nekim od narednih stadijuma
ispitivanja novog modela HPA sistema sa holesterolom.

Ipak, neka predvidanja i tumacenja u vezi sa poremecajima ishrane moguce je
dobiti i koriste¢i aktuelni model HPA sistema sa holesterolom. Naime, dobijena
korelacija srednje koncentracije kortizola i holesterola (slika 3.3.4) moze biti
iskoriS¢ena za utvrdivanje ustanovljene povezanosti izmedu promena u obimu
konzumacije ishrane bogate mastima i holesterolom u anoreksiji nervozi i bulimiji
nervozi i bazalne aktivnosti HPA sistema. Anoreksija i bulimija spadaju u grupu
psihijatrijskih oboljenja oznacenih kao poremecaji ishrane [152-154]. Za osobe obolele
od anoreksije je karakteristicno drasticno suzdrzavanje od konzumiranja hrane, dok
osobe obolele od bulimije tipi¢no ispoljavaju naizmeni¢ne epizode prejedanja i
izbacivanja unete hrane, najéeS¢e namernim izazivanjem povracanja ili uzimanjem

laksativa. Kako je ve¢ naglaseno, u studijama sa pacijentima kojima je
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dijagnostifikovana anorexia nervosa i bulimia nervosa, zapazeno je da ovi pacijenti
imaju poviseni bazalni nivo kortizola i hiperaktivnost HPA sistema [149, 150]. Posto
ishrana sa visokim sadrzajem holesterola moze dovesti do znac¢ajnog povisenja plazma
koncentracije holesterola (npr. kod svinja podvrgnutih tipu ishrane u ¢ijem sadrzaju 2 %
¢ini holesterol [155]), moglo bi se pretpostaviti da moze vaziti i obrnut efekat, da ¢e
nivo holesterola u plazmi biti snizen u okolnostima veoma niskog unosa holesterola
putem ishrane, kao $to je to slu¢aj kod pacijenata sa anoreksijom ili bulimijom. Dakle,
mogli bi se smatrati opravdanim da vazi pretpostavka da izmedu unosa holesterola u
sistem (konzumacije hrane sa visokim sadrzajem holesterola) i njegove koncentracije u
plazmi postoji linearna zavisnost; predlozeni model podrzava ovu hipotezu,
predvidaju¢i u simulacijama da sa porastom vrednosti k; (brzine unosa holesterola u
sistem), raste i srednji nivo holesterola <[CHOL]>.

Uzimajuc¢i u razmatranje sve navedeno, predlozeni model HPA sa holesterolom
bi mogao da posluzi za utvrdivanje uloge holesterola i postavi osnovu za dodatna i
opStija tumacenja eksperimentalno uocenih modifikacija u aktivnosti HPA ose
pacijenata obolelih od anoreksije: smanjeni unos holesterola putem ishrane koji postoji
kod ovih pacijenata moze biti modeliran snizavanjem vrednosti brzine unosa
holesterola, ki, na nacin opisan u ovom radu, pokazujuéi negativnu korelaciju srednjih
koncentracija kortizola i holesterola u oscilatornom oblasti modela (slika 3.3.4). Prema
tome, model pokazuje da Sto je manji unos holesterola u sistem odn. §to je niZza vrednost
ki, to je niza i vrednost srednje koncentracije holesterola, dok je srednji nivo kortizola
vi$i, $to odgovara dinamickom stanju HPA sistema prime¢enom kod pacijenata
oboleliih od anoreksije [149, 150].

Sa druge strane, povecani nivo kortizola (odn. glukokortikoida) uti¢e na
povecano konzumiranje hrane, kao i povecanje nivoa insulina u sistemskoj cirkulaciji
srazmerno povecanju koncentracije kortizola [156], doprinoseéi na taj nain razvoju
metabolickog sindroma 1 gojaznosti [157, 158]. U tom pogledu, u budué¢im
istrazivanjima, predloZzeni model HPA ose sa holesterolom bi mogao posluziti kao
teorijski okvir za predvidanje generalnijih meduzavisnosti izmedu unosa holesterola (i
posledi¢no, nivoa njegove usrednjene koncetracije) i srednjeg nivoa kortizola, bilo u
bazalnoj fiziologiji ili u stresnim uslovima, nude¢i bolje sagledavanje mogucih

regultorne mehanizma povratnih sprega izmedu znacajnijih promena u ishrani
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dinamickih stanja HPA sistema, u kojima bi homeostaza holesterola mogla imati
istaknutiju uloga nego $to se to prethodno pretpostavljalo.

