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"IT IS NOT STRESS THAT KILLS US; IT IS OUR REACTION TO
IT."

Hans Selye (1907-1982)
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UTICAJ OKSITOCINA NA AKTIVNOST OSOVINE HIPOTALAMUS-
HIPOFIZA-NADBUBREG I PONASANJE PACOVA

Rezime

Poremecaji raspolozenja, ukljucuju¢i i depresiju, predstavljaju ozbiljne
zdravstvene probleme i prema podacima Svetske zdravstvene organizacije do 2020.
godine postace vodeci uzrok radnog onesposobljavanja na globalnom nivou. Poznato je
da je hiperaktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubreg (HPA) cest pratilac
depresivnih poremecaja, kao i da je hroni¢na izlozenost stresu vodeéi faktor rizika u
razvoju ovih bolesti. Jedan od najveéih problema farmakoterapije depresije predstavlja
prilicno veliki procenat neadekvatnog odgovora pacijenata na terapiju selektivnim
inhibitorima preuzimanja serotonina (SSRI), koji predstavljaju lekove prvog izbora.
Stoga, identifikacija biomarkera povoljnog odgovora na terapiju atnidepresivima, kao i
pronalazenje eventualnog dodatnog tretmana koji bi povecao verovatno¢u dobrog
odgovora na terapiju od velikog je klinickog znacaja. Poslednjih godina pokazano je da
hormon oksitocin u€estvuje u modulaciji ponasanja i raspolozenja kao i da ima ulogu u

adaptaciji organizma na hronicni stres.

Cilj istrazivanja obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom bio je da se ispita
uticaj oksitocina na ponasanje i parametre aktivnosti HPA osovine u modelu hroni¢nog
stresa/depresije indukovane dugotrajnom primenom kortikosterona kod pacova Wistar
soja. Takode, cilj je bio i da se u navedenom modelu ispita efekat dodatnog tretmana
oksitocinom uz antidepresiv citalopram, lek iz grupe SSRI. Da bi se realizovali
postavljeni ciljevi, istrazivanja su podeljena u tri faze. U prvoj fazi, ispitivan je uticaj
razli¢ite duzine tretmana kao i razlicitih doza oksitocina na ponaSanje i nivo biogenih
amina u plazmi pacova. U drugoj eksperimentalnoj fazi, ispitivan je uticaj tretmana
oksitocinom u dozi 10 IU/400 pL, s.c., tokom 14 dana na ponaSanje i parametre
aktivnosti HPA osovine u modelu hroni¢nog stresa/depresije izazvane primenom
kortikosterona u dozi 100 mg/L, per os, tokom 21. dana. U trecoj fazi u navedenom
modelu depresije, ispitivan je uticaj kombinovanog tretmana oksitocinom i citalopramom

(10 mg/kg TM, s.c., tokom 14 dana) na ponasanje i ekspresiju gena koji kodiraju proteine
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integrin beta 3 (ITGB3) i adhezioni molekul nervnih ¢elija sli¢an proteinu L1 (CHL1), za
koje se pretpostavlja da mogu biti potencijalni biomarkeri povoljnog odgovora na

terapiju lekovima SSRI grupe.

Dobijeni rezultati pokazali su da dvonedeljni tretman oksitocinom u modelu
hroni¢nog stresa/depresije ispoljava anksioliticki i antidepresivni potencijal primenom
odgovarajucih testova ponasanja. Takode, tretman oksitocinom imao je protektivni efekat
na strukturu i funkciju nadbubrezne zlezde, Sto se ogledalo u prevenciji atrofije zlezde
indukovane hroni¢no povisenim nivoom glukokortikoida i pozitivnoj modulaciji
ekspresije gena Slc6a2 i Slc18a2 koji kodiraju dva najznacajnija kateholaminska
transportera - noradrenalinski transporter (NAT) i vezikularni transporter za monoamine
2 (VMAT2). Nadalje, pokazan je i antioksidativni potencijal oksitocina, §to je
detektovano kao smanjenje stepena oStecenja DNK limfocita nakon in vitro tretmana
vodonik peroksidom. Proces hipokampalne neurogeneze pacova koji je bio znacajno
redukovan dugotrajnom primenom Kkortikosterona, pospeSen je koadministracijom
oksitocina, Sto je dovelo do povecanja gustine BDNF+ neurona u dentatnom girusu i
CA2 1 CA3 regionima hipokampusa. U koriS¢enom modelu hroni¢nog stresa/depresije
takode je pokazano da dodatni tretman oksitocinom uz citalopram, povecava ekspresiju
gena za ITGB3 u tkivu prefrontalnog korteksa. Kona¢no, moZe se zakljuciti da rezultati
ove doktorske disertacije promoviSu hormon oksitocin kao potencijalni dodatni tretman
uz antidepresivnu terapiju kod pacijenata koji pate od nekog oblika depresivnog

poremecaja, pracenog hroni¢no povisenim nivoom glukokortiokida.

Kljucéne reci: oksitocin, kortikosteron, model hronicnog stresa/depresije, HPA osovina,
testovi ponasanja, citalopram, neurogeneza, ITGB3, CHLL.
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EFFECTS OF OXYTOCIN ON THE HYPOTHALAMIC-PITUITARY-
ADRENAL AXIS ACTIVITY AND BEHAVIOR OF RATS

Summary

Mood disorders, with depression leading the way, are severe health problems and
according to the World Health Organization, depression is becoming the leading cause of
disability worldwide. It is known that depressive disorders are frequently accompanied
with hyperactivity of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis, as well as that the
chronic stress is one of the most important risk-factors for its development. One of the most
important problems of depressive disorders pharmacotherapy is that fairly large percentage
of patients does not respond adequately to the therapy with selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRI), which are the first-line treatment drugs. Therefore, the identification of
biomarkers of favorable response to antidepressant therapy, as well as discoveries of
potential additional treatments, which would increase the probability of favorable response
to the primary therapy is of the major clinical importance. In recent years, it has been
shown that the hormone oxytocin modulates mood and behavior, and mediates adaptation

feedback-response against chronic stress.

The aim of the doctoral dissertation research was to evaluate the influence of
oxytocin on the behavior and parameters of HPA axis activity, in the model of the long-
term corticosterone administration-induced depression-like symptoms in adult male Wistar
rats. Furthermore, the aim was to examine the potential beneficial effect of administering
oxytocin alongside citalopram, an antidepressant from SSRI group, in this animal model. In
order to fulfil these aims, the experimental work has been conducted in three phases. In the
first phase, the effects of different treatment durations and dosages of oxytocin on behavior
and plasma levels of biogenic amines were evaluated. In the second experimental phase,
the effects of 14-day long oxytocin treatment (10 1U/400 pL, s.c.) on behavior and HPA
axis activity in the model of chronic stress/depression induced by 21-day long
corticosterone administration (100 mg/L, per os) were investigated. In the third phase, in

above-mentioned model of depression, the effect of combined treatment with oxytocin and
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citalopram (10 mg/kg BW, s.c. for 14 days) on behavior and expression of genes encoding
integrin beta-3 (ITGB3) and neural cell adhesion molecule L1-like protein (CHL1), which
are considered to be promising biomarkers of favorable response to SSRI therapy, were

examined.

The obtained results indicate that in the model of chronic stress/depression, the
two-week long treatment with oxytocin showed anxiolytic and antidepressive potential
which was evaluated by using appropriate behavioral tests. Oxytocin exerted a protective
effect on the adrenal gland function and structure, reflected as the prevention of gland
atrophy induced by chronically elevated level of glucocorticoids and positive modulation
of gene expression of Slc6a2 and Slc18a2 encoding two main catecholamine transporters —
noradrenaline transporter (NAT) and vesicular monoamine transporter 2 (VMAT?2).
Furthermore, antioxidative potential of oxytocin was shown, which was detected as
decreased DNA damage in lymphocytes after in vitro incubation with hydrogen peroxide.
Adult hippocampal neurogenesis, markedly reduced after long-term corticosterone
administration, was ameliorated after oxytocin co-administration, which increased density
of BDNF+ neurons in dentate gyrus, as well as in CA2 and CA3 hippocampal regions. In
the model of chronic stress/depression, it was demonstrated that the addition of oxytocin to
citalopram treatment, further increased expression of gene Itgh3 encoding ITGB3 protein
in prefrontal cortex tissue of rats. In summary, the results from this doctoral dissertation
argue for the usefulness of hormone oxytocin as a potential additional treatment, along with
therapy with antidepressants, in patients suffering from depressive disorders accompanied

with chronically elevated glucocorticoid level.

Keywords: oxytocin, corticosterone, model of chronic stress/depression, HPA axis,
behavioral tests, citalopram, neurogenesis, ITGB3, CHL1.

Field of Science: Pharmacology

Science Subfield: Neuropharmacology

UDK number: 591.1:[577.175.3/.7:616.89-008.454(043.3)



SPISAK SKRACENICA

A —adrenalin

ACTH — adrenocorticotropic hormone; adrenokortikotropni hormon

AMPA — a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina

BDNF — brain-derived neurotrophic factor; neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga
BSA — bovine serum albumine; govedi serumski albumin

CA1 - Cornu Ammonis 1

CA2+CA3 - Cornu Ammonis 2 + Cornu Ammonis 3

CAMKII — kalcijum/kalmodulin zavisna protein kinaza 11

cDNK — komplementarna DNK

CHLL1 — close homolog of L1; adhezioni molekul nervnih ¢elija slican proteinu L1
CNS — centralni nervni sistem

CORT - kortikosteron

CREB - cAMP-response element binding protein; cAMP zavisni transkripcioni faktor
DAB - 3,3 -diaminobenzidin

ddH;0 - redestilovana voda

DEPC — diethylpyrocarbonate; dietilpirokarbonat

DG — dentatni girus

DN — damaged nuclei; oSte¢enje DNK

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA — etilendiaminotetrasiréetna kiselina

EPM — elevated plus maze; uzdignuti plus lavirint

FC — fear conditioning; test kondicioniranja strahom

FST — forced swim test; test forsiranog plivanja



GABA — gama aminobuterna kiselina
GR - glukokortikoidni receptori
H,0, — vodonik peroksid

HPA — hypothalamus-pituitary-adrenal axis; osovina hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna zlezda

HPLC — high pressure liquid chromatography; te¢na hromatografija pod visokim
pritiskom

HRP — horseradish peroxidase; peroksidaza rena

i.c.v. - intracerebroventrikularno

I.p. — intraperitonealno

IL-1 —interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

iIRNK — informaciona ribonukleinska kiselina (RNK)

ITGB3 - integrin beta 3

ITGB3BP — integrin beta-3 binding protein; integrin beta 3 vezujuéi protein

LC-ESI-MS/MS-liquid chromatography-electrosprayionisation-tandem mass
spectrometry; te¢na hromatografija —elektrosprej jonizacija-tandem
masena spektrometrija

LMP — low melting point; niska tacka topljenja

LOOH - lipid hydroperoxide; lipidni hidroperoksidi

MAP 2 - microtubule-associated protein 2; protein povezan sa mikrotubulama 2
MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom, map kinaza

MDA — malondialdehyde; malondialdehid

MDD — major depressive disorder; velika depresija

MNS — mirror neuron sistem; sistem ogledalo neurona

MWM — Morris water maze; Morisov vodeni lavirint

NA — noradrenalin

Vi



NAT — noradrenaline transporter; transporter za noradrenalin

NGF — neuron growth factor; faktor rasta neurona

NORT — novel object recognition test; test prepoznavanja novog objekta
NOSK - skor kometa za ¢elije niskog stepena oStec¢enja

OFT - open field test; test otvorenog polja

OXtR — oksitocinergicki receptor

OXY - oksitocin

PBS — phosphate buffered saline; fosfatni pufer

PVDF — polivinilidendifluorid

RAM - radial arm lavirint; radijalni lavirint

RMET - The reading the mind in the eyes test; test ¢itanja misli gledanjem u o¢i
RNS - reactive nitrogen species; reaktivni radikali azota

ROS — reactive oxzgen species; reaktivni kiseoni¢ni radikali

RP HPLC - reversed-phase high pressure liquid chromatography; reverzno-fazna
te€na hromatografija pod visokim pritiskom

RT-PCR — real time polymerase chain reaction; lan¢ana reakcija polimerizacije u
realnom vremenu

S.C. — subkutano

SDS-PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza
SEM - standardna greska

SERT - serotoninski transporter

SLC6A4 — gen koji kodira serotoninski transporter

SNP — single nucleotide polymorphism; promena na nivou pojedina¢nog nukleotida u
sekvenci DNK

SOD - superoxide dismutase; superoksid dizmutaza

SSRI - selective serotonin reuptake inhibitors; selektivni inhibitori preuzimanja
serotonina

Vil



TBA — tiobarbiturna kiselina

TBST - tris-buffered saline tween, tris pufer sa tvinom

TNF, — tumor necrosis factor a; faktor nekroze tumora o

TSK - totalni skor kometa

VMAT1 — vesicular monoamine transporter 1; vezikularni monoaminski transporter 1
VMAT?2 — vesicular monoamine transporter 2; vezikularni monominski transporter 2
VMATS - vesicular monoamine transporters; vezikularni monoaminski transporteri

VOSK - skor za ¢elije visokog stepena ostecenja

Vil



SADRZAJ

L6 Y ] OSSPSR 1
1.1. Oksitocin, struktura, mehanizam dejstva i uloga u regulaciji ponasanja .................... 1
O R O 1 | (oo [ O USSSPR 1
1.1.2. Uticaj oksitocina na centralni nervni sistem (CNS).......cccocevvivriinniciin i 3
1.1.3. Uloga oksitocina u modulaciji ponasanja ........c.cceevrveeerieeeiiieennieessneessneessines e 4
1.1.4. Uloga polimorfizma oksitocinskih receptora u regulaciji ponaSanja.................... 5

1.1.5. Uticaj oksitocina na aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
4 (77 - RSP PRR 7

1.2. Depresija, hroni¢ni stres i aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna

ZICZAA. ..ttt 8
1.2.1. Depresija i RIMICNT STIES ...oovveiiieiiiieiiieiisie et 8
1.2.2. Eksperimentalni modeli hroni¢nog stresa i depresivnog ponasanja................... 12

1.2.3. Uticaj promene aktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda
na ponasanje eksperimentalnih ZIVOtInga .........ccccvvviiiiiiiiiniici e 15

1.2.4. Hroni¢ni stres, depresivni poremecaji i aktivnost nadbubrezne Zlezde............... 17

1.2.5. Aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda i oksidativni

Sl S et 18
1.2.6. Uticaj hroni¢nog stresa i depresije na neurogenezu u hipokampusu.................. 20

1.3. Terapija depresije selektivnim inhibitorima preuzimanja serotonina ...............c....... 23
2. CILIEVI RADA ..ottt ettt ettt et et te e nne e 27
3. MATERIJAL I METODE ..ottt e 30
3.1. Eksperimentalne ZIVOTINGE .......ccvvviiiiiiiiiiieiicc e 30
3.2. Eksperimentalni ProtoKOl ..........ccoiiiiiiiiiiiieee e 30
3.2.1. Hemijske supstance koriS€ene za tretmane...........cocevververieneenieenieneeseeniesnes 34

3.3. Testovi ponasanja: Test otvorenog polja, Uzdignuti plus lavirint i Test
FOrSIrAN0G PHVANJA ...ttt 34



3.3.1. Test otvorenog polja (eng. Open field test, OFT) .......cccoveveiieiiieiece e 35

3.3.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM) .......c..cccccovvieivevieennne 36
3.3.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST) ......cccoovviiiiiiniienienennn 37
3.4. Izolacija proteina iz srzi nadbubrezne zlezde i hipokampusa i odredivanje
koli¢ine proteina "Western blot" metodom...........ccerieiiiiiiiiiiii e 38
3.4.1. Priprema uzoraka i SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) ........ 38
3.4.2. Transfer proteina sa gela na membranu............cccceeveiieiiccccc s 41
3.4.3. IMunodeteKCija ProteiNa .........ccceeiueeiieiieie e 41
3.5. Izolacija iRNK i lan¢ana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (Real-time
polymerase chain reaction, RT-PCR) .......ccccuiiiiiiiiinieeeeee e 44
3.5.1. Ekstrakcija ukupne RNK i merenje koncentracije spektrofotometrijskom
41700 (o] o SRS 44
3.5.2. Sinteza komplementarne DNK (CDNK) .......cccoeiiiiiiiiniiiieieeee e 46
3.5.3. Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu, Real-Time PCR (RT-
2103 OO 46
3.6. Histoloska analiza nadbubrezne ZIezde ............cocveviiiiiiiiiiiiicc e 48

3.7. Odredivanje koncentracije biogenih amina u plazmi reverzno-faznom te¢cnom
hromatografijom pod visokim pritiskom (Reversed-phase high pressure liquid

chromatography, RP HPLC) .......cooiiiiice e 49
3.7.1. Priprema uzoraka za RP HPLC .........ccccoviiiii e 49
3.7.2. Odredivanje koncentracije kateholamina HPLC metodom ..............cccceevveennen. 49
3.7.3. Odredivanje koncentracije serotonina HPLC metodom ...........cccccevvieiiniiennnnn. 50

3.8. Odredivanje koncentracije kortikosterona u plazmi sistemom tecna
hromatografija - elektrosprej jonizacija - tandem masena spektrometrija (Liquid
chromatography — Electrospraylonisation - Tandem mass spectrometry, LC-
ESI-MS/MS) oottt 51

3.9. Ispitivanje stepena oSte¢enja DNK limfocita periferne krvi komet testom............... 52

3.10. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u plazmi
eksperimentalnih ZIVOTINJa.........cocvviiiiiiioiic e 55



3.10.1. Odredivanje koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) 1
malondialdehida (MDA) U PIaZMi ...cooivveiiiiieieee e 56

3.10.2. Odredivanje aktivnosti superoksid-dizmutaze (SOD) .........cccocvevvvierveriesnene 57
3.11. Imunohistohemijska analiza ekspresije Ki-67 i BDNF u neuronima hipokamusa..58
3.12. StatistiCka obrada reZultata............cceccvieiiiieiiie e 60

A REZULT AT oottt e et e e e s b e e e s e sba e e e s nnbaeeeeann 62

4.1 Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje i nivo
hormona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja..........cccoeviiiiiiiiiien e, 62

4.1.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje Wistar
02160V - RPN 62

4.1.1.1. PonaSanje Zivotinja u testu otvorenog polja (eng. Open field test, OFT)....62

4.1.1.2. Ponasanje zivotinja u uzdignutom plus lavirintu (eng. Elevated plus

MAZE, EPM) ..ot e 63
4.1.1.3. Ponasanje zivotinja u testu forsiranog plivanja (eng. Forced swim test,

LS 1 OO 64

4.1.2. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na na nivo biogenih

AMINA U PIAZMI ..ot 65
4.1.2.1. Koncentracija adrenalina U plazmi..........cccooeiiiiiiniinneeeese e 65
4.1.2.2. Koncentracija noradrenalina u plazmi ............ccccooevieeieiicieccc e 66
4.1.2.3. Koncentracija serotonina U plazmi..........ccccovveveieeieeie e 67

4.2. Uticaj subhroni¢nog tretmana oksitocinom u kortikosteronom-indukovanom
modelu hroni€nog stresa 1 dePreSIJe.......coviiiiiiiiiiiiiiiieiiiie e 67

4.2.1. Uticaj tretmana na promenu telesne mase i unos hrane i vode

eksperimentalnih ZIVOTIN@ ........oooviriiiiiiiiieec e 68
4.2.1.1. Promena teleSNE MASE ........oceiiriiiiiieieieie st 68
4.2.1.2.UNOS NFANE 1 VOUR......ouiiiiiiiteitisiei ettt 69
4.2.2. Uticaj tretmana na ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja ..........cccoeevriiiinnnnn 71
4.2.2.1. Test otvorenog polja (eng. Open field test, OFT) ......ccoceeveeviiiiciiciieciies 71
4.2.2.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM).........cccccocviinnnnne 73

Xl



4.2.2.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST) .......cccccevvvvviveieennn. 74

4.2.3. Uticaj tretmana na strukturu i funkciju nadbubrezne Zlezde

eksperimentalnih ZIVOINGa .......ccvvviiiiieiiiii i 75
4.2.3.1. Apsolutna masa i morfometrijska analiza nadbubrezne zZlezde ................... 76
4.2.3.2. Svetlosna mikroskopija krvnih sudova srzi nadbubrezne zlezde................. 78

4.2.3.3. Ekspresija gena Slc6a2 i Slc18a2 i koli¢ina proteina transportera za
noradrenalin (eng. Noradrenaline transporter, NAT) i vezikularnog
transportera za monoamine 2 (eng. Vesicular monoamine transporter 2,
VMAT?2) u tkivu srzi nadbubrezne zlezde...........ccccoviiieiiiiiiiiiiiicieee 78

4.2.3.4. Uticaj tretmana na bazalnu i stresom indukovanu aktivnost nadbubrezne
zlezde: koncentracije hormona kortikosterona, adrenalina i

noradrenalina u plazmi pre i nakon akutnog Stresa..........ccovverviiervereeennnn 81
4.2.3.5. Koncentracija kortikosterona u plazmi .........ccccooviiiiiniiiciin e 81
4.2.3.6. Koncentracije kateholamina u plazmi.........ccccoccevveiieieiii i, 82

4.2.4. Uticaj tretmana na parametre oksidativnog stresa u krvi Wistar pacova:
stepen oStecenja DNK limfocita periferne krvi i koncentracije lipidnih

hidroperoksida, malondialdehida i aktivnost superoksid dizmutaze u plazmi......... 84
4.2.4.1. Oste¢enje DNK limfocita periferne krvi Wistar pacova...........cccevvveiinnnnn 84
4.2.4.2. Ukupan broj €elija sa oSte¢enjem DNK ..........ccooviiiiiiiiiiiiiie, 84
4.2.4.3. Razli¢it stepen osStecenja DNK perifernih limfocita Wistar pacova: ¢elije

sa niskim 1 ¢elije sa visokim stepenom osSte¢enja DNK.............cccoviinnn 85
4.2.4.4. Vrednosti Totalnog skora kometa (eng. Total comet score, TCS)............... 87
4.2.4.5. Uticaj tretmana na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite u plazmi WIStar PACOVA........ccoveiriiiieiiiiee e 88
4.2.4.6. Parametri lipidne peroksidacije U plazmi.......c.cccccoovvivieiiiiiiiiie e 89
4.2.4.7. Aktivnost enzima antioksidativne zastite superoksid dizmutaze (SOD) u
PIAZIMI . s 90
4.2.5. Uticaj tretmana na ekspresiju parametara neurogeneze u hipokampusu
LAV A o U o Uol 017 TSRS 91
4.2.5.1. Ekspresija nuklearnog faktora Ki-67 u hipokampusu.............cccceevveiieiinnnns 91

Wl



4.2.5.2. Ekspresija neurotrofi¢nog faktora poreklom iz mozga (BDNF) u
NIPOKAMPUSU ...t 93

4.2.5.3. Koli¢ina proteina BDNF u hipokampusu Wistar pacova..........ccccevevvrrinennne 96

4.3. Uticaj dodatnog tretmana oksitocinom uz tretman citalopramom na ponasanje i
ekspresiju gena Itgh3 i Chl1 u prefrontalnom korteksu Wistar pacova u modelu

hroni¢nog StESA I UEPIESIJE . .c.viivieeieiesteeste et e e s re e re e 97
4.3.1. TeStOVI PONASANTA ...c.vveuviiriiieiieieesieere st sie et r e b e b b e n e nn e 97
4.3.1.1. Test otvorenog polja (eng. Open field test, OFT) ....cccccvvvviveieienine e 97
4.3.1.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM)..........cccccociiinnnne 98
4.3.1.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST) .......c.cccovvvveieinennn. 99

4.3.2. Ekspresija gena koji kodira integrin beta 3 (ITGB3) i adhezioni molekul
nervnih ¢elija sli¢an proteinu L1 (CHL1) u prefrontalnom korteksu

eksperimentalnih ZIVOTINGA .....ooververierieiiiiiiieieieie e 101

4.3.2.1. Ekspresija Itgh3 iRNK u prefrontalnom Korteksu ...........cccccevveveiiieiieennns 101

4.3.2.2. Ekspresija Chl1 iRNK u prefrontalnom korteksu ...........cccoceoeiiniiinnnnnnn. 103

S  DISKUSIIA ettt b e be e 104
5.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje i nivo

hormona u plazmi WiStar PACOVA. ..........cccurerieiirieiesie st 104

5.1.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje ................ 104

5.1.2. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo biogenih amina
VN o] =74 1 1 SO OSSRPRSPPSN 107

5.2. Uticaj dvonedeljnog tretmana oksitocinom na ponaSanje i parametre aktivnosti
HPA osovine pacova u modelu hroni¢nog stresa/depresije indukovane
hroni¢nom primenom KortiKOSterona...........cecvviveiiiiiiiiiniiiiic e 109

5.2.1. Uticaj tretmana kortikosteronom i oksitocinom na porast telesne mase i
unos hrane i vode eksperimentalnih ZIvotinja.........ccccoeeiiiiiiiiiiiincce, 109

5.2.2. Uticaj oksitocina na ponasanje zivotinja u modelu hroni¢nog stresa/depresijel111l

5.2.3. Uticaj oksitocina na strukturu i funkciju nadbubrezne zlezde u modelu
hroni€nog StreSa/dePIESIJE ... ccivrirrerrieiierei e st 114

XMl



5.2.4. Uticaj oksitocina na parametre oksidativnog stresa u krvi eksperimentalnih
zivotinja u modelu hroninog stresa/depresije.....uuiiiiiiiiiiiiniiiieniee e 119

5.2.5. Uticaj oksitocina na proces adultne neurogeneze u hipokampusu
eksperimentalnih Zivotinja u modelu hroni¢nog stresa/depresije .......oovvvvrvvennnen. 123

5.3. Uticaj dodatnog tretmana oksitocinom uz tretman citalopramom na ponasanje i
ekspresiju Itgb3 i Chl1 iRNK u prefrontalnom korteksu pacova u modelu

hroniCnog StreSa/AEPIESIIE . ueivuiiiiiie it sttt 128
5.3.1. Uticaj tretmana oksitocinom uz citalopram na ponasanje Wistar pacova......... 129

5.3.2. Uticaj tretmana oksitocinom uz citalopram na ekspresiju gena za integrin
beta 3 (ITGB3) i adhezioni molekul nervnih ¢elija sli¢an proteinu L1 (CHL1) u

prefrontalnom korteksu Wistar PACOVA ..........c.ccveveiieiieiieiie s 130
6. ZAKLJIUCCT ...ttt 135
T LITERATURA ettt neeas 137
8. BIOGRAFIJA . et ane e 171
0. PRILOZL ...ttt e e r e anne e 172

Izjava o autorstvu
Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Izjava o koriS¢enju

X1V



Uvod

1. UVOD

1.1. Oksitocin, struktura, mehanizam dejstva 1 uloga u regulaciji

ponasanja

1.1.1. Oksitocin

Oksitocin je peptidni hormon koji se sastoji od devet aminokiselina (Cys-Tyr-
Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH,) i jednim S-S mostom izmedu dva cisteinska ostatka
(Lee i sar., 2009) (Slika 1). Oksitocin u obliku preprohormona sintetiSu neuroni
paraventrikularnog i supraopti¢kog jedra hipotalamusa, a tokom aksonskog transporta u
zadnji rezanj hipofize, slobodan hormon se odvaja od prekursora koji sadrzi i protein

neurofizin (Ivell i Richter, 1984a).
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Slika 1. Struktura oksitocina (preuzeto sa: https://www.decodedscience.org/oxytocin-love-
hormone-autism/36616/2)

Znacajna karakteristika ovog neuropeptida je ta da je evolutivho veoma dobro
ocuvan 1 sledstveno izrazito sli¢ne strukture kod razlicitih zivotinjskih vrsta (Caldwell 1
Young, 2006). Poznati efekat oksitocina na kontrakcije uterusa tokom porodaja utvrdio
je Dale jo§ 1906. godine u eksperimentima na gravidnim mackama, a nedugo zatim
opisan je i stimulativni uticaj na laktaciju (Ott i Scot,1910; Schafer i Mackenzie, 1911).

Aminokiselinska struktura okistocina rasvetljena je 1953. godine (du Vigneaud i sar.,


https://www.decodedscience.org/oxytocin-love-hormone-autism/36616/2
https://www.decodedscience.org/oxytocin-love-hormone-autism/36616/2
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1953a), a ovaj hormon je ubrzo i uspesno sintetisan (du Vigneaud i sar., 1953b). Jedini
do danas poznati receptor za oksitocin (OxtR) kloniran je 1992. godine (Kimura i sar.,
1992). Sadrzi sedam transmembranskih domena i pripada familiji G protein vezujuéih
receptora 1 to klasi I (rodopsinu sli¢an receptor), koji je povezan sa fosfolipazom C
(Gimpl, 2008). Nakon aktivacije receptora, nastali inozitoltrifosfat indukuje
mobilizaciju Ca*" iz intracelularnih depoa, a oslobodeni diacilglicerol aktivira protein
kinazu C. Dalji signalni put podrazumeva aktivaciju mitogenom aktivirane protein
kinaze (MAPK), usled porasta intracelularne koncentracije Ca’*, kao i
kalcijum/kalmodulin zavisne protein kinaze 11 (CAMKII). Aktivacija ovog signalnog
puta vodi ka depolarizaciji ¢elijske membrane i otvaranju voltazno zavisnih kanala za
Ca®" (Aspe-Sanchez i sar., 2016). Na periferiji, prisustvo oksitocinskih receptora
potvrdeno je u uterusu (Maning i sar., 1995), jajnicima (Ivell i Richter, 1984b),
mle¢nim zlezdama (McNeilly, 1972), ali i1 u testisima (Pickering i sar., 1989), prostati
(Bodanszky i sar., 1992), bubregu (Verbalis i Dohanics, 1991), srcu (Petty i sar., 1985),
timusu (Geenen i sar., 1986), pankreasu (Dunning i sar., 1984) kao i u nadbubreznoj
zlezdi (Ang i Jenkins, 1984; Nussey i sar., 1987). Novija istrazivanja Young-a i Gainer-
a (2003) i Scordalakes-a i saradnika (2008) potvrdila su da se manje koli¢ine oksitocina
sintetiSu 1 u parvocelularnim neuronima paraventrikularnog jedra, medijalnoj
preoptickoj regiji 1 lateralnim amigdalama. Rezultati ovih pocetnih studija postavili su
osnovu za istrazivanja znatno veceg obima, koja, pored ispitivanja efekta oksitocina na
periferiji, sve viSe ukljucuju i ispitivanje delovanja oksitocina u centralnom nervnom
sistemu, pre svega njegov uticaj na ponasanje. Dosadasnji potvrdeni efekti oksitocina
na razli¢ite organe na perferiji, kao i u centralnom nervnom sistemu, prikazani su na
Slici 2.
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Slika 2. Poznati centralni i periferni efekti oksitocina (modifikovano prema referenci: Amri i
Pisani, Horm. Mol. Biol. Clin. Invest. 2016)

1.1.2. Uticaj oksitocina na centralni nervni sistem (CNS)

Centralne efekte oksitocin ostvaruje preko svog receptora, OxtR, koji je, u
zavisnosti od vrste, specifi¢no i Siroko distribuiran u mozgu (Viero i sar., 2010). In situ
hibridizacijom, kao i studijama na transgenim Zivotinjama utvrdeno je da regije mozga
koje sadrze OxtR ukljucuju neokorteks, ventromedijalno jezgro hipotalamusa, centralne
i lateralne amigdale, nukleus akumbens, lateralni septum, preopti¢ku i ventralnu oblast
tegmentuma i hipokampus (Li i sar., 1997; Febo i sar., 2009; betlehem i sar., 2017).
Studija Ostrowski (1998) potvrdila je prisustvo iIRNK za OxtR u prednjem mozgu,
ukljucujuéi limbicki sistem 1 amigdale. U skladu sa ovim, oblasti koje sadrze iRNK za
OxtR podeljene su na: regione uklju¢ene u regulaciju ponaSanja povezanog sa

reprodukcijom i koji su osetljivi na steroide, regione koje reguliSu majc¢insko
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ponasanje, zatim regione ukljuene u procese ucenja, pamcenja 1 izgradnje
samopouzdanja. Kako je nedvosmisleno pokazano postojanje razlika u distribuciji
OxtR u zavisnosti od zivotinjske vrste, kao i u zavisnosti od pola unutar iste vrste,
smatra se da upravo razlike u distribuciji receptora objasnjavaju razlike u efektima koje
oksitocin ispoljava na ponasanje kod razlicitih vrsta, kao 1 jedinki razli¢itog pola (Lee 1
sar., 2009). Takode, smatra se da oksitocin moze delovati 1 kao modulator socijalnog i
emocionalnog ponasanja (Meyer-Lindenberg i sar., 2011), s obzirom na to da su
njegovi receptori distribuirani u razli¢itim regionima mozga uklju¢enim u centralnu
nervnu kontrolu stresa i anksioznosti (Landgraf i Neumann, 2004). Takode, shodno
nalazima da dendriti neurona predstavljaju znafajan izvor neuropeptida, kao i1 da
oslobadanje neuropeptida iz dendrita nije direktno vezano za sinaptiCku transmisiju,
pretpostavljena je uloga oksitocina u modulaciji sinapticke transmisije (Ludwig i Leng,
2006).  Visoke koncentracije neuropeptida u ekstracelularnoj te¢nosti mozga
omogucavaju im laku difuziju do udaljenih ciljnih ¢elija. U tim ¢elijama neuropeptidi
imaju ulogu u njihovoj funkcionalnoj reorganizaciji i formiranju neuronskih mreza, $to

se smatra osnovom za ispoljavanje efekata na ponasanje (Ludwig i Leng, 2006).

1.1.3. Uloga oksitocina u modulaciji ponasanja

U studijama u kojima je ispitivan uticaj oksitocina na ponaSanje, pokazano je da
oksitocin menja reakciju organizma na stresne stimuluse (Uvans-Moberg, 1998;
Svanidze i sar., 2012), u€estvuje u adaptaciji na hronicni stres (Zheng i sar., 2009),
ispoljava antinociceptivni efekat (Rash 1 Campbell, 2014), poboljSava socijalno
prepoznavanje (Lieberwirth i Wang, 2014) i reguliSe drustvene strahove (Guzman i
sar., 2014). Visoki nivoi oksitocina u plazmi povezuju se sa veéim pouzdanjem i
poverenjem koje osobe osecaju prema drugima (Heinrichs i Domes, 2008; Campbell,
2010). Slican efekat okistocina potvrden je i u studiji Theodoridou-a i saradnika
(2009), u kojoj je intranazalna aplikacija oksitocina zdravim dobrovoljcima povecéala
percepciju drugih ljudi kao ljudi od poverenja. Domes i saradnici (2007) su utvrdili da
administracija oksitocina poboljsava sposobnost "¢itanja misli" drugih osoba i smanjuje
pojavu greSaka tokom prepoznavanja emocija tumacenjem facijalne ekspresije u testu

"Citanja misli gledanjem u o¢i" (The Reading the Mind in the Eyes Test, RMET).
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Znacajno je da je utvrdeno postojanje pozitivne korelacije nivoa oksitocina u
salivi tokom trudnoce i ranog postpartalnog perioda sa stepenom povezanosti i bliskosti
majke i deteta (Levine i sar., 2007). S druge strane, nivo ovog hormona u plazmi
negativno Kkorelira sa intenzivhom psiholoskom patnjom, odnosno sa stepenom
depresivne simptomatologije (Gordon i sar., 2008). Daljim istrazivanjem u ovoj oblasti,
u studiji Perry-ja i saradnika (2010) potvrdeno je postojanje povezanosti oksitocina i
tzv. sistema ogledalo neurona (eng. mirror neuron sistem, MNS) ukljucenih u

razumevanje namera, misli i ose¢anja drugih ljudi.