Na kraju bi trebalo napomenuti da model HPA sistema sa holesterolom moze
pod odredenim uslovima uéi u haoti¢na stanja (slika 3.3.5) [159], $to je dokazano

pomocu standardnih metoda za ispitivanje haosa [160].
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Slika 3.3.5. Vremenska serija koncentracije kortizola u haoti¢cnom dinamickom stanju.
Simulacija je dobijena za model HPA sistema sa holesterolom u kojem nema sprezanja
sa dnevnom funkcijom D (jed. 3.1.12. Konstante brzina su imale vrednosti: k; =
3,065-10% mol dm™ h, k, = 3,156-10 mol dm™ h™, ks = 6,05-10° mol dm™ h, k, =
2-10"° ht, ks = 6,23-10" mol™ dm® h'*, ke = 2,375-10" mol™ dm® h*, k; = 9,54-10%
mol? dm® h™, kg = 9,92-10"" mol® dm® h™, kg = 9,18341-10° h!, kyo = 5,04-10* h™, ky;
:1,45-10'7 h'l, ki, = 7,28-103 h'l, kiz = 7,89-107 h'l, dok su pocetne koncentracije
intermedijera iznosile: [CHOL]o = 1,3470-10 mol dm™, [CRH], = 1,5780-10"** mol
dm™, [ACTH]o = 1,0999-10™ mol dm™, [CORT], = 1,9653-10"° mol dm™, [ALDO], =
4,5765-10™"° mol dm™,

125



4. DISKUSIJA

Modeliranje dinamickih stanja HPA sistema 1 koncentracije kortizola pomocu
stehiometrijskih modela HPA sistema, upotreba analize stehiometrijskih mreza (SNA) u
cilju odredivanja uslova njihove nestabilnosti i primena principa teorije nelinearne
dinamike i kinetike za tumacenje numerickih simulacija dobijenih na osnovu takvih
modela pruzaju znacajan doprinos rasvetljavanju regulacionih principa HPA sistema na
sistemskom nivou i daju mogucnost boljem razumevanju dinamike ovog sistema pri
razli¢itim fizioloSkim uslovima, kao §to je promena influksa holesterola u sistem, kao i
pod dejstvom razli¢itih perturbatora, poput hroni¢nog stresa i akutnih perturbacija
glukokortikodnim medikamentima.

U tezi je pokazano da stehiometrijski konceptualni modeli mogu uspesno, u
skladu sa poznatim eksperimentalnim rezulatima, na sistemskom nivou (na nivou celog
organizma) simulirati mnoga dinamicka stanja jednog slozenog fizioloskog sistema,
neuroendokrinog HPA sistema, uzimajuc¢i za dinamic¢ke promenljive i reakcione korake
samo one vrste 1 reakcije koje su od kljuénog znacaja za slozeno nelinearno
(oscilatorno) dinamicko ponasanje koncentracije njegovih hormona, prvenstveno
njegovog glavnog efektora, kortizola. Kao polaziste u ispitivanju dinamike HPA sistema
uzet je osnovni model aktivnosti HPA sistema [16]. Postupnom nadogradnjom
osnovnog modela u skladu sa fizioloskim hemizmom metabolic¢kih procesa sinteze i
sekrecije kortizola, kao i njegove regulacije u okviru HPA sistema ¢oveka, formulisani
su novi modeli aktivnosti HPA sistema. Prvo je, uvodenjem reakcija eliminacije CRH i
aldsoterona u mehanizam osnovnog modela, postavljen prosireni osnovni model
aktinvosti HPA sistema u kojem svi intermedijeri u modelu podlezu reakcijama
eliminacije [48]. U sledecoj etapi razvoja modela HPA sistema, u proSireni osnovni
model je uveden holesterol, bazi¢ni prekursor steroidnih hormona adrenalne Zlezde (u
modelu su to Kortizol i aldosteron), kao nova intermedijerna vrsta, ¢ija koncentracija
predstavlja dodatnu dinamic¢ku promenljivu u modelu. Opisanim proSirivanjem
mehanizma osnovnog modela HPA sistema postignuta su unapredenja njegovih
performansi, kako u pogledu opisa opsega koncentracija njegovih intermredijernih

vrsta, tako i u pogledu ispoljavanja odgovarajucée oscilatorne dinamike. Prvo, postignut
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poboljsane su simulacije dinamike spregnutih oscilacija (unutardnevnih i dnevnih)
koncentracije aldosterona. Osim toga, holesterol, kao nova dinamicka promenljiva,
nalazi se u okvirima svojih fizioloSkih vrednosti.

Treba istaci da su u prikazanom procesu postupnog evoluiranja stehiometrijskih
modela HPA sistema, izvedeni modeli zadrzali sve kvalitete koje poseduje i polazni
model: moguénost simulacije slozenih oscilacija u kojima su unutardnevne oscilacije
spregnute sa dnevnim oscilacijama, koncentracione opsege kortizola i aldosterona u
okviru fizioloskih granica u krvi, kao i ekvivalnetan dinamicki odgovor sistema na
razlicite vrste stresnih perturbacija.

Metodom analize stehiometrijskih mreza (SNA) je pokazano da sva tri ispitana
modela imaju zajedni¢ko jezgro nestabilnosti. Na osnovu SNA analize dobijena
konzistentnost izraza za uslov nestabilnosti stacionarnih stanja u nizu sukcesivno
izvedenin modela demonstrira bitan kvalitet stehiometrijskih modela da se
odgovaraju¢im postepenim procesom evolucije polaznog modela mogu dobiti modeli
koji uz nova, unapredena svojstva zadrzavaju pozitivne dinamicke karakteristike
osnovnog modela iz kojeg su izvedeni.

Prema sazanju autora, predlozeni nelinearni model HPA sistema sa holesterolom
(tabela 3.3.1) predstavlja prvi stehiometrijski model aktivnosti HPA ose Kkoji, uz ostale
kljuéne hormone ovog neuroendokrinog sistema (CRH, ACTH, Kortizola i aldosterona),
sadrZi 1 holesterol, pocetni prekursor svih steroidnih hormona, a koji moze da simulira
slozenu oscilatornu dinamiku HPA sistema, sa spregnutim unutardnevnim i dnevnim
oscilacijama. Oscilatorna dinamicka stanja ovog modela (kao i prethodna dva u ovoj
disertaciji razmatrana modela — osnovnog modela i prosirenog osnovnog modela HPA
sistema) rezultat su postojanja nestabilnosti unutar njegovog mehanizma. Zahvaljujuci
tom kvalitetu, svi poremecaji dinamike su direktno povezani sa samoorganizacijom
posmatranog neuroendokrinog sistema, i zato se mogu jasno Korelirati sa
eksperimentalnim rezultatima.

lako je u procesu nadogradnje polaznog modela i formulisanjem modela HPA sa
holesterolom uéinjeno dosta znacajnih unapredenja njegovih prediktivnih moguénosti,
koncentracija ACTH dobijena u simulacijama je jo§ uvek visa (za oko 103 puta) u

odnosu na referentne fizioloske vrednosti, i ovaj nedostatak modela ¢e biti predmet
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bududih istrazivanja daljom evolucijom modela, pre svega eksplicitnim uvodenjem GR i
MR nuklearnih receptora kao novih dinamickih varijabli i posledicnom zamenom
koji bi opisivali negativnu i pozitivnu spregu u HPA sistemu.

Koris¢enjem polaznog modela HPA, u nizu in silico dizajniranih eksperimenata
pokazana je izrazena nelinearnost dinami¢kog odgovora HPA sistema u vidu promena
koncentracije kortizola na akutne perturbacije egzogenim kortizolom, zavisno od
intenziteta, unutardnevne i dnevne faze delovanja perturbacije. Ovakvi rezultati ukazuju
na vaznost kombinovanog efekta doze 1 tajminga primene glukokortikodinih
medikamenata, kao 1 potrebe =za prilagodavanjem glukokortikoidne terapije
individualnim karakteristikama dnevnog i unutardnevnog koncentracionog profila
pacijenata.