U istrazivanjima Nakajime i saradnika (2014) identifikovana je populacija
interneurona u medijalnom prefrontalnom korteksu koji eksprimiraju receptore za
oksitocin, a koji su ukljuceni u regulaciju socijalnog ponasanja. Blokada transmisije iz
ovih interneurona kod miSeva, dovela je do gubitka interesovanja zenki za muzjake
tokom aktivne faze ciklusa. Takode, pokazano je da je nakon testa forsiranog plivanja
sinteza i sekrecija oksitocina u paraventrikularnom i supraoptickom jedru, frontalnom
korteksu, amigdalama i hipokampusu povecana, kao i1 njegovo oslobadanje iz hipofize
u krvotok (Yan i sar., 2015). Kod OxtR knockout miSeva, zapazena je pojacana
agresivnost 1 poremecaji u ponaSanju koji se mogu povezati sa autizmom, kao Sto je

npr. repetitivno ponasanje (Sala i sar., 2015).

1.1.4. Uloga polimorfizma oksitocinskih receptora u regulaciji ponasanja

Pored toga Sto je struktura oksitocina kao i1 njegovih receptora filogenetski
dobro ocuvana, znafajna je Cinjenica da njihova genska struktura, kao i prostorna
ekspresija pokazuje varijacije specificne za vrstu (Aspe-Sanchez i sar., 2016). Ove
varijacije se najceS¢e javljaju u vidu genskog polimorfizma, i smatra se da upravo
navedene varijacije stoje u osnovi razlika u nivoima ekspresije i distribucije oksitocina i
njegovih receptora u mozdanim strukturama izmedu jedinki iste vrste (Young 1 sar.,
1999), ali i izmedu razliitih vrsta (Young i sar., 1999; Knafo i sar., 2008). Genetski
polimorfizam podrazumeva postojanje dve ili viSe varijanti odredenog lokusa (npr.
razli¢ite vrste alela) unutar DNK sekvence u okviru neke populacije. U zavisnosti od

vrste promena u rasporedu nukleotida, postoje 1 razliite vrste polimorfizama.
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Najkarakteristicnija i naj¢eS¢a promena je na nivou pojedinacnog nukleotida (eng.
single nucleotide polymorphism, SNP) (Aspe-Sanchez i sar., 2016). SNP locirani na
kodiraju¢im regionima DNK se mogu podeliti na one koje menjaju i one koje ne
menjaju raspored aminokiselina u rezultuju¢em proteinskom molekulu. SNP mutacije
koje menjaju strukturu proteina mogu kao rezultat imati nefunkcionalni, izmenjeni
protein. Takode, SNP locirani na nekodiraju¢im regionima DNK kao rezultat mogu
imati promene u lokalizaciji i nivoima ekspresije datog proteina, §to se moze smatrati
posledicom izmenjene aktivnosti specificnog gena (Plomin i sar., 2008). Druga vrsta
polimorfizma su takozvani "mikrosateliti" koji predstavljaju sekvence 2-5 parova baza
koje se ponavljaju 5 do 50 puta. Ove mutacije se najéeS¢e zapazaju na nekodiraju¢im
regionima DNK, medutim one ipak mogu dovesti do znacajnih razlika u fenotipu (Li i
sar., 2004) 1 mogu se povezati sa razvojem razliitih neuroloskih i psihijatrijskih
poremecaja u humanoj populaciji (Amir 1 sar., 1999). IstraZzivanja genetske osnove
ponasanja dala su ¢vrste dokaze o tome da je ispoljeni fenotip pod direktnim uticajem
postojeCe varijante genotipa, kao i 0 tome da sam genotip ima znacajnu ulogu u
procesima socijalizacije. Ovakvi uticaji genetike na socijalizaciju i snalazenje jedinke u
razli¢itim uslovima spoljasnje sredine nazivaju se korelacijom genotipa i spoljasnje
sredine (Plomin 1 sar., 2008). S ovim u vezi, poznato je da ponaSanje jedinke u
razliitim uslovima spoljasnje sredine u mnogome zavisi od postojeeg genotipa i
obrnuto, da je ispoljavanje efekta odredenog genotipa zavisno od uslova okruZenja.
Tako, ispoljeni fenotipi podrazumevaju viSe od sume nezavisnih faktora genetike i
okruzenja: na primer, razlike u ponasanju pojedinaca tokom sliénih socijalnih

interakcija su posledica postojanja razli¢itog genotipa (Plomin 1 sar., 2008).

U nedavnim studijama u kojima je ispitivan polimorfizam oksitocinskih
receprora (OxtR), pokazano je da postoji povezanost odredenih genskih varijanti OxtR
i razli¢itih psihijatrijskih poremecaja (Meyer-Lindenberg i sar., 2011). Ove studije
ukazale su na znacajan uticaj genotipa OxtR 1 ispoljavanja osecaja empatije (Rodrigues
i sar., 2009), kao i povecanog rizika od obolevanja od nekog oblika depresivnog
poremecaja (Myers i sar., 2014). U studiji Thompson-a i saradnika (2011) pokazano je
da je kod devojaka koje su tokom mladosti bile izlozene nekoj stresnoj situaciji,
varijanta OxtR, rs 2254298, povezana sa veéim stepenom obolevanja od depresije i

anksioznosti. Takode, pojedine varijante OxtR (rs 2254298 i rs 53576) ukazuju na vecu
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verovatno¢u obolevanja od autizma, pri ¢emu su dobijeni rezultati u znacajnoj meri
zavisili od etniCke pripadnosti ispitanika ukljuc¢enih u studiju (Wu i sar., 2006; Jacob i
sar., 2007). lako trenutno ne postoje podaci 0 povezanosti polimorfizma OxtR i
Sizofrenije, rezultati nekoliko studija ukazuju na postojanje veze izmedu pojedinih
genskih varijanti receptora za oksitocin 1 vazopresin 1 karakteristicnih promena u
ponasanju, kao Sto su smanjenje paznje, Sto predstavlja glavni kognitivni nedostatak
kod osoba obolelih od sizofrenije (Powell i sar., 2009; Ratajczak i sar., 2013) kao i
ispoljavanja negativne simptomatologije kao Sto su anhedonija, asocijalnost i

nedostatak motivacije (Golimbet i sar., 2015).

1.1.5. Uticaj oksitocina na aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna

Zlezda

Postoji znacajan broj dokaza da oksitocin ispoljava efekat na nadbubreznu
Zlezdu, koja predstavlja glavni efektorni organ osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubreg (eng. hypothalamus-pituitary-adrenal axis, HPA). Smatra se da oksitocin
ima ulogu jedne vrste faktora rasta ili takozvanog "perifernog modulatora” nadbubrega
(Viero 1 sar., 2010). Pokazano je da kod pacova oksitocin povecava broj hromafinih
¢elija u meduli, kao i da dovodi do promena u broju ¢elija i zapremini unutra$njih zona
kore (Ple¢a$ 1 sar., 1989). Takode, administracija oksitocina povecala je koli¢inu
adrenalina (A), noradrenalina (NA), dopamina 1 serotonina u zlezdi (Plec¢a§ 1 sar.,
1989), dok je njegova centralna administracija zenkama pacova uticala na bazalne
koncentracije adrenokortikotropnog hormona (eng. Adrenocorticotropic hormone,
ACTH) 1 kortikosterona u krvi 1 znacajno umanjila odgovor ovih hormona nakon

izlaganja Zivotinja stresnoj situaciji (Windle i sar., 2004).
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1.2. Depresija, hroni¢ni stres i aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-

nadbubrezna zlezda

1.2.1. Depresija i hrnicni stres

Poremecaji raspolozenja, ukljuuju¢i 1 depresiju, su ozbiljni zdravstveni
problemi koji pogadaju oko 20% svetske populacije. Prema podacima Svetske
zdravstvene organizacije, depresija postaje vode¢i uzrok radnog onesposobljavanja
Sirom sveta (Zhao i sar., 2008). Zbog visoke prevalencije, hroni¢nog toka bolesti,
znaCajnog negativnog uticaja na kvalitet zivota, prate¢ih komorbiditeta i poviSenog
rizika od suicida, depresija se smatra jednim od najvecih zdravstvenih problema
danasnjice (Gold, 2014). Glavni simptomi depresije podrazumevaju: gubitak
interesovanja ili zadovoljstva u gotovo svim aktivnostima (anhedonija), promene u
telesnoj masi ili apetitu, promene u spavanju (insomnija ili hipersomnija), gubitak
energije 1 pojaano zamaranje (anergija), osecaj beskorisnosti ili krivice, smanjenje
koncentracije, povlacenje u sebe (asocijalnost) kao i ¢este misli o smrti ili suicidu, pa
¢ak 1 pokusaj suicida (Coentre i sar., 2017). Kako bi se postavila dijagnoza depresivnog
poremecaja, neophodno je postojanje minimum cetiri od gorenavedenih simptoma koji
traju najmanje dve nedelje (Coentre i sar., 2017). U etiologiji depresije znacajnu ulogu
imaju faktori same li¢nosti, koji su u izvesnoj meri nasledni. Medutim, poznato je da
pored njih, u razvoju depresivnih epizoda veliki uticaj imaju 1 negativna Zivotna
iskustva, kao S§to je gubitak bliske osobe, siromastvo, 1oSi porodi¢ni odnosi, gubitak
posla. 1z tog razloga, jednim od glavnih epigenetskih faktora rizika za razvoj depresije,

upravo se smatra i hroni¢na izloZenost stresu (Zhao i sar., 2008)

Jo§ u doba stare Grcke, Hipokrat (460-370 p.n.e.) je napisao da sve nas
opsedaju uznemirujuce sile koje prete da nam poremete unutraS$nju ravnotezu. Na svu
sre€u, postoje unutrasnji sistemi koji nam pomazu da se naruSena ravnoteZa ponovo
uspostavi, a koje je kasnije Galen (129-199) nazvao vis medicatrix naturae odnosno
isceljuju¢om (lekovitom) silom prirode (Gold, 2014). Danas, uznemirujucée sile koje
prete da naruse ravnotezu nazivamo stresorima, dok u "lekovite" sile prirode ubrajamo

mehanizme adaptacije i dinamicku unutraS$nju ravnotezu, tj homeostazu (Gold, 2014).
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U odgovoru na stres organizam aktivira urodeni, relativno stereotipni mehanizam
adaptacije na novonastale uslove sredine, a u cilju odrzavanja fizioloskih, optimalnih
uslova unutrasnje sredine (Gold i sar., 1988; Chrousos i Gold, 2009). Stres gotovo uvek
prati uzbudenje koje je najsnaznije kada se stimulus prepozna kao averzivan ili
nemogu¢ za kontrolisanje. Kao 1 imuni odgovor i1 drugi mehanizmi adaptacije, odgovor

organizma na stres je od suStinskog znacCaja za prezivljavanje jedinke (Gold 1 sar.,

1988; Chrousos i Gold, 2009).

Vekovima nakon Hipokrata, enlgeski lekar Thomas Sydenham primetio je da i
sam adaptivni odgovor, ukoliko je neadekvatan, kao $to je to sluc¢aj na primer kod
autoimunih oboljenja, moze imati dalji destabiliSu¢i efekat i dodatno narusSiti
homeostazu. Sli¢na situacija izmenjenog fizioloskog odgovora organizma na stres
javlja se i kod pacijenata obolelih od nekog oblika depresivnog poremecaja (Gold,
2014).

Kada osoba nije pod stresom brojne projekcije neurona poreklom iz
prefrontalnog korteksa vrse koordinaciju kompleksne mozdane aktivnosti u cilju
efektivne regulacije ponaSanja, misli i emocija (Arnsten, 2009). Eutimija je
raspolozenje koje preovladava, a kognicija nije naruSena delovanjem anksioznosti. S
druge strane, kada je osoba pod stresom, mozdane aktivnosti se preusmeravaju na
regulaciju brzih emocionalnih odgovora kroz aktivaciju amigdala i1 limbic¢kog sistema
(Arnsten, 2009), a anksioznost je esencijalna za prezivljavanje omogucéavajuci
usmeravanje paznje prvenstveno na delovanje stresora i odgovor na novonastalu
situaciju (Gold, 2014). Kognitivna funkcija je izmenjena i njena glavna uloga je
pronalazenje adekvatnog brzog odgovora na postojecu pretnju (McGaugh, 2004).
Takode, veza limbickog sistema i aktivnosti HPA osovine tokom fizioloskog odgovora
organizma na stres podrazumeva signalizaciju poreklom iz amigdala i prefrontalnog
korteksa ka hipokampusu, koja deluje inhibitorno na paraventrikularno jedro
hipotalamusa (Hanson i sar., 2011; Gold, 2014).

Fizioloski odgovor organizma na stres, pored aktivacije HPA osovine,
podrazumeva noradenalinske transmisije iz locus ceruleus-a, kao i aktivaciju simpato-
adrenalnog sistema i srzi nadbubrezne Zlezde da luci kateholamine (Gold, 2014).

Takode, u okviru fizioloskog odgovora organizma na stres javlja se rezistencija na
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insulin (Uchida i sar., 2012) i blaga inflamacija (Steptoe i sar., 2007) koje sluze da
mozdanom tkivu obezbede dovoljne koli¢ine glukoze tokom karakteristi¢ne "bori se ili
bezi" reakcije. U cilju oCuvanja energije u ovakvim situacijama inhibirana je sekrecija
hormona rasta, kao i polnih i hormona $titne Zlezde (Gold, 2014). Na nivou neurona,
esencijalne adaptivne intracelularne promene tokom delovanja stresora podrazumevaju
neurogenezu (Duman 1 Li, 2012) 1 povecanje plasti¢nosti neurona (Pittenger i Duman,
2008). Ovi fenomeni u CNS-u omogucéavaju sazrevanje novih neurona, podsticu razvoj
dendrita i formiranje novih sinapsi, $to za posledicu ima adekvatan odgovor na
delovanje stresora (Gold, 2014). Na kraju, jednako bitno je i da adekvatan fizioloski
odgovor organizma na stres podrazumeva pravovremeno okoncanje, u trenutku kada za

njim vise ne postoji potreba (Gold, 2014).

U odredenim situacijama, nazalost, dolazi do poremecaja nekih, ili ¢ak svih,
mehanizama ukljucenih u fiziolo§ki odgovor organizma na stres. Tako je poznato da je
disfunkcija HPA osovine cest pratilac velikog broja psihijatrijskih poremecaja
povezanih sa stanjima hroni¢ne izlozenosti stresu, kao $to su melanholi¢na 1 atipi¢na
depresija, pani¢ni poremecaji, anoreksija nervoza i posttraumatski stresni poremecaj
(Graeff, 2007; Pariante i Lightman, 2008; Walker i sar., 2008). Hiperfunkcija HPA
osovine se manifestuje i tokom malnutricije, dijabetesa, Kusingovog sindroma, kao i
kod osoba koje su bile zlostavljane u detinjstvu (Chrousos i Gold, 1992; Tsigos i
Chrousos, 2002; Gold, 2014).

Cetiri specifiéne komponente fizioloskog odgovora organizma na stres,

navedene su u Tabeli I.
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Tabela I. Specifi¢éne komponente fizioloskog odgovora organizma na stres.

e Uspostavljanje stanja umerene anksioznosti
¢ [zmene u paznji i kogniciji

Promene u ponasanju e Osecaj emocionalne i/ili mentalne nelagodnosti
i nezadovoljstva

¢ lzmene u obradi informacija vezanih za
zadovoljstvo 1 nagradivanje

e Aktivacija HPA osovine i porast
koncentracije kortizola

Metaboli¢ke i promene e Aktivacija simpatikusa i locus ceruleus-a

nivoa hormona i o S o
) e Aktivacija monoaminergicke transmisije
neurotransmitera

e Aktivacija glutamatergicke transmisije

e Blaga inflamacija i rezistencija na insulin

e Pojacana ekspresija neurotrofi¢nih faktora
Promovisanje integriteta
o gores e Aktivacija neurogeneze
nervnih celija

e Povecanje plasti¢nosti neurona

e Aktiviranje mehanizama koji ¢e odrzavati

adekvatan odgovor dokle god za njim
odgovora na stres postoji potreba, kao i njegov blagovremeni
prestanak

Adekvatno odrzavanje

Potvrdeno je da hroni¢no poviSen nivo kortizola dovodi do poremecaja
aktivnosti HPA osovine, §to nalikuje stanju koje je Bruce McEwen (2007) definisao
kao alostatsko opterecenje ili preopterecenje (eng. allostatic load or overload). Ovakvo
stanje moZze biti rezultat preteranog delovanja stresora ili neefikasnog odvijanja
alostaze, kao $to je, na primer, nemogucunost prekidanja fizioloskog odgovora na stres

kada za njim viSe ne postoji potreba (McEwen, 2007). Kod pacijenata koji boluju od
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nekog oblika depresivnog poremecaja, takode je veoma Cesto poviSena koncentracija
kortizola u plazmi, Sto ukazuje na neadekvatnu aktivnost HPA osovine. Medutim, kod
odredenog broja pacijenata koji boluju od depresivnog poremecaja, vrednost ovog
hormona u plazmi moze biti i normalna (Rubin i sar., 1987; Ciufolini i sar., 2014). Na
izmenjenu aktivnosti HPA osovine kod pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja
ukazuje i neuobicajeni odgovor nakon testa supresije deksametazonom, koji se takode
zapaza 1 kod osoba sa visokim porodi¢nim rizikom za razvoj depresije (Naughton,
2014). Kod zdravih osoba, nakon aplikacije deksmetazona, koncentracija kortizola u
plazmi ostaje snizena tokom naredna 24 ¢asa. S druge strane, kod oko 70% pacijenata
sa depresijom lucenje kortizola nije suprimirano nakon tretmana deksametazonom, ili
supresija traje krace od 24 casa (Naugnton, 2014). Veliki broj studija potvrduje
misljenje da u depresiji postoji znaCajan poremecaj mehanizma negativne povratne
sprege ukljucenog u regulaciju aktivnosti HPA osovine (Young i sar., 2000; Johnson i
sar., 2006, Naughtnon, 2014). U skladu sa navedenim su i rezultati proucavanja
pacijenata sa KuSingovim sindromom, iz kojih se moze zakljuciti da ovi pacijenti u
odredenoj meri razvijaju simptome sli¢ne onima koji se javljaju u depresiji (Johnson i

sar., 2006).

1.2.2. Eksperimentalni modeli hroni¢nog stresa i depresivnog ponasanja

U cilju razumevanja kompleksne patofiziologije depresije, sproveden je veliki
broj studija na laboratorijskim zivotinjama. U svrhu razvoja validiranih predklini¢kih
modela hroni¢nog stresa, primenjivano je nekoliko razli¢itih pristupa i metodologija,
najéesce u toku vremenskog perioda od 21 dana. Opisani su razli¢iti animalni modeli
hroni¢nog stresa (Gregus 1 sar., 2005; Sancora 1 sar., 2012; Yin i sar., 2016) koji pored
ostalog podrazumevaju: izlaganje Zivotinja ponavljanom stresu koji ukljucuje
ograniavanje kretanja 1i/ili fiziCko onesposobljavanje (Watanabe 1 sar., 1992;
Magarinos 1 McEwen, 1995; Conrad i sar., 1999), primenu hroni¢nog stresa
imobilizacije (Kvetnansky i sar., 1970; Vyas i sar., 2004; Radley i sar., 2005;
Kvetnansky 1 sar., 2016), hroni¢nu izloZenost visokim dozama glukokortikoida (npr.
tretman kortikosteronom kod glodara) (Johnson i sar., 2006; Cerqueira i sar., 2007;

Donner 1 sar., 2012), zatim hroni¢cnom nepredvidivom stresu (kao §to je postavljanje
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kaveza pod izvesnim uglom, periodi bez hrane i vode, promene u rezimu svetlo-tama,
vlazna prostirka) (Wilner, 2005; Ulrich-Lai i sar., 2006). Nadalje, kori§¢eno je izlaganje
eksperimentalnih zivotinja hroni¢nom blagom stresu (Michelsen i sar., 2007; Bessa i sar.,
2009), izlaganje stresnim stimulusima tokom ranog neonatalnog perioda, na primer
odvajanje od majke (Huot i sar., 2001; Vyas i sar., 2002), kao i stres socijalne izolacije
(Grippo i sar., 2009; Jovanovi¢ i sar., 2016). U navedenim modelima javljaju se neke od
promena karakteristi¢nih za depresivne poremecaje, kao Sto su povecanje anksioznosti,
anhedonija i disfunkcija HPA osovine eksperimentalnih Zivotinja. Hroni¢na primena
glukokortikoida, bilo putem vode, hrane ili putem injekcija, smatra se izuzetno Cesto
koris¢enim animalnim modelom hroni¢nog stresa koji kod eksperimentalnih Zzivotinja
dovodi do razvoja depresivnih poremecaja. Ovaj model je proizisao iz rezultata velikog
broja studija sprovedenih tokom poslednje cetiri decenije, koje su nedvosmisleno
potvrdile cinjenicu da je hiperaktivnost HPA osovine jedan od najkonzistentnijih
bioloskih nalaza u psihijatriji velikog depresivnog poremecaja, iako konkretni mehanizmi

koji stoje u osnovi ove hiperaktivnosti jo§ uvek nisu poznati (Pariante i Lightman, 2008).

Potvrdeno je da egzogena administracija kortikosterona glodarima, kao
eksperimentalni model hroni¢nog stresa koji se koristi umesto izlaganja Zivotinja
delovanju fizickog ili psiholoskog stresora, dovodi do karakteristicnih neurobioloskih 1
bihejvioralnih promena veoma sli¢nih onima koje se javljaju prilikom izloZenosti jedinke
delovanju hroni¢nog stresa i rezultuje razvojem depresivnog fenotipa (Sterner i
Kalynchuk, 2010). U navedenom preglednom radu (Sterner i Kalynchuk, 2010), autori su
sumirali rezultate nekoliko desetina studija u kojima je administracija kortikosterona
eksperimentalnim Zivotinjama, bilo u obliku s.c. injekcije, s.c. implanta ili putem vode za
pice, dovela do promena u ponasanju, kao i strukturnih i molekularnih poremecaja, koje
su sumirane u Tabeli II. Sve zapazene promene javljaju se i tokom disfunkcije HPA
osovine, koja se zapaza u situacijama izlozenosti hroni¢nom stresu kao i u depresivnoj

psihopatologiji.
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Tabela Il. Sli¢nosti u efektima egzogene administracije kortikosterona i manifestacije depresivnih poremecaja kod ljudi. Prikazani su rezultati velikog
broja studija koje su podrazumevale razli¢ite nacine administracije kortikosterona (S.C., per 0s, putem implantata), kao i razli¢ite duzine trajanja samih

tretmana (7 do 180 dana), (modifikovano prema referenci: Sterner i Kalynchuk, Progr. Neuro-Psychopharm. Biol. Psych. 2010)

Kategorija simptoma

Manifestacija kod ljudi

Manifestacija kod Zivotinja

Administracija i tretman

Simptomi depresije

Depresivno raspolozenje,
manjak energije, osecaj

1 imobilnosti u FST testu

S.C., per 0s, s.c. implantat;

bespomocnosti i | timarenje 735 dana

bezvrednosti

Anhedoniia | unos zasladenog rastvora, | reakcija na nagradu, S.C., per os;
: 10-28 dana

| seksualno ponasanje

Promene telesne mase

11 dobijanje na tezini

s.C., per 0s, s.c. implantat;
7-56 dana

Simptomi
anksioznosti

Simptomi pojacane
razdrazljivosti

1 defanzivno ponasanje

1 nepomicnost u testu FC

| vreme u otvorenim kracima EPM
| vreme u centralnoj zoni OFT arene

S.C., per 0s, s.c. implantat;
5-28 dana

Kognicija i memorija

Ostecenje prostorne
memorije i izvr$ne funkcije

| memorije u reverznom MWM
1 vremena do pronalazenja platforme u MWM
1 broja gresaka u Barnes-ovom lavirintu i RAM

| istrazivanja novog objekta u NORT testu

s.c., S.c. implantat; 21-90

dana

Strukturni
poremecaji

| volumena hipokampusa

| neurogeneze, celijske proliferacije i sinapsi
Gubitak celija, atrofija dendrita

S.C., per 0s, s.c. implantat;
5-180 dana

| volumena prefrontalnog
korteksa

| broja sinapsi, | glija ¢elija

s.c.; 15 dana

1 volumena amigdala

Hipertrofija dendrita

s.c.; 1-10 dana

Poremedéaji na
molekularnom nivou

| ekspresija BDNF

| ekspresija BDNF

s.C., s.c. implantat; 10-21 dan

| ekspresija CREB

| ekspresija CREB

per os; 14 dana

| ekspresija relina

| ekspresija relina

s.c.; 21 dan

Skracenice: FST: Test forsiranog plivanja; FC: test kondicioniranja strahom; EPM: uzdignuti plus lavirint; OFT: test otvorenog polja;
MWM: Morisov vodeni lavirint; RAM: radijalni lavirint; NORT: test prepoznavanja novog objekta; BDNF: neurotroficki faktor poreklom
iz mozga; CREB: cAMP zavisni transkripcioni faktor; s.C.. subkutano.
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U studiji Gregus-a i saradnika (2005), koriS¢ena su paralelno dva
eksperimentalna tretmana, administracija egzogenog kortikosterona i fizicko sputavanje
zivotinja, u periodu od 21 dana. U ovoj studiji, autori su ukazali na potencijalni
problem prilikom upotrebe modela u kojem je stresni stimulus aplikovan od strane
eksperimentatora, $to je u ovom slucaju bilo fizicko sputavanje eksperimentalnih
zivotinja. Konkretno, upotrebom ovakvih animalnih modela, kod Zivotinja se mogu
pojaviti znatne individualne razlike u stepenu aktivacije HPA osovine i sledstvenoj
sekreciji kortikosterona. Kao rezultat, moze do¢i do velikih razlika u koncentraciji
ovog hormona u plazmi kod Zivotinja iste eksperimentalne grupe. Cinjenica je da se
zivotinje izloZene delovanju istog stresora mogu medusobno veoma razlikovati u brzini
privikavanja na konkretnu manipulaciju. Upravo ove interindividualne razlike mogu
kao posledicu imati veliki raspon koncentracija kortikosterona u plazmi, kao i razlike u
ponaSanju zivotinja izloZenih delovanju istog stresora (Zhao i sar., 2008). Da bi se
prevaziSao navedeni problem varijabilnog efekta prilikom koriS¢enja razlic¢itih stresnih
stimulusa, Gregus i saradnici (2005) predlazu upotrebu standardne doze egzogenog
kortikosterona u periodu od 21 dan, kao optimalan model koji uzrokuje promene nalik
onima koje se javljaju kod osoba izloZzenih hroni¢nom stresu, kao i kod pacijenata

obolelih od depresivnih poremecaja.

1.2.3. Uticaj promene aktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna

Zlezda na ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja

Hroni¢ni tretman eksperimentalnih Zivotinja kortikosteronom, glavnim
glukokortikoidom glodara, u testovima ponasanja dovodi do karakteristicnih promena,
koje se mogu povezati sa promenama ponasanja koje se zapazaju kod osoba obolelih od
nekog oblika depresivnog poremecaja. Tacnije, kod pacova kojima je aplikovan
kortikosteron tokom tri nedelje, u testu forsiranog plivanja (eng. Forced swim test,
FST) dolazi do povecanja perioda imobilnosti kao 1 skrac¢enja perioda od pocetka testa
do prve imobilne epizode (Johnson i sar., 2006; Donner i sar., 2012). FST test, poznat i
kao Porsoltov test, je dobro validirani i veoma cCesto koriSeni test za ispitivanje
efikasnosti terapije antidepresivima, kao i antidepresivnog potencijala eksperimentalnih

supstanci (Porsolt 1 sar., 2001). U ovom bihejvioralnom testu "ocCaja", tretman
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antidepresivima dovodi do znacajnog povecanja vremena koje Zivotinje provedu
aktivno traze¢i izlaz iz cilindra (plivanje, propinjanje i ronjenje), dok se znacajno

skracuje vreme koje Zivotinje provedu u imobilnom polozaju (Porsolt i sar., 2001).

S druge strane, tokom izvodenja testa otvorenog polja (eng. Open field test,
OFT), tretman glukokortikoidima kod zivotinja dovodi do povlacenja u mracne,
periferne delove arene (Donner i sar., 2012; Svanidze i sar., 2012). Ovaj test se koristi
za ispitivanje lokomotorne aktivnosti i zelje eksperimentalnih zivotinja za istrazivanjem
novog prostora (Prut i Belzung, 2003). Povecanje anksioznosti, koje je Cest
komorbiditet depresivnih poremecaja, kod pacova izlozenih blagom stresu dovodi do
znacajnog smanjenja lokomocije, a takode i vremena koje Zivotinje provode u

centralnoj zoni OF arene (Kushwah i sar., 2016).

Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM) se smatra pouzdanijim
testom za ispitivanje aksioznosti posto, za razliku od OFT, postavlja Zivotinju pred
"tezi zadatak", u kome ona bira izmedu ostanka u mracnim, zatvorenim kracima
lavirinta i izlaZenja u averzivne, otvorene i svetle krake (Pellow i sar., 1985; Rodgers,
1997). U EPM testu, anksioznost Zivotinja se ispoljava kao smanjenje broja ulaza u
otvorene krake, i smanjenje vremena provedenog u otvorenim kracima ovog plus
lavirinta (Pellow i sar., 1985). U studiji Nine Donner i saradnika (2012), per oS
administracija kortikostrona u dozi 400 mg/L, pokazala je jasan anksiogeni efekat u
svim izvodenim testovima, OFT, EPM 1 testu socijalne interakcije. Takode, 1 u drugim
bihejvioralnim testovima, kao S§to je test veSanja za rep glodara (eng. tail suspension
test), evidentan je anksiogeni efekat tretmana kortikosteronom (Zhao i sar., 2008).
Slican efekat na ponaSanje ispoljava se i1 nakon izlaganja eksperimentalnih Zivotinja
ponavljanim stresnim stimulusima, kao $to su na primer elektri¢ni nadrazaji (Svanidze i
sar., 2012). U studiji Grippo i saradnika (2009), stres socijalne izolacije kod glodara
doveo je do promena u ponaSanju koje se mogu povezati sa simptomima slicnim
depresiji: poveCanja vremena imobilnosti u FST testu 1 smanjenja unosa zasladenog
rastvora u testu preferencije saharoze, kojim se kvantifikuje pojava anhedonije. Ono $to
se jasno moze zakljuciti je da u velikom broju razli¢itih animalnih modela hroni¢nog
stresa dolazi do karakteristicnih promena u ponasanju zivotinja koje podrazumevaju

povecanje anksioznosti, anhedoniju i pojavu ponasanja slicnog depresivnom.
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1.2.4. Hronicni stres, depresivni poremecaji i aktivnost nadbubreZne Zlezde

U studiji Donner i saradnika (2012) tronedeljni tretman kortikosteronom
ispoljio je uticaj na nadbubreznu Zlezdu, pre svega dovodeé¢i do njene atrofije. U ovoj
studiji, pokazano je znac¢ajno smanjenje mase i dijametra zlezde, kao i Sirine adrenalnog
korteksa. Najintenzivniji uticaj je primecen u zoni fascikulati, $to je i ocekivano, s
obzirom da se u njoj produkuje najvecéa koli¢ina glukokortikoida. Poznato je da u cilju
odrzavanja homeostaze u hromafinim celijama srzi nadbubrega postoji ravnoteza
izmedu sinteze, sekrecije i preuzimanja kateholamina. Noradrenalinski transporter (eng.
Noradrenaline transporter, NAT) pripada familiji monoaminergickih transportera i ima
ulogu u regulaciji ekstracelularne koncentracije neurotransmitera, ali i endokrinih
kateholamina, nakon njihovog sinaptickog 1 nesinaptickog oslobadanja (Amara i sar.,
1998; Hoffman i sar., 1998). DNK koja kodira ovaj transporter izolovana je iz uzoraka
humanog, govedeg i tkiva pacova (Paczkowski i sar., 1999; Lingen i sar., 1994) i
eksprimirana je, u zavisnosti od tipa Celija, i u centralnom nervnom sistemu (Lorang i
sar., 1994; Pau i sar., 1997). Na periferiji, ekspresija NAT je opisana i detektovana i na
membrani hromafinih ¢elija u srZzi nadbubrezne zlezde (Cubells 1 sar., 1995;
Kippenberger i sar., 1999). Neuroendokrine hromafine ¢elije srZi nadbubrega imaju isto
embrionalno poreklo kao postganglijska simpatikusna nervna vlakna i njihova osnovna
uloga je sekrecija adrenalina i noradrenalina tokom fizioloskog odgovora organizma na
stres (Phillips i sar., 2001). U meduli, prisustvo NAT je detektovano isklju¢ivo na
¢elijama koje sintetiSu 1 sekretuju adrenalin (Phillips 1 sar., 2001), Sto navodi na
pretpostavku da su upravo ove celije odgovorne za preuzimanje oslobodenih
kateholamina nazad u hromafine celije. Takode, ovaj transporter poseduje nisku
selektivnost, tako da, pored noradrenalina, moze efikasno da transportuje i adrenalin
(Paczkowski i sar., 1999). Uz to, do sada jo$ nije identifikovan transporter specifi¢an

samo za adrenalin (Phillips i sar., 2001).

Sekreciji kateholamina, bez obzira da li su de novo sintetisani ili preuzeti nazad
u hromafine ¢elije, prethodi pakovanje u neurosekretorne vezikule (Tillinger i sar.,
2010). Vezikularni monoaminski transporteri (eng. Vesicular monoamine transporters,
VMATS) se nalaze na membrani vezikula i imaju ulogu u procesu "pakovanja"

monoamina iz citoplazme u same vezikule (Kanner i Schuldiner, 1987; Henry i sar.,
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1994). VMAT transporter postoji u dve izoforme, VMATL, kod glodara dominantno
eksprimiran u neuroendokrinim c¢elijama (srZ nadbubrezne Zlezde, tanko crevo) i
VMAT2, koji je prvenstveno zastupljen u perifernom, centralnom i enteriCkom
nervnom sistemu (Weihe 1 sar., 1994). Medutim, utvrdeno je da, u uslovima stresa,
izoforma VMAT2 dobija veci fizioloski znacaj jer poCinje da se eksprimira i u
hromafinim c¢elijama. U ovakvim uslovima, kao $to je na primer primena stresa
imobilizacije kod pacova, primetno je poveéanje koli¢ine kateholamina u srzi
nadbubrezne zlezde, koje, uz povecane koli¢ine VMAT?2 i veéi afinitet monoamina za
VMAT?2 (Tillinger i sar., 2010), omogucava hromafinim ¢elijama da adekvatno reaguju
na povecan zahtev za kateholaminima u toku fizioloskog odgovora organizma na stres.
Ekspresija iRNK, kao i koli¢ina ovih transportera u tkivu srzi nadbubrega u razli¢itim
animalnim modelima intenzivno je proucavana. Santana i saradnici (2015) pokazali su
da se kod miSeva izloZenih nepredvidivom blagom stresu razvija poremecaj funkcije
adrenalne medule, u smislu smanjenja ekspresije iIRNK za NAT i VMAT2, koje je
donekle praceno i smanjenjem koli¢ine proteina NAT i VMAT2 u tkivu, kao i da
navedeni poremecaj moze imati ulogu u razvoju depresivne simptomatologije. Imajuci
u vidu da poremecaji funkcije navedenih transportera za kateholamine u centralnom
nervnom sistemu mogu biti ukljuceni u razvoj depresije indukovane stresom (Fan 1 sar.,
2014), modulacija njihove ekspresije moze predstavljati potencijalni mehanizam
delovanja novih antidepresiva (Crowley i sar., 2008). Dodatno, i sama Cinjenica da se
povecanje kapaciteta za skladiStenje kateholamina u srzi nadbubrezne Zlezde smatra
jednim od najvaznijih mehanizama adaptacije organizma na uslove hroni¢ne izloZenosti
stresu (Eisenhofer i sar., 2004), potvrduje opravdanost ispitivanja ekspresije ova dva
transportera u tkivu srzi nadbubrezne Zlezde pacova, u razli¢itim modelima hroni¢nog

stresa.