Osim toga, u simulacijama na bazi osnovnog modela pokazan je i nelinearni
odgovor srednjeg nivoa koncentracije kortizola, oblika njegovog oscilatornog profila i
promena frekvencije unutardnevnih oscilacija usled promene srednjeg nivoa i amplituda
dnevnih oscilacija CRH. Ovakvi rezultati mogu ukazati na moguénost stehiometrijskih
modela da pruze moguca objasnjena za na prvi pogled kontradiktrone i nekonzistente
eksperimentalne rezultate, kao $to su oni prema kojima hroni¢ni stres dovodi do hiper ili
hipoaktivnosti HPA sistema, odn, hiperkortizolemije ili hipokortizolemije. Ukoliko se
uzmu u obzir rezultati simualcija na bazi modela, oba stanja, i hiper i hipo kortizolemije
su moguca pri kontuinranom povecanju srednjeg nivoa CRH, $to bi u simualcijama
odgovoralo procesu kontinuiranog akumuliraju¢eg hroni¢nog stresa.

Primenom modela HPA sa holesterolom, ukazano je na vaZznost kinetickih
svojstava holesterola, brzine ulaza i izlaza holesterola u sistem, na dinamiku celokupnog
HPA sistema, i pokazano je da u oscilatornoj oblasti svog faznog prostora model
predvida postojanje negativne korelacije izmedu srednje koncentracije kortizola i
holesterola, trend koji je takode uocen i u in vivo ogledima, narocito u novijoj literaturi.
Takode se ukazuje na potencijal modela HPA sa holesterolom za boljim razumevanjem
odnosa nivoa kortizola i holesterola, kao i zavisnoti stresa i HPA sistema i unosa hrane
bogate holesterolom, c¢ija je meduzavisnot od vitalnog znacaja za utvrdivanje

mehanizama i predvidanje ishoda u poremecajima kao $to su insulinska rezistencija,
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dijabetes melitus tip II, metabolicki sindrom, kao i bolesti poremecaja ishrane poput
anoreksije, bulimije, sindroma no¢nog konzumiranja hrane.

Modeliranje dinamike HPA sistema i koncentracije kortizola kao glavnog
efektora ovog sistema koji ispoljava svoja dejstva u prakti¢no svim tkivima organizma i
daljim usavrsavanjem stehiometrijskih modela HPA sistema njihovim usaglasavanjem
sa postoje¢im eksperimentalnim rezultatima na bazi osnovnih principa nelinearne
dinamike, kinetike i biofizi¢ke hemije, ima poseban zna¢aj u biomedicini s obzirom na
rastuci broj metabolickih i psihijatrijskih poremecaja koji su povezani sa modifikovanim
dinamickim stanjima kortizola, kao $to su insulinska rezistencija, dijabetes melitus tip
II, metabolicki sindrom, reumatoidni artritis, poremecaji ishrane (anorexia nervosa-e,
bulimije, sindroma no¢nog konzumiranja hrane (eng. night eating syndrome), sindrom
prejedanja (eng. bindge eating syndrome), unipolarna depresija, posttraumatski stresni
sindrom (PTSD), bipolarni poremecaji. Jo$ jedan bitan aspekt modeliranja HPA sistema
je vezan za moguénost poboljSanja delovanja i smanjenja nezeljenih efekata terapije
glukokortikoidima, uskladivanjem doze ovih lekova sa momentom i duZinom trajanja
njihovog uzimanja prema individualnim dinamickim svojstvima oscilatorne funkcije
koncentracije kortizola pacijenta u vreme njihove primene.

Principijeno slican pristup, baziran na primeni konceptualnih mehanisti¢kih
nelinearnin modela, u skorije vreme je primenjen u cilju identifikovanja opstih
dinamic€kih principa koji se nalaze u osnovi psihijatrijskih poremecaja, kao Sto je
modeliranje dinamike kortizola u okviru HPA ose u unipolarnoj depresiji i
posttraumatskom stresnom poremecaju [43], hroni¢énom sindromu umora (eng. chronic
fatigue syndrome) i drugim slicnim stanjima hipokortizolizma [161], ili modeliranje
dinamike bipolarnog poremecaja [162]. Osim toga, principi nelinearne dinamike su
nedavno prepoznati i predloZzeni da postanu dodatna metodoloska paradigma za
razumevanje vremenske evolucije mentalnih poremecaja, definisanih kao (racunska)
nelinearna dinamicka psihijatrija (eng. computational nonlinear dynamical psychiatry).
Koriste¢i model zasnovan na generalizovanim spregnutim Lotka-Volterra sistemima,
potencijali ovog pristupa su pokazani na primeru modeliranja opsesivno-kompulzivnog
poremcaja (eng. obsessive-compulsive disorder, OCD) i bipolarnog poremecaja [163].
U navedenim primerima, pomocu predlozenih modela moguce je bilo simulirati razlicita

oscilatorna dinamicka stanja za koja je pretpostavljno da su svojstvena regularnom ili
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disfunkcionalnom obliku ponasanja, kao i prelaze odn. bifurkacije unutar istog tipa odn.
izmedu kvalitativno razli¢itih vrsta dinamickih stanja (npr. iz oscilatornog u stabilno
ustaljeno stanje) pri promeni odredanih (bifurkacionih) parametara koji imaju bioloski

znacaj u etiologiji psihijatrijskog poremecaja koji se modelira.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da stehiometrijski modeli HPA sistema mogu
simulirati razli¢ita dinamicka stanja HPA sistema i1 koncentracije kortizola u bazalnoj
fiziologiji, patofiziologiji i u uslovima delovanja razli¢itth akutnih i hroni¢nih
perturbatora HPA sistema, kao $to su akutne perturbacije spoljnjim glukokortikoidima
ili hronicni stres.

U numerickim simulacijama na bazi polaznog stehiometrijskog modela HPA
sistema (Jeli¢ 1 sar, 2005), pokazano je da kvalitativni i kvantitativni dinamicki odgovor
koncentracije kortizola na akutne perturbacije spoljnjim glukokortikoidima istovremeno
zavisi od intenziteta perturbacije, unutardnevnog i dnevnog faznog ugla perturbacije kao
i amplitude perturbovane perturbacije, odn. od trenutnog dinamickog stanja HPA
sistema u trenutku delovanja perturbacije. Kori§¢enjem istog modela ustanovljeno je da
hroni¢ni stres, zavisno od srednje koncentracije i amplitude dnevnih oscilacija CRH,
uti¢e na promenu dinamike koncentracije kortizola unutar iste vrste dinamickog stanja,
kao i iz jedne u drugu vrstu dinamickog stanja.

Radi unapredenja prediktivnog kapaciteta polaznog modela HPA sistema,
njegov mehanizam je proSiren u skladu sa eksperimentalno utvrdenim metabolickim
putevima koji postoje u HPA sistemu. Na taj nacin su iz polaznog modela izvedena dva
nova modela: (1) prosireni osnovni model HPA sistema (model sa 4 vrste i 11 reakcija),
nastao dodavanjem reakcionih koraka za elminaciju CRH i aldosterona u mehnizam
polaznog modela; (2) model HPA sistema sa holesterolom (model sa 5 vrsta i 13
reakcija), nastao uvrS¢avanjem holesterola, prekursora kortizola, aldosterona i drugih
steroidnih hormona, kao dodatnog nezavisnog intermedijera, u model HPA sa 11
reakcija. SNA je pokazala da oba modela mogu imati nestabilna neravnotezna
stacionarna (ustaljena) stanja, te da stoga mogu imati oscilatornu evoluciju u vremenu.
Primenom SNA je utvrdeno da je jezgro nestabilnosti isto u sva tri sluc¢aja. Validnost
modela je potvrdena u numeriCkim simulacijama: oba modela mogu ispoljiti
unutardnevnu oscilatornu evoluciju kao svoje inherentno svojstvo, dok pri sprezanju sa
spoljnjom periodicnom dnevnom funkcijom, oba modela mogu opisati slozene

oscilacije u kojima su unutardnevne oscilacije superponirane na dnevne. U numerickim
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simulacijama je potvrdeno i to da su oba novoizvedena modela zadrzala kvalitete
polaznog modela u pogledu dinamic¢kog odgovora HPA sistema na razli¢ite akutne i
hroni¢ne perturbacije.

Model HPA sistema sa holesterolom predstavlja znacajno unapredenje
prethodna dva modela, s obzirom na to da u simulacijama dobijenim na bazi ovog
modela, vremenske serije svih internih vrsta osim ACTH pokazuju dobro slaganje sa
odgovarajuc¢im eksperimentalnim serijama njihovih koncentracija merenim pri bazalnim
uslovma u plazmi krvi ¢oveka.