1.2.5. Aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda i oksidativni

stres

Smatra se da Stetni efekti hroni¢no poviSenog nivoa glukokortikoida u plazmi,
bilo zbog dugotrajnog uticaja stresa (Dronjak i Gavrilovi¢, 2005; Bouayed i sar., 2009;

Spiers i sar., 2014) ili tretmana ovim hormonima (Orzechowski i sar., 2002; Zafir i
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Banu, 2009; Gupta 1 sar., 2015), u velikoj meri mogu biti posledica povecane
produkcije reaktivnih produkata kiseonika i azota (eng. Reactive oxygen species, ROS;
Reactive nitrogen species, RNS). Ukoliko tokom duzeg vremenskog perioda postoji
disbalans u stvaranju reaktivnih radikala 1 aktivnosti mehanizama antioksidativne
zastite, moze do¢i do razvoja hroni¢nog oksidativnog stresa. Zafir i Banu (2009) su
pokazali da su efekti hronicne administracije kortikosterona na oksidativna oStecenja
mozga, jetre i srca usled smanjene aktivnosti antioksidativnih enzima i povecane
lipidne peroksidacije sli¢ni efektima delovanja psiholoskih stresora, kakav je na primer
fizicko sputavanje Zivotinje. Genotoksic¢ni efekti glukokortikoida (Bali 1 sar., 1990;
Singh 1 sar., 1994; Flint 1 sar.,, 2007) takode mogu biti posledica povecanog
oksidativnog stresa (Liu i sar., 1996). Pokazano je da ROS i RNS mogu ostetiti DNK
molekul dovodeci do prekida lanaca, unakrsnog povezivanja DNK, kao i povezivanja
molekula DNK i proteina ili formiranja kompleksa sa izmenjenim baznim parovima.
Pored toga, poremecaj mehanizma reparacije i uklanjanja pogres$nih baznih parova

moze negativno uticati na integritet i strukturu DNK molekula (Consiglio i sar., 2010).

Kako je pokazano da pojedini proinflamatorni citokini (TNF,, IL-1, IL-6) mogu
razli¢itim molekularnim mehanizmima aktivirati HPA osovinu (Mastorakos i sar.,
1993), ispitivanje aktivnosti HPA osovine, pored pracenja nivoa adrenalnih hormona,
takode ukljucuje i analizu promena nivoa proinflamatornih citokina, kao 1 parametara
oksidativnog stresa. Lokalna produkcija proinflamatornih citokina mozZe da stimuliSe
i/ili odrzi povisenu aktivnost HPA osovine tokom hroni¢ne izloZenosti organizma
delovanju stresnih stimulusa (Silverman i sar., 2005), §to za posledicu ima i poremecaj
u produkciji parametara oksidativnog stresa. Lipidni hidroperoksidi (eng. Lipid
hydroperoxide, LOOH) predstavljaju produkte oksidativne degradacije lipida i njihova
povecana koncentracija u bioloSkom materijalu povezuje se sa pojacanim oksidativnim
oStecenjem (Gay 1 sar., 2003). Degradacijom LOOH nastaje malondialdehid (eng.
Malondialdehyde, MDA) koji se takode smatra markerom oksidativnog stresa (Ayala i
sar., 2014; Akman i sar., 2015). S druge strane, superoksid dizmutaza (eng. Superoxide
dismutase, SOD) je enzim antioksidativne zaStite koji katalizuje razgradnju
supeoksidnog radikala (O2) do molekularnog kiseonika (O,) ili vodonik peroksida
(H202) (Misra i Fridovich, 1972). Smanjenje aktivnosti ovog enzima u plazmi i drugim

tkivima dovodi do smanjenja antioksidativnog potencijala ¢ija je osnovna uloga zastita
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od oksidativnog oStec¢enja u uslovima pojacane produkcije slobodnih radikala (Misra 1

Fridovich, 1972).

1.2.6. Uticaj hroni¢nog stresa i depresije na neurogenezu u hipokampusu

Kod pacijenata obolelih od nekog oblika depresivnog poremecaja primetne su
promene na specificnim mozdanim strukturama. Prevashodno su opisane promene koje
podrazumevaju atrofiju hipokampusa i prefrontalnog korteksa, kao i hipertrofiju
amigdala (Duman i Duman, 2015). S obzirom da fizioloski odgovor organizma na
delovanje razlicitih psiholoSkih stresora podrazumeva aktivaciju neuroendokrinog
odgovora, koji ukljucuje 1 uticaj glukokortikoida na inhibiciju ¢elijske proliferacije 1
sazrevanje progenitorskih ¢elija u adultnom hipokampusu (Fitzsimons i sar., 2016),
hroni¢no povisen nivo glukokortikoida za posledicu ima znac¢ajno smanjenje stvaranja
novih neurona u ovoj oblasti mozga. Medutim, precizni mehanizmi ovakvog efekta
stresa, 1 pre svega glukokortikoida, na proliferaciju mati¢nih ¢elija neurona i dalje nisu
poznati i predmet su sve veceg broja najnovijih istrazivanja iz oblasti neuronauka

(Fitzsimons i sar., 2016).

Novije studije koje su usmerene na (pojavu) ispitivanje "adultne neurogeneze"
unele su dosta entuzijazma, ali i skepticizma, u naucna istrazivanja. Tehnicka
ograni¢enja u istraZivanju procesa nastajanja novih neurona tokom zrelog doba,
naroc¢ito U humanoj populaciji, smanjivala su verovatno¢u da se moze dobiti nau¢na
potvrda ¢injenice da je adultna neurogeneza znac¢ajna za odrzavanje normalne mozdane
aktivnosti (Egeland 1 sar., 2015). Medutim, podaci dobijeni iz skorasnjih studija
sprovedenih na kulturama ¢elija upucuju na zakljucak da se adultna neurogeneza kod
ljudi u znacajnoj meri odigrava tokom c¢itavog zivota (Spalding i sar., 2013; Welberg,
2013), kao i da mnoge funkcije dentatnog girusa (eng. dentate gyrus, DG), kao i samog
hipokampusa, najverovatnije podrazumevaju i aktivaciju ovako nastalih novih neurona
(Egeland i sar., 2015). Na primer, mnogi autori postavili su hipotezu da razvoj novih
neurona doprinosi povecanju neuronske plasti¢nosti, koja ima pozitivan uticaj na
proces adaptacije (Kempermann, 2012). Razvoj ove teorije postavio je proces adultne

neurogeneze u okvire evolutivnog znacaja, s obzirom da je dobro poznato da povecanje
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kapaciteta adaptacije ima velikog znacaja u prezivljavanju i prilagodavanju organizma
tokom izlozenosti razli¢itim zivotnim izazovima kao S$to je na primer hroni¢na
izlozenost stresu (Egeland i sar., 2015). Hipokampus je struktura mozga koja se
primarno povezuje sa procesima formiranja i pozivanja memorije, ucenjem i
orijentacijom u prostoru (Egeland i sar., 2015). Medutim, takode se smatra da
hipokampus ima veliki znac¢aj i u regulaciji raspolozenja i odgovora organizma na stres.
Hipokampus je bogat glukokortikoidnim receptorima (GR), §to ga ¢ini izuzetno
osetljivim na poviSene vrednosti ovih hormona i moze uticati na prevashodno
suprimirajuéu ulogu koju hipokampus ima u regulaciji aktivnosti HPA osovine
(Sapolsky i sar., 1983; Workman i sar., 2014). Smatra se da GR imaju ulogu
transkripcionih faktora, koji mogu delovati kao aktivatori ili supresori i na taj nacin
regulisati deobu i razvoj novonastalih ¢elija (Egeland i sar., 2015). Takode, smatra se
da glukokortikoidi ispoljavaju i1 indirektne efekte putem uticaja na glija celije,
interneurone i okolnu vaskulaturu (Egeland i sar., 2015). PoviSen nivo glukokortikoida
dovodi do funkcionalnih promena u neuronima, smanjenja neurogeneze i plasti¢nosti,
ukljucujuéi i gubitak neurona i redukciju remodelovanja dendrita $to je pokazano kod
eksperimentalnih Zivotinja (Workman i sar., 2013, 2014), ali i kod depresivnih
pacijenata (Sheline, 1996; Sheline i sar., 1999, 2003; Campbell i sar, 2004). Veruje se
da su upravo procesi definisanja odgovora organizma na stres regulisani kroz odvijanje
procesa neurogeneze, mada jo$ uvek nisu poznati precizni mehanizmi ovakve
regulacije. U prvim studijama iz ove oblasti na glodarima, pokazano je da izloZenost
stresu ima najizrazeniji efekat u subgranularnoj zoni dentatnog girusa (Cameron i
Gould, 1994). Akutna ali 1 hroni¢na izloZenost stresu znafajno smanjuje celijsku
proliferaciju u ovoj oblasti (Schoenfeld i Gould, 2012). U modelu hroni¢nog
nepredvidivog blagog stresa kod glodara, pokazana je smanjena neurogeneza, otezano
snalazenje pri daljem izlaganju Zivotinje delovanju istog stresora, kao i1 razvoj
depresivnog fenotipa (Wong i Herbert, 2004; Mirescu i Gould, 2006). U skladu sa ovim
nalazima su 1 rezultati novijih studija na razliitim animalnim modelima hroni¢nog
stresa 1 depresije koji ukazuju na Cinjenicu da je proces adultne neurogeneze od
izuzetnog znacaja za regulaciju odgovora organizma na delovanje razlicitih stresora
(Egeland 1 sar., 2015). Novonastali neuroni mogu ublaZiti neuroendokrini odgovor na

stres 1 na taj nacin delovati kao svojevrsni "puferi stresa" (Snyder 1 sar., 2011; Surget i
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sar., 2011). Identifikacija molekularnih mehanizama koji leze u osnovi negativne
modulacije procesa neurogeneze, primecene tokom izlozenosti jedinke stresu i tokom
razvoja depresivne simptomatologije, mogu dati znaCajne podatke o potencijalnim
,»ciljnim mehanizmima“ koji mogu posluziti kao osnova za razvoj novih terapijskih

rezima ovakvih patoloskih stanja (Cameron i Gould, 1994; Gould i sar., 1997).

Neurotroficni faktori su od izuzetnog znacCaja za razvoj i1 prezivljavanje
novonastalih neurona, kao i za normalno funkcionisanje zrelih neurona (Egeland i sar.,
2015). 1z tog razloga ne iznenaduje Cinjenica da ovi faktori imaju veliki znacaj u
procesu adultne neurogeneze. Jedan od najzastupljenijih neurotrofina u mozgu je
neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga (eng. Brain-derived neurotrophic factor,
BDNF) koji pomaze prezivljavanje postojecih i omogucava rast i diferencijaciju novih
neurona i sinapsi (Huang i sar., 2001). Pokazano je da stres uti¢e na ekspresiju nekoliko
razlicitih neurotrofi¢nih faktora u mozgu, ukljucuju¢i i BDNF (Mahar i sar., 2013).
Takode, utvrdeno je da su stres, depresija i neurogeneza povezani sa promenama u
ekspresiji BDNF, mada jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjeno na koji nac¢in BDNF
utiCe na ove procese. Na primer, akutni stres dovodi do reverzibilnog smanjenja
ekspresije iIRNK za BDNF 1 koli¢ine ovog proteina u hipokampusu, upucujuc¢i na
zakljucak da je ekspresija BDNF pod velikim uticajem ne samo stresa kao takvog, ve¢ i
duzine njegovog trajanja (Gray i sar., 2013). Takode, u studiji Schmidt-a i Duman-a
(2007) pokazano je da BDNF dovodi do modulacije aktivnosti drugih neurotrofi¢nih
faktora, kao $to je vaskularni faktor rasta endotela sto ukazuje i na njegove indirektne
efekte na neurogenezu. U skladu sa ovim, u novijoj studiji Waterhouse-a i saradnika
(2012) potvrdeno je da je potencijacija diferencijacije i sazrevanja novih neurona
delimic¢no posledica stimulacije oslobadanja inhibitornog neurtotransmitera GABA iz
interneurona pod uticajem BDNF. Jedan od mehanizama negativnog uticaja stresa na
ekspresiju BDNF moze biti i uticaj samih glukokortikoida, za koje je potvrdeno da
dovode do inhibicije ekspresije ovog neurotroficnog faktora u razli¢itim tipovima celija
kao i kulturama neurona (Matrisciano i sar., 2011). Uz to, pored direktnog delovanja na
ekspresiju BDNF, glukokortikoidi uti¢u i na njegov signalni put, §to ukljucuje
regulaciju nivoa i aktivnosti mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) i
fosfolipaze Cy, koje su zavisne od BDNF (Suri i Vaidya, 2013). Ova medusobna

povezanost aktivnosti BDNF i glukokortikoida, koja moZe biti od velikog znacaja za
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proces adultne neurogeneze, potvrdena je i u tkivu hipokampusa u in vitro studijama.
Naime, u kulturi neurona hipokampusa koji su u fazi razvoja, pokazano je da je razvoj
dendrita i glutamatnih receptora indukovan BDNF-om, blokiran nakon tretmana
glukokortikoidima, kao i to da tretman glukokortikoidima dovodi do smanjenog
influksa Ca®* u zrele neurone (Kumamaru i sar., 2008). Cinjenica da je ekspresija
BDNF smanjena u uslovima izloZenosti stresu, kao i da kod glodara odredene vrste
antidepresiva dovode do pozitivne modulacije njegove ekspresije (Dwivedi i sar.,
2006), otvara put istrazivanjima novih supstanci koje bi povecavanjem ekspresije
neurotrofi¢nih faktora imale pozitivan efekat kod pacijenata obolelih od nekog oblika

poremecaja raspoloZenja.

Pored BDNF, markerom neurogeneze smatra se i nuklearni faktor Ki-67, koji se
eksprimira u aktivnim fazama celijskog ciklusa i predstavlja marker Ccelijske
proliferacije (Scholzen i Gerdes, 2000; Bullwinkel i sar., 2006). Hroni¢na izlozenost
stresnim stimulusima dovodi do smanjenja celijske proliferacije. To je pokazano u
studiji gde je izlaganje stresu mladunaca pacova dovelo do smanjenja ekspresije Ki-67
proteina u regiji hipokampusa (Bath 1 sar., 2016). Takode, aplikacija deksametazona
mladuncima miseva (Noorlander i sar., 2014) i pacova (Claessens i sar., 2012) dovela
je do znacajnog smanjenja volumena hipokampusa, kao i broja ¢elija koje eksprimiraju
Ki-67 u ovoj mozdanoj regiji. Ovi rezultati ukazuju da Stetni efekti glukokortikoida na
adultnu neurogenezu u hipokampusu, mogu biti i posledica smanjene proliferacije

¢elija u ovoj oblasti, $to se ogleda u redukciji ekspresije faktora Ki-67 u neuronima.

1.3. Terapija depresije selektivnim inhibitorima preuzimanja

serotonina

Selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (eng. Selective serotonin reuptake
inhibitors, SSRI), kao §to su paroksetin, citalopram i drugi, predstavljaju lekove prvog
izbora u terapiji pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja jo$ od '80-tih godina

(Gelenberg, 2010; Clark i sar., 2012). Ovi lekovi poseduju veliki afinitet vezivanja za
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presinapticki transporter za serotonin, ¢ime inhibiraju njegovu aktivnost. Na taj nacin
povecava se koli¢ina serotonina u centralnom nervnom sistemu, prvenstveno u
talamusu i prefrontalnom korteksu (van Praag i sar., 1987; Price i sar., 1990). Medutim,
kod pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja, prvi efekti terapije antidepresivima
vidljivi su tek nakon tri nedelje njihove primene, dok se bioraspolozivost serotonina
povecéava ve¢ nakon nekoliko dana (Gelenberg, 2010; Clark i sar., 2012). Ova saznanja
su navela na zakljuak da su, pored stimulacije serotoninske transmisije, jo§ neki
mehanizmi delovanja SSRI terapije ukljuceni u nastanak remisije i redukcije simptoma
depresije. U prethodnim godinama je pokazano da antidepresivi iz grupe SSRI, pored
povecanja raspolozivosti serotonina, deluju stimulatorno na procese sinaptogeneze i
neurogeneze (Thomas i Peterson, 2008; Eisch i Petrik, 2012) i migraciju hipokampalnih
mati¢nih ¢elija (Thomas i Peterson, 2008), za ¢iji je tok potreban duZzi vremenski period
i za koje se smatra da imaju ulogu u remisiji depresivnih simptoma. Na koji na¢in SSRI
uti¢u na gorenavedene procese, nije poznato. Kako preko 30% pacijenata ne odgovori
na terapiju lekovima prvog izbora, postoji potreba za pronalazenjem biomarkera koji bi
omogucili pouzdano predvidanje povoljnog odgovora svakog pojedinacnog pacijenta
na terapiju. Identifikacija biomarkera dobrog odgovora na SSRI terapiju znacajno bi
poboljsala izbor leka i adekvatne doze 1 na taj nacin u velikoj meri pomogla lekarima
(Oved i sar., 2012). U tu svrhu se od nedavno koriste farmakogenomska ispitivanja, a
studija Oved 1 saradnika (2013) na limfoblastoidnim ¢elijskim linijjama, pokazala je da
se posle hroni¢ne primene paroksetina povecava ekspresija gena za integrin beta 3 (eng.
Integrin beta-3, ITGB3). Protein ITGB3, kodiran ovim genom, znacajan je za aktivnost
serotoninskog transportera, kao i za proces sinaptogeneze, podsticanjem celijske
adhezije 1 formiranja veza izmedu susednih ¢elija (Oved 1 sar., 2013). ITGB3 reguliSe
jacinu ekscitatorne sinapticke transmisije (Cingolani i Goda, 2008), kao i ekspresiju
AMPA receptora za glutamat u hipokampusu (Pozo i sar., 2012), §to moZe imati
pozitivan uticaj na formiranje novih sinapsi, a §to s druge strane moze voditi ka remisiji
depresivnih simptoma (Hanson i sar., 2012; Eisch i Petrik, 2012). Smatra se da je za
proces remisije depresivnih simptoma od velikog znacaja formiranje novih veza izmedu
neurona, prvenstveno u prefrontalnom korteksu (Thomas i Peterson, 2008; Eish i
Petrik, 2012). Takode, pokazano je da je prisustvo ITGB3 neophodno za aktivnost

adhezionog molekula nervnih ¢elija slicnog proteinu L1 (eng. Close homolog of L1,
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CHL1). Niska ekspresija CHL1 molekula, koji je takode uklju¢en u procese
neurogeneze i sinaptogeneze, povezana je sa veCom osetljivos¢u celijskih kultura na
paroksetinom indukovanu inhibiciju rasta (Oved i sar., 2013). U vezi sa ovim nalazom,
Oved i saradnici (2013) postavili su hipotezu o0 medusobnoj interakciji ITGB3, CHLL1 i
molekula serotoninskog transportera (SERT). Ova hipoteza je proistekla iz rezultata
studija na Itgb3-knockout misevima kod kojih je aktivnost SERT-a bila drasti¢no
smanjena (Carneiro i sar., 2008), Sto ukazuje na ¢injenicu da je ITGB3 potreban za
normalnu aktivnost SERT-a. Integrini takode interaguju sa CHL1 molekulom i
neophodni su za aktivnost ovog molekula u procesima celijske migracije i razvoja
neurona (Buhusi i sar., 2003; Demyanenko i sar., 2004; Schlatter i sar., 2008).
Pretpostavlja se da u celijskoj membrani postoji kompeticija CHL1 i SERT za
ograni¢eni broj molekula ITGB3 (Slika 3). Smanjenje broja molekula CHLI ili
povecanje gustine ITGB3 molekula omogucava da veca koli¢ina ITGB3 interaguje sa
SERT transporterom, povecavajuc¢i njegovu aktivnost (Oved i sar., 2013). U tom
slu¢aju, moze se ocekivati povecana osetljivost i bolji odgovor na terapiju
antidepresivima iz grupe SSRI, §to CHL1 i ITGB3 molekule ¢ini dobrim biomarkerima
povoljnog odgovora pacijenata na terapiju ovim lekovima i odredivanje ekspresije ovih
molekula moZe doprineti uspeSnom farmakogenomskom pristupu terapiji pacijenata

koji boluju od depresivnih poremecaja.
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SERT
(SLC6A4)

Slika 3. Pretpostavljeni medusobni odnos membranskih proteina CHL1 i SERT, i njihova
kompeticija oko ograni¢enog pula ITGB3. a) Pri niskoj ekspresiji CHL1, vise ITGB3 je na
raspolaganju SERT, povecavaju¢i mu aktivnost. b) Pri visokoj ekspresiji CHLI, vise ITGB3
interaguje sa CHL1, ostavljajuci manju koli¢inu za SERT, §to se moze negativno odraziti na
aktivnost ovog transportera. Skracenice: CHLI, adhezioni molekul nervnih ¢elija sliGan
proteinu L1; SERT, serotoninski transporter; SLC6A4, gen koji kodira SERT protein; ITGB3,
integrin beta 3. (preuzeto iz reference: Oved, K., i sar., Transl. Psych., 2013)
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Ciljevi rada

2. CILJEVI RADA

Imaju¢i u vidu sve prethodno navedeno, istrazivanja obuhvadena ovom
doktorskom disertacijom imala su za cilj ispitivanje uticaja hormona oksitocina na
ponasanje i parametre aktivnosti HPA osovine u modelu hroni¢nog stresa/depresije
indukovane dugotrajnom primenom kortikosterona kod pacova Wistar soja. Takode,
cilj je bio i da se ispita kakav je efekat dodatnog tretmana oksitocinom uz antidepresiv
citalopram, iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina, lekova prvog izbora

u terapiji pacijenata koji boluju od nekog od depresivnih poremecaja.

Da bi se realizovali postavljeni ciljevi, istrazivanja ove disertacije bila su

podeljena u tri faze.

U prvoj eksperimentalmoj fazi, ispitivan je uticaj akutnog i subhroni¢nog
tretmana primenom dve doze oksitocina: 0.25 1U/400 pL i 10 1U/400 pL, na ponaSanje
i nivo biogenih amina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Cilj prve eksperimentalne

faze bio je da se ispitaju:

o Promene u ponasSanju Zivotinja koriS¢enjem sledec¢ih testova: test otvorenog
polja (eng. Open field test, OFT), uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus
maze, EPM) i test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST).

o Eventualne promene koncentracija adrenalina, noradrenalina i serotonina u
plazmi.

o Konacno, cilj je bio da se odredi koja doza i trajanje tretmana oksitocinom
ispoljava zna€ajan uticaj na analizirane parametre, te da se nadalje koristi u

daljim fazama istraZivanja.

U drugoj eksperimentalnoj fazi, cilj je bio da se ispita uticaj subhroni¢nog
tretmana oksitocinom u dozi od 10 1U/400 puL, na ponasSanje i parametre aktivnosti
HPA osovine eksperimentalnih Zivotinja, u modelu hroni¢nog stresa/depresije izazvane
hroni¢énom primenom kortikosterona. U drugoj fazi istrazivanja, u navedenom modelu,

cilj je bio da se ispita uticaj eksperimentalnih tretmana na:
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Promenu telesne mase, kao i unos hrane i vode eksperimentalnih zivotinja.
PonaSanje zivotinja koriS¢enjem baterije testova ponasanja koju su sacinjavali
testovi: OFT, EPM i FST.

Na strukturu i funkciju nadbubrezne Zzlezde odredivanjem apsolutne mase,
povrsine korteksa i srzi ekvatorijalnih iseCaka Zlezde, kao 1 razliitih zona
unutar korteksa zlezde i zapremine krvnih sudova u srzi; promenu ekspresije
gena i koli¢ine proteina za transportere za noradrenalin (eng. Noradrenaline
transporter, NAT) i vezikularni monoaminski transporter 2 (eng. Vesicular
monoamine transporter 2, VMAT2) u srzi nadbubrega; bazalnu i stresom
indukovanu aktivnost nadbubrezne Zlezde odredivanjem koncentracije hormona
adrenalina, noradrenalina i kortikosterona u uzorcima plazme.

Parametre oksidativnog stresa u krvi zivotinja odredivanjem bazalnog ostec¢enja
DNK limfocita periferne krvi i stepena o$teCenja nakon in vitro tretmana
vodonik peroksidom. Takode, cilj je bio i da se odrede koncentracije lipidnih
hidroperoksida (eng. Lipid hydroperoxide, LOOH), malondialdehida (eng.
Malondialdehyde, MDA) i aktivnost enzima superoksid dizmutaze (eng.
Superoxide dismutase, SOD) u uzorcima plazme.

Gustinu i distribuciju celija koje ispoljavaju parametre od znacaja za
neurogenezu: neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga (eng. Brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) i nuklearni faktor Ki-67 u hipokampusu, strukturi
mozga za koju je pokazano da je znacajno izmenjena kod pacijenata koji boluju

od nekog od depresivnih poremecaja.

U trecoj eksperimentalnoj fazi disertacije, ispitivan je uticaj subhroni¢nog

tretmana oksitocinom (10 1U/400 pL) u animalnom modelu depresije uz tretman

citalopramom, koji pripada antidepresivima iz grupe SSRI. Cilj eksperimenata trece

faze bio je da se ispitaju efekti kombinovanog tretmana oksitocinom i citalopramom

pracenjem:

o PonaSanja eksperimentalnih Zivotinja koriS¢enjem baterije testova ponaSanja

koju su sacinjavali testovi: OFT, EPM 1 FST.
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o Promena u ekspresiji gena za integrin beta 3 (eng. Integrin beta-3, ITGB3) i
adhezioni molekul nervnih ¢elija slican proteinu L1 (eng. Close homolog of L1,
CHL1) u tkivu prefrontalnog korteksa, koji kodiraju proteine za koje se
pretpostavlja da su dobri biomarkeri povoljnog odgovora na terapiju

antidepresivima SSRI grupe.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentalnom radu koris¢eni su pacovi Wistar nesrodnickog ("outbred")
soja, muskog pola, starosti 8 nedelja na pocetku eksperimenta, sa farme laboratorijskih
Zivotinja Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Zivotinje su odgajane u Stalici
Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Pacovi su grupno (3-4 Zivotinje)
Cuvani u providnim pleksiglas kavezima dimenzija 25 cmx41 cmx15 cm, pod
standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 21+2 °C, relativna vlaZznost
vazduha 50% - 60% i rezim 12 h svetlo — 12 h mrak) i sa slobodnim pristupom hrani i
vodi. Kavezi su ¢is¢eni 1 Suska menjana tri puta nedeljno. Takode, jednom nedeljno je
pra¢en utrosak hrane i vode (po kavezu) kao i porast telesne mase svake zivotinje
pojedinacno. Rad sa eksperimentalnim Zivotinjama je izveden u skladu sa propisima
Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Farmaceutskog fakulteta,

Univerziteta u Beogradu, broj dozvole: 323-07-00067/2015-05.

3.2. Eksperimentalni protokol

Studija je obuhvatila tri grupe eksperimenata.
U prvoj grupi eksperimenata ispitivan je uticaj akutnog i subhroni¢nog
tretmana okistocinom na 1) ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja kao i 2) nivo biogenih

amina: adrenalina, noradrenalina i serotonina, u plazmi eksperimentalnih zZivotinja.

Druga grupa eksperimenata imala je za cilj ispitivanje efekata subhroni¢nog
tretmana oksitocinom na 1) ponaSanje cksperimentalnih Zivotinja, 2) parametre
aktivnosti HPA osovine u plazmi: adrenalina, noradrenalina i kortikosterona, 3)

odgovor HPA osovine na akutni stres zivotinja, 4) parametre oksidativnog stresa u
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plazmi i stepen oSte¢enja DNK limfocita periferne krvi i 5) parametre koji podrzavaju
adultnu neurogenezu u hipokampusu, u animalnom modelu depresije indukovane

hroni¢nom primenom kortikosterona.

Cilj treée grupe eksperimenata bio je da se ispita dodatni efekat dvonedeljnog
tretmana oksitocinom uz tretman antidepresivom citalopramom. Citalopram, kao
antidepresiv koji pripada grupi selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (eng.
Selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI), predstavlja tipi¢an lek prvog izbora u
tretmanu depresivnih poremecaja. U trecoj fazi eksperimenta praéeni su efekti tretmana
na 1) ponasanje eksperimentalnih zivotinja i 2) ekspresiju gena za ITGB3 i CHLL,
proteine za koje se smatra da su potencijalni biomarkeri povoljnog odgovora na terapiju

antidepresivima iz grupe SSRI.

akutni tretrmani (0,25 Lu./400uL) EPM
22 FST
oksltocin OFd
(10 Lu /aooul) EFPM
n=21 EST
fizioloikl rastvor s.c.; n=21 OFT EPM FST
hronicni
oksitocin (0,25 1.u./400ul) ; n=21 OFT EPM ST

tretmani

oksitocin (10 1,1, /400ul) ; n=21 OF1 EPM S

Slika 4. Eksperimentalne grupe i tretmani prve faze istrazivanja.

U celokupno istrazivanje bilo je ukljuéeno ukupno 291 zivotinja. U prvoj fazi
istrazivanja, zZivotinje (n=126) su nasumicno podeljene u Sest eksperimentalnih grupa

(n=21) u zavisnosti od tretmana (Slika 4): oksitocin u dve doze (0.25 1U/400 pL i 10
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IU/400 L, s.c.) jednokratno i subhroni¢no, tokom 14 dana). Kontrolne grupe zivotinja

su, umesto okisitocina, primale fizioloski rastvor (400 pL, s.c.).

U drugoj fazi istraZivanja, zivotinje su (n=60) nasumi¢no podeljene u Eetiri
eksperimentalne grupe (Slika 5). Prva grupa zivotinja je dobijala per os rastvor
kortikosterona (100 mg/L, 21 dan). Druga grupa primala je oksitocin (10 1U/400 uL
s.c., tokom 14 dana). Tre¢a grupa Zivotinja bila je tretirana kombinacijom ova dva
tretmana (10 1U/400 pL s.c. oksitocina tokom poslednjih 14 dana tretmana
kortikosteronom). Zivotinje kontrolne grupe su dobijale fizioloski rastvor (400 uL) 14

dana s.c. i, umesto rastvora kortikosterona, 21 dan rastvara¢ per 0s.

oksitocin (10i.u./400uL) ; n=15 OFT EPM FST
voda

fiziologki rastvor s.c.; n=15 OFT EPM FST

oksitocin (10 i.u./400ulL) ; n=15 OFT EPM FST
CORT
100mg/L

fizioloski rastvor s.c.; n=15 OFT EPM FST

Slika 5. Algoritam druge faze istrazivanja: eksperimentalne grupe i tretmani. Skraéenica:
CORT, kortikosteron. Skra¢enice: CORT, kortikosteron.

U trecoj fazi istrazivanja, koja podrazumeva ispitivanje eventualnog dodatnog
uticaja oksitocina na efekte antidepresiva citaloprama, zivotinje (n=105) su nasumi¢no
podeljene u sedam eksperimentalnih grupa (n=15) i pored kontrolne grupe (1) koja je
dobijala fizioloski rastvor (400 uL) s.c. tokom 14 dana i rastvarac¢ per os tokom 21 dan,
izloZene slede¢im tretmanima: (2) oksitocin u dozi 10 1U/400 pL s.c., tokom 14 dana
(OXY), (3) citalopram u dozi 10 mg/kg TM, s.c., tokom 14 dana (CIT), (4)
kortikosteron 100 mg/L, 21 dan, per os, tokom 21 dan (CORT), (5) kortikosteron i
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oksitocin tokom poslednjih 14 dana tretmana kortikosteronom (CORT+OXY), (6)
kortikosteron i citalopram tokom poslednjih 14 dana tretmana kortikosteronom
(CORT+CIT) i (7) oksitocin i citalopram tokom poslednjih 14 dana tretmana
kortikosteronom (CORT+OXY+CIT) (Slika 6).

fiziologki rastvor, n=15 OFT EPM FST

oksitocin (10i.u.) , n=15 OFT EPM EST
voda

citalopram (10mg/kg) , n=15 OFT EPM FST

fizioloski rastvor + fizioloski rastvor , n=15 OFT EPM FST
CORT fizioloski rastvor + oksitocin (10i.u.), n=15 OFT EPM FST
100mg/l fizioloski rastvor + citalopram (10mg/kg) , n=15 OFT EPM FST

oksitocin (10 i.u.) + citalopram (10mg/kg) , n=15 OFT EPM FST

Slika 6. Algoritam treCe faze istrazivanja: eksperimentalne grupe i tretmani. Skracenice:
CORT, kortikosteron.

Nakon zavrSenih eksperimenata, zivotinje su Zrtvovane uvodenjem u opStu
anesteziju upotrebom 50 mg/kg i.p. natrijum-tiopentala (Nesdonal®, Roche,
Svajcarska). Puna krv za analize je prikupljana kardijaénom punkcijom. Mozdano tkivo
je izolovano i iz jedne serije izdvojeni su prefrontalni korteksi i hipokampusi za RT-
PCR analizu. Ovi uzorci su ¢uvani u ependorficama u RNA Later-u (QUIAGEN., kat.
br. 76106, SAD) na  -80 °C do analiziranja. Druga serija uzoraka mozdanog tkiva
eksperimentalnih Zivotinja je odmah po Zrtvovanju sprovodena i kalupljena u parafinu
za imunohistohemijsku analizu. Nadbubrezne Zlezde su pazljivo vadene, razdvajane od
okolnog masnog i vezivnog tkiva, a potom je merena masa organa. Jedna grupa organa
je sprovodena za histoloSku analizu po standardnom protokolu, dok je druga grupa

¢uvana na -80 °C do analize koli¢ine proteina i iRNK za kateholaminske transportere.
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3.2.1. Hemijske supstance kori$¢ene za tretmane

Kortikosteron (Sigma Aldrich Co., kat. br. C2505, SAD) je rastvaran u 2%
rastvoru polisorbata 80 (Tween® 80, Fargon, kat. br. 102254, SAD) u ¢esmenskoj vodi.
S obzirom da je ovaj hormon fotosenzitivan, pojilice sa rastvorom kortikosterona su
uvijane u aluminijumsku foliju da bi se sprecila njegova degradacija. Oksitocin (Sigma-
Aldrich Co., kat. br. 03251, SAD) je rastvaran u fizioloSkom rastvoru do finalnih
koncentracija 0.625 IU/mL i 25 IU/mL, kako bi se dobila odgovaraju¢a doza koja je
kori§¢ena za tretmane (0.25 I1U/400 pL, odnosno 10 IU/400 pL). Citalopram
hidrobromid (Actavis, kat.br. 01D 22114624, Bugarska) je rastvaran u fizioloskom
rastvoru u koncentraciji 10 mg citaloprama/mL. Kontrolnim grupama Zivotinja je
umesto rastvora kortikosterona davan rastvaraé (2% Tween 80%) per os i 400 uL
fizioloskog rastvora s.c. tokom 14 dana. Sveze pripremljeni rastvori su aplikovani

svakoga dana u isto vreme (izmedu 9:00 i 10:00 h).

3.3. Testovi ponasanja: Test otvorenog polja, Uzdignuti plus lavirint

I Test forsiranog plivanja

Kako bi se ispitala anksioznost 1 ponasanje Zivotinja koje se moze povezati sa
depresijom, kori$c¢eni su sledeci testovi ponasanja: test otvorenog polja (eng. Open field
test, OFT), uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM) i test forsiranog
plivanja (eng. Forced swim test, FST).

U prvoj eksperimentalnoj fazi, od zivotinja koje su primale aktutne tretmane je
nasumic¢nim odabirom koriS¢eno po 7 Zivotinja za izvodenje svakog testa ponaSanja
pojedinaéno. Zivotinje koje su primale subhroni¢ne tretmane u prvoj eksperimentalnoj
fazi, kao i zivotinje druge i trece faze eksperimenta, testirane su baterijom
bihejvioralnih testova po sledeCem rasporedu: test otvorenog polja (OFT), uzdignuti
plus lavirint (EPM) i test forsiranog plivanja (FST). Razmak izmedu dva testa

ponasanja bio je 24 Casa. Kako bi se izbegao efekat jednog testa na ponaSanje Zivotinja
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ispitivano drugim bihejvioralnim testom, prvo je izvoden najmanje stresan test, a na
kraju test koji je izvor najveceg stesa za eksperimentalne Zivotinje. Svi testovi
ponasanja izvodeni su izmedu 9:00 i 15:00 h u zvuc¢no izolovanoj i slabo osvetljenoj
prostoriji pod infracrvenim svetlom. Prostorija je bila opremljena digitalnom kamerom
povezanom sa softverom ANY-maze (Stoelting Co., Velika Britanija), kojim su
dobijeni rezultati analizirani. Aparature koriS¢ene u izvodenju testova ponaSanja su

¢iS¢ene i dezinfikovane nakon zavrSetka testa svake eksperimentalne zivotinje.

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

Test otvorenog polja sluzio je =za ispitivanje eksplorativne/istrazivacke
aktivnosti, kao 1 ponaSanja povezanog sa povecanom anksiozno$¢u eksperimentalnih
zivotinja. Test je izvoden u ogradenom, kvadratnom, drvenom polju, dimenzija
100x100 cm, sa crnim gumenim podom i 40 cm visokim zidovima (Slika 7) u trajanju
od 10 min. Na pocetku testa, Zivotinja je postavljana u centar polja, a praceni su slede¢i

parametri:

o Ukupni predeni put zivotinje,
o Vreme provedeno u centralnoj zoni OF arene,
o Broj ulaza u centralnu zonu OF arene,

o Vreme provedeno u imobilnom polozaju.

A B

Slika 7. Test otvorenog polja (OFT): A. Sematski prikaz aparature; B. Ukupni predeni put
eksperimentalne Zivotinje (prikaz rezultata putanja kretanja zivotinja zabeleZenih koriS¢enjem
AnyMaze®  softvera). (preuzeto sa:  https:/www.slideshare.net/AdvaithaMv/screening-of-
anxiolytics-44529278)
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3.3.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM)

Uzdignuti plus lavirint (EPM) je Cesto koriS¢en test za odredivanje stepena
anksioznosti eksperimentalnih Zivotinja. Arenu za izvodenje EPM testa Cinila je

uzdignuta drvena platforma oblika znaka plus (+) sa crnim, gumenim podom (Slika 8).

Slika 8. Uzdignuti plus lavirint (EPM): A. Sematski prikaz EPM platforme; B. AnyMaze®
snimak EPM testa u realnom vremenu. (preuzeto sa: https://mazeengineers.com/elevated-plus-
maze-test/ i https://www.youtube.com/watch?v=UjvnG5BquiM)

Platforma se sastojala od dva zatvorena kraka dimenzija 10x50 cm, sa 40 cm
visokim zidovima sa obe strane i na kraju kraka, i dva otvorena kraka istih dimenzija.
Visina platforme iznosila je 50 cm. Svi kraci su medusobno povezani kvadratnom
zonom dimenzija 10x10 cm, bez zidova. Na pocetku svakog petominutnog testa,
zivotinja je postavljana u centralnu kvadratnu zonu, okrenuta uvek ka istom
zatvorenom kraku EPM platforme. EPM test je izvoden u trajanju od 5 min. Praceni su

slede¢i parametri anksioznosti Zivotinje:

o Broj ulazaka zivotinje u otvorene krake EPM platforme,

o Vreme provedeno u otvorenim kracima EPM platforme.
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3.3.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST)

Test forsiranog plivanja (FST) se smatra bihejvioralim modelom "ocaja", i
Siroko je u upotrebi kao test za validaciju antidepresivnog potencijala eksperimentalnih
supstanci  (Porsolt i sar., 2001). Protokol FST testa podrazumeva trening
eksperimentalnih zivotinja u trajanju od 15 min. Nakon 24 ¢asa izvoden je petominutni
test, ¢iji su snimci naknadno analizirani merenjem vremena koje zivotinja provede u
nekom od prethodno definisanih polozaja. Za izvodenje FST testa, Zivotinje su
postavljane u providan stakleni cilindar (visine 45 cm i dijametra 20 cm) (Slika 9), koji
je napunjen vodom temperature 22-25 °C. Visina vode u cilindru je bila podeSavana
kako bi svaka zivotinja plivala pod uslovima koji su onemogucavali izlazak iz cilindra 1
dodir sa dnom cilindra nogom ili repom. Nakon zavrsetka svakog FST testa, cilindar je
opran i voda u njemu zamenjena ¢istom ¢esmenskom vodom. Odmah nakon izvodenja
FST testa, zivotinje su brisane peskirom, postavljane pored grejalice i nakon toga

vracene u svoj kavez.
Parametri koji su odredivani i analizirani su:

o Vreme koje zivotinja provede u imobilnom polozaju,

o Latentno vreme (vreme od pocetka testa do prve imobilne epizode),
o Vreme koje Zivotinja provede plivajuéi,

o Vreme koje zivotinja provede propinjuci se na zidove cilindra,

o Broj zaranjanja zivotinje.
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Plivanje Propinjanje Imobilnost

Slika 9. Prikaz testa forsiranog plivanja (FST) sa tri karakteristiéna analizirana ponaSanja
eksperimentalnih Zivotinja. (preuzeto sa: https://www.slideshare.net/urchauhan/in-vivo-model-

of-depression)

3.4. Izolacija proteina iz srzi nadbubreZne Zlezde i hipokampusa i

odredivanje koli¢ine proteina '""Western blot" metodom

Koli¢ina dva najznacajnija transportera za kateholamine, noradrenalinaskog
transportera (eng. Noradrenaline transporter, NAT) i vezikularnog transportera za
monoamine 2 (eng. Vesicular monoamine transporter 2, VMAT2) odredivana je u
uzorcima srzi nadbubrezne Zlezde, dok je u hipokampusu odredivana koli¢ina
neurotroficnog faktora poreklom iz mozga (eng. Brain derived neurotrophic factor,
BDNF).

3.4.1. Priprema uzoraka i SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Iz uzoraka nadbubrezne Zlezde Cuvanih na -80 °C, neposredno pred analizu
korteks je mehanicki uklonjen na ledu. Dobijeno tkivo srzi, kao i tkivo hipokampusa

(¢uvano na -80 °C nakon izolovanja prilikom zrtvovanja) su homogenizovani u 300 pL
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RIPA liziraju¢eg pufera (Santa Cruz Biotechnology, kat. br. sc-24948, Heidelberg,
Nemacka) na 4 °C pomocu ultratureks homogenizera T8 IKA-WERKE. Homogenizati
su ostavljeni 1 h na 4 °C da liziraju i centrifugirani na 12.000xg tokom 20 min na 4 °C.
U dobijenom supernatantu je odredivana koli¢ina ukupnih proteina po metodi Lowry-ja
i saradnika (1951). Kao standard za odredivanje koncentracije proteina kori$éen je
govedi serumski albumin (eng. Bovine serum albumine, BSA, Sigma Aldrich Co., kat.
br. A2058, SAD) u koncentracijama 0.2-10 mg/mL. Merenje je radeno u duplikatu za
svaki uzorak i standardni rastvor. Koncentracije proteina u uzorcima su svedene na istu

vrednost (3 mg/mL) razblazivanjem sa redestilovanom vodom (ddH;0).

Neposredno pred elektroforetsko razdvajanje, uzorci su pomesani sa puferom za
pripremu uzoraka proteina za SDS-poliakrilamid gel elektroforezu (SDS-PAGE) (62.5
mM Tris-HCI, Sigma Aldrich Co., kat. br. T6666, SAD, pH=6.8, 10% glicerol, 2%
SDS, Sigma Aldrich Co., kat. br. L3771, SAD, 0.002% bromfenolplavo, Sigma Aldrich
Co., kat. br. B0126, SAD 5% [3-merkaptoetanol, Sigma Aldrich Co., kat. br. M6250,
SAD) u odnosu 1:1 tako da su finalne koncentracije u uzorcima bile 1.5 mg/mL. Posle
kuvanja na 100 °C tokom 5 min, uzorci su ohladeni i po 30 puL pripremljenih uzoraka
(oko 45 pg ukupnih proteina) je nanoSeno 1 razdvajano na osnovu molekulske mase
pomocu 10% denaturiSuée SDS-poliakrilamid gel elektroforeze. Ekektroforeza je
radena na sistemu Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories, Kalifornija, SAD). Proteini
su prvo koncentrovani na 4% gelu (0.5 M Trizma® baza, Sigma Aldrich Co., kat. br.
T1503, SAD, pH=6.8, 30% akrilamid-bisakrilamid, Sigma Aldrich Co., kat. br. A2917,
SAD, 10% SDS, Sigma Aldrich Co., kat. br. L3771, SAD, TEMED, Sigma Aldrich
Co., kat. br. T9281, SAD i ddH,0), dok je sama elektroforeza trajala oko 90 min pri
konstantnom naponu od 100 V na sobnoj temperaturi, u puferu za elektroforezu koji
sadrzi 0.25 M Trizma® bazu (Sigma Aldrich Co., kat. br. T1503, SAD), 0.192 M glicin
(Sigma Aldrich Co., kat. br. G8898, SAD), 0.1% SDS (Sigma Aldrich Co., kat. br.
L3771, SAD) i ddH,0. Radi lakseg i preciznijeg lokalizovanja ispitivanih proteina, na
svaki gel naneseni su i proteini poznatih molekulskih masa PageRuler™ Plus
Prestained protein Ladder (Thermo Scientific, kat. br. 26619, Masacusets, SAD), kao 1
standardni uzorak radi anuliranja eventualne greske u proceduri. Dobijeni gelovi

koriS¢eni su za Western blot analizu.
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Slika 10. Postupak izvodenja Western
blot analize: Nakon elektroforeze
(korak 1) izvrSen je transfer proteina sa
gela na PVDF membradnu (korak 2) i
tako dobijena membrana blokirana je
inkubacijom u 5% rastvoru nemasnog
mleka u prahu (korak 3). Nakon
inkubacije sa 1' antitelom (korak 4) i
ispiranja u TBTS-u (korak 5), sledi
inkubacija sa 2' antitelom (korak 6) i
ponovno ispiranje membrane u TBST-
u (korak 7). Na kraju, nanoSenjem
supstrata za  hemiluminescenciju,
vrSena je vizuelizacija 2" antitela (korak
8). (preuzeto sa:
https://www.moleculardevices.com/
systems/microplate-readers/multi-
mode-readers/scanlater-western-blot-
detection-cartridge#tab-1)

Western blot analiza (Slika 10) podrazumeva postupak prenosa proteina sa

elektroforetskog gela na polivinilidendifluorid (PVDF) membranu i, nakon toga,

detekciju specificnih proteina upotrebom odgovaraju¢ih primarnih i sekundarnih

antitela spregnutih sa enzimom.
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3.4.2. Transfer proteina sa gela na membranu

Gelovi dobijeni elektroforezom su potapani u pufer za transfer (20% metanol,
Sigma Aldrich Co., kat. br. 322415, SAD, 0.025 M Tris-HCI, Sigma Aldrich Co., kat.
br. T6666, SAD i 0.192 M glicin, Sigma Aldrich Co., kat. br. G8898, SAD, pH=8.3).
PVDF membrana (Hybond™ P, Amersham Bioscience, GE Healthcare, kat. br.
10600023, Buckinghampshire, Velika Britanija) je prvo aktivirana potapanjem u 100%
metanol (Sigma Aldrich Co., kat. br. 322415, SAD) tokom 15 s, a zatim je 2 min
ispirana u ddH,O i potapana u pufer za transfer. Nakon 10 min, formiran je "sendvic"
(Slika 11), koji se sastojao od gel blot papira Whatman GB003 (Whatman Inc., kat. br.
WHA10427804, Velika Britanija), poliakrilamidnog gela, PDVF membrane i Whatman
GBO003 papira, redom. Sve komponente "sendvi¢a" su prethodno natopljene transfer

puferom.

©
| fitorpapir

w0
E
EIRISUER J2105

membrana “‘\_\‘
fiter papir
Slika 11. Sematski prikaz Western blot "sendviéa". (preuzeto
@ v sa: http://www.cardio-research.com/protocols/western-blot)

Sendvi¢ je postavljen u aparat za vlazni transfer Trans-Blot Cell sistema (Bio-
Rad Laboratories, Kalifornija, SAD). Sistem je zatim napunjen puferom za transfer
vode¢i racuna da sendvi¢ bude potpuno potopljen. Prenos proteina sa gela na PVDF

membranu je trajao preko no¢i, na 4 °C pri konstantnoj amperazi od 20 mA po gelu.

3.4.3. Imunodetekcija proteina

Da bi se utvrdila efikasnost transfera, membrane su bojene 1% rastvorom
Ponceau S (Sigma-Aldrich Co., kat. br. P3504, SAD) u 5% siréetnoj kiselini, nakon

¢ega je boja uklanjana ispiranjem ddH,O. Zatim, membrane su blokirane inkubacijom u

41


http://www.cardio-research.com/protocols/western-blot

Materijal i metode

5% rastvoru nemasnog mleka u prahu u TBST puferu (eng. Tris-buffered saline-Tween,
TBST) (50 mM Tris-HCI, Sigma Aldrich Co., kat. br. T6666, SAD, pH=7.4, 150 mM
NaCl, 0.5% Tween® 20, Sigma Aldrich Co., kat. br. P9416, SAD) na sobnoj
temperaturi, na Sejkeru u trajanju od 1 h. Nakon toga, membrana je sefena na
odgovaraju¢im molekulskim masama 1 inkubirana sa primarnim antitelima preko noci
na 4 °C. Po zavrSenoj inkubaciji, membrane su ispirane 3 puta po 15 min u TBST
puferu na sobnoj temperaturi, uz mesanje na Sejkeru, a zatim inkubirane 1.5 h uz
konjugovanim sa HRP-om. Karakteristike svih primarnih i sekundarnih antitela

koriS¢enih u Western blot analizi, kao i njihova razblazenja, prikazana su u Tabeli III.

Nakon ponovnog ispiranja (tri puta po 15 min u TBST puferu), nanoSen je
supstrat za hemiluminiscenciju (Immobilion™ Western Chemiluminescent HRP
Substrate, Millipore Corp., kat. br. WBLKS0500, Billerica, SAD) kojim je izvrSena

vizuelizacija sekundarnog antitela (Slika 12).

Detekcija traka radena je u mracnoj sobi pod infracrvenom svetlosti na
filmovima ORTHO CP-GU X-ray film (AGFA, Belgija) u kaseti za detekciju
Hypercassette (Amersham Life Science, SAD). Membrana je postavljena izmedu dve
providne folije, a preko membrane je stavljan film. DuZina ekspozicije je varirala od 1—
10 min, dok je intenzitet dobijenog signala, koji je odgovarao kolicini specifi¢nog
proteina u analiziranim uzorcima, odredivan denzitometrijski. Filmovi su skenirani i
signal kvantifikovan upotrebom programa za obradu slike ImageJ Ver. 2.0, Macintosh,
SAD. Izmerene vrednosti signala su korigovane u odnosu na pozadinu i izraZene u
arbitrarnim jedinicama (a.u.). Sve vrednosti su izrazene u odnosu na signal B-aktina sa

istog blota.
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Tabela I11. Karakteristike i razblazenja primarnih i sekundarnih antitela koris¢enih u Western
blot analizi.
Antitelo Proizvoda¢ Kat. Br. Karakteristike RazblaZenje
) Abcam, Primarno zecje poliklonalno
Anti-NET ab41559 ] 1:1000 (TBST)
UK antitelo
) Abcam, Primarno zecje poliklonalno
Anti-VMAT 2 ab81855 ] 1:5000 (TBST)
UK antitelo
) Abcam, Primarno zecje poliklonalno
Anti-BDNF ab72439 ) 1:1000 (TBST)
UK antitelo
) ) Abcam, Primarno misje
Anti-R-Actin ab8226 ] 1:2500 (TBST)
UK monoklonalno antitelo
Goat Anti-Rabbit IgG Abcam, Sekundarno zecje
ab6721 ) ) 1:5000 (TBST)
HRP UK poliklonalno antitelo
Goat Anti-Mouse 1gG Abcam, Sekundarno misje
ab6789 ] ) 1:5000 (TBST)
HRP UK poliklonalno antitelo
Signal detekcije

(hemiluminescencija)

Supstrat za hemilominescencifu
(Luminol®)

Primarno antitelo

Membrana nakon transfera proteina

Slika 12. llustracija mehanizma detekcije Western blot signala. (preuzeto sa:
http://www.leinco.com/general_wb)
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3.5. Izolacija iRNK i lanc¢ana reakcija polimerizacije u realnom

vremenu (Real-time polymerase chain reaction, RT-PCR)

Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (RT-PCR) izvodena je u
cilju ispitivanja ekspresije gena Slc6a2 i Slc18a2 koji kodiraju dva najznacajnija
transportera za kateholamine u tkivu srzi nadbubrezne zlezde, NAT i VMAT2. Uzorci

zlezde su do analiziranja ¢uvani na -80 °C.

Kako bi se ispitala ekspresije gena Itgh3 i Chll, koji kodiraju proteine ITGB3 i
CHL1, koji se smatraju potencijalnim biomarkerima povoljnog odgovora pacijenata na
tretman antidepresivima iz grupe SSRI, takode je izvodena RT-PCR analiza. U tkivu
prefrontalnog korteksa ispitivan je nivo genske ekspresije ova dva biomarkera, iz
uzoraka dobijenih tokom izvodenja tre¢e eksperimentalne faze. Uzorci su do
analiziranja ¢uvani U U rastvoru RNA-later (QUIAGEN., kat. br. 76106 , SAD) na -80
°C.

3.5.1. Ekstrakcija ukupne RNK i merenje koncentracije spektrofotometrijskom

metodom

Ekstrakcija ukupne RNK iz uzoraka srzi nadbubrega i prefrontalnog korteksa
izvrSena je upotrebom Trizol® reagensa (Invitrogen, kat. br. 10-296-028, Kalifornija,
SAD) u sterilnim uslovima. Neposredno pre izvodenja analize, izolovana je srz iz

uzoraka nadbubrezne Zlezde mehanickim odstranjivanjem korteksa na ledu.

DEPC voda je napravljena dodavanjem 0.1 mL dietilpirokarbonata 97% NMR
(Sigma-Aldrich, kat. br. D5758, Nemacka) sterilnoj, redestilovanoj vodi. Nakon toga,
rastvor je autoklaviran i resuspendovan u sterilne epruvete. Analizirano tkivo je preneto
u ependorfice u koje je prethodno ispipetirano 300-1000 pL Trizola® (Invitrogen, Kat.
br. 10-296-028, Kalifornija, SAD) (4 °C), i postavljeno u termo blokove za hladenje.
Homogenizacija tkiva je vrSena pomocu ultratureks homogenizera T8 IKA-WERKE

(IKA, Nemacka). Pre rada, homogenizer je ispiran 1 min u ddH,0O, zatim u DEPC vodi

44



Materijal i metode

i nakon toga u Trizolu®. Ovaj postupak je ponavljan pre homogenizacije svakog
ispitivanog uzorka. Da bi se sprecilo uniStavanje RNK toplotom, tkivo je
homogenizovano vise puta u maksimalnom trajanju od 20 s, a u pauzama je uzorak
drzan na ledu. Dobijeni supernatant je razliven u ependorfice i inkubiran 5 min na 30
°C u termostatu (Eppendorf Termostat Plus, Nemacka). Potom je dodat hloroform
(Sigma-Aldrich, kat. br. 288306, Nemacka) u zapremini od 1/5 volumena Trizola®.
Uzorci su blago ru¢no promuckani i inkubirani 3 min na 30 °C u termostatu i nakon
toga centrifugirani na 4 °C na 12.000xg u trajanju od 20 min. Tokom centrifugiranja

dolazi do razdvajanja tri faze, kao $to je prikazano na Slici 13.

@ Slika 13. Faze u procesu izolacije RNK:

gornja, vodena faza u kojoj se nalazi
RNK, interfaza u kojoj se nalazi DNK i
donja faza u kojoj se nalaze lipidi i
proteini. (preuzeto sa:
Organska faza: proteini, lipidi (hloroform)  https://insitutech.wordpress.com/2016/05/
28/trizol-total-rna-isolation/)

Vodena faza: RNK
Interfaza: DNK (fenol)

Nakon centrifugiranja, gornja, bistra faza (u kojoj se nalazi ekstrahovana
ukupna RNK) je paZzljivo ispipetirana u sterilne ependorfice postavljene u termo blok za
hladenje na 4 °C. Uzorcima je dodat 3 M Na-acetat, pH=5.0, i to 1/10 zapremine
dobijenog supernatanta. Nakon meSanja na vorteksu, dodata je dvostruka zapremina (u
odnosu na ukupnu zapreminu u ependorfici) 96% etanola ohladenog na -20 °C. Uzorci
su promesani i ostavljeni na -20 °C preko no¢i. Sutradan, uzorci su promesani na
vorteksu i centrifugirani na 12.000xg tokom 10 min na 4 °C. Radi preciS¢avanja
dobijenog ekstrakta RNK, gornja faza je meSana sa etanolom razli¢itih koncentracija.
Prvo je u nju dodat 1 mL 75% etanola ohladenog na -20 °C. Nakon meSanja,
ependorfice su centrifugirane na 12.000xg tokom 20 min, na 4 °C. Ponovo je odlivena
gornja faza i dodat je po 1 mL 96% etanola ohladenog na -20 °C. Uzorci RNK u

etanolu su centrifugirani 15 min na 12.000xg na 4°C, etanol je odliven, a ependorfice
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su ostavljene 20 min na filter papiru da se talog osusi. Potom je talog, u kome se nalazi

RNK, rastvoren u 20-30 uL DEPC vode i uzorci su promesani na vorteksu.

Koncentracija RNK u uzorcima odredivana je spektrofotometrijskom metodom
na aparatu Nano drop (Thermo Scientific, SAD) ocitavanjem apsorbance na 260 nm.
Stepen prec¢is¢enosti uzoraka je odredivan iz odnosa apsorbancija na 260 nm i 280 nm

(odnos OD4gp : OD2go~ 2 ukazuje na odsustvo proteina u analiziranom uzorku).

3.5.2. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Reverzna transkripcija je vrSena koris¢enjem Ready-To-Go You-Prime First-
Strand Bead (GE Healthcare, kat. br. 27-9261-01, Velika Britanija) i pd(N)s prajmera,
po protokolu proizvodaca. Uzorci su pripremani tako da je 12 pL uzorka sadrzavalo
1.500 ng RNK. Za potrebe prepisa, uzorci su inkubirani u termostatu na 65 °C tokom
10 min. Nakon toga, uzorci su drzani na hladnom, a za to vreme je pripremljena
reakciona smesa tako Sto su po 2 kuglice reakcione smeSe rastvarane sa 40 pL DEPC
vode uz dodatak po 2 pL pd(N)s prajmera koncentracije 0.2 pg/mL. Svakom
analiziranom uzorku je dodato po 21 pL ove reakcione smese. Uzorci su, zatim, blago
izmeS$ani i inkubirani na 37 °C tokom 1 h za gene Slc6a2 i Slc18a2 u srzi, odnosno 2 h

za gene Itgb3 i Chll u prefrontalnom korteksu.

3.5.3. Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu, Real-Time PCR (RT-
PCR)

Za Real-Time PCR pripremana je reakciona smesa sa slede¢im komponentama:

o Test za kvantitativno utvrdivanje genske ekspresije sa specificnim pocetnim
sekvencama (prajmerima) za amplifikaciju ciljanog gena obelezenim 6-FAM
bojom i TagMan® MGB probom u zapremini 1.25 uL po bunari¢u. Koris¢eni
testovi za ciljane i kontrolne gene, Assay-on-Demand Gene Expression
Products (Thermo Fischer Scientific, Masacusets, SAD), su navedeni u

Tabelama IV i V,
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o Master mix, TagMan Universal Master Mix With AmpErase UNG (Thermo
Fisher Scientific, kat. br. 4304437, Masacusets, SAD) u zapremini 12.5 puL po
bunari¢u. Ovaj Master mix sadrzi TagMan polimerazu, dNTP, pufer, MgCl; i
pasivnu boju ROX,

o DEPC voda, koja je dodavana do ukupne zapremine od 15 uL po bunaricu.

Pomenuta smesa je nanoSena na PCR plocu, a zatim su u bunari¢e dodavani
uzorci cDNK (po 10 pL) u koncentraciji 1-10 ng prepisane cDNK u zavisnosti od tkiva

I ispitivanog gena.

Tabela V. Karakteristike pocetnih sekvenci (prajmera) koris¢enih za Real-Time PCR analizu
ekspresije gena Slc6a2 i Slc18a2 koji kodiraju transportere NAT i VMAT2 u tkivu srzi
nadbubrezne zlezde pacova.

Gen Gen ID Kat. Br. Duzina amplikona
Slc6a2 (NET) 79212 RN00580267_m1 94
Slc18a2 (VMAT?2) 25549 54

Rn00564688_m1
Ppia (Ciklofilin A,

25518 Rn00690933 ml 149
kontrola)

Tabela V. Karakteristike pocetnih sekvenci (prajmera) koris¢enih za Real-Time PCR analizu
ekspresije gena Itgh3 i Chll koji kodiraju proteine ITGB3 i CHL1 u tkivu prefrontalnog
korteksa pacova.

Proizvoda¢
Itgh3 Rn00596601_m1 Applied Biosystems, SAD
Chl1 KSPQ12012 Sigma-Aldrich, SAD
Gusb (kontrola) Rn00566655_m1 Applied Biosystems, SAD

PCR reakcija je izvodena na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection
Systems (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD) po sledecem protokolu: 2 min
na 50 °C, zatim 10 min na 95 °C praceno sa 40 ciklusa na 95 °C i po 15 s 1 60 s na 60
°C. Svaki uzorak je postavljan u triplikatu, a za kvantifikaciju koris¢ena je Ct metoda

(Livak i Schmittgen, 2001). Dobijeni rezultati analizirani su RQ Study Add ON
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softverom. Kao endogena kontrola za ekspresiju Slc6a2 1 Slc18a2 gena koris¢en je gen
za ciklofilin A, odnosno Gusb za ekspresiju gena Itgh3 i Chll. Svi transkripti su
normalizovani u odnosu na ekspresiju jednog od ova dva kontrolna gena. Zbog
individualnih razlika medu Zivotinjama, kao kalibrator je uziman uzorak kontrolne
grupe ¢ija je vrednost bila blizu srednje vrednosti svih uzoraka i sa najmanjom greSkom

merenja.

3.6. HistoloSka analiza nadbubrezne Zlezde

Odmah po Zrtvovanju, izolovana je leva nadbubrezna zlezda. Nakon merenja,
tkivo je fiksirano u Buen fiksativu tokom 48 sati. Zatim su preparati dehidrirani
standardnim postupkom, potapanjem u seriju alkohola rastu¢ih koncentracija, i nakon
prosvetljavanja u ksilolu, organi su ukalupljeni u parafin. HistoloSki preparati levog
nadbubrega dobijeni su serijskim seCenjem preseka debljine 6 pum na rotacionom
mikrotomu Leica RM2135 (Leica, Nemacka). Isecci su deparafinizirani 1 rehidrirani
serijom alkohola opadajucih koncentracija i destilovanom vodom, i zatim kori$¢eni za
tkivno bojenje hematoksilinom i eozinom (HE bojenje). Morfometrijska analiza
povrsine preseka zlezde, kao 1 njenih regiona radena je pod mikroskopom Olympus
BX50 (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka) uz upotrebu kompjuterskog
softvera za obradu slike (Microlmage, Ver. 4.0., Olympus Optical Co. GmbH,
Hamburg, Nemacka).

Na serijskim presecima merena je povrSina ukupnog preseka nadbubrezne
zlezde. Tri preseka sa najveCom povrSinom od svakog analiziranog preparata su
koris¢ena za odredivanje povrsine Citavog korteksa, njegovih zona (zone glomeruloze,
zone fascikulate i zone retikularis), kao i srzi, metodom brojanja pogodaka upotrebom
Ajgo mrezice i na uvelicanju 40%. Takode na isti nacin je odredena ukupna povrsina
hromafinih ¢elija i krvnih sudova u adrenalnoj meduli na uvelicanju 100x. Konac¢na
vrednost za svaki ispitivani preparat nadbubrezne zlezde bila je srednja vrednost

dobijena analizom tri ekvatorijalna preseka.
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3.7. Odredivanje koncentracije biogenih amina u plazmi reverzno-
faznom te¢nom hromatografijom pod visokim pritiskom (Reversed-

phase high pressure liquid chromatography, RP HPLC)

Za odredivanje koncentracije biogenih amina u plazmi eksperimentalnih
zivotinja, sistem za te¢nu hromatografiju sastojao se od dve faze: stacionarne, koju
predstavlja porozni materijal u koloni i mobilne, koju predstavlja tecnost u kojoj se vrsi
hromatografsko razdvajanje i koja pod pritiskom kontinuirano proti¢e kroz sistem.
Metoda reverzno-fazne te¢ne hromatografije podrazumeva da je mobilna faza polarna,

dok je stacionarna faza nepolarna.

3.7.1. Priprema uzoraka za RP HPLC

Za odredivanje koncentracije biogenih amina koriS¢ena je plazma dobijena
centrifugiranjem pune krvi na 30.000xg na 4 °C tokom 15 min, a tako dobijeni uzorci
su Cuvani na -80 °C do analiziranja. Neposredno pre analize, uzorci su odmrzavani,
centrifugirani na 30.000xg na 4 °C tokom 15 min, a zatim je supernatant filtriran kroz
filtre sa porama promera 0.2 pum.

3.7.2. Odredivanje koncentracije kateholamina HPLC metodom

Kateholamini u plazmi su odredivani nakon ekstrakcije na aktiviranom
aluminijum-oksidu: u 1 mL uzorka plazme je dodavano po 50 pL rastvora internog
standarda (dihidroksibenzilamina). Ovako pripremljeni uzorci ubrizgavani su u kolonu
za ekstrakciju od aluminijum-oksida u kojoj se nalazio odgovaraju¢i pufer. Nakon
mesSanja u trajanju od 20 min 1 ispiranja (dva puta) sa 1 mL reagensa za ispiranje,
kateholamini su eluirani sa 120 pL reagensa za ekstrakciju. Svi navedeni reagensi
ukljucujuéi 1 rastvor internog standarda, kao i puferovana kolona sadrzani su u
originalnom kitu za odredivanje koncentracije kateholamina u plazmi (Recipe, kat. br.

1000, Minhen, Nemacka). Njegova osetljivost bila je 5 ng/L, sa intra esej
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koeficijentima varijacije 6.7% za noradrenalin i 7.6% za adrenalin, odnosno inter esej

koeficijentima varijacije 5.3% za noradrenalin i 4.2% za adrenalin.

Za HPLC separaciju i kvantifikaciju kateholamina koris¢ena je aparatura koja se
sastojala od HPLC pumpe (Waters 1515, Francuska), HPLC autosamplera (Waters 270,
Francuska) i elektrohemijskog detektora (Waters 2465, Francuska). Sistem za
hromatografsko razdvajanje sastojao se od HPLC kolone za odredivanje kateholamina
u uzorcima plazme (Chromosystems, kat. br. 5000, Nemacka) i originalne mobilne faze
(0.1 M KH3PQy4, 1.5 mM Na,S,0s, 0.1 mM na-EDTA i 4% CH3OH, pH=4.7).

Svi uzorci su ubrizgavani u koli¢ini od 50 pL u brizgalicu HPLC pumpe. Protok
mobilne faze podesavan je na 1 mL/min, napon elektrohemijskog detektora na 0.55 V i
njegova osetljivost na 2 nA/V. Karakteristike metode bile su: linearnost do 10.000
ng/L, limit detekcije 15 ng/L, intra esej koeficijent varijacije manji od 11.4% i inter esej
koeficijent varijacije manji od 12.7% jednako za noradrenalin i adrenalin.
Koncentracije kateholamina u uzorcima odredivane su metodom standardne krive i
izraGunavane korii¢enjem kompjuterskog programa Empower 2 (Waters® Empower™

2 Software, 720001257EN, Waters, S.A.S., Francuska).

3.7.3. Odredivanje koncentracije serotonina HPLC metodom

Koncentracija serotonina u plazmi odredivana je nakon precipitacije proteina
upotrebom originalnog reagensa za precipitaciju. Svi kori§¢eni reagensi, ukljucujuéi i
rastvor internog standarda, kao i HPLC kolonu, sadrzani su u originalnom kitu za
odredivanje koncentracije serotonina u plazmi (Recipe, kat. br. 7000, Minhen,
Nemacka). PomeSano je 100 pL plazme, 100 pL reagensa za precipitaciju i 20 pL
rastvora N-metilserotonina, koji je sluzio kao interni standard. Nakon centrifugiranja na
3.000xg tokom 10 min, po 20 pL dobijenog supernatanta je injektovano u brizgalicu
HPLC pumpe. Za separaciju i kvantifikaciju serotonina, koriS¢ena je aparatura koja se
sastojala od: HPLC pumpe (Bio-Rad, 1350 T, SAD), HPLC autosamplera (Bio-Rad,
AS 100, SAD) i elektronemijskog detektora (Bio-Rad 1640, SAD). Protok mobilne
faze podeSavan je na 1 mL/min, napon elektrohemijskog detektora na 0.75 V i njegova

osetljivost na 20 nA/V. Koncentracije serotonina u uzorcima odredivane su metodom
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standardne krive i izraCunavane kori§¢enjem kompjuterskog programa Chrom-Line
4.20 (Bio-Rad Software, SAD). Karakteristike metode bile su: linearnost do 1.000 pg/L
i limit detekcije 0.5 pg/L. Intraesej koeficijent varijacije bio je 3%, dok je inter esej
koeficijent varijacije bio 4%.

3.8. Odredivanje koncentracije kortikosterona u plazmi sistemom
tetna hromatografija - elektrosprej jonizacija - tandem masena
spektrometrija (Liquid chromatography — Electrospraylonisation -
Tandem mass spectrometry, LC-ESI-MS/MS)

Za odredivanje koncentracije kortikosterona, koriS¢eni su uzorci plazme
eksperimentalnih zivotinja, dobijeni 1 ¢uvani na isti na¢in kao i za odredivanje

koncentracije kateholamina.

Nakon odmrzavanja i centrifugiranja uzoraka, u supernatante je dodat
deksametazon kao interni standard. Ovako pripremljeni uzorci (250 pL) su nanoSeni na
prethodno kondicionirane kolone (SPE extraction column: SOLA 10 mg/mL, Thermo
Scientific, kat. br. 60109-001, SAD) i postavljeni na vakuum. Kondicioniranje kolona
vrseno je ispiranjem sa 1 mL metanola (Sigma Aldrich Co., kat. br. 34885, SAD) a
zatim 1 sa 2 mL destilovane vode. Nakon nanoSenja, analizirani uzorci su isprani sa 2
mL destilovane vode i eluirani sa 1 mL metanola. Radni rastvori kortikosterona i
deksametazona su napravljeni rastvaranjem ovih supstanci u metanolu u koncentraciji
500 pg/mL za kortikosteron 1 10 pg/mL za deksametazon, 1 Cuvani na 4 °C.
Kalibraciona kriva sa 6 tafaka je napravljena rastvaranjem radnog rastvora
kortikosterona kako bi se dobile sledece koncentracije: 50 ng/mL, 100 ng/mL, 250
ng/mL, 500 ng/mL i 750 ng/mL i 1.000 ng/mL u plazmi bez kortikosterona
pripremljenoj po metodi Wong-a i saradnika (1994).

Za kvantifikaciju kortikosterona koriS¢ena je aparatura (Slika 14) koja se

sastojala od HPLC pumpe (Accela 3000, Thermo Scientific, SAD) povezane sa
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masenim detektorom (TQS Quantum Access Max, Thermo Scientific, SAD) u HESI

pozitivnom rezimu. Uslovi rada bili su slede¢i: za kortikosteron 346.96—121.04;
koliziona energija (CE) CE=22 V, 346.96—328.82; CE=15 V; za deksametazon
393.02—355.05; CE=10 V.