U modelu sa holesterolom je pokazano da dinamicko stanje koncentracije
kortizola znacajno zavisi od brzine ulaza i izlaza holesterola u odnosno iz sistema;
takode je pokazano da u oscilatornoj oblasti modela, izmedu koncentracije holesterola i
kortizola postoji negativna korelacija. Dobijeni rezultati pokazuju kako promene u
kinetici holesterola mogu znacajno modifikovati dinamic¢ka stanja koncentracije
kortizola.

Rezultati 1 nalazi izlozeni u ovoj doktorskoj diseratciji ukazuju na vaZnost
odgovaraju¢ih dinamickih stanja HPA sistema i koncentracije kortizola za ocuvanje
njene regularne fiziologije. Oni takode ukazuju na potencijale koje modeliranje ovih
dinamickih stanja moze da ponudi u rasvetljavanju etiologije i patofiziologije brojnih
metabolickih i psihijatrijskih poremecaja koji se povezuju sa disfunkcijama HPA ose,
poput metaboli¢kog sindroma, dijabetesa tipa II, Cushing-ovog sindroma, Addison-ove
bolesti, reumatoidnog artritisa, anoreksije nervoze, bulimije nervoze, posttraumtskog
stresnog poremecaja, unipolarne depresije, naglasavaju¢i dinamicki karakter ovih
bolesti. U disertaciji je ukazano i na znacaj modeliranja neuroendokrinih procesa na
bazi  stehiometrijskih modela u cilju dizajniranja individualnih  terapija

glukokortikoidima i daljem unapredenju personalizovane medicine.
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Ilpnaor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBy

[Tornucanu-a Brnagumup M. Mapkosuh

Opoj unnekca 302/09

H3sjaBbyjem

Ja je JOKTOpCKa AWCepTaLlkja 110/ HaCIOBOM

~Mojaenaupame AUHAMHUYKHX CTalhba XHN0TAJAMO-XHIIO(DHU3HO-2APEHAJTHOT CHCTEMA
U KOHUEHTpauHje KopTH3o.Ja'

® PE3YyNTAT CONMCTBEHOI UCTPAXKUBAYKOI paja,

® Ja npe/UlojkKeHa JucepTaunja y UeNMHN HU Y [ef0oBUMA HUje OWa NpeaokeHa
3a nobujate OuO Koje AMMIOME MpemMa CTYAMjCKMM Mporpammma Apyrux
BUCOKOLUKOJICKMX YCTaHOBA,

® Jia Cy pe3yJiTaTh KOPEKTHO HaBEAECHU U

® Jla HMCaM KpLIMO/Ja ayTOpCcKa MpaBa M KOPHCTHO HMHTENIEKTYAlIHy CBOjUHY
APYTHX JHLA.

Iornue gokropanaa

oy it

Y Beorpany, A2, b 2043, oy




Mpunor 2.

U3jaBa 0 ncToBeTHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Nme n npesume aytopa Bnagumup M. Mapkosuh

Bpoj nHaekca _302/09

Cryawnjcku nporpam chusmnyka xemuja

Hacnos papa _,Mogenupawe AWHAMMUYKMX CTaka XUNOTAnamo-xunomuHo-
agpeHanHor cucrteMma U KOHUeHTpauuvje koptusona"

MeHTtop Ap Jburbana Konap-Anuh, peaosHn npodecop v ap XKerbko Yynuh, HayyHn
CaBeTHUK

MoTtnucanwn/a Bnagumup M. Mapkosuh

W3sjaBroyjem Aa je wramnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEeKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npepao/na 3a ofjaBrbuBare Ha noprtany AurutanHor
penosuTopujyma YHuBep3uteta y Beorpagy.

Jossorbasam ga ce objaBe MOjU NWUYHW Nojaun Bes3aHu 3a nobujakbe akagemckor
3Batba 4OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Mpesume, roanHa n mecto pofewa u gatym
oabpaHe paga.

OBM nuyHu nogjaun Mory ce o0GjaBUTM HA MPEXHUM CTpaHuLama AurutanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckom katanory v y nyGnukaumjama YHnsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

@A’\Lxm z‘/hef/ 1

77

Y Beorpaay, 12. L. 2043, oL,




Ipuaor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem Ynusepsutercky 6uGanoreky ,,Cetosap Mapkosuh® na y JururtanHu
peno3uTopujym YHusepsuteta y Beorpay yHece Mojy NOKTOPCKY AMCEpTaLMjy MoA
HacJIOBOM:

~Mojaeanpame AUHAMHYKHX CTamba XPIIIOTaJlaMO-XHHO(]_)H?)HO-a[lDeHaJIHOl"

CHCTEMA U KOHIIEHTpAaLHje KOpTH30Ja'',

Koja je Moje ayTOpCKO A€Jo.