Slika 14. Aparatura za kvantifikaciju
kortikosterona u plazmi eksperimentalnih
Zivotinja. (preuzeto sa:
http://www.ultratrace.se/instrumentation/9-
equipment/9-organic-lc-ms-2.html)

Sistem za hromatografsko razdvajanje sastojao se od kolone (Xterra MS Cyg 3.5
pum, 2.1x150 mm, Waters S.A.S., kat. br. 186000408, SAD) i mobilne faze koja je
sadrzala acetonitril (Sigma Aldrich Co., kat. br. 34967, SAD) i 0.1% rastvor mravlje
kiseline u destilovanoj vodi u odnosu 1:1. Temperatura kolone je odrzavana na 30 °C,
autosamplera na 10 °C, a protok mobilne faze na 300 puL/min. Svi uzorci ubrizgavani
su u koli¢ini od 10 pL. Za maseni detektor, radni parametri su bili redom: napon spreja
4.500 V, temperature uparivaca 400 °C, pritisak noseceg i pomocénog gasa 50, odnosno
40 jedinica i kapilarna temperatura 300 °C.

3.9. Ispitivanje stepena oSte¢enja DNK limfocita periferne krvi komet
testom

U cilju ispitivanja efekta eksperimentalnih tretmana na stepen oSte¢enja DNK
limfocita periferne krvi Zivotinja, uraden je komet test, koji je jedan od najceSce

korisc¢enih testova za ispitivanje osteCenja genetickog materijala u razli¢itim tipovima
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¢elija (Collins, 2004). Ovaj in vitro test je zbog svoje jednostavnosti, osetljivosti i
brzine izvodenja postao jedna od standardnih metoda kvantifikacije lezija na DNK
materijalu, kao i odredivanja stepena osetljivosti i otpornosti celija na oSteCenja

izazvana delovanjem oksidativnih agenasa.

Eksperiment je podeljen u dva dela. U prvom delu, cilj je bio da se utvrdi da li
eksperimentalni tretmani uti¢u na ostecenja DNK materijala perifernih limfocita. Cilj
drugog dela eksperimenta je bio da se utvrdi osetljivost DNK limfocita svih
eksperimentalnih grupa na oksidativni stres koji je izazvan inkubacijom sa 1.5 mM

rastvorom vodonik peroksida in vitro u trajanju od 5 min.

Pre izvodenja komet testa, viabilnost ¢elija je ispitivana tripan-plavo metodom
(Anderson i sar., 1994). Za svaki analizirani uzorak krvi pokazana je viabilnost Celija
preko 90%. Komet test je izvoden po metodi Singh-a i saradnika (1988), uz odredene
modifikacije. MeSavina 6 pL heparinizirane pune krvi i 100 pL 0.67% rastvora agaroze
niske tacke topljenja, (eng. low melting point, LMP) LMP agaroze, (Sigma Aldrich
Co., kat. br. A9918, SAD) u fosfatnom puferu (eng. Phosphate buffered saline, PBS)
(Institut za virusologiju, vakcine i serume "Torlak", Beograd, Srbija) je pipetirana na
prethodno obeleZzene mikroskopske plocice oblozene 1% rastvorom obicne agaroze
(Sigma Aldrich Co., kat. br. A9539, SAD). Nakon postavljanja pokrovne ljuspice,
plocice su ostavljene 5 min na 4 °C da rastvor o¢vrsne. Nakon toga, pokrovne ljuspice
su pazljivo skinute i plocice su tretirane sa 60 pL PBS-a (prvi deo eksperimenta) ili sa
60 pL 1.5 mM H,0, u PBS-u (drugi deo eksperimenta) u trajanju od 5 min na 4 °C.
Nakon ispiranja PBS-om, na plocice je naneseno 100 puL 0.5% rastvora LMP agaroze u
PBS-u i ostavljeno 5 min na 4°C da o¢vrsne. Zatim su skinute pokrovne ljuspice, a
ploCice ostavljene preko noc¢i u liziraju¢em rastvoru (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA
Sigma Aldrich Co., kat. br. E6758, SAD, 10 mM Tris Sigma Aldrich Co., kat. br.
T1503, SAD, pH=10, podesen 10 M NaOH, uz dodatak ex tempore 1% Triton X-100,
Sigma Aldrich, Co., kat. br. T8532, SAD i 10% DMSO, Sigma Aldrich Co., kat. br.
41639 SAD) na 4 °C. Sutradan su plocice prebacene u sveze pripremljen hladan pufer
za elektroforezu (300 mM NaOH i 1 mM EDTA, Sigma Aldrich Co., kat br. E6758,
SAD, pH>13), a nakon 30 min izvedena je horizontalna elektroforeza na sistemu
PerfectBlue Wide Gel System Maxi ExW (Peqlab, Life Science, Nemacka) u trajanju
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od 30 min na temperaturi 4 °C i uslove 25 V i 215 mA. Nakon toga, plo¢ice su ispirane
0.4 M rastvorom Trizma® baze (Sigma Aldrich Co., kat. br. T1503, SAD, pH=7.5,
podesen sa conc. HCI) tri puta na svakih 5 min. Nakon neutralizacije, plo¢ice su bojene
rastvorom etidijum bromida (Sigma Aldrich Co., kat. br. E1385, SAD) koncentracije
20 pg/mL i, nakon 15 min, analizirane fluorescentnom mikroskopijom na uveli¢anju
100x (mikroskop Olympus BX 50, Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka,
sa zivinom lampom HBO, 100 W, 516-560 nm, Olympus, Optical Co., GmbH,
Hamburg, Nemacka) uz upotrebu softvera za obradu slike Microlmage, Ver. 4.0.
(Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Nemacka).

U odnosu na prisustvo 1 veli¢inu repa komete, analizirane su slike 100
nasumicno odabranih ¢elija (po 50 ¢elija sa svake plocice, plocice su postavljane u
duplikatu za svaki uzorak). Tokom analize, nije bilo poznato kojoj eksperimentalnoj
grupi uzorak pripada, a koriS¢en je vizuelni metod analiziranja. OStecenje DNK je
kvantifikovano koli¢cinom DNK oslobodene iz jezgra celije i prema tome komete su

klasifikovane u pet kategorija (0-4), kao $to je i prikazano na Slici 15:

Slika 15. Pet klasa oste¢enja DNK limfocita periferne krvi pacova Wistar soja u zavisnosti od

duzine repa (klase kometa): (0) neosteCene Celije; (1) Celije niskog nivoa osteCenja; (2) Celije
srednjeg nivoa ostecenja; (3) Celije visokog nivoa ostecenja i (4) maksimalno oStecene Celije.

o Neostecene celije (kategorija 0, oSteCenje manje od 5%),
o Celije niskog nivoa o3teéenja (kategorija 1, osteCenje 5-20%),
o Celije srednjeg nivoa o3teéenja (kategorija 2, ostecenje 20-40%),

o Celije visokog nivoa oste¢enja (kategorija 3, 40-95%),
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o Maksimalno osStecene celije (kategorija 4, oStecenje preko 95%).

Rezultati komet testa su prikazani kao ukupan broj ¢elija sa oste¢enjem DNK
(eng. Damaged nuclei, DN) od 100 analiziranih ¢elija po uzorku (zivotinji) (Ukupan

DN). Nakon toga, u odnosu na jacinu oSte¢enja DNK, ¢elije su grupisane u dve grupe:

o celije niskog/umerenog nivoa oste¢enja (Umereni DN),

o celije visokog/maksimalnog nivoa oste¢enja (Maksimalni DN).

Grupa ¢elija niskog/umerenog nivoa oStecenja (Umereni DN) podrazumevala je
zbir ¢elija kategorija 1 i 2, odnosno zbir ¢elija sa oSte¢enjem DNK 5-40% u odnosu na
broj neostecenih celija (kategorije 0). Sli¢no, grupa celija visokog/maksimalnog nivoa
ostecenja (Maksimalni DN) predstavljala je zbir ¢elija kategorija 3 i 4, §to je oStecenje
DNK preko 40% u odnosu na broj neosteéenih ¢elija. Celije u apoptozi su iskljuéene iz
analize prema smernicama i fotomikrografijama da Silva-e i saradnika (2000) i Singh-a
(2005). Takode, mnozenjem broja celija date kategorije DNK oSteCenja sa brojem
odgovarajuce kategorije, izracunat je Totalni skor kometa (TSK). Vrednosti skora
mogu varirati od 0 (potpuno neostecene celije) do 400 (potpuno oStecene celije)
arbitrarnih jedinica (Sopi¢ i sar., 2014). Dodatno, izracunati su i skorovi za dve grupe
DNK ostecenja, odnosno skorovi za ¢elije sa niskim stepenom oste¢enja (NOSK), kao i

za Celije sa visokim stepenom oste¢enja DNK (VOSK).

3.10. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u plazmi

eksperimentalnih Zivotinja

Kako bi se utvrdio efekat hroni¢no poviSenih vrednosti glukokortikoida i
potencijalni zaStitni efekat oksitocina na parametre oskidativnog statusa i
antioksidativne zastite eksperimentalnih Zivotinja, u uzorcima plazme odredivane su
koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) i malondialdehida (MDA), kao i

aktivnost enzima superoksid dizmutaze (SOD).

55



Materijal i metode

3.10.1. Odredivanje koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) i
malondialdehida (MDA) u plazmi

Kao markeri stepena lipidne peroksidacije i oksidativnog stresa, u plazmi
eksperimentalnih Zivotinja odredivane su koncentracije lipidnih hidroperoksida
(LOOH) i malondialdehida (MDA) spektrofotometrijskom metodom. Za analizu
koris¢eni su uzorci plazme eksperimentalnih zivotinja, dobijeni centrifugiranjem pune
krvi na 30.000xg tokom 15 min na 4°C. Uzorci plazme su ¢uvani na -80 °C do

analiziranja.

Metoda odredivanja koncentracije LOOH podrazumevala je oksidaciju Fe?*
jona u kiseloj sredini. U prisustvu ksilenol-oranza (o0-krezosulfonftalein-3,3"-
bismetilimino-bisiréetna kiselina), stvoreni Fe** jon formira kompleks (Gay i Gebicki,
2003). Intenzitet dobijene boje meren je bihromatskim merenjem na 540 nm (na kojoj
apsorbuju uzorak i eventualno prisutne interferirajuce supstance) i na 670 nm (gde
apsorbuju samo interferirajuce supstance), kako bi se efekat ovih supstanci anulirao.

Analiza je izvodena uz proces deproteinizacije perhlornom kiselinom.

U ependorf epruvete zapremine 1.5 mL dodavani su uzorci plazme (25 pL
plazme razblaZene u fizioloSkom rastvoru u odnosu 1:10) 1 180 pL 2.5 mM rastvora
ksilenol-oranza. Nakon meSanja i inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min,
dodato je 45 pL 2.5 mM rastvora Mohr-ove soli u 1.1 M rastvoru perhlorne Kiseline,
promesano 1 inkubirano jo§ 30 min na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim
centrifugirani 10 min na 10.000xg i merena je absorbanca 200 pL supernatanta. Kao
standard koriS¢en je terc-butilhidroperoksid. Za izradu standardne krive, Stok-rastvor
koncentracije 20 mM razblazivan je u fizioloskom rastvoru u rasponu koncentracija
3.125 uM — 200 uM. Absorbanca uzoraka, standarda i slepe probe odredivana je na
aparatu ELISA reader-LKB 5060-006 (SelectScience, Nemacka) koris¢enjem

adekvatnog programa.

Koncentracija malondialdehida u plazmi odredivana je metodom sa
tiobarbiturnom kiselinom (TBA) (Akman i sar., 2015). Ova metoda podrazumeva
spektrofotometrijsko odredivanje apsorpcionog maksimuma kompleksa MDA 1 ostalih

supstanci koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm.
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U staklene epruvete dodavano je po 300 pL uzoraka plazme i 600 uL rastvora
koji sadrzi 15% trihlor-siréetnu kiselinu, 0.375% tiobarbiturnu kiselinu 1 0.25 M HCI.
Uzorci su zatim promesSani i inkubirani u vodenom kupatilu na 100 °C tokom 5 min.
Nakon hladenja na ledu, uzorci su centrifugirani na 10.000xg 10 min na 4 °C i
supernatant je koriS¢en za odredivanje koncentracije MDA. Za izracunavanje
koncentracije MDA koris¢en je metod standardne krive, za koju su standardni rastvori
koncentracija 1-10 pmol/L napravljeni od osnovnog standarda MDA koncentracije 1

mmol/L.

3.10.2. Odredivanje aktivnosti superoksid-dizmutaze (SOD)

Aktivnost enzima SOD u plazmi odredivana je po originalnoj metodi Misra-e i
Fridovich-a (1972), uz odredene modifikacije. Ova metoda je zasnovana na sposobnosti
SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na pH=10.2, koja
je inicirana prisustvom teSkih metala u tragovima kao necistoéa u reagensima.
Aktivnost enzima izrazena je u relativnim jedinicama, dobijenim merenjem apsorbance
nastalog proizvoda oksidacije adrenalina crvene boje na 480 nm bez prisustva SOD
(kontrola) i u prisustvu SOD (analizirani uzorci), kao procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina. Relativna jedinica aktivnosti SOD je definisana kao ona aktivnost koja

dovodi do inhibicije autooksidacije adrenalina od 50%.

U kivete je pipetirano 10 pL uzorka, 690 pL karbonatnog pufera koncentracije
0.05 mmol/L, pH=10.4, kome je dodat rastvor 1 mmol/L EDTA. Kontrolna kiveta je
sadrzala samo rastvor pufera. Zatim je u smeSu dodavano 50 pL 10 mmol/L rastvora
adrenalina u 20 mmol/L HCI. Nakon meSanja, kivete su ostavljene na tamnom mestu na
sobnoj temperaturi tokom 3 min, a zatim je oCitavana apsorbanca na svaki minut u toku
naredna 3 minuta. Za odredivanje aktivnosti SOD izabrana je koncentracija adrenalina
(pocinje se od koncentracije 10 mmol/L) koja ¢e u kontroli dati promenu apsorbance u
minuti od 0.025 nm jer je utvrdeno da pri toj koncentraciji SOD postize najvisi
procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. Analiza je izvodena na aparatu ILAB

300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy).
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3.11. Imunohistohemijska analiza ekspresije Ki-67 1 BDNF u

neuronima hipokamusa

Za obelezavanje celija koje ispoljavaju proteine BDNF i Ki-67 primenjena su
imunohistohemijska bojenja (Slike 16 i 17). Nakon Zrtvovanja, mozdano tkivo je
stavljano u fiksativ, dehidratisano i kalupljeno u parafinu. Preseci su dobijeni serijskim
seCenjem preparata na kriokatu Leica Cryocut 1800 Cryostat (Leica, Nemacka). U ovoj
analizi koriS¢eni su parafinski koronalni preseci mozga sa celim rostrokaudalnim

regionom hipokampusa, debljine 5 um i medusobno udaljeni 200 pum.

Tkivni preseci su prvo deparafinisani u seriji ksilola, a zatim hidratisani u seriji
alkohola opadajuce koncentracije (100%, 96%, 70%). Nakon toga, plocice sa presecima
su isprane u destilovanoj vodi. Nakon ispiranja, demaskiranje antigena za BDNF i Ki-
67 je vreno inkubacijom u citratnom puferu (pH=6.0) u mikrotalasnoj pecnici (700 W)
tokom 21 min. Zatim su preseci hladeni pod vodom i ispirani u PBS-u (pH=7.4) tri puta
u trajanju od 5 min i svaki slede¢i korak pracen je ispiranjem preparata u PBS-u.
Aktivnost endogenih peroksidaza je blokirana tretiranjem 3% rastvorom H,O, tokom
10 min, nakon €ega su preseci inkubirani u vlaznoj komori sa serum blokom a potom i
sa odgovarajuéim primarnim antitelom preko noc¢i. Sva kori§¢ena primarna antitela

prikazana su u Tabeli VI.

Setenje i postavijanje na
Parafinski s mikroskopske plocice

i
Sprovodenjei _, Preparat ; ‘\ - tﬁ
kaluplienje il . . o

[munohistohemijsko Pozitivne éelije braon
bojenje boje

W e

g’ 4
e k :
P

Uzorak tkiva
Preparat analizitanog tkiva

Slika 16. Sematski prikaz koraka u izvodenju imunohistohemijske analize: Nakon Zrtvovanja
eksperimentalnih zivotinja i uzimanja uzoraka, vr$i se dehidratacija tkiva i kalupljenje u
parafin. Zatim se preparati seku 1 postavljaju na mikroskopske plo¢ice. Nakon
imunohistohemijske analize, dobijeni preparati se analiziraju pod mikroskopom. (preuzeto sa:
http://www.abnova.com/support/resources.asp?switchfunctionid=%7BF4AA1C9B-9EA1-4669-
B9C2-305BDFB08F89%7D)
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Tabela VI. Karakteristike i razblazenja primarnih antitela koris¢enih za imunohistohemijska
bojenja.

Antitelo Proizvoda¢  Kat. Br. Karakteristike RazblaZenje

) Primarno zecje
Anti-BDNF Abcam, UK ab72439 ] ] 1:1300
poliklonalno antitelo

o Primarno zecje
Anti-Ki-67 Abcam, UK  ab15580 ) ) 1:3500
poliklonalno antitelo

Sutradan, nakon ispiranja, preparati su inkubirani sa univerzalnim
biotinizovanim sekundarnim antitelom a zatim i sa streptavidin konjugovanom
peroksidazom rena (HRP) na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori u trajanju od 1 h za
svaku inkubaciju. Vizualizacija je vrSena inkubacijom sa hromogenom 3,3'-
diaminobenzidinom (DAB, Peroxidase Detection System, kat. br. RE 7120-K,
Novocastra, Velika Britanija) na sobnoj temperatuti u trajanju od 1-10 min. Na kraju,
preparati su kontrastirani Mayer-ovim hematoksilinom (Sigma Aldrich Co., kat. br.
MHS1, SAD), dehidratisani u seriji alkohola rastu¢e koncentracije i ksilola, nakon ¢ega
je preko preparata postavljana pokrovna ljuspica uz koriS¢enje medijuma DPX
Mountant for histology (Sigma Aldrich Co., kat. br. 06522, SAD). Svi potrebni
reagensi za imunohistohemijsku detekciju BDNF i Ki-67 sadrzani su u komercijalnom

kitu Peroxidase Detection System, kat. br. RE 7120-K, Novocastra, Velika Britanija.

Precipitat braon

boje —
DAB F J
" 4 «{ P
. HRP-polimer ) gsg,ﬂ
Sekundarno A
antitelo Jk
Primarno
Analizirano antitelo Pozitivne, obojene celije i strukture su pod mikroskopom
tldvo Antigen  cu P braon boje

Slika 17. llustracija mehanizma detekcije prilikom izvodenja imunohistohemijskog bojenja.
(preuzeto sa: http://www.proteinatlas.org/learn/method/immunohistochemistry)

Dobijeni preparati analizirani su pod svetlosnim mikroskopom Olympus BX 50
(Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka) koji je opremljen digitalnom
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kamerom (SonyPower HAD 3CCD, Tokijo, Japan), uz koris¢enje kompjuterskog
programa za obradu slike Microlmage, Ver. 4.0. (Olympus Optical Co. GmbH,
Hamburg, Nemacka). Imunoreaktivne Celije kvantifikovane su pod uvelicanjem 400x
na Sest iseCaka mozdanog tkiva svake eksperimentalne zivotinje. Broj BDNF pozitivnih
¢elija odredivan je u subgranularnom sloju dentatnog girusa (DG), CA1 1 CA2+CA3
regionima hipokampusa na deset slucajno postavljenih vidnih polja po svakom
navedenom regionu i izraZen po mm?®. Za odredivanje Ki-67 imunorekativnih éelija,
brojane su celije u Citavom subgranularnom sloju dentatnog girusa i izrazene po

povrsini vidnog polja (0.07 mm?).

3.12. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati su obradeni primenom odgovarajucih statistickih testova.
Ispitivanje raspodele podataka i slaganje sa Gauss-ovom raspodelom procenjeno je
primenom Shapiro-Wilkov testa. Ukoliko su ispitivani parametri odstupali od normalne
raspodele, primenjivana je logaritamska transformacija, pa su za dalju proveru
statistiCki znaCajnih razlika koriS¢eni parametarski testovi za ispitivanje statisticki
znaCajne razlike izmedu dve grupe (Studentov t-test) i viSe grupa podataka
(jednofaktorska i dvofaktorska ANOVA).

Studentov t-test kori$éen je za:

o Utvrdivanje razlike izmedu srednjih vrednosti koncentracija hormona kao i
parametara ponasSanja izmedu kontrolnih grupa 1 akutnih/ili subhroni¢nih
tretmana oksitocinom u prvoj eksperimentalnoj fazi,

o Poredenje koncentracija hormona u plazmi pre i posle akutnog stresa unutar
svake eksperimentalne grupe u drugoj eksperimentalnoj fazi,

o Analiziranje razlika u stepenu bazalnog i o$te¢nja DNK limfocita periferne krvi
nakon in vitro tretmana sa H,O, unutar svake eksperimentalne grupe u drugoj

eksperimentalnoj fazi.
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Jednofaktorska ANOVA koris¢ena je za:

o Analizu rezultata druge 1 tree eksperimentalne faze i1 utvrdivanje razlike

dobijenih srednjih vrednosti izmedu eksperimentalnih grupa.
Dvoftaktorska ANOVA koris¢ena je za:

o Analizu razlika u stepenu oSteCenja DNK limfocita periferne krvi izmedu
razli¢itih eksperimentalnih grupa u drugoj eksperimentalnoj fazi sa tretmanima

(CORT, OXY i CORT+OXY) i prisustvom H,0, kao fiksnim faktorima.

Prilikom primene ANOVA testova, za viSestruka poredenja koriscen je
Bonferroni post hoc test. Statisticki znacajnom smatrana je vrednost p<0.05. Svi
rezultati izraZeni su kao srednja vrednost + standardna greSka (SEM). Za statisti¢ku
obradu podataka kori$éeni su programi PASW Statistics, verzija 18 (Cikago, SAD) i
GraphPad Prism, verzija 5.0 (San Dijego, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na

ponasanje i nivo hormona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Tokom analize rezultata prve eksperimentalne faze ove doktorske disertacije,
utvrdeno je da aplikacija manje doze oksitocina (0.25 1U/400 pL), bilo akutno ili
subhroni¢no, nije dovela do znacajnih promena u ponasanju, niti u koncentracijama

pracenih hormona nadbubrega u plazmi eksperimentalnih Zivotinja.

4.1.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje Wistar

pacova

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

Kako bi se ispitala eksplorativna aktivnost Zivotinja, izvoden je test otvorenog
polja. Dobijeni rezultati su pokazali da akutni tretman ve¢om dozom oksitocina (10
IU/400 pL) ne dovodi do zna¢ajnih promena u ponaSanju eksperimentalnih zivotinja
u testu otvorenog polja (Slika 18). S druge strane, aplikacija ove doze oksitocina
tokom 14 dana dovela je do znac¢ajnog smanjenja vremena koje su Zivotinje provodile
u imobilnom polozaju u poredenju sa zivotinjama odgovarajuc¢e kontrolne grupe

(p=0.001).
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Slika 18. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom (10 1U/400 pL) na
ponasanje Zivotinja u testu otvorenog polja (OFT). Ukupni predeni put (m) (A) i ukupno
vreme imobilnosti (s) (B) odraslih muzjaka pacova Wistar soja koji su primili fizioloSki
rastvor s.c. 30 min pre bihejvioralnog testiranja (Kontrola 1) ili tokom 14 dana (Kontrola 2) i
oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. 30 min pre bihejvioralnog testiranja (Akutni OXY) ili tokom
14 dana (Subhroni¢ni OXY). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0.01.

4.1.1.2. Ponasanje Zivotinja u uzdignutom plus lavirintu (eng. Elevated plus maze,
EPM)

Kako bi se ispitao potencijalni anksioliticki efekat oksitocina, izvoden je

uzdignuti plus lavirint (EPM), a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 19.

Akutni tretman oksitocinom (10 1U/400 pL) doveo je do znacajnog povecanja
vremena koje su Zivotinje provodile u otvorenim kracima EPM lavirinta izraZzenog u
procentima (p<0.001), kao 1 broja ulazaka Zivotinja u ove krake, takode izrazenog u
procentima (p<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu. Subhroni¢ni tretman oksitocinom
takode je ublaZio anksioznost eksperimentalnih Zivotinja, Sto se moglo uociti kao
povecanje procenta broja ulazaka Zivotinja u otvorene krake uzdignutog plus lavirinta
(p<0.05) u odnosu na zivotinje kontrolne grupe tretirane fizioloSkim rastvorom tokom

14 dana.
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Slika 19. Uticaj akutnog i subhroniénog tretmana oksitocinom (10 IU/400 pL) na
ponasanje Zivotinja u uzdignutom plus lavirintu (EPM). Vreme provedeno u otvorenim
kracima (%) (A) i broj ulazaka u otvorene krake (%) (B) uzdignutog plus lavirinta odraslih
muzjaka pacova Wistar soja koji su primili fizioloski rastvor s.c. 30 min pre bihejvioralnog
testiranja (Kontrola 1) ili tokom 14 dana (Kontrola 2) i oksitocinom 10 1U/400 uL s.c. 30 min
pre bihejvioralnog testiranja (Akutni OXY) ili tokom 14 dana (Subhroni¢ni OXY). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ S.E.M. ***p<0.001; **p<0.01, *p<0.05.

4.1.1.3. Ponasanje Zivotinja u testu forsiranog plivanja (eng. Forced swim test,
FST)
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Slika 20. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom (10 1U/400 uL) na
ponasanje Zivotinja u testu forsiranog plivanja (FST). Vreme do prve imobilne epizode
(latentno vreme) (s) (A) i vreme provedeno u imobilnom polozaju (s) (B) odraslih muzjaka
pacova Wistar soja koji su primili fizioloski rastvor s.c. 30 min pre bihejvioralnog testiranja
(Kontrola 1) ili tokom 14 dana (Kontrola 2) i oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. 30 min pre
bihejvioralnog testiranja (Akutni OXY) ili tokom 14 dana (Subhroni¢ni OXY). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0.01, *p<0.05.
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Kao $to je prikazano na Slici 20, akutni tretman oksitocinom u dozi 101U/400
ML doveo je do znaCajnog smanjenja vremena koje su zivotinje provele u imobilnom
polozaju (p<0.01) u poredenju sa kontrolnom grupom Kkoja je primila fizioloski
rastvor. Takode, subhroni¢ni tretman oksitocinom u istoj dozi znacajno je produzio
vreme do prve imobilne epizode (latentno vreme) (p<0.05) u poredenju sa
odgovaraju¢om kontrolom, ukazujué¢i na postojanje antidepresivnog potencijala ovog

neuropeptida.

4.1.2. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo biogenih

amina u plazmi

Kako bi se ispitao uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom,
odredivane su koncentracije biogenih amina (adrenalina, noradrenalina i serotonina) u

plazmi eksperimentalnih Zivotinja.

4.1.2.1. Koncentracija adrenalina u plazmi
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Slika 21. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom (10 IU/400 pL) na
koncentraciju adrenalina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Odrasli muzjaci pacova
Wistar soja koji su primili jednokratno fizioloski rastvor s.c. (Kontrola 1) ili tokom 14 dana
(Kontrola 2) i oksitocin jednokratno 10 1U/400 pL s.c. (Akutni OXY) ili tokom 14 dana
(Subhroni¢ni OXY). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. ***p<0.001,
**p<0.01.
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Kao $to se moze videti na Slici 21, tretman zivotinja ve¢tom dozom oksitocina
(10 TU/400 pL), bilo akutno ili subhroni¢no, doveo je do znacajnih promena
koncentracija adrenalina u plazmi. Tac¢nije, naknon aplikacije oksitocina, doslo je do
povecanja koncentracije adrenalina u plazmi (p<0.001 za Akutni i p<0.01 za

Subhronic¢ni tretman) u poredenju sa Zivotinjama odgovarajuce kontrolne grupe.

4.1.2.2. Koncentracija noradrenalina u plazmi

7000 -+
6000 -

5000 - I

(pmol/L)

3000 -

2000 -

1000 +

Koncentracija noradrenalina

Kontrola 1 Akutni OXY Kontrola2 Subhronicéni OXY

Slika 22. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom (10 1U/400 pL) na
koncentraciju noradrenalina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Odrasli muzjaci pacova
Wistar soja koji su primili jednokratno fizioloski rastvor s.c. (Kontrola 1) ili tokom 14 dana
(Kontrola 2) i oksitocin jednokratno 10 1U/400 pL s.c. (Akutni OXY) ili tokom 14 dana
(Subhroni¢ni OXY). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0.01.

Administracija oksitocina tokom 14 dana (10 1U/400 pL, s.c.) dovela je do
znafajnog smanjenja koncentracije noradrenalina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja
(p<0.01) u poredenju sa kontrolnom grupom. S druge strane, akutna administracija iste
doze oksitocina nije imala uticaja na koncentraciju navedenog hormona u plazmi, u

poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom (Slika 22).
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4.1.2.3. Koncentracija serotonina u plazmi
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Slika 23. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom (10 IU/400 pL) na
koncentraciju serotonina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Odrasli muzjaci pacova
Wistar soja koji su primili jednokratno fizioloski rastvor s.c. (Kontrola 1) ili tokom 14 dana
(Kontrola 2) i oksitocin jednokratno 10 1U/400 pL s.c. (Akutni OXY) ili tokom 14 dana
(Subhroni¢ni OXY). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. ***p<0.001

Rezultati prve faze ove doktorske disertacije ukazuju na generalni stimulatorni
efekat oksitocina na nivo serotonina, tako da je i nakon akutnog i nakon subhroni¢nog
tretmana oksitocinom (10 IU/400 pL) doslo do znacajnog povecanja koncentracije
ovog biogenog amina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja (p<0.001 za Akutni i

p<0.001 za Subhronic¢ni tretman), u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom
(Slika 23).

4.2. Uticaj subhroni¢nog tretmana oksitocinom u kortikosteronom-

indukovanom modelu hroni¢nog stresa i depresije

Kako su rezultati prve eksperimentalne faze ove doktorske disertacije pokazali
da su efekti subhroni¢nog tretmana oksitocinom intenzivniji od efekata akutnog
tretmana 1 da se ispoljavaju u sva tri izvodena testa ponasSanja, u daljem
eksperimentalnom radu opredelili smo se za subhroni¢ni tretman oksitocinom u dozi
10 1U/400 pL (14 dana, s.c.).
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4.2.1. Uticaj tretmana na promenu telesne mase i unos hrane i vode

eksperimentalnih Zivotinja

Redukovano povecéanje telesne mase eksperimentalnih zivotinja ustanovljeno je
kao potvrda efikasnosti ponavljanog ili hroni¢nog tretmana glukokortikoidima (Conrad
i sar., 2007; Gourley i Taylor, 2009), te je stoga, tokom trajanja eksperimenta, praceno

povecanje telesne mase, kao 1 unos hrane i vode muzjaka Wistar pacova.

4.2.1.1. Promena telesne mase

Tokom tronedeljnog tretmana kortikosteronom, u grupama koje su primale
samo kortikosteron (CORT), odnosno kortikosteron i oksitocin (CORT+OXY) porast
telesne mase bio je znacajno manji u poredenju sa Zivotinjama kontrolne i grupe
tretirane samo oksitocinom (OXY) (Slika 24). Tretman oksitocinom nije uticao na
porast telesne mase zivotinja, tako da izmedu kontrolne i OXY grupe nije pokazana
statisticki znac€ajna razlika u ovom parametru tokom ¢itavog eksperimenta. Prosecan
porast telesne mase od 1. do 21. eksperimentalnog dana iznosio je za Zivotinje
kontrolne grupe 131.2 g £ 6.3 g, a za zivotinje OXY grupe 139.5 + 9.6 g, dok su pacovi
hroni¢no tretirani kortikosteronom imali znaajno manji porast telesne mase: prosecno
57.5 + 6.1 g za CORT, odnosno 85.5 + 4.6 g za CORT+OXY grupu nakon tri nedelje
tretmana (Slika 24, dan 21).

Pocev od tre¢eg eksperimentalnog dana, pa sve do kraja eksperimenta, tretman
kortikosteronom doveo je do znacajno manjeg porasta telesne mase eksperimentalnih
zivotinja (p<0.001 za 3., 7., 14. i 21. dan eksperimenta za CORT i CORT+OXY
grupu). Aplikacija oksitocina tokom 14 dana umanjila je negativan uticaj
kortikosterona na promene telesne mase u CORT+OXY grupi u odnosu na CORT
grupu, tako da je porast mase zivotinja bio statisticki znacajno ve¢i u CORT+OXY
grupi u odnosu na CORT grupu (p<0.01 za 14. i 21. dan eksperimenta). Medutim,
porast telesne mase zivotinja CORT+OXY grupe i dalje je bio zna¢ajno manji u odnosu

na zivotinje kontrolne grupe (p<0.001 za 14. i 21. dan eksperimenta).
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Slika 24. Uticaj tretmana na porast telesne mase (g) eksperimentalnih Zivotinja. Porast
telesne mase (g) odraslih muZjaka pacova Wistar soja tokom trajanja eksperimenta. Zivotinje su
tretirane rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os
tokom 21 dana (CORT), oksitocinom 10 1U/400 uL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta
(OXY) i kombinacijom dva hormona (CORT+OXY). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + S.E.M. ***p<0.001 u poredenju sa kontrolnom grupom, * “p<0.01 u poredenju sa
CORT grupom.

4.2.1.2. Unos hrane i vode

Kako je pokazano da eksperimentalni tretmani znacajno utiCu na porast telesne
mase zivotinja, apsolutni unos hrane i vode nije bilo moguce porediti. Iz tog razloga su
ove vrednosti korigovane u odnosu na telesnu masu eksperimentalnih Zivotinja i
prikazane su na Slici 25. S obzirom da su tokom eksperimenta zivotinje grupno
¢uvane, unos hrane i vode odredivan je po kavezu. Korekcija je izvrSena tako S§to je
ukupan unos hrane odnosno vode (g) za dati eksperimentalni dan (Dan 1, Dan 7, Dan
14 1 Dan 21) i odreden kavez, podeljen srednjom vredno$¢u telesne mase zZivotinja (g)

iz tog kaveza konkretnog eksperimentalnog dana.
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Slika 25. Uticaj eksperimentalnih tretmana na unos hrane i vode eksperimentalnih
zivotinja korigovan prema telesnoj masi. Unos hrane korigovan u odnosu na telesnu masu
(A) 1 unos vode korigovan u odnosu na telesnu masu (B) odraslih muZzjaka pacova Wistar soja
tokom trajanja eksperimenta. Zivotinje su tretirane rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80°)
(Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os tokom 21 dana (CORT), oksitocinom 10 1U/400
pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Korekcija je
izvrSena tako $to je ukupan unos hrane odnosno vode (g) za dati eksperimentalni dan (Dan 1,
Dan 7, Dan 14 i Dan 21) i odreden kavez, podeljen srednjom vrednosti telesne mase zivotinja
(9) iz tog kaveza. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. *p<0.05 u poredenju sa
kontrolnom grupom, **p<0.01 u poredenju sa CORT grupom.

Korigovani unos hrane Zivotinja tretiranih kortikosteronom i kontrolnih
zivotinja nije se znacajno razlikovao tokom Citavog trajanja eksperimenta. S druge
strane, pocev od 14. dana eksperimenta, obe grupe zivotinja koje su primale oksitocin

su unosile manje hrane u odnosu na odgovarajucu kontrolu (p<0.05 za 14. i 21. dan za
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OXY grupu u poredenju sa kontrolom; p<0.01 za 14. dan i p<0.05 za 21. dan
eksperimenta za CORT+OXY grupu u poredenju sa CORT grupom).

Jednofaktorska ANOVA nije pokazala statisticki znacajnu razliku u unosu vode
izmedu eksperimentalnih grupa, $to moze da ukaze na to da tretmani kortikosteronom

1/ili oksitocinom nisu imali uticaja na unos te¢nosti.

4.2.2. Uticaj tretmana na ponasanje eksperimentalnih Zivotinja

Cilj izvodenja testova ponaSanja bio je da se ispita eventualna povecana
anksioznost, kao i ponaSanje zivotinja koje moze biti povezano sa depresivhom
simptomatologijom. U tu svrhu koriS¢ena je baterija testova ponaSanja, koja je
podrazumevala izvodenje testova slede¢im redosledom: test otvorenog polja (OFT),
uzdignuti plus lavirint (EPM) i test forsiranog plivanja (FST). Vremenski period
izmedu izvodenja testova bio je 24 Casa. Testovi su izvodeni takvim redosledom da je
prvo izvoden test koji predstavlja najmanji izvor stresa za eksperimentalne Zivotinje,
dok je za kraj ostavljan test forsiranog plivanja kao najvise stresan, sa ciljem da se
izbegne uticaj izvodenog testa na ponasanje Zivotinja tokom testiranja u sledeem testu

ponasanja.

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

Hroni¢ni tretman Kkortikosteronom doveo je do poveéane anksioznosti
eksperimentalnih Zivotinja, $to se u testu otvorenog polja zapaza kao statisticki
znacajno smanjenje vremena koje su zivotinje CORT grupe provele u centralnoj zoni
OF arene u poredenju sa kontrolnom (p<0.05) i grupom zivotinja tretiranom samo
oksitocinom (p<0.05) (Slika 26A). Takode, kao Sto je prikazano na Slici 26B, Zivotinje
hroni¢no tretirane kortikosteronom su znacajno viSe vremena provele u stanju
imobilnosti u poredenju sa svim ostalim eksperimentalnim grupama (p<0.01 u odnosu

na kontrolu; p<0.001 u odnosu na OXY i p<0.05 u odnosu na CORT+OXY grupu).
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Aplikacija oksitocina uz tronedeljni tretman kortikosteronom znacajno je
smanjila ukupno vreme koje su zivotinje provele u stanju imobilnosti u poredenju sa
grupom zivotinja tretiranom samo kortikosteronom (p<0.05) (Slika 26B), tako da se
ovaj parametar kod CORT+OXY grupe prakticno nije razlikovao od vrednosti
zabelezenih kod kontrolne grupe zivotinja. S druge strane, tretman oksitocinom uz
administraciju kortikosterona, uprkos visestruko produzenog vremena provedenog u
centralnoj zoni OF arene, nije doveo do statisticki znaajne razlike izmedu
CORT+OXY i CORT grupa (Slika 26A).
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Slika 26. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponasanje Zivotinja u testu otvorenog polja
(OFT). Procenat vremena provedenog u centralnoj zoni OF arene (A), ukupno vreme
imobilnosti (B) i prikaz reprezentativnih rezultata putanja kretanja zivotinja iz svake
eksperimentalne grupe zabeleZenih koris¢enjem AnyMaze® softvera (C) odraslih muzjaka
pacova Wistar soja tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
kortikosteronom 100 mg/L per os tokom 21 dana (CORT), oksitocinom 10 1U/400 uL s.c.
poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. OFT je izvoden 19.
dana eksperimenta u trajanju od 10 min. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.
***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05.
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4.2.2.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM)

Na Slici 27 prikazani su rezultati testiranja pacova u uzdignutom plus lavirintu.
Iako je tronedeljni tretman kortikosteronom doveo do drasticnog smanjenja procenta
vremena koje su Zzivotinje provodile u otvorenim kracima (za 95.6% u odnosu na
vrednosti kontrolne grupe, Slika 27A), kao i procenta ulazaka zivotinja u otvorene
krake (za 79.6% u odnosu na kontrolnu grupu, Slika 27B), nije utvrdena statistic¢ki
znacajna razlika u ovom parametru izmedu grupa, verovatno zbog velike varijabilnosti

odgovora zivotinja unutar grupa.
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Slika 27. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponaSanje Zivotinja u uzdignutom plus
lavirintu (EPM). Procenat vremena provedenog u otvorenim kracima EPM arene (A), procenat
ulazaka u otvorene krake (B) i prikaz reprezentativnih rezultata putanja kretanja zivotinja iz
svake eksperimentalne grupe zabeleZenih koris¢enjem AnyMaze® softvera (C) odraslih
muZjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
kortikosteronom 100 mg/L per os tokom 21 dana (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c.
poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. EPM je izvoden 20.
dana eksperimenta u trajanju od 5 min. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

e

Sli¢no, aplikacija oksitocina nije pokazala statisticki znacajan efekat na

ponaSanje Zivotinja hroni¢no izloZenih visokim nivoima kortikosterona u EPM testu.
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Medutim, zivotinje CORT+OXY grupe su, u poredenju sa CORT grupom zivotinja,
16.9 puta viSe vremena provodile u otvorenim kracima EPM arene (izrazeno u
procentima, Slika 27A). Takode, kod ove grupe zivotinja je i procenat ulazaka u
otvorene krake bio 2.95 puta veci u odnosu na CORT grupu (Slika 27B).

4.2.2.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST)
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Slika 28. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponaSanje Zivotinja u testu forsiranog
plivanja (FST). Vreme provedeno u stanju imobilnosti (A) i vreme od pocetka FST testa do
prve epizode imobilnosti (latentno vreme) (B) odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih
rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os tokom 21
dana (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i
kombinacijom CORT+OXY. Protokol FST testa podrazumevao je trening od 15 min 20. dana i
test od 5 min 21. dana eksperimenta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

Analizom FST testa, u trajanju od 5 min, izvodenog 21. eksperimentalnog dana,
pokazano je da tretman kortikosteronom kod Zivotinja dovodi do pojave ponasanja koje
se moze povezati sa depresivnom simptomatologijom (Slika 28). Tacnije, Zivotinje
CORT grupe provodile su znacajno vise vremena u imobilnom polozaju (Slika 28A) u
poredenju sa kontrolnom (p<0.05) i CORT+OXY grupom (p<0.01). Takode, kod ovih
zivotinja je zabeleZeno znacajno krace latentno vreme (Slika 28B) u poredenju sa
kontrolnim (p<0.05) i zivotinjama CORT+OXY grupe (p<0.001). Latentno vreme ili
period predstavlja vreme od pocetka testa do prve epizode imobilnosti eksperimentalne

zivotinje 1 u obrnutoj je korelaciji sa depresivnim ponaSanjem.
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Tretman oksitocinom poslednje dve nedelje per os administracije kortikosterona
uspeo je da umanji promene u ponasSanju Zzivotinja izazvane visokim nivoima
kortikosterona, tako da su u poredenju sa CORT grupom i vreme imobilnosti (Slika
28A) i latentno vreme (Slika 28B) bili znacajno kra¢i u CORT+OXY grupi (p<0.01 i
p<0.001).

4.2.3. Uticaj tretmana na strukturu i funkciju nadbubrezne Zlezde
eksperimentalnih Zivotinja

Apsolutna masa leve nadbubrezne Zlezde i morfometrijski parametri korteksa

nadbubrezZne Zlezde eksperimentalnih zivotinja prikazani su u Tabeli VII.

Tabela VII. Uticaj hroni¢nog tretmana kortikosteronom, oksitocinom ili njihovom
kombinacijom na masu i morfometrijske parametre nadbubrezne Zlezde pacova Wistar soja.

Kontrola CORT OXY CORT+OXY

Apsolutna masa leve
nadbubrezne Zlezde 31.0£12 123+0477@9 294408 166+1377@ O

(mg)

Povrsina korteksa ~ 4.80£0.27 2154014 *9 520£023 315026 %
*(b)

Zona glomeruloza

Povrina (mm®) 0.74 +0.03 0.71+0.05 0.81+0.03 0.79 +0.05

Zona fascikulata

Povriina (mm?) 248+0.10 0824004 @9 233+011 1234014 @
*(b)

Zona reticularis

Povrsina (mm?) 1.81+0.16 0.68+0.13 ©% 204+0.13 0.86+0.09 @9

Zivotinje su tretirane rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80°) (Kontrola), kortikosteronom 100
mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta
(OXY) i kombinacijom CORT+OXY. *Sve povriine se odnose na ekvatorijalne preseke Zlezde.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ S.E.M. ***p<0.001, *p<0.05 u poredenju sa (a)
Kontrolom, (b) CORT i (c) OXY grupom.
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4.2.3.1. Apsolutna masa i morfometrijska analiza nadbubreZne Zlezde

Kod grupe pacova tretirane kortikosteronom tokom 21. dana, apsolutna masa
leve nadbubrezne zlezde bila je vidno i statisticki zna¢ajno manja u poredenju sa
kontrolnom grupom (60%, p<0.001) i OXY grupom (49%, p<0.001). Dvonedeljna s.c.
aplikacija oksitocina nije imala uticaja na masu zlezde, ali u kombinaciji sa
kortikosteronom, isti tretman oksitocinom je doveo do povecanja mase nadbubrega za
35% (p<0.05) u odnosu na grupu koja je primala samo kortikosteron. Uprkos toga,
masa nadbubrezne zlezde CORT+OXY zivotinja ipak je bila znacajno manja od mase

nadbubrezne zlezde kontrolnih Zivotinja (p<0.001).

Rezultati morfometrijske analize ekvatorijalnih preseka nadbubrega prikazani
su u Tabeli VII i na Slikama 30B i 30C, dok su fotomikrografije preseka zlezde
prikazane na Slikama 29 i 30A.

Slika 29. Histoloska analiza nadbubrezne Zlezde pacova Wistar soja. Fotomikrografije
ekvatorijalnih preseka nadbubrega odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaracem
(2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT),
oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom
CORT+OXY slikane na uvelicanju 40x. Preseci su bojeni hematoksilinom i eozinom.
Isprekidane linije ukazuju na granice izmedu tri kortikalne zone i srzi. Crna linija sa strelicama
pokazuje dijametar korteksa. Skracenice: M, medula; ZG, zona glomeruloza; ZF, zona
fascikulata; ZR, zona retikularis.
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Tretman kortikosteronom sam, kao i u kombinaciji sa oksitocinom, znacajno je
redukovao povrSinu korteksa nadbubrezne zlezde (p<0.001 i p<0.001 za CORT i
CORT+OXY grupe) u poredenju sa kontrolom (Tabela VII). Tretman oksitocinom je
delimi¢no umanjio efekte hroni¢no povisenih nivoa kortikosterona: u poredenju sa
CORT grupom, pokazano je znacajno povecanje povrsine korteksa (p<0.05) kod
CORT+OXY grupe. PovrSina srzi nadbubrezne zlezde bila je takode statisticki
znacajno smanjena kod pacova tretiranih kortikosteronom (p<0.05) u poredenju sa
kontrolnim Zzivotinjama, dok je kod CORT+OXY grupe primeéen trend u povecanju
povrSine ovog regiona nadbubrezne zlezde (p=0.065) u poredenju sa CORT grupom
(Slika 30B).
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Slika 30. Uticaj eksperimentalnih tretmana na strukturu medule (M) nadbubreZne Zlezde.
Fotomikrografije srzi nadbubrezne zlezde slikane na uvelicanju 40x (A), povrSina srzi (B) i
povrsina krvnih sudova u srzi nadbubrezne Zlezde (C) odraslih muzjaka pacova Wistar soja
tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os
21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i
kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. ***p<0.001,
*p<0.05. Isprekidane linije ukazuju na granice izmedu srzi i korteksa, strelice pokazuju na
krvne sudove u srzi.
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Detaljnom svetlosnom mikroskopijom kore nadbubrezne zlezde, uocene Ssu
slede¢e promene pojedinih Kkortikalnih zona nakon eksperimentalnih tretmana i

prikazane u Tabeli VII.

Hroni¢ni tretman kortikosteronom znacajno je smanjio povrSinu zone
fascikulate (p<0.001 za CORT i p<0.001 za CORT+OXY grupu) u poredenju sa
kontrolom. Sli¢no, pokazano je da je povrSina zone retikularis zna¢ajno manja nakon
tretmana kortikosteronom (p<0.001 za CORT i p<0.001 za CORT+OXY grupu) u
poredenju sa kontrolnim zivotinjama. S druge strane, eksperimentalni tretmani nisu
imali uticaja na povrsinu zone glomeruloze. Sam tretman oksitocinom nije promenio
povrSinu kortikalnih zona, ali je uz administraciju kortikosterona znac¢ajno povecao
povrsinu zone fascikulate (p<<0.05) u poredenju sa CORT grupom. Medutim, povrSina
zone fascikulate CORT+OXY grupe i dalje je bila znaajno manja u poredenju sa

kontrolnom grupom zivotinja (p<0.05).

4.2.3.2. Svetlosna mikroskopija krvnih sudova srzi nadbubreZne Zlezde

Analizom ekvatorijalnih preseka nadbubrega primeceno je da tretman
oksitocinom znacéajno uti¢e na povrsinu krvnih sudova u srzi zlezde, bez obzira na
dodatni hroni¢ni tretman kortikosteronom (Slika 30C). Znacajno povecanje povrsine
krvnih sudova u srzi uoceno je i kod OXY i kod CORT+OXY grupe (p<0.001 i
p<0.001, redom) u poredenju sa kontrolom, kao i sa CORT grupom (p<0.001 za OXY i
p<0.05 za CORT+OXY grupu). S druge strane, hroni¢ni tretman kortikosteronom nije

imao efekta na vaskulaturu srzi nadbubrezne Zlezde.

4.2.3.3. Ekspresija gena Slc6a2 i Slc18a2 i koli¢ina proteina transportera za
noradrenalin (eng. Noradrenaline transporter, NAT) i vezikularnog transportera
za monoamine 2 (eng. Vesicular monoamine transporter 2, VMAT2) u tkivu srzi

nadbubreZne Zlezde

Kako se povecanje kapaciteta srzi nadbubrezne Zlezde za skladiStenje

kateholamina smatra jednim od mehanizama adaptacije organizma na uslove hroni¢nog
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stresa (Eisenhofer i sar., 2004), u ovoj regiji zlezde eksperimentalnih Zivotinja je
odredivana ekspresija iRNK dva najvaznija transportera za kateholamine, transportera
za noradrenalin (NAT) i vezikularnog transportera za monoamine 2 (VMAT2), kao i

same koli¢ine ova dva proteina, a rezultati su prikazani na Slici 31.

Ekspresija gena Slc6a2 koji kodira NAT transporter u srzi (Slika 31Aa) bila je
izmenjena samim dvonedeljnim tretmanom oksitocinom, kao i u kombinaciji sa
tronedeljnim tretmanom Kkortikosteronom, dok tretman kortikosteronom nije imao
efekta na njegovu ekspresiju. Kao Sto se moze videti na Slici 31Aa, u obe
eksperimentalne grupe tretirane oksitocinom, OXY i CORT+OXY, pokazano je
Znacajno povecanje koli¢ine iRNK za NAT (p<0.05 za OXY i p<0.001 za
CORTHOXY grupu) u odnosu na zivotinje kontrolne grupe. Western blot analizom
tkiva srzi nadbubrezne zlezde eksperimentalnih zivotinja utvrdeno je da je koli¢ina
proteina NAT statisticki znacajno povecana samo kod grupe zivotinja tretirane

oksitocinom (p<0.05) u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 31Ab).

Rezultati RT-PCR analize nisu pokazali postojanje razlike u ekspresiji gena
Slc18a2 koji kodira VMAT2 transporter u tkivu srzi zlezde izmedu eksperimentalnih
grupa (Slika 31Ba), moguce i zbog velike varijabilnosti u dobijenim rezultatima. S
druge strane, koli¢ina proteina VMAT2 znacajno je pove¢ana u OXY grupi u poredenju
sa kontrolom (p<0.05), dok su najvece koli¢ine ovog transportera zapazene Uu
CORTH+OXY grupi i one su bile znacajno vece u poredenju sa kontrolom (p<0.001) i
CORT grupom zivotinja (p<0.001) (Slika 31Bb).
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Slika 31. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ekspresiju gena Slc6a2 i Slc18a2 i koli¢inu
transportera za kateholamine u srzi nadbubreZne Zlezde. Relativna ekspresija gena Slc6a2 i
Slc18a2 koji kodiraju proteine NAT i VMAT?2 ( Aa i Ba), koli¢ina proteina NAT i VMAT2 u
srzi nadbubrezne Zlezde (Ab i Bb) kao i slike dobijenih Western blot filmova (Ac i Bc). Odrasli
muzjaci pacova Wistar soja su tretirani rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih
14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ S.E.M. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05. Rezultati za ekspresiju iRNK su prikazani
kao promena u odnosu na vrednosti kalibratora i normalizovani u odnosu na ciklofilin A.
Koli¢ina proteina je prikazana u arbitrarnim jedinicama (a.u.) i normalizovana u odnosu na R3-

aktin.
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4.2.3.4. Uticaj tretmana na bazalnu i stresom indukovanu aktivnost nadbubreZzne
Zlezde: Kkoncentracije hormona Kortikosterona, adrenalina i noradrenalina u

plazmi pre i nakon akutnog stresa

U cilju evaluacije efekta intenzivnog stresa kakav je forsirano plivanje, na
parametre aktivnosti nadbubrezne zlezde, svaka eksperimentalna grupa zivotinja (n=15)
je nasumiéno podeljena u dve podgrupe. Zivotinje jedne podgrupe (n=8) su podvrgnute
akutnom stresu, koji je podrazumevao izvodenje testa forsiranog plivanja u trajanju od
15 min. Zivotinje druge podgrupe (n=7) nisu bile izloZene akutnom stresu, u cilju

odredivanja bazalnih vrednosti analiziranih hormona u plazmi.

Koncentracije kortikosterona (Slika 32), adrenalina i noradrenalina (Slika 33)
zivotinja CORT, OXY, CORT+OXY 1 kontrolne grupe odredivane su pre i nakon

akutnog stresa izazvanog izvodenjem testa forsiranog plivanja u trajanju od 15 min.

4.2.3.5. Koncentracija kortikosterona u plazmi

Tronedeljni tretman kortikosteronom doveo je do znacajnog smanjenja bazalne
koncentracije kortikosterona u plazmi (p<0.001 za CORT grupu i p<0.001 za
CORT+OXY grupu) u poredenju sa kontrolom, kao i grupom Zzivotinja tretiranom samo
oksitocinom (p<0.001 za CORT grupu i p<0.001 za CORT+OXY grupu) (Slika 32). S
druge strane, aplikacija oksitocina dovela je do statisticki znacajnog povecanja bazalne
koncentracije kortikosterona (p<0.001) kod OXY grupe u poredenju sa kontrolnim

Zivotinjama.

Izlaganje Zivotinja kontrolne grupe akutnom stresu dovelo je do oc¢ekivanog
porasta koncentracije kortikosterona u plazmi (p<0.001) u poredenju sa odgovaraju¢im
bazalnim vrednostima. Porast koncentracija CORT u plazmi nakon akutnog stresa,
primeéen je 1 kod Zivotinja OXY grupe (p<0.01). Medutim, hroni¢ni tretman
kortikosteronom umanjio je odgovor nadbubrezne Zlezde na akutni stres, tako da nije
primecen uobicajeni porast koncentracije ovog hormona u plazmi zivotinja CORT 1
CORTHOXY grupe nakon FST testa u poredenju sa bazalnim vrednostima date

eksperimentalne grupe.
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Slika 32. Uticaj eksperimentalnih tretmana na bazalne i vrednosti kortikosterona u
plazmi zivotinja nakon akutnog stresa. Koncentracija kortikosterona u plazmi odraslih
muZjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 uL s.c. poslednjih
14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ S .E.M. ***p<0.001 poredenje bazalnih i vrednosti nakon akutnog stresa
izmedu razli¢itih eksperimentalnih grupa, ***p<0.001, **p<0.01 poredenje bazalnih i vrednosti
nakon akutnog stresa unutar svake eksperimentalne grupe. Kao akutni stres izvoden je test
forsiranog plivanja u trajanju od 15 minuta.

4.2.3.6. Koncentracije kateholamina u plazmi

Svi eksperimentalni tretmani doveli su do porasta bazalnih koncentracija
adrenalina u plazmi, u poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (Slika 33A). Ovaj
porast bio je statisticki znacajan u CORT (p<0.05) i CORT+OXY grupi (p<0.01).
Medutim, u poredenju sa kontrolom, nije zapazena statisticki znacajna razlika u
bazalnim vrednostima noradrenalina ni u jednoj eksperimentalnoj grupi (Slika 33B).
Vrednosti ovog hormona u plazmi bile su znacajno vec¢e u CORT+OXY grupi (p<0.01)

u poredenju sa zivotinjama tretiranim samo oksitocinom (OXY grupa).

Ocekivano, nakon izlaganja akutnom stresu, koncentracije adrenalina u plazmi
zivotinja kontrolne grupe bile su znacajno vece u poredenju sa bazalnim vrednostima
(p<0.001) (Slika 33A). Kod zivotinja CORT+OXY grupe, zapazeno je znacajno
smanjenje koncentracija adrenalina u plazmi nakon akutnog stresa, u poredenju sa

izuzetno visokim bazalnim vrednostima (p<0.05). Promene koncentracija noradrenalina
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nakon testa forsiranog plivanja bile su sli¢ne promenama koncentracija adrenalina
(Slika 33B): kod kontrolnih Zivotinja bile su znacajno povecane (p<0.05), dok su u
CORTHOXY grupi kao i u OXY grupi bile iznenadujuce i znac¢ajno smanjene (p<0.01),

odnosno (p<0.05) u poredenju sa odgovaraju¢im bazalnim vrednostima.
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Slika 33. Uticaj eksperimentalnih tretmana na bazalne i vrednosti kateholamina u plazmi
Zivotinja nakon akutnog stresa. Koncentracija adrenalina (A) i koncentracija noradrenalina
(B) u plazmi odraslih muZzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaracem (2% rastvor Tween-a
80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL
s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ S .E.M. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 poredenje bazalnih i
vrednosti nakon akutnog stresa izmedu razli¢itih eksperimentalnih grupa, * * #p<0.001, * *
p<0.01, * p<0.05 poredenje bazalnih i vrednosti nakon akutnog stresa unutar svake
eksperimentalne grupe. Kao akutni stres izvoden je test forsiranog plivanja u trajanju od 15
minuta.
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4.2.4. Uticaj tretmana na parametre oksidativnog stresa u krvi Wistar pacova:
stepen oSteCenja DNK limfocita periferne krvi i koncentracije lipidnih

hidroperoksida, malondialdehida i aktivnost superoksid dizmutaze u plazmi

S obzirom da u uslovima hiperaktivnosti HPA osovine i sledstveno hroni¢no
poviSenih vrednosti glukokortikoida, moze do¢i do disbalansa u produkciji slobodnih
radikala i efikasnosti antioksidativne zastite organizma (Liu i sar., 1996; Consiglio i
sar., 2010), pracen je eventualni uticaj eksperimentalnih tretmana na oSte¢enje DNK
limfocita periferne krvi. Pored toga, odredivani su i parametri oksidativnog stresa u krvi
eksperimentalnih  zivotinja: koncentracija produkata oksidacije lipida (lipidnih
hidroperoksida i malondialdehida) i aktivnosti enzima superoksid dizmutaze, kao

jednog od enzima antioksidativne zastite.

4.2.4.1. Oste€enje DNK limfocita periferne krvi Wistar pacova

Komet testom odredivan je ukupan broj celija sa oSteCenjem DNK, kao i
ukupan broj ¢elija niskog 1 visokog stepena oSte¢enja, od 100 nasumi¢no odabranih i
analiziranih celija po uzorku. OStec¢enja su odredivana u limfocitima periferne krvi
zivotinja tretiranih kortikosteronom, oksitocinom, njthovom kombinacijom, kao 1 kod

kontrolne grupe zivotinja, a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 34.

4.2.4.2. Ukupan broj ¢elija sa oSteCenjem DNK

lako nije uo¢ena znacajna razlika u ukupnom broju cCelija sa oste¢enjem DNK
izmedu eksperimentalnih grupa, nakon in vitro tretmana vodonik peroksidom,
primecene su znacajne razlike (Slika 34A). Kao S$to je bilo oc¢ekivano, inkubacija sa
H,0; drasti¢no je povecala broj ¢elija sa DNK oste¢enjem u poredenju sa limfocitima
inkubiranim sa PBS-om, i to je bilo vidljivo unutar svake eksperimentalne grupe.
Dvofaktorskoim ANOVA testom potvrden je znacajan efekat eksperimentalnih
tretmana [Fs 40) = 44.18; p<0.0001], prisustva H,O; [F(1,.40) = 1928.16; p<0.0001] kao i
postojanje interakcije izmedu tretmana i prisustva HyO, [Fza0) = 35.76; p<0.0001].
Nakon inkubacije sa H,0,, ukupan broj ¢elija sa oSteCenjem DNK bio je za 42% i
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statisti¢ki znacajno povecan u grupi zivotinja tretiranih kortikosteronom u poredenju sa
kontrolnom grupom (p<0.001) kao 1 u poredenju sa OXY grupom (p<0.001, procenat
uvecanja U 0dnOsSU na ovu grupu iznosio je 43%). Takode, u grupi zivotinja tretiranoj
kombinacijom kortikosterona i oksitocina, povecanje broja limfocita sa oStecenjem
DNK je bilo znac¢ajno u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.001, uvecanje za 62%) 1

OXY grupom (p<0.001, uveéanje za 65%).

4.2.4.3. Razlidit stepen oSte¢enja DNK perifernih limfocita Wistar pacova: €elije sa

niskim i Celije sa visokim stepenom ostecenja DNK

Na Slikama 34B 1 34C prikazan je broj Celija niskog 1 visokog stepena oStecenja
DNK bez i nakon in vitro tretmana sa HO».

Poredenjem broja ¢elija sa niskim stepenom oste¢enja DNK u krvi eksperimentalnih
zivotinja tretiranih kortikosteronom 1i/ili oksitocinom, kori§¢enjem dvofaktorske ANOVA-¢,
pokazano je postojanje znacajnog efekta eksperimentalnih tretmana [F 40 = 7.90; p=0.0006],
prisustva HyO, [F1.40)= 283.41; p<0.0001], kao i interakcije izmedu ova dva faktora [F(340) =
9.39; p=0.0003]. Takode, poredenjem broja limfocita periferne krvi sa visokim stepenom
oSte¢enja DNK, pokazan je znacajan efekat tretmana: [F40) = 3.10; p=0.00375], prisustva
H,0; [Fa0 = 19.67; p<0.0001] ali ne i znacajna interakcija ovih faktora [Fag = 2.22;
p=0.1008].

U naSim eksperimentalnim uslovima, u prisustvu H»O,, broj celija sa niskim
oStecenjem DNK bio je znacajno povecan samo u grupi Zivotinja tretiranoj kombinacijom
kortikosterona i oksitocina u odnosu na sve ostale eksperimentalne grupe (p<0.001) (Slika
34B).
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Slika 34. Uticaj eksperimentalnih
tretmana na stepen oSte¢enja DNK
perifernih  limfocita  Zivotinja.
Ukupan broj c¢elija sa oSteCenjem
DNK (A), broj celija sa niskim
ostecenjem DNK (B) i broj celija sa
visokim  oste¢enjem DNK (C)
limfocita periferme krvi odraslih
muzjaka pacova Wistar soja tretiranih
rastvaratem (2% rastvor Tween-a
80®) (Kontrola), kortikosteronom 100
mg/L per os 21 dan (CORT),
oksitocinom 10 [U/400 pL s.c.
poslednjih 14 dana eksperimenta
(OXY) i kombinacijom CORT+OXY
i in vitro inkubiranih sa 60 pL
fosfatnog pufera (PBS) ili 1.5 mM
H,O, tokom 5 min na 4 °C. Analiza je
vrsena na ukupno 100 c¢elija po
svakom uzorku. Celije sa niskim
stepenom oS$teéenja podrazumevaju
zbir ¢elija nivoa ostecenja 1 1 2 (5%-
40% oS$tecenje) u odnosu na broj
neosteéenih Celija. Celije sa visokim
stepenom oSteéenja podrazumevaju
zbir celija nivoa oSteCenja 3 i1 4
(oSte¢enje > 40%) u odnosu na broj
neoSte¢enih  ¢elija. Rezultati  su
prikazani kao srednja vrednost *
S.EM. ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05 poredenje PBS ili H,0,
tretiranih uzoraka izmedu razlicitih
eksperimentalnih grupa, *** p<0.001,
## p<0.01 PBS u poredenju sa H,0,
tretiranim uzorcima u okviru svake
eksperimentalne grupe.

86



Rezultati

Nakon inkubacije sa H,O,, kod kontrolne grupe zivotinja je bio povecan broj
¢elija kako sa niskim, tako i sa visokim stepenom oSte¢enja DNK (Slika 34B i 34C), u
poredenju sa cCelijama tretiranim PBS-om (p<0.001 za nisko i p<0.01 za visoko
oste¢ene Celije). U odnosu na kontronu grupu, kod zivotinja hroni¢no tretiranih
kortikosteronom, broj ¢elija sa visokim stepenom oSteéenja nakon inkubacije sa H,O;
bio je povecan za 96% (p<0.05) (Slika 34C). S druge strane, tretman oksitocinom, sam,
kao i u kombinaciji sa kortikosteronom, smanjio je skoro tri puta broj limfocita sa
visokim stepenom oSteCenja DNK nakon inkubacije se H;O, u poredenju sa
vrednostima dobijenim za CORT grupu (p<0.01 za OXY i p<0.01 za CORT+OXY
grupu). Stoga, u obe eksperimentalne grupe koje su primale s.c. oksitocin tokom 14
dana, nije primec¢en oc¢ekivan porast visoko oStec¢enih ¢elija nakon inkubacije sa HyO, u
poredenju sa vrednostima dobijenim nakon inkubacije sa PBS-om, §to moze ukazivati

na potencijalni protektivni efekat oksitocina.

4.2.4.4. Vrednosti Totalnog skora kometa (eng. Total comet score, TCS)

Za svaku eksperimentalnu grupu je mnoZenjem broja celija date kategorije
oste¢enja DNK sa brojem odgovarajuce kategorije izraCunat Totalni skor kometa (TSK)
(Sopi¢ i sar., 2014), kao 1 skorovi za dve grupe oStecenja DNK, ¢elije niskog (NOSK) i
visokog stepena ostecenja (VOSK). Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli VIII.

Kao §to je i bilo ocekivano, TSK limfocita tretiranih in vitro vodonik
peroksidom zivotinja CORT grupe, bio je znacajno veéi u poredenju sa odgovarajué¢im
skorom kontrolnih Zivotinja (p<0.05). Medutim, TSK nakon inkubacije sa H,O, kod
zivotinja CORT+OXY grupe nije se znacajno razlikovao od skora kontrolne grupe.
Ovakavi rezultati ukazuju na to da je tretman okistocinom kod Zivotinja hroni¢no
izloZenih poviSenim nivoima kortikosterona, nakon in vitro inkubacije sa oksiduju¢im
agensom kao §to je H,O,, sprecio porast ostec¢enja perifernih limfocita. U prilog tome je
i ¢injenica da je NOSK bio znacajno povecan (p<0.001), a VOSK znacajno smanjen
(p<0.01) kod CORT+OXY grupe u poredenju sa zivotinjama CORT grupe, nakon
inkubacije sa H,O, (Tabela VIII).
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Tabela VII1. Totalni skor kometa (TSK) i skorovi za ¢elije niskog (NOSK) i visokog stepena
oste¢enja DNK (VOSK) limfocita periferne krvi odraslih muzjaka pacova Wistar soja.

TSK NOSK VOSK
Kontrola 5.17+1.09 2.50+057 2.671.05
CORT 10.50+1.93 3.67+0.84 6.83+2.10
nes OXY 0.33+3.64 5.00+1.81 433+2.14
CORT+OXY 6.17+1.86 2.33+0.42 3.83+1.63
Kontrola 39.50+2.99 24.83+2.55 14.67+1.78

CORT 57.00£9.87 ° 29.00+3.09 | |28.00+8.39

H20, OXY 35.00+¢1.61 P | | 2550+1.63 | | 950+2.58 "
CORT+OXY 53174870 | | e ¥ 10550

Zivotinje su tretirane rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100
mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta
(OXY) i kombinacijom CORT+OXY i in vitro inkubirane sa 60 pL fosfatnog pufera (PBS) ili
1.5 mM H,0O, tokom 5 min na 4 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.
*#%p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 u poredenju sa (a) Kontrolom, (b) CORT i (c) OXY grupom.

4.2.4.5. Uticaj tretmana na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

u plazmi Wistar pacova

U uzorcima plazme eksperimentalnih Zivotinja odredivane su koncentracije
parametara oksidacije lipida, lipidnih hidroperoksida (LOOH) i malondialdehida
(MDA), kao i aktivnost superoksid dizmutaze (SOD), jednog od enzima

antioksidativne zastite.

88



Rezultati

4.2.4.6. Parametri lipidne peroksidacije u plazmi

Na Slici 35 prikazane su koncentracije LOOH 1 MDA u plazmi zivotinja
tretiranih kortikosteronom, oksitocinom, njihovom kombinacijom, kao i zivotinja
kontrolne grupe. Aplikacija oksitocina poslednjih 14 dana tretmana kortikosteronom
dovela je do znacajnog smanjenja koncentracije LOOH u plazmi pacova u poredenju sa
vrednostima dobijenim kod Zivotinja koje su primale samo kortikosteron (p<0.01) i
zivotinjama kontrolne grupe (p<0.05). S druge strane, nije pokazana statisti¢ki znacajna

razlika u koncentracijama MDA u plazmi izmedu eksperimentalnih grupa.
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Slika 35. Uticaj eksperimentalnih tretmana na koncentraciju parametara lipidne
peroksidacije u plazmi Zivetinja. Koncentracija lipidnih hidroperoksida (LOOH) (A) i
koncentracija malondialdehida (MDA) (B) u plazmi odraslih muzjaka pacova Wistar soja
tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os
21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i
kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. **p<0.01,
*p<0.05.
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4.2.4.7. Aktivnost enzima antioksidativne zastite superoksid dizmutaze (SOD) u

plazmi

Kao §to je prikazano na Slici 36, tronedeljni tretman kortikosteronom doveo je
do znacajnog smanjenja aktivnosti enzima SOD u plazmi eksperimentalnih Zivotinja u
poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.05). Takode, primeéeno je da je
koadministracija oksitocina uz hroni¢an tretman kortikosteronom znaéajno povecala
aktivnost ovog enzima kod zivotinja CORT+OXY grupe, u poredenju sa CORT
grupom zivotinja (p<0.05) (Slika 36).
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Slika 36. Uticaj eksperimentalnih tretmana na aktivnost enzima superoksid dizmutaze u
plazmi zivotinja. Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) u plazmi odraslih muzjaka pacova
Wistar soja tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100
mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta
(OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = S.E.M.
*p<0.05.
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4.2.5. Uticaj tretmana na ekspresiju parametara neurogeneze u hipokampusu

Wistar pacova

Kako je pokazano da kod depresivnih poremecaja dolazi do znacajne redukcije
volumena hipokampusa (Persson i sar., 2014), a da je s druge strane hipokampus
struktura u kojoj se u adultnoj dobi odvija proces neurogeneze (Besnard i Sahay, 2016),
bilo je znacajno odrediti parametre koji ukazuju na proces neurogeneze u hipokampusu
eksperimentalnih zivotinja. Analizirana je gustina i distribucija ¢elija koje eksprimiraju
nuklearni faktor Ki-67 i neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga (BDNF), kao i koli¢ina
proteina BDNF u hipokampusu. Reprezentativni prikazi preparata mozdanog tkiva
dobijenih tokom imunohistohemijskog bojenja BDNF i Ki-67 proteina prikazani su na
Slikama 38 i 40.

4.2.5.1. Ekspresija nuklearnog faktora Ki-67 u hipokampusu
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Slika 37. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ekspresiju nuklearnog faktora Ki-67 u
hipokampusu zivotinja. Gustina Ki-67 pozitivnih ¢elija u dentatnom girusu odraslih muzjaka
pacova Wistar soja tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih
14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + S .E.M. Broj pozitivnih éelija izrazen je po vidnom polju (0.07 mm?), posmatrano
na uvelicanju 400, ***p<0.001, *p<0.05.