Hucepraumjy ca CBUM Npuo3MMa Nnpeaao/na cam y eleKTPOHCKOM (OPMATy MOroaHOM
3a TPajHO apXUBHpatbE.

Mojy HOKTOpCKy aucepTalujy NoXpameHy y JIuruTaniu penosutopujym YHUBep3UTeTa
y beorpany mory na kopucte cBM KOju nowTYjy oapenGe caapikaHe y 04abpaHoM THIY
nuuenue Kpearusre 3ajennuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyu1o/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLIKjaTHO
@Aympcmo — HEKOMepLHMjanHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIM]aTHO — IEJIUTH MO UCTHM YCJIOBUMA
5. AyropcTtBo — 0e3 npepaje

6. AyTOpCTBO — AENIMTH MO HCTUM YCJIOBMMA

(Monumo na 3a0KpyuTe camo jelHy OJ LUECT MOHyheHUX NHLEHUH, KpaTaK OMHC
JIMUEHUM 1aT je Ha MoJiehuHU JTuCTa).

IMornuc nokTopanna

boge, it

V Beorpany, A2 Zf , a3, o




1. AytopcTBoO - /l03BOJBaBaTE YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIITABAE JIETIa,
U TIpepajie, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha Ha4MH oapeleH ox cTpane ayropa Wi
JaBaola JIMIICHIIE, YaK U y KoMepuujaiaae cepxe. OBo je Hajca0001HM]ja O] CBUX
JIMICHIIN.

2. AyTtopcTBO — HekoMmepuujaiaHo. J[o3BosbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYIN]y U JaBHO
CaoMIlUTaBaWkE JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauumH ozapeheH on
CTpaHe ayTopa WM JdaBaolia juieHue. OBa JMIEHIA HE J03BOJbaBa KOMEpLUjaJHY

ynotpedy nena.

3. AytopcTtBo - HekoMepuujanmHo — 0e3 mpepane. Jlo3BoskaBaTe YMHOMKaBambe,
TUCTpUOYIMjy M jJaBHO CaoONIITaBame Jena, 0€3 NPOMEHa, MPeoOJUKOBama WM
yrnoTpe0e Jiena y CBOM Jiely, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o ctpaHe
ayTopa WM JaBaona Jmienne. OBa JHIICHIIA HE JI03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY yIMOTpeOy
nena. Y oJJHOCY Ha CBE OCTaJjie JMIICHIIE, OBOM JIMIICHI[OM CE OrpaHn4aBa Hajehu oOuM
npaBa Kopuihema Jiena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpIHMjaJIHO — JCIUTH IOJ HCTUM YycioBuMma. Jlo3BosbaBaTe
YMHOXaBamwe, TUCTPUOYIIM]Y M JaBHO CAONIITaBamke Jelia, M Mpepaje, ako ce HaBeue
UMe ayTopa Ha Ha4yuH ofpeheH o] cTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JIMICHIE U aKo ce
npepaga AMCTpUOYUpa TMOJ HMCTOM WIM CIMYHOM JumieHnoM. OBa IJMIEHIA He
7103BOJbAaBa KOMeEpIIHjaIHy yrnoTpely Jiena u mpepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepane. /[o3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYIIU]Y U JaBHO
caolnTaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, IPeodIMKOBaka WK YIIOTpeOe /efia y CBOM Jieny,
aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH oapel)eH o CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHIICHIIE.
OBa nuIeHI1a 103B0JbaBa KOMEPLIH]jAIHY yIoTpeOy aerna.

6. AyTopcTBO - genuTtM nog WUCTUM ycnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahse,
ANCTpubyLmjy 1 jaBHO caorwiTaBanwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha
HaunH ogpeheH opf cTpaHe ayTopa wnM gaBaoua nuueHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog MCTOM WM crivdHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [A03BoSbaBsa
KomepuujanHy ynotpeby pgena u npepaga. CnuyHa je codpTBepckum nuueHuama,
OOHOCHO NULIEHLLIaMa OTBOPEHOT Koaa.
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