U dentatnom girusu odredena je gustina celija koje eksprimiraju nuklearni
faktor Ki-67, protein koji se ispoljava u aktivnim fazama ¢elijskog ciklusa i Cije je

prisustvo u ¢elijskom nukleusu povezano sa proliferacijom celija (Slika 37).
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Na Slici 37 moze se uociti da hroni¢ni tretman kortikosteronom dovodi do
znaajnog smanjenja ekspresije nuklearnog proteina Ki-67. Sam tretman oksitocinom
pokazao je povoljan uticaj na adultnu neurogenezu u hipokampusu, s obzirom da je
broj Ki-67+ neurona bio znacajno povecan (p<0.05) u dentatnom girusu hipokampusa
zivotinja OXY grupe, u poredenju sa kontrolnom grupom. Razlika u ekspresiji Ki-67
proteina u dentatnom girusu nakon dvonedeljnog tretmana oksitocinom kod pacova

hroni¢no izlozenih visokim koncentracijama glukokortikoida nije zapazena.

KONTROLA oxy

»

CORT CORT+OXY

Slika 38. Imunohistohemijska analiza moZdanog tkiva eksperimentalnih Zivotinja.
Fotomikrografije preparata dobijenih imunohistohemijskim obelezavanjem nuklearnog
proteina Ki-67 u hipokampusu odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvara¢em
(2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT),
oksitocinom 10 1U/400 pL s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom
CORT+OXY slikane na uveli¢anju 100x (velike slike) i 400x (male slike).

92



Rezultati

4.25.2. Ekspresija neurotroficnog faktora poreklom iz mozga (BDNF) u

hipokampusu

Na Slici 39, prikazan je uticaj tretmana kortikosteronom i/ili oksitocinom na
ekspresiju BDNF+ neurona u razli¢itim regijama hipokampusa eksperimentalnih

Zivotinja.

Imunohistohemijskom analizom preseka mozdanog tkiva utvrdeno je da je
efekat eksperimentalnih tretmana na ekspresiju BDNF u hipokampusu regionalno
sprecifi¢an. Taénije, najintenzivniji, negativan efekat na ekspresiju BDNF+ neurona
hroni¢ni tretman kortikosteronom izazvao je u dentatnom girusu (Slika 39A) i
CA2+CA3 regionima hipokampusa (Slika 39C), dok ovakav efekat nije bio vidljiv u
CALl regionu (Slika 39B). U DG i CA2+CA3 regionima pokazano je znacajno
smanjenje BDNF pozitivnih ¢éelija u CORT grupi Zivotinja u odnosu na kontrolu
(p<0.01 za DG 1 p<0.01 za CA2+CA3 region) i OXY grupu Zivotinja (p<0.05 za DG).

Tretman oksitocinom tokom poslednje dve nedelje administracije
kortikosterona uspeo je da ublazi negativne efekte hronicno visokih nivoa
glukokortiokida na ekspresiju BDNF+ neurona, tako da je u CORT+OXY grupi
ekspresija BDNF+ neurona bila statisticki znacajno ve¢a u DG (p<0.01) i CA2+CA3
regiji (p<0.01) u odnosu na identi¢ne regione hipokampusa pacova tretiranih samo

kortikosteronom (Slika 39A i 39B).

Sam tretman oksitocinom znacajno je povecao gustinu neurona Kkoji
eksprimiraju BDNF u regionima CA1 (p<0.005) i CA2+CA3 (p<0.05) u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja, dok u DG ovakav pozitivan efekat tretmana oksitocinom

na hipokampalnu neurogenezu nije zapaZen.
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Slika 39. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ekspresiju neurotrofi¢nog faktora
poreklom iz mozga (BDNF) u razliditim regijama hipokampusa Zivotinja. Broj BDNF
pozitivnih neurona u dentatnom girusu (A), regionu CA1 (B) i regionima CA2+CA3 (C)
hipokampusa odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaracem (2% rastvor Tween-a
80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400
ML s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S .E.M. Broj pozitivnih éelija izrazen po 1 mm?, posmatrano
na uvelic¢anju 400x. **p<0.01, *p<0.05.
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KONTROLA

Slika 40. Imunohistohemijska analiza mozZdanog tkiva eksperimentalnih Zivotinja.
Fotomikrografije preparata dobijenih imunohistohemijskim obelezavanjem proteina BDNF u
hipokampusu odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaracem (2% rastvor Tween-
a 80®) (Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400
ML s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY slikane na
uveli¢anju 100x.
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4.2.5.3. Koli¢ina proteina BDNF u hipokampusu Wistar pacova

Western blot analizom odredena je ukupna koli¢ina proteina BDNF u tkivu

hipokampusa eksperimentalnih Zivotinja, a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 41.
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Slika 41. Uticaj eksperimentalnih tretmana na Kkoli¢inu proteina neurotrofi¢nog faktora
poreklom iz mozga (BDNF) u hipokampusu zivetinja. Koli¢ina proteina BDNF u tkivu
odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%)
(Kontrola), kortikosteronom 100 mg/L per os 21 dan (CORT), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c.
poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i kombinacijom CORT+OXY. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost = S.E.M. **p<0.01, *p<0.05. Koli¢ina proteina je prikazana u arbitrarnim
jedinicama (a.u.) i normalizovana u odnosu na 3-aktin.

Tronedeljni tretman kortikosteronom, kao ni sam tretman oksitocinom, nisu
doveli do =znacajnih promena u kolicini BDNF proteina u hipokampusu
eksperimentalnih Zivotinja u poredenju sa Zivotinjama kontrolne grupe (Slika 41). S
druge strane, najveca koli¢ina BDNF proteina u hipokampusu, zapaZena je u grupi
zivotinja tretiranoj kombinacijom oksitocina i1 kortikosterona, i bila je statisticki
znaCajno veca u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.01) kao i CORT grupom

zivotinja (p<0.05).
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4.3. Uticaj dodatnog tretmana oksitocinom uz tretman citalopramom
na ponasSanje i ekspresiju gena Itgb3 i Chll u prefrontalnom korteksu

Wistar pacova u modelu hroni¢nog stresa i depresije

4.3.1. Testovi ponasanja

Kako bi se ispitao uticaj eksperimentalnih tretmana tre¢e faze na ponaSanje
zivotinja, izvodena je baterija bihejvioralnih testova na isti nacin kao i tokom izrade

druge eksperimentalne faze ove disertacije.

4.3.1.1. Test otvorenog polja (eng. Open field test, OFT)
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Slika 42. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponasanje Zivotinja u testu otvorenog polja
(OFT). Procenat predenog puta u centralnoj zoni OF arene odraslih muzjaka pacova Wistar
soja tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 uL
s.c.poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14
dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i Zivotinja tretiranih odgovaraju¢im kombinacijama
CORT+OXY, CORT+CIT i CORT+OXY+CIT (B). OFT je izvoden 19. dana eksperimenta u
trajanju od 10 min. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ S.E.M.

U testu otvorenog polja (Slika 42) eksperimentalni tretmani nisu pokazali

znacajan efekat na ponaSanje eksperimentalnih zivotinja, poredenjem predenog puta
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zivotinja izrazenog u procentima (A), kao 1 procenta vremena provedenog u centralnoj

zoni (B) OF arene.

4.3.1.2. Uzdignuti plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM)
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Slika 43. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponasanje Zivotinja u uzdignutom plus
lavirintu (EPM). Procenat vremena provedenog u otvorenim kracima uzdignutog plus lavirinta
odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%)
(Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c.poslednjin 14 dana eksperimenta (OXY) i
citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i
zivotinja  tretiranih  odgovaraju¢im  kombinacijama CORT+OXY, CORT+CIT i
CORT+OXY+CIT (B). EPM je izvoden 20. dana eksperimenta u trajanju od 5 min. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. *p<0.05.

Slicno kao 1 u drugoj fazi eksperimenta, rezultati treCe faze ukazuju na
zaklju€ak da Zivotinje hroni¢no tretirane kortikosteronom u uzdignutom plus lavirint
testu pokazuju odredene znakove anksioznosti, $to se prvenstveno ogleda kao znacajno
smanjenje procenta vremena provedenog u otvorenim kracima (p<0.05, Slika 43B) i
smanjenje procenta ulazaka u otvorene krake (p<0.05, Slika 44B) ovih Zivotinja u

poredenju sa kontrolnom grupom.

Koadministracija citaloprama 1 oksitocina u navedenom modelu hroni¢nog
stresa pokazala je odredeni anksioliticki potencijal, koji se ogledao u povecanju
procenta ulazaka Zivotinja u otvorene krake uzdignutog plus lavirinta u
CORT+OXY+CIT grupi (p<0.05, Slika 44B) u poredenju sa grupom Zzivotinja
tretiranom samo kortikosteronom, ali 1 u poredenju sa CORT+OXY 1 CORT+CIT

eksperimentalnom grupom (p<0.05 i p<0.05, redom, Slika 44B). Takode, ovaj
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kombinovani tretman doveo je i do povecanja procenta vremena provedenog u

otvorenim kracima EPM lavirinta (p”0.05) u poredenju sa CORT grupom Zivotinja
(Slika 43B).
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Slika 44. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponasSanje Zivotinja u uzdignutom plus
lavirintu (EPM). Procenat ulazaka zivotinja u otvorene krake uzdignutog plus lavirinta.
Odrasli muZjaci pacova Wistar soja tretirani su rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%)
(Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c.poslednjin 14 dana eksperimenta (OXY) i
citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i
zivotinja  tretiranih  odgovaraju¢im  kombinacijama CORT+OXY, CORT+CIT i
CORT+OXY+CIT (B). EPM je izvoden 20. dana eksperimenta u trajanju od 5 min. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. *p<0.05.

4.3.1.3. Test forsiranog plivanja (eng. Forced swim test, FST)
Rezultati testa forsiranog plivanja prikazani su na Slikama 45 i 46.

Tretman Kkortikosteronom tokom tri nedelje bio je dovoljan da kod
eksperimentalnih zivotinja dovede do promena u ponasanju koje se mogu povezati sa
depresivnom simptomatologijom. Tako je kod zivotinja CORT grupe vreme provedeno
u imobilnom polozaju bilo statisti¢ki znacajno duze (p<0.05, Slika 46B) u poredenju sa
kontrolnom grupom. Sam tretman citalopramom u navedenom modelu hroni¢nog stresa
znacajno je produzio latentno vreme (vreme do prve epizode imobilnosti) (p<0.05,
Slika 45B) 1 skratio vreme imobilnosti (p<0.05, Slika 46B) u poredenju sa Zivotinjama

CORT grupe, ¢ime je potvrden njegov antidepresivni efekat i u navedenom animalnom

modelu.
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Slika 45. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponasanje Zivotinja u testu forsiranog
plivanja (FST). Vreme (s) do prvog perioda imobilnosti Zivotinja (latentno vreme) odraslih
muZjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaratem (2% rastvor Tween-a 80%) (Kontrola),
oksitocinom 10 [U/400 pL s.c.poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i citalopramom 10
mg/kg TM s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i Zivotinja tretiranih
odgovaraju¢im kombinacijama CORT+OXY, CORT+CIT i CORT+OXY+CIT (B). Protokol
FST testa podrazumevao je trening od 15 min 20. dana i test od 5 min 21. dana eksperimenta.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0.01, *p<0.05.

Koadministracija oksitocina tokom poslednje dve nedelje hroni¢nog per 0s
tretmana kortikosteronom, znacajno je produzila latentno vreme (p<0.05, Slika 45B) i
smanjila vreme koje su Zivotinje provodile u imobilnom poloZaju (p<0.05, Slika 46B) u
odnosu na grupu zivotinja tretiranu samo kortikosteronom. Kombinovani tretman
CORTHOXY+CIT doveo je do znacajnog povecanja vremena do prve epizode
imobilnosti (p<0.01, Slika 45B) i smanjenja vremena imobilnosti (p<0.01, Slika 46B) u

poredenju sa CORT grupom Zivotinja.
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Slika 46. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ponaSanje Zivotinja u testu forsiranog
plivanja (FST). Vreme provedeno u imobilnom polozaju (s) odraslih muzjaka pacova Wistar
soja tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 uL
s.c.poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14
dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i Zivotinja tretiranih odgovaraju¢im kombinacijama
CORT+0OXY, CORT+CIT i CORT+OXY+CIT (B). Protokol FST testa podrazumevao je
trening od 15 min 20. dana i test od 5 min 21.dana eksperimenta. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + S.E.M. *p<0.05.

4.3.2. Ekspresija gena koji kodira integrin beta 3 (ITGB3) i adhezioni molekul
nervnih ¢elija slican proteinu L1 (CHL1) u prefrontalnom Kkorteksu

eksperimentalnih Zivotinja

U prefrontalnom korteksu analizirana je promena u ekspresiji gena za integrin
beta-3 (ITGB3) i adhezioni molekul nervnih ¢elija sli¢an proteinu L1 (CHL1), koji se
smatraju dobrim kandidatima za biomarkere povoljnog odgovora pacijenata na terapiju
antidepresivima iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (SSRI), kojima

pripada i citalopram.

4.3.2.1. Ekspresija Itgb3 iRNK u prefrontalnom korteksu

RT-PCR analizom utvrdeno je da hroni¢ni tretman kortikosteronom dovodi do
znacajne redukcije u ekspresiji gena za ITGB3 u tkivu prefrontalnog korteksa
eksperimentalnih Zivotinja (p<0.01, Slika 47A) u poredenju sa Zivotinjama kontrolne
grupe. Nakon tretmana oksitocinom 1 citalopramom nije doSlo do promena u ekspresiji

navedenog gena.
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Kada su analizirani efekti dodatnih tretmana oksitocinom i citalopramom u
animalnom modelu hroni¢nog stresa i1 depresije indukovane tronedeljnom primenom
kortikosterona, pokazano je da je kod CORT+OXY grupe ekspresija ITGB3 bila
znacajno povecana (p<0.01, Slika 47B), dok je kod CORT+CIT grupe zapazen trend
(p<0.053, Slika 47B) u poredenju sa CORT grupom.

Kod grupe zivotinja koja je primala kombinaciju oksitocina i citaloprama 1 bila
izloZzena hroni¢nom tretmanu kortikosteronom (CORT+OXY+CIT grupa), zapazen je
najintenzivniji efekat na ekspresiju gena za ITGB3 u prefrontalnom korteksu zivotinja.
Ekspresija ovog biomarkera povoljnog odgovora na terapiju lekovima iz grupe SSRI
kod CORT+OXY+CIT grupe bila je najveca (p<0.001 u poredenju sa CORT grupom,
Slika 47B), $to moze ukazivati na povoljne efekte kombinovanog tretmana oksitocinom

i citalopramom na ekspresiju gena koji kodira ITGB3.
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Slika 47. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ekspresiju gena za integrin beta-3 (ITGB3)
u tkivu prefrontalnog korteksa Zivotinja. Promena ekspesije gena za ITGB3 u prefrontalnom
korteksu odraslih muzjaka pacova Wistar soja tretiranih rastvaragem (2% rastvor Tween-a 80%)
(Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 pL s.c.poslednjin 14 dana eksperimenta (OXY) i
citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14 dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i
zivotinja  tretiranih  odgovaraju¢im kombinacijama CORT+OXY, CORT+CIT i
CORT+OXY+CIT (B). Svi transkripti su normalizovani u odnosu na ekspresiju gena za Gush
koji je koriS¢en kao endogena kontrola. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = S.E.M.
**p<0.01, *p<0.05.
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4.3.2.2. Ekspresija Chl1l iRNK u prefrontalnom korteksu

Poredenjem srednjih vrednosti relativne ekspresije gena za CHLI protein
pokazano je da ni jedan tretman koriS¢en tokom izrade treCe faze ove doktorske
disertacije nije doveo do znacajnih promena ovog parametra u tkivu prefrontalnog

korteksa eksperimentalnih Zivotinja (Slika 48).
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Slika 48. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ekspresiju gena za adhezioni molekul
nervnih ¢elija slican proteinu L1 (CHL1) u tkivu prefrontalnog korteksa. Promena
ekspesije gena za CHLI u prefrontalnom korteksu odraslih muZjaka pacova Wistar soja
tretiranih rastvaradem (2% rastvor Tween-a 80®) (Kontrola), oksitocinom 10 1U/400 pL
s.c.poslednjih 14 dana eksperimenta (OXY) i citalopramom 10 mg/kg TM s.c. poslednjih 14
dana eksperimenta (A) kao i Kontrolnih i Zivotinja tretiranih odgovaraju¢im kombinacijama
CORT+OXY, CORT+CIT i CORT+OXY+CIT (B). Svi transkripti su normalizovani u odnosu
na ekspresiju gena za Gusb koji je kori§¢en kao endogena kontrola. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ S.E.M.
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5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na

ponasanje i nivo hormona u plazmi Wistar pacova

Rezultati prve faze ove doktorske disertacije sugerisu da administracija vece
primenjene doze oksitocina (10 1U/400 pL) eksperimentalnim Zivotinjama tokom 14
dana, moZze imati ulogu u modulaciji ponaSanja i ispoljava anksioliti¢ki i antidepresivni
potencijal. Ovakav zaklju€ak podrzan je i nalazom da subhroni¢na administracija ove
doze oksitocina dovodi do znacajnih promena nivoa biogenih amina u plazmi, pre
svega povecanja bazalnih koncentracija adrenalina i serotonina, §to je od znacaja u
svetlu ¢injenice da je prema vaze¢im bioloskim teorijama o nastanku depresije,

funkcionalni deficit biogenih amina uzrok manifestacije depresivnih poremecaja.

5.1.1. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na ponasanje

Poslednjih decenija znatno se povecao broj studija u kojima je ispitivan uticaj
oksitocina na ponasanje. Naime, u periodu od 2002-2012 godine, taj broj bio je Cetiri
puta ve¢i u odnosu na prethodnu deceniju (Markin i Froemke, 2017), a ovaj trend je
nastavljen i tokom poslednjih pet godina. Prva indikacija o potencijalnom uticaju
oksitocina na ponaSanje zivotinja koje se moze povezati sa depresivnom
simptomatologijom proizasla je iz podataka Meisenberg-a (1981) koji potvrduju da,
kao i tretman poznatim antidepresivima, intracerebroventrikularna (i.c.v.)
administracija oksitocina kod miseva skracuje vreme koje zivotinje provedu u
imobilnom polozaju u testu forsiranog plivanja. Kasnije, ovi rezultati Meisenberg-a
potvrdeni su i nakon parenteralne aplikacije oksitocina (Arletti i Bertolini, 1987). U
skladu sa ovim rezultatima, kod pacova subhroni¢no tretiranih oksitocinom i.p.,

zapazen je manji broj uspesnih izbegavanja elektricnog stimulusa, kao i krace latentno
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vreme do izbegavanja stimulusa u testu nau¢ene bespomocnosti (Arletti i Bertolini,
1987). Rezultati predklinickih, ali takode i klinickih studija, sugeriSu postojanje
antidepresivnog potencijala egzogenog oksitocina, mada jasna veza ovog neuropeptida
1 nacina na koji on uti¢e na depresivnu simptomatologiju jo§ uvek nije razjasnjena

(Scantamburlo i sar., 2015).

S druge strane, postoji znacajan broj studija u kojima je ispitivan anksioliticki
potencijal oksitocina, prvenstveno njegov uticaj na druStveno ponaSanje i regulaciju
socijalnih strahova. U ovim studijama, pokazano je da oksitocin menja reakciju
organizma na stresne stimuluse (Svanidze i sar., 2012; Jovanovi¢ i sar., 2014),
ucestvuje u adaptaciji na hronicni stres (Zheng i sar., 2009), ispoljava antinociceptivni
efekat (Rash i Campbell 2014), poboljSava socijalno prepoznavanje (Lieberwirth i

Wang, 2014) i reguliSe drustvene strahove (Guzman i sar., 2014).

Generalno, smatra se da oksitocin ispoljava anksioliticki efekat, pri ¢emu ovaj
efekat u mnogome moze biti zavisan od postojec¢ih promena u socijalnom ponasanju
jedinke. Tako, na primer, promene u socijalnom ponasanju pacova hroni¢no tretiranih
fenciklidinom, §to predstavlja validirani model Sizofrenije, normalizovane su nakon
centralne bilateralne aplikacije oksitocina u amigdale (Lee i sar., 2005). S druge strane,
ovaj tretman oksitocinom nije pokazao efekat na ponaSanje Zivotinja u testu otvorenog
polja (Lee i sar., 2005). U kasnijim studijama Lee i saradnika (2007) sli¢ni efekat
oksitocina na socijalno ponasanje potvrden je i kod Zivotinja prenatalno izloZenih
stresu. Dalje, trodnevna i.p. aplikacija oksitocina pacovima hroni¢no izlozenim stresu
imobilizacije dovela je do poboljsanja lokomotorne aktivnosti u OFT testu (Klenerova i
sar., 2009). Medutim, pozitivan efekat oksitocina na lokomotornu aktivnost u ovoj
studiji zapaZen je samo kod nize primenjene doze, dok je visa doza dodatno potencirala
deficite u eksplorativnoj aktivnosti indukovane hroni¢nim stresom (Klenerova i sar.,
2009). Centralna infuzija des Gly-NH2 d(CH2)5 [Tyr(Me)2, Thr4] OVT, antagoniste
oksitocina, dovela je do povecanja koncentracija ACTH 1 kortikosterona u plazmi
pacova, ali nije pokazala uticaj na ponasanje zivotinja u EPM testu (Neumann i sar.,
2000a), dok je u drugoj studiji Neumann i saradnika (2000b) isti tretman antagonistom
oksitocina ispoljio anksioliticki efekat samo kod gravidnih zenki. Takode, Svanidze i

saradnici (2012) pokazali su da i.p. aplikacija ovog hormona dovodi do povecéanja
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eksplorativne aktivnosti pacova u OFT testu, Sto ide u prilog hipotezi o njegovom
anksiolitickom efektu. Kako je potvrdeno da je 30-60 min nakon intranazalne i i.p.
administracije oksitocina povecana njegova koncentracija u mikrodializatima
hipokampusa i amigdala (Neumann i sar., 2013), strukturama mozga uklju¢enim u
regulaciju emocija, moze se pretpostaviti da, tokom periferne administracije, oksitocin

prolazi krvno-mozdanu barijeru i ispoljava centralne efekte na ponasanje.

Ono Sto se jasno da zakljuciti je da, slicno drugim neuropeptidima, efekat
tretmana oksitocinom zavisi od primenjene doze, duzine trajanja samog tretmana,
nacina administracije, ali i postavljenih eksperimentalnih uslova. Na primer, rezultati
EPM testa u kom su pacovi Cuvani 1 testirani u istoj prostoriji, pokazali su da tretman
oksitocinom nije imao uticaja na ponasanje Zivotinja (Windle i sar., 1997). Medutim,
kada su zivotinje testirane u nepoznatoj, a samim tim i anksiogenoj sredini, kod pacova
tretiranih oksitocinom primecen je znac¢ajno manji stepen anksioznosti u poredenju sa
zivotinjama kontrolne grupe. Dodatno, u studiji McCarthy 1 saradnika (1996) potvrden
je anksioliti¢ki efekat oksitocina u EPM testu, ali ne i u paradigmi platforme sa rupama,
direktno ukazuju¢i na specificnost ovakvog delovanja oksitocina u zavisnosti od

postavljenih zadataka i eksperimentalnih uslova tokom samog testiranja.

Rezultati testova ponaSanja prve faze ove doktorske disertacije, koji ukazuju da
su zivotinje tretirane oksitocinom tokom 14 dana u OFT testu znac¢ajno manje vremena
provodile u imobilnom polozaju, i da su viSe ulazile u otvorene krake EPM arene, idu u
prilog dosadasnjim podacima koji upuciju na postojanje anksiolitickog potencijala
oksitocina. Uz to, produzeno latentno vreme U FST testu nakon subhroni¢ne
administracije oksitocina potvrduje postojanje antidepresivnog potencijala ovog
hormona. Takode, dobijeni rezultati upucuju na zaklju¢ak da subhroni¢na
administracija oksitocina u dozi 10 1U/400 pL pokazuje intenzivnije efekte na
ponasanje zivotinja, koji se ispoljavaju u sva tri izvodena testa (OFT, EPM 1 FST), za
razliku od akutnog tretmana koji je pokazao efekat u EPM i FST testu, ali ne i u OFT

testu.
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5.1.2. Uticaj akutnog i subhroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo biogenih

amina u plazmi

Kako je poznato da znacCajan broj hormona, pre svega biogenih amina i
glukokortikoida, ima ulogu u regulaciji odgovora organizma na stres, dok je s druge
strane pokazano da oksitocin ima modulatornu ulogu u regulaciji ponasanja, razumno je
bilo pretpostaviti da oksitocin moze uticati i na nivo pojedinih hormona ukljué¢enih u

fizioloski odgovor na stres.

Do sada je pokazano ne samo da noradrenalin ima ulogu u regulaciji sekrecije
oksitocina, ve¢ i obrnuto, na Sta ukazuju i neuroanatomske veze odgovarajucih
mozdanih jedara. Nervna vlakna koja poti¢u iz locus ceruleus-a i sintetiSu i oslobadaju
NA, a imaju ulogu u povecanju budnosti tokom delovanja razli¢itih stresora, inervisu
oksitocinergicke neurone u paraventrikularnom i supraoptiCkom jedru hipotalamusa
(Cunningham 1 Sawchenko, 1988) 1 olakSavaju oslobadanje oksitocina (Bealer i
Crowley, 2000). Zatim, oslobadanje NA u N. supraopticusu olakSano je u toku
porodaja (Herbison i sar., 1997) i laktacije (Crowley i Armstrong, 1992). Takode,
poremecaj noradrenergicke transmisije u hipotalamusu moZe imati negativan uticaj na
sekreciju oksitocina tokom laktacije (Bealer i Crowley, 1998). Sli¢no, blokada
oksitocinskih receptora umanjuje oslobadanje NA u toku fizioloSkog odgovora
organizma na stres (Onaka i sar., 2003). Sledstveni slabiji uticaj NA u supraoptickom
jedru umanjuje oslobadanje oksitocina prvobitno pojacano delovanjem stresnog
stimulusa (Zhu i Onaka, 2002). Poznata je uloga serotonina i oksitocina u regulaciji
afekta, druStvenosti, a samim tim 1 u poremecajima kao §to su depresija i1 autizam
(Lucki, 1998; Bartz i Hollandrer, 2006). U studiji Mottolese i saradnika (2014) na
zdravim dobrovoljcima, pokazano je da ova dva neuromodulatorska sistema interaguju
ba$ u strukturama mozga koje imaju ulogu u definisanju ponaSanja povezanim sa

emocijama.

Nadalje, kako je potvrdena uloga oksitocina u regulaciji serotoninergicke
signalizacije, otvoren je put pronalazenju novih terapijskih strategija u tretmanu
mentalnih poremecaja, kao §to su socijalna anksioznost, depresija i autizam. Ispitivan je
uticaj polimorfizma oksitocinskih receptora (OxtR) na intenzitet odgovora organizma

na dejstvo razliCitih stresora. Na primer, kod osoba nosilaca AA/AG genotipa OxtR

107



Diskusija

rs53576, tokom testa iSCekivanja stresnog stimulusa, dolazi do znacajnog povecanja
frekvencije sr¢anog rada u poredenju sa osobama homozigotnim za G alel (Rodrigues 1
sar., 2009). Takode, kod muskaraca nosilaca A genotipa ovih receptora, potvrden je visi
nivo simpatikusne kontrole sr¢ane funkcije u stanju mirovanja, za razliku od nosilaca
GG fenotipa. Suprotno, nakon dejstva psiholoskog stresora, aktivacija simpatikusa bila

je znacajno veca kod GG nosilaca (Norman i sar., 2012).

Rezultati prve faze ove disertacije pokazali su da tretmani oksitocinom u dozi
od 10 1U/400 pL, bilo akutno ili subhroni¢no, dovode do promena nivoa biogenih
amina u plazmi pacova. Kada su nivoi kateholamina u pitanju, efekat oksitocina uoc¢ava
se pre svega kao povecanje bazalnih vrednosti adrenalina u plazmi eksperimentalnih
zivotinja. Povecanje koncentacije adrenalina u plazmi Zzivotinja nakon aplikacije
oksitocina ukazuje na stimulatorni uticaj ovog hormona na aktivnost simpato-
adrenalnog sistema, koji predstavlja deo sloZzenog odbrambenog mehanizma koji se
aktivira tokom fizioloSkog odgovora organizma na stres. Poznato je da oksitocin
promovise afilijativno ponasanje, 1 upravo ovaj efekat oksitocina mogao bi biti direktna
posledica uticaja ovog neuropeptida u modulaciji aktivnosti HPA osovine, pogotovo
tokom izloZenosti jedinke hroni¢nom stresu. (Parker i sar., 2005; Neumann 1 sar.,
2000a). Konacno, povecanje koncentracije serotonina u plazmi pacova nakon akutne i
subhroni¢ne administracije okistocina, upucuje na zakljuc¢ak da bi tretman oksitocinom
mogao biti od koristi u patoloSkim stanjima koja su povezana sa poremecajima u
aktivnosti serotoninergi¢kog sistema transmisije, kao §to su poremecaji raspolozenja
ukljucujuéi socijalno povlacenje 1 izolaciju, anksioznost i depresiju (McQuaid 1 sar.,
2014).

Kako su dobijeni rezultati prve faze ove disertacije pokazali da su intenzivniji
efekti na ponasanje i nivo biogenih amina u plazmi dobijeni nakon subhroni¢nog
tretmana oksitocinom, i da se, za razliku od akutnog tretmana, ispoljavaju u sva tri
izvodena testa ponaSanja, moglo se zakljuciti da bi dugotrajni tretman oksitocinom
mogao pokazati efekte na ponaSanje i parametre aktivnosti HPA osovine pacova u
modelu hroni¢nog stresa/depresije indukovane hroni¢nom prtimenom kortikosterona,

koji je ispitivan u daljem radu.
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5.2. Uticaj dvonedeljnog tretmana oksitocinom na ponaSanje i
parametre aktivnosti HPA osovine pacova u modelu hroni¢nog

stresa/depresije indukovane hronicnom primenom kortikosterona

Rezultati druge faze ove disertacije pokazali su da tretman oksitocinom u
trajanju od 14 dana, u modelu kortikosteronom indukovanog hroni¢nog stresa i
depresije, ispoljava anksioliti¢ki i antidepresivni potencijal. Tretman oksitocinom je
protektivno delovao na strukturu i funkciju nadbubrezne Zlezde sprecavajuéi atrofiju
zlezde izazvanu kortikosteronom a u tkivu srzi nadbubrega, oksitocin je povecao
ekspresiju gena i/ili koli¢inu proteina kateholaminskih transportera NAT i VMAT?2,
povecavajui na taj nacin kapacitet za skladiStenje kateholamina u samoj Zlezdi.
Tretman oksitocinom doveo je do upadljive vazodilatacije u adrenalnoj meduli a uticao
je 1 na odgovor hormona nadbubrezne zlezde na akutni stres izazvan
petnaestominutnim testom forsiranog plivanja. Takode, tretman oksitocinom je umanjio
stepen oSteenja DNK limfocita periferne krvi i povoljno uticao na koncentracije
parametara oksidativnog stresa/antioksidativne zaStite u plazmi pacova hroni¢no
tretiranih kortikosteronom, time ispoljavajuci antioksidativni potencijal. Konacno,
tretman oksitocinom, povecavajuci broj BDNF+ neurona, pozitivno je uticao na proces

adultne neurogeneze u hipokampusu Zivotinja.

5.2.1. Uticaj tretmana kortikosteronom i oksitocinom na porast telesne mase i

unos hrane i vode eksperimentalnih Zivotinja

U naSoj studiji, potvrden je rezultat studije Donner i sar. (2012) da hroni¢ni
tretman kortikosteronom ima negativan uticaj na porast telesne mase pacova tokom
vremena. U navedenoj studiji (Donner 1 sar., 2012) najveéa koriS¢ena doza
kortikosterona (400 mg/L) je kod zivotinja dovela ¢ak i do znacajnog i drasti¢nog
smanjenja mase tokom tronedeljnog tretmana, potvrduju¢i izuzetno Stetne efekte
hiperkortizolizma. Kod muzjaka pacova, redukovano povecanje telesne mase

uobicajeno se koristi kao parametar efikasnosti hroni¢nog tretmana glukokortikoidima
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(Conrad i sar., 2007; Gourley i Taylor, 2009). Poznato je da ponavljani tretman niskim
dozama glukokortikoida ispoljava anabolicki efekat, dok hroni¢na primena umerenih i
visokih doza ovih hormona dovodi do povecanja katabolickih procesa, kao Sto su
lipoliza i proteoliza u misi¢ima (Santana i sar., 1995). Rezultati ove disertacije ukazuju
da je kod zivotinja tretiranih kortikosteronom tokom tri nedelje, iako nije bilo razlika u
unosu hrane i vode u poredenju sa kontrolnom grupom, porast telesne mase bio
znacajno manji, $to potvrduje postojanje katabolickih efekata ovog hormona. Medutim,
metabolicke, biohemijske, kao i endokrinoloske promene koje se deSavaju tokom
hroni¢ne primene glukokortikoida su izrazito kompleksne, i zavise od primenjene doze
i duzine trajanja tretmana, zivotinjske vrste, kao i navika u ishrani (Donner i sar.,
2012). Tako je, suprotno od katabolickih efekata, u studiji Karatsoreos-a i saradnika
(2010), hroni¢ni tretman kortikosteronom doveo do rapidnog povecanja telesne mase i
koncentracije leptina, insulina 1 triglicerida u plazmi miSeva. Kompleksnim
metabolickim efektima glukokortikoida ide u prilog i dobro poznata ¢injenica da
pacijenti oboleli od depresivnih poremecaja i sa visokim koncentracijama kortizola u
plazmi imaju veéu Sansu za razvoj gojaznosti, dijabetesa tipa 2 i metaboli¢kog

sindroma (Roberge i sar., 2007; Anagnostis i sar., 2009).

U animalnom modelu hroni¢nog stresa/depresije izazvane hroni¢nom primenom
kortikosterona, koji je koriS¢en u eksperimentalnom radu ove disertacije, tretman
oksitocinom tokom 14 dana umanjio je negativan efekat glukokortikoida na promene u
masi zivotinja, tako da je porast telesne mase Zivotinja CORT+OXY grupe bio
znacajno veéi u poredenju sa zivotinjama tretiranim samo kortikosteronom. S druge
strane, kod kontrolnih Zivotinja tretman oksitocinom nije pokazao uticaj na telesnu
masu, $to je u saglasnosti sa rezultatima Bjorkstrand i Uvnas-Moberg-a (1996) da kod
muzjaka pacova i.c.v. i s.c. tretman oksitocinom ne dovodi do promena u dnevnom
porastu telesne mase. Medutim, rezultati ove disertacije ukazuju na znaajan uticaj
oksitocina na unos hrane eksperimentalnih Zivotinja. Tako, korigovano u odnosu na
telesnu masu, zivotinje obe eksperimentalne grupe tretirane oksitocinom unosile su
znacajno manje hrane u poredenju sa reprezentativnom kontrolnom grupom. Dobro su
poznati efekti oksitocina na energetski metabolizam, kao i to da ovaj neuropeptid
favorizuje prestanak unoSenja hrane kao odgovor na povrecanu osmolalnost plazme i

distenziju gastrointestinalnog trakta kada dolazi do pojacanog oslobadanja oksitocina i
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sledstveno pojacane aktivnosti oksitocinergi¢kih neurona (Herisson i sar., 2016). U
studiji Arletti-ja i sar. (1990) pokazano je da i.c.v. administracija oksitocina dovodi do
znaCajnog smanjenja unosa hrane, dok je u studiji Herisson-a i sar. (2016) utvrdeno da
mehanizam anoreksigenog efekta ovog hormona podrazumeva aktivaciju nukleusa
acumbensa. Rezultati ove disertacije, koji ukazuju da su zivotinje tretirane oksitocinom
tokom dve nedelje unosile znac¢ajno manje hrane u odnosu na kontrolnu grupu, u skladu
su sa navedenim literaturnim podacima o anoreksigenom efektu oksitocina. Medutim,
kako je i pored smanjenog unosa hrane koadministracija oksitocina poslednje dve
nedelje tretmana kortikosteronom znacajno umanjila negativne efekte glukokortikoida
na porast telesne mase Zzivotinja, moze se pretpostaviti da je oksitocin ispoljio
kompleksne metaboli¢ke efekte i uspeo da odrzi metabolizam u fizioloSkim granicama i

na taj nacin se suprotstavi Stetnim efektima glukokortikoida.

5.2.2. Uticaj oksitocina na ponasSanje Zivotinja u modelu hroni¢nog

stresa/depresije

Dobijeni rezultati testova ponasanja potvrduju dosadasnja saznanja da hroni¢na
izloZenost visokim koncentracijama glukokortikoida dovodi do promena u ponasanju
pacova, koje se mogu povezati sa povisenom anksioznos$¢u, kao i razvojem depresivne
simptomatologije. S druge strane, administracija oksitocina u postavljenim
eksperimentalnim uslovima ublazila je negativne efekte hroni¢no visokih nivoa
glukokortikoida na ponasanje Zivotinja. Koadministracija oksitocina tokom poslednje
dve nedelje tretmana kortikosteronom kod eksperimentalnih Zivotinja je u testu
otvorenog polja pokazala anksioliticki efekat, kao i antidepresivni potencijal u testu

forsiranog plivanja.

Veliki broj studija potvrduje <cCinjenicu da ponavljana administracija
kortikosterona eksperimentalnim Zivotinjama moZze dovesti do pojave stanja slicnog
depresiji, Sto se jasno vidi kao povecano vreme imobilnosti i smanjenje vremena koje
zivotinje provode aktivno plivajuéi i pronalazeci izlaz u testu forsiranog plivanja (FST)
(Hill i sar., 2003; Kalynchuk i sar., 2004; Gregus i sar., 2005). Takode, smatra se da su

efekti hroni¢no povisenih nivoa glukokortikoida na ponasanje zavisni od primenjene
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doze, kao i duzine trajanja samog tretmana. Tako, ponavljana aplikacija 20 mg/kg
kortikosterona tokom 20 dana kod Zivotinja dovodi do zna¢ajnih promena u ponaSanju
koje se mogu povezati sa razvojem depresivnog fenotipa i produzava vreme imobilnosti
u FST testu (Hill i sar., 2003), dok tretman istom dozom, ali tokom 10 uzastopnih dana
nije uspeo da kod eksperimentalnih Zivotinja izazove navedene promene (Brotto 1 sar.,
2001). Rezultati FST testa ove doktorske disertacije daju potvrdu dosadasnjim
saznanjima da se tronedeljna aplikacija kortikosterona, u ovom slucaju per 0s, moze
smatrati animalnim modelom depresivnog ponasanja. Tacnije, nakon tronedeljne
administracije kortikosterona, kod eksperimentalnih Zivotinja su u testu forsiranog
plivanja, najpoznatijem i dobro validiranom testu za odredivanje antidepresivnog
potencijala ispitivanih supstanci (Porsolt i sar.,, 2001), indukovane promene u
ponasanju koje se mogu povezati sa pojavom depresivne simptomatologije. Dobijeni
rezultati ukazuju na to da su zivotinje CORT grupe znacajno vi$e vremena provodile u
imobilnom poloZaju, kao i da je vreme od pocetka testa do prve imobilne epizode bilo
znacajno krace, u poredenju sa zivotinjama kontrolne grupe. Ovakvi rezultati jasno
upucuju na zakljuéak da je kod pacova koji su bili izloZzeni poviSenim nivoima
glukokortikoida tokom tri nedelje doslo do razvoja depresivnog fenotipa (Porsolt i sar.,
2001; Johnson i sar., 2006). Pored toga, u skladu sa dosadasnjim podacima (Ardayfio i
Kim, 2006; Murray i sar., 2008; Lee i sar., 2010; Donner i sar., 2012), rezultati ove
disertacije ukazuju da je hroni¢ni tretman kortikosteronom kod zivotinja izazvao pojavu
pojacane anksioznosti. Ovaj efekat glukokortikoida bio je evidentan u testu otvorenog
polja (OFT), pa su zivotinje CORT grupe znaajno viSe vremena provodile u
imobilnom polozaju i manje boravile u centralnoj zoni OF arene, $to jasno ukazuje na
smanjenu eksplorativnhu aktivnost ove grupe Zivotinja. U studiji Nine Donner i
saradnika (2012), per os tretman Kkortikosteronom u najvecoj koris¢enoj dozi (400
mg/L) pokazao je izrazit anksiogeni efekat u svim izvodenim testovima ponasanja
(OFT, EPM i test socijalne interakcije), dok je srednja doza kortikosterona, 100 mg/L,
imala efekta samo u EPM testu. U naSoj studiji, medutim, ova doza kortikosterona (100
mg/L) nije pokazala efekat u EPM testu, tako da nije bilo razlike u broju ulazaka, kao
ni vremenu provedenom u otvorenim kracima lavirinta, iako su Zivotinje tretirane
kortikosteronom manje vremena provodile u ovim kracima u odnosu na kontrolnu

grupu. Svakako da jedan od razloga ovakvog rezultata moze biti i velika standardna
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devijacija unutar eksperimentalnih grupa. Bez obzira na rezultate EPM testa, koji se
smatra specifi¢nijim testom anksioznosti od OFT (Pellow i sar.,1985), jak anksiogeni
efekat kortikosterona ne moze se negirati, S obzirom na pokazane rezultate OFT.
Smanjenje vremena koje su zivotinje CORT grupe provodile u centralnoj zoni OF arene
moze se smatrati smanjenjem istrazivacke aktivnosti Zivotinja i povlacenjem u

periferne, mrac¢ne delove arene, $to je jasan znak njihove povecane anksioznosti.

Poslednjih decenija, sve je viSe studija koje izveStavaju o antidepresivnom i
anksioltitckom potencijalu oksitocina. Ovakvi podaci dobijeni su u istrazivanjima na
zivotinjama, ali i na humanoj populaciji. U studijama koje su istrazivale efekte
oksitocina, pokazano je da ovaj neuropeptid povecava eksplorativnu aktivnost pacova u
OFT testu, kao i da ubrzava i olak$ava normalizaciju emocionalnog stanja Zivotinja
nakon izvodenja prokonflikt testa (Svanidze i sar., 2012). U studiji Grippo i sar. (2009),
pokazano je da u uslovima delovanja razli¢itih socijalnih stresora, kao Sto je na primer
stres socijalne izolacije, oskitocinergi¢ki mehamizmi mogu imati zaStitnu ulogu i
ublazavati sledstvene promene u ponasanju i aktivnosti kardiovaskularnog sistema kod
glodara. U ovoj studiji je socijalna izolacija tokom 4 nedelje kod Zivotinja dovela do
razvoja anhedonije i smanjenja unosa zasladenog rastvora, kao i depresivnog fenotipa
produzavaju¢i vreme imobilnosti u FST testu. Takode, kod Zivotinja koje su bile
izolovane tokom 4 nedelje, doslo je i do redukcije regulacije sréane aktivnosti od strane
n. vagusa. U istoj studiji, administracija oksitocina tokom poslednjih 14 dana
eksperimentalnog protokola, ublazila je pokazane neZeljene efekte socijalnog stresa na
ponasanje Zivotinja, ali 1 na parasimptikusnu regulaciju aktivnosti kardiovaskularnog
sistema. Dalje, intranazalna administracija oksitocina adultnim pacovima rano
odvojenim od majke pokazala je antidepresivni potencijal (Ji i sar., 2016), dok je kod
zivotinja koje su bile izlozene mirisu predatora, $to je sluzilo kao izvor stresa, infuzija
oksitocina u hipokampus redukovala anksioznost tokom sledeeg izlaganja zivotinja
istim stresnim stimulusima 7 dana kasnije (Cohen i sar., 2010). Antidepresivni
potencijal oksitocina potvrden je i u studijama na humanoj populaciji, gde je, kod
pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja rezistentnih na terapiju, dodatni
intranazalni tretman oksitocinom tokom 4 nedelje uz ve¢ postojecu terapiju
escitalopramom ublazio depresivne simptome i znaCajno smanjio skorove na

Hamiltonovoj skali za procenu nivoa jacine simptoma (Scantamburlo i sar., 2015).
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Rezultati dobijeni u eksperimentalnom radu ove disertacije daju dopunu dosadasnjim
nalazima o anksiolitiCkom i1 antidepresivhom potencijalu oksitocina, u ovom slucaju u
animalnom modelu hroni¢nog stresa/depresije indukovane hroniénom primenom
kortikosterona. Tacnije, u OFT testu, administracija oksitocina uz tretman
kortikosteronom povecala je istrazivacku aktivnost zivotinja i skratila vreme koje su
one provodile u stanju imobilnosti, dok je u FST testu produzila latentno vreme kao i
vreme koje su zivotinje provodile aktivno se bore¢i da nadu izlaz iz cilindra. Medutim,
tatan mehanizam kojim oksitocin ostvaruje ovakve efekte na ponasanje nije poznat.
Pretpostavlja se da oksitocin moze uticati na konsolidaciju memorije vezane za
traumatsko iskustvo i na taj nacin ublaziti anksioznost u sliénim negativnim situacijama
kojima jedinka moze biti izlozena u buducnosti (Cohen i sar., 2010). Za sada,
potvrdeno je prisustvo neurona koji sintetiSu i oslobadaju oksitocin u regionima CNS
koja imaju ulogu u regulaciji odgovora organizma na stres, kao §to su amigdale,
hipotalamus, septum, prefrontalni korteks i hipokampus (Zheng i sar., 2009; Svanidze i
sar.,, 2012; Nakajima i sar., 2014). Takode, tokom delovanja razli¢itih stresora,
oksitocin se pojacano oslobada u ovim strukturama (Neumann, 2002), §to upucuje na
njegovu direktnu ulogu u regulaciji ponasanja. Veoma dobro je poznato i to da ovaj
hormon ima znacajnu ulogu u, kao i da podsti¢e afilijativno ponasanje i socijalizaciju
(McQuaid 1 sar., 2014). Kako se asocijalnost moZze dovesti u vezu sa razvojem nekoliko
razli¢itih psihi¢kih poremecaja, ukljucujuci i depresiju (Insel i Young, 2001; Neumann,
2008), cinjenica da oksitocin podsti¢e drustvene kontakte, moze biti jedno obaj$njenje
korisnih efekata oksitocina u navedenim patoloskim stanjima. Visoki nivoi oksitocina
mogu podsticati socijalizaciju i pretpostavlja se da ovaj efekat oksitocin ostvaruje kroz
inhibitorni uticaj na aktivnost amigdala (Kirsch i sar., 2005) i sledstveno smanjenje
straha i anksioznosti, koji bi u suprotnom doveli do smanjenja socijalne interakcije sto

bi moglo da prouzrokuje razvoj bolesti.

5.2.3. Uticaj oksitocina na strukturu i funkciju nadbubreZne Zlezde u modelu

hroni¢nog stresa/depresije

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je tretman oksitocinom tokom

poslednje dve nedelje hroni¢ne administracije kortikosterona uticao na morfologiju i
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funkciju nadbubrezne zlezde i uspeo da ublazi karakteristicne negativne efekte hroni¢no
poviSenih vrednosti glukokortikoida, koji su potvrdeni i u navedenom animalnom
modelu hroni¢nog stresa/depresije. Povoljni efekti oksitocina u modelu hroni¢nog stresa
izazvanog tronedeljnom administracijom kortikosterona ispoljeni su kao smanjenje
atrofije nadbubrezne zlezde, prvenstveno korteksa, ali i adrenalne srzi, kao i
ublazavanje hormonskog odgovora eksperimentalnih Zivotinja na akutni stres, uz

povecéanje kapaciteta skladistenja kateholamina u adrenalnoj meduli.

Kao $to je 1 bilo ocekivano, nakon tretmana kortikosteronom, kod
eksperimentalnih zivotinja doslo je do atrofije nadbubrezne zlezde, kao i do promena u
odgovoru hormona na akutni stres, koji je podrazumevao izvodenje testa forsiranog
plivanja u trajanju od 15 min. Kod Zivotinja CORT eksperimentalne grupe, primec¢eno
je i blago, ali ipak statisticki zna¢ajno, smanjenje koncentracije kortikosterona u plazmi
u odnosu na zivotinje kontrolne grupe. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa morfoloskim
podacima, kao i sa atrofijom nadbubrezne zlezde zapazenom kod zivotinja nakon
hroni¢nog tretmana ovim hormonom. Na taj nacin, rezultati ove disertacije su jo$
jednom potvrdili dobro poznatu cinjenicu da, u uslovima hroni¢ne izlozenosti
egzogenim glukokortikoidima, dolazi do supresije aktivnosti HPA osovine (Johnson i
sar., 2006; Karatsoreos i sar., 2010; Donner i sar., 2012; Gold, 2015).

Prevencija atrofije nadbubrezne zlezde kod pacova izazvana administracijom
oksitocina uz hroni¢ni tretman kortikosteronom, pokazana je uticajem na apsolutnu
masu Zlezde koja je bila znaCajno povecana. Povecanje apsolutne mase nadbubrega,
prvenstveno je posledica znaCajno poveéane mase korteksa zlezde kod navedene
eksperimentalne grupe zivotinja. U strukturama adrenalnog korteksa, posmatrajuci
animalnom modelu uocen je u zoni fascikulati, ¢ija je povrSina kod CORT+OXY grupe
bila znacajno povecana. Medutim, i pored povoljnog uticaja na morfologiju zlezde, u
uslovima hroni¢nog hiperkortizolizma, administracija okistocina nije uspela da spreci
smanjenje bazalne koncentracije kortikosterona u plazmi. S druge strane, koncentracija
kortikosterona u plazmi je bila pove¢ana kod Zivotinja tretiranih samo oksitocinom,
ukazuju¢i na stimulatorni efekat oksitocina na sekreciju ovog hormona. U studiji

Cohen-a i saradnika (2010) takode je utvrdeno da nakon i.p. administracije oksitocina
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dolazi do povecanja koncentracije kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja.
Ovakav efekat oksitocina mogao bi biti posledica stimulacije ekspresije Fos proteina u
¢elijama korteksa nadbubrezne Zlezde, §to za rezultat ima i povecanje sekrecije
kortikosterona (Shepherd 1 sar., 2001). Osim toga, pokazano je da u situacijama
dugotrajne supresije aktivnosti HPA osovine, egzogeni glukokortikoidi blokiraju ovaj
stimulatorni uticaj oksitocina na oslobadanje ACTH iz izolovanih ¢elija prednjeg reznja

hipofize (Viero i sar., 2010).

Pozitivan uticaj oksitocina na sekreciju kortikosterona delom moze biti
objasnjen njegovim direktnim efektom na Zlezdu, s obzirom da je prisustvo ovog
hormona, kao i njegovih funkcionalnih receptora odavno potvrdeno u humanim,
govedim, kao i nadbubreznim Zlezdama pacova (Ang i Jenkins, 1984; Nussey i sar.,
1987). Medutim, kako je pokazano da oksitocin stimuliSe oslobadanje ACTH iz
izolovanih ¢elija prednjeg reznja hipofize pacova (Viero i sar., 2010), ne moze se
iskljuciti ni postojanje njegovog indirektnog efekta. Tokom delovanja razli¢itih vrsta
stresora, pojacano je oslobadanje oksitocina centralno, u mozdanim strukturama, ali
takode i periferno, iz neurohipofiznih terminala u krvotok (Neumann, 2002). I pored
brojnih istrazivanja izvodenih poslednjih decenija, fizioloSka uloga periferno
oslobodenog oksitocina kod oba pola, izvan porodaja i perioda laktacije kod Zena, i
dalje je ve¢im delom nepoznata, ali se pretpostavlja da bi mogla da podrazumeva i
regulaciju aktivnosti nadbubrezne Zlezde, prvenstveno kroz modulaciju oslobadanja
glukokortiokida (Legros i Annsseau, 1992). Rezultati velikog broja studija na
eksperimentalnim Zivotinjama koje su ispitivale uticaj egzogenog oksitocina na
sekreciju kortikosterona i morfologiju kore nadbubrezne zlezde prilicno su
neujednaceni, i pokazuju kako stimulatorni, tako i inhibitorni efekat ovog hormona na
zlezdu. Svakako se moze izvesti zaklju¢ak da dobijeni rezultati u mnogome zavise od
upotrebljene doze i samog nacina aplikacije oksitocina, trajanja eksperimentalnog
tretmana, uslova kojima su Zzivotinje izlozene tokom eksperimenta (prisustvo ili
odsustvo stresa) i od toga da li su u pitanju in vivo ili in vitro ispitivanja (Plecas i sar.,
1990; Stachowiak i sar., 1995; Shepherd i sar., 2001; Cohen i sar., 2010; Viero i sar.,
2010).
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Mehanizam kojim oksitocin ispoljava protektivni efekat na atrofiju nadbubrezne
zlezde kod zivotinja hroni¢no tretiranih kortikosteronom za sada ostaje nepoznat i
zahteva dalja istrazivanja u ovoj oblasti. Poznati, antioksidativni potencijal ovog
neuropeptida mogao bi biti jedno od objasnjenja. Rezultati ove disertacije pokazali su
da je kod Zivotinja tretiranih kortikosteronom, administracija oksitocina dovela do
smanjenja koncentracije biomarkera oksidativnog stresa u plazmi. Takode,
antikosidativni i radioprotektivni efekat ovog peptida potvrden je u nekoliko razli¢itih
patoloskih stanja ukljucujuéi ishemiju, sepsu i opekotine (Iseri i sar., 2005; Szeto i sar.,
2008; Aljanabi i sar., 2013; Gonzales-Reyes i sar., 2015). S druge strane, dobro je
poznato da su stetni efekti hroni¢nog tretmana, kao i visokih koncentracija endogenih
glukokortikoida, delom rezultat i pove¢anog oksidativnog stresa (Zafir i Banu, 2009;
Spiers i sar., 2014; Gupta i sar., 2015).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je hroni¢na administracija
glukokortikoida uticala i na srz nadbubrezne Zlezde, deo sistema uklju¢enog u
regulaciju fizioloskog odgovora organizma na stres. Nakon tronedeljnog tretmana
kortikosteronom, kod eksperimentalnih Zivotinja doSlo je do Smanjenja srzi
nadbubreZne zlezde, Sto je zakljuCeno na osnovu smanjenja povrSine ekvatorijalnih
preseka, dok je Kkoadministracija oksitocina ublazila ovaj negativan efekat
glukokortikoida. Povecanje povrsine srzi zapazeno u obe grupe Zivotinja koje su bile
tretirane oksitocinom najverovatnije je uzrokovano veoma primetnim povecanjem
povrsine krvnih sudova u ovoj regiji zlezde. Vazodilatacija krvnih sudova narocito je
bila izrazena u grupi Zivotinja tretiranih samo oksitocinom. Funkcionalni znacaji
pokazane vazodilatacije u adrenalnoj meduli nakon periferne administracije oksitocina
zavreduje paznju, imajuéi u vidu da se ovaj peptid takode sintetiSe u srcu i Krvnim
sudovima, kao i da u ovim organima postoje funkcionalni oksitocinergicki receptori
(Jankowski i sar., 1998). Na primer, utvrdena je direktna veza koncentracije oksitocina
u krvi, vazodilatacije i sistolnog volumena post partum, sto upucéuje na njegov moguci
kardioprotektivni efekat (Grewen i Light, 2011). Otuda, rezultati ove doktorske
disertacije daju potvrdu da vazodilatacija u nadbubreznoj zlezdi moze doprineti
ukupnom dejstvu oksitocina i njegovoj ulozi u regulaciji odgovora kardiovaskularnog

sistema prilikom delovanja razlicitih stresora.
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Dobijeni rezultati takode su pokazali da su eksperimentalni tretmani doveli do
znaCajnih promena sekretne aktivnosti, kao i kapaciteta za skladistenje kateholamina u
hromafinim c¢elijama srzi nadbubrezne Zlezde. Literaturni podaci opisuju razlicite i
opre¢ne uticaje egzogenih glukokortikoida na koli¢inu kateholamina u srzi, kao i
njihovu koncentraciju u tkivu zlezde i plazmi. Tako, u zavisnosti od eksperimentalnih
uslova, rezultati razli¢itih studija na glodarima potvrdili su povecanje koliCine
kateholamina u srzi praceno povecanjem njihove koncentracije u plazmi (Kumai i sar.,
2000), zatim supresiju adrenomedularne sekrecije (Szemeredi i sar., 1998), kao i
povecanje koli¢ine kateholamina u tkivu srzi zlezde, ali koje nije bilo praceno
povecanjem koncentracije ovih hormona u plazmi (Sharara-Chami i sar., 2010). U
eksperimentalnim uslovima ove doktorske disertacije, nakon tronedeljne administracije
kortikosterona doslo je do povecanja koncentracije adrenalina u plazmi, dok je
koncentracija noradrenalina ostala nepromenjena. Takode, koadministracija oksitocina i
kortikosterona dodatno je povecala koncentraciju adrenalina u plazmi eksperimentalnih
zivotinja. Imajuéi ovo u vidu, moze se pretpostaviti da je oksitocin doveo do povecanja
osetljivosti hromafinih ¢elija srzi nadbubrezne zlezde na dejstvo egzogenog
kortikosterona, poveéavajuéi prvenstveno njihovu sekretornu aktivnost. Ranije studije
Ple¢as i saradnika (1989) pokazale su da tretman ovim neuropeptidom dovodi do
povecanja koli¢ine adrenalina, noradrenalina i dopamina u nadbubreznoj Zlezdi pacova.
Kako je potvrdeno prisustvo oksitocina u srzi zlezde veceg broja zivotinjskih vrsta (Ang
i Jenkins, 1984; Nussey i sar., 1987), znacajna parakrina uloga ovog hormona u

regulaciji sekrecije kateholamina mogla se i ocekivati.

Nakon izlaganja akutnom stresu, kod obe grupe Zivotinja, CORT i CORT+OXY
grupe, koje su hroni¢no tretirane Kortikosteronom, nije uocen uobiCajeni porast
koncentracije ovog hormona u plazmi, tako da se koncentracija kortikosterona nakon
15-minutnog testa forsiranog plivanja nije statisticki razlikovala od bazalnih vrednosti
za datu eksperimentalnu grupu Zivotinja. S druge strane, odgovor hromafinih ¢elija, a
samim tim i promene koncentracija kateholamina u plazmi, nakon akutnog stresa su
pomalo iznenaduju¢e. Naime, za razliku od ocekivanog povecanja koncentracija
kateholamina u plazmi nakon izlaganja akutnom stresu, a koje je uo¢eno kod Zivotinja
kontrolne grupe, kod pacova tretiranih oksitocinom zapaZeno je znaajno smanjenje

koncentracije ovih hormona u plazmi. Ovaj trend je takode postojao i kod Zivotinja koje
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su bile tretirane kombinacijom Kkortikosterona i oksitocina. Objasnjenje ovakvog
odgovora na akutni stres se moze, barem delimi¢no, pripisati promenama ekspresije
gena Slc6a2 i Slcl8a2 koji kodiraju transportere NAT i VMAT2 u meduli pacova
tretiranih oksitocinom. Kako je ekspresija gena za transportere i/ili njihova koli¢ina u
tkivu srzi zlezde povecana nakon aplikacije oksitocina, bilo u kombinaciji sa
kortikosteronom ili ne, ¢ini se da je oksitocin uticao stimulatorno na skladistenje
kateholamina u zlezdi, $to je za posledicu imalo smanjenje njihovih nivoa u plazmi
nakon testa forsiranog plivanja. Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji Jovanovica i
saradinika (2014) gde je pokazano da s.c. administracija oksitocina muzjacima pacova
tokom 14 dana dovodi do povecanja koli¢ine kateholamina u srZi menjajuci ekspresiju
gena za VMAT2. Na taj nacin, moze se pretpostaviti da povecanje koncentracija
kateholamina u plazmi koje traje duzi vremenski period, na primer, tokom izloZenosti
hroni¢nom stresu, dovodi do praznjenja depoa ovih hormona u samoj zlezdi. Praznjenje
depoa kateholamina zatim moZe prouzrokovati kompenzatorno povecanje ekspresije
gena koji kodiraju njihova dva najznacajnija transportera, NAT i VMAT2. Ovakvi
rezultati idu u prilog pretpostavci da porast koncentracije oksitocina na periferiji u
uslovima stresa pojacava preuzimanje i skladistenje kateholamina u srzi nadbubrezne
zlezde, Sto moze imati ulogu u zaStiti nekih sistema organa, pre svega

kardiovaskularnog sistema, od izrazitog poveéanja nivoa kateholamina.

5.2.4. Uticaj oksitocina na parametre oksidativnog stresa u krvi eksperimentalnih

Zivotinja u modelu hroni¢nog stresa/depresije

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da administracija oksitocina u
animalnom modelu hroni¢nog stresa/depresije izazvane per 0s primenom kortikosterona
ublazava ostecenja DNK limfocita periferne krvi nastala usled in vitro tretmana vodonik
peroksidom kao jakim oksidativnim agensom. Ovakvi protektivni efekti oksitocina
mogu se pripisati njegovom antioksidativnom potencijalu, pre svega zbog pokazanog

uticaja na supresiju lipidne peroksidacije i povecanje antioksidativne zastite.

Naime, iako oksitocin nije uticao na ukupna ostecenja DNK limfocita periferne

krvi pacova nakon tretmana peroksidom, kod zivotinja CORT+OXY eksperimentalne
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grupe evidentan je uticaj oksitocina na intenzitet oste¢enja DNK. Tretman oksitocinom
znacajno je smanjio procenat celija visokog nivoa oSteCenja DNK 1 istovremeno
znacajno povecao procenat Celija sa niskim stepenom oSteéenja. Ovakav rezultat
ukazuje da tretman oksitocinom u odredenim uslovima moze spreciti ireparabilno
oste¢enje DNK 1 ¢elijsku smrt, zadrzavanjem oStecenja na niskom nivou. Osim toga,
tretman oksitocinom je doveo do smanjenja koncentracije lipidnih hidroperoksida, koji
se smatraju biomarkerom oksidativnog stresa, kao i do povecanja aktivnosti enzima
antioksidantne zastite, superoksid dizmutaze, u plazmi pacova hroni¢no tretiranih

kortikosteronom.

Poznato je da je genotoksi¢ni efekat koji glukokortikoidi ispoljavaju kako in
vivo (Bali i sar., 1990), tako i in vitro, uglavhom posledica indukcije oksidativnih
oste¢enja molekula lipida, proteina i DNK (Liu i sar., 1996; McIntosh i Sapolsky, 1996;
Zafir i Banu, 2009). Kod eksperimentalnih zivotinja, visoki nivoi glukokortikoida, bilo
kao posledica izloZenosti razli¢itim tipovima stresora, ili usled njihove egzogene
administracije, mogu dovesti do ostecenja DNK ¢elija u razli¢itim tkivima, kao $to su
mozak, jetra, srce i ¢elije krvi (Singh i sar., 1994; Liu i sar., 1996; Ashok i sar., 1997,
Zafir i Banu, 2009). U skladu sa navedenim, rezultati ove disertacije su pokazali da je
tronedeljna administracija kortikosterona pacovima bila dovoljna da dovede do
smanjenja antioksidativnog zastitnog kapaciteta limfocita periferne krvi, s obzirom da je
ukupan broj ostec¢enih ¢elija nakon tretmana sa H,O, bio znacajno povecan kod CORT
grupe Zivotinja, u poredenju sa kontrolom. U situacijama suprimirane reparacije DNK
materijala, kao i dodatnog jakog oksidativnog napada usled delovanja H,O, (Hu i sar.,
1995; Torbergsen i sar., 2000), u limfocitima Zzivotinja hroni¢no tretiranih
kortikosteronom doslo je do primetnog oStecenja DNK. Uz to, iako koriS¢ena doza
kortikosterona nije imala uticaja na proces lipidne peroksidacije, dovela je do znacajnog
smanjenja aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Kako
ovaj enzim pripada grupi enzima koji povecavaju antioksidativnu zastitu, ovakav nalaz
moze objasniti povecano oSteCenje DNK kod Zivotinja hroni¢no tretiranih

kortikosteronom nakon in vitro tretmana sa H»O.

Smatra se da hormon oksitocin moze delovati kao svojevrsni "pufer stresa", a

rezultati velikog broja studija na eksperimentalnim Zivotinjama izvedenih u poslednjih
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desetak godina ukazuju na antioksidativni, antiinflamatorni i antiproliferativni efekat
ovog neuropeptida (Iseri i sar., 2005; Vargas-Martinez i sar., 2014; Koroglu i sar., 2015;
Gonzalez-Reyes i sar., 2015; Houshmand i sar., 2015). U osnovi patoloskih promena
povezanih sa delovanjem kako fizioloSkih tako i fizickih stresora, postoji i povecanje
oksidativnog stresa i procesa inflamacije (Mastaloudis i sar., 2004). Pozitivan efekat
oksitocina u ovakvim stanjima bi upravo mogao biti i rezultat uticaja na proces
inflamacije i1 oksidativna oSte¢enja, na taj nacin umajujuci efekat koji hronicni stres
ispoljava na organizam. Veliki broj studija ukazuje na ¢injenicu da tretman oksitocinom
dovodi do smanjenja ekspresije biomarkera oksidativnog stresa u razli¢itim tkivima i
¢elijama (Iseri i sar., 2005; Vargas-Martinez i sar., 2014; Gonzalez-Reyes i sar., 2015;
Houshmand i sar., 2015). S druge strane, veoma je malo podataka o direktnom uticaju
oksitocina na geneticki materijal. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da
dvonedeljni tretman oksitocinom kod Zzivotinja izlozenih visokom nivou kortikosterona
i nakon inkubacije vodonik peroksidom, sprecava porast totalnog skora kometa (TSK)
limfocita periferne krvi, koji je jasno vidljiv kod zivotinja CORT grupe. lako nakon
tretmana oksitocinom nije doSlo do promene ukupnog broja oStecenih ¢Eelija posle
tretmana sa H;O,, kod Zivotinja CORT+OXY grupe znacajno je izmenjena distribucija
limfocita razli€itog stepena oStecenja: broj Celija sa visokim stepenom oSte¢enja DNK
je redukovan do vrednosti kontrolne grupe, dok je broj cCelija sa niskim stepenom
oStecenja bio znacajno veci u odnosu na druge eksperimentalne grupe zivotinja. Ovakvi
rezultati mogu biti od znacaja posto ukazuju na to da je oksitocin uspeo da spreci razvoj
ozbiljnih oSteCenja DNK limfocita periferne krvi, indukovanih endogenim
kortikosteronom i egzogenim H,0,. Poznato je da ¢éelije sa visokooste¢enim DNK, zbog
nemogucnosti reparacije molekula, ulaze u proces apoptoze, dok niska oStec¢enja
genetskog materijala mogu uspesno da se isprave. Ovakva razli¢ita "sudbina" ¢elija, u
zavisnosti od jaCine oSteCenja genetskog materijala, mogucéa je usled bimodalne
aktivacije p53 metabolickog puta, koji je od kljuénog znacaja u kontroli procesa
reparacije sa jedne i Celijske smrti sa druge strane (Roy, 2007; Chen i sar., 2013).
Tacnije, jaka ostecenja DNK koja se ne mogu ispraviti dovode do drasti¢nog poveéanja
aktivnosti p53 signalnog puta, sto rezultuje celijskom smrti aktivacijom procesa
apoptoze. Umerena indukcija p53 signalnog puta, koja se javlja u situacijama umerenog

oste¢enja DNK, ograni¢ava i usporava aktivnosti povezane sa apoptozom i dovodi do
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kratkotrajnog zaustavljanja cCelijskog ciklusa, Sto omogucava popravku postojeceg

oStecenja.

Rezultati ove disertacije idu u prilog hipotezi o antioksidativnom, zastitnom
efektu oksitocina, posto upuéuju na zaklju¢ak da oksitocin spreCava razvoj izrazitog
oStecenja DNK u limfocitima periferne krvi, iniciranog hroni¢nim tretmanom
kortikosteronom i egzogenim H,0O, kao jakim oksidativnim agensom. Sli¢no prikazanim
rezultatima, studija Iseri-ja i saradnika (2008) je pokazala da administracija oksitocina
zivotinjama odmah, kao i 24 cCasa nakon termalne traume znacajno smanjuje
koncentraciju malondialdehida i aktivnost mijeloperoksidaze u zeluda¢nom tkivu, a
takode i znacajno smanjuje oStecenje DNK i procese apoptoze u celijama gastri¢ne
mukoze. U nasoj studiji, moze se pretpostaviti i postojanje direktnog uticaja oksitocina
na limfocite periferne krvi, posto je potvrdeno prisustvo oksitocinergickih receptora na

zrelim, citotoksi¢nim CD8" ¢elijama (Gimpl i Fahrenholz, 2001).

Komet test, izvoden u eksperimentalnom radu tokom izrade ove doktorske
disertacije, je izuzetno Cesto koriS¢eni test koji detektuje oSteCenja na genetiCkom
materijalu celija koja ne moraju biti isklju¢ivo posledica oksidativnog udara. Medutim,
Stetni efekti hroni¢no visokih nivoa glukokortikoida svakako su, barem delom,
uzrokovani pojacanim oksidativnim stresom, pa se antioksidativno dejstvo oksitocina
mora uzeti u obzir. Osim toga, zbog svoje visoke reaktivnosti, vodonik peroksid se
svrstava u reaktivne kiseoni¢ne radikale, tako da odsustvo porasta visokooSte¢enih
¢elija nakon in vitro inkubacije sa H;O kod Zivotinja tretiranih oksitocinom dodatno
potvrduje ovu pretpostavku. Uz to, rezultati ukazuju i na cinjenicu da tretman
oksitocinom kod zivotinja hroni¢no izloZenih povisenim vrednostima glukokortikoida
dovodi do redukcije koncentracije lipidnih hidroperoksida (LOOH) u plazmi, markera
oksidativnog stresa, Cija je koncentracija direktno proporcionalna oksidativnim
oste¢enjima. Takode, kako je aplikacija oksitocina tokom 14 dana dovela do smanjenja
koncentracije LOOH i u plazmi kontrolnih Zivotinja, ovakav nalaz upucuje na zaklju¢ak
da ovaj hormon poseduje antioksidativni potencijal koji nije zavisan od tretmana

kortikosteronom.
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U nekoliko studija u kojima je ispitivan efekat oksitocina, pokazano je da ovaj
hormon dovodi do smanjenja koncentracije malondialdehida (MDA), jo$ jednog
biomarkera oksidativnog stresa, u plazmi i razli¢itim vrstama tkiva eksperimentalnih
zivotinja (Iseri i sar., 2008; Akman i sar., 2015; Imani i sar., 2015). Iako u nasem
eksperimentu nije uoCena promena koncentracije MDA u plazmi izmedu
eksperimentalnih grupa, nivoi LOOH, koji predstavljaju rane intermedijere u procesu
peroksidacije lipida (Ayala i sar., 2014) su bili znacajno manji u CORT+OXY grupi
zivotinja u poredenju sa CORT grupom. Imaju¢i u vidu da je MDA produkt
dekompozicije LOOH (Ayala i sar., 2014) moze se pretpostaviti da u datim
eksperimentalnim uslovima, tretman oksitocinom ima uticaja na rane faze peroksidacije
lipidnih Cestica. Iz tog razloga svakako je verovatno da bi, u nekom duzem vremenskom
intervalu, doSlo do promena i u plazma koncentraciji MDA nakon tretmana
oksitocinom. Drugo obja$njenje ovakvog nalaza bilo bi da su ispitivani LOOH nastali
od lipida koji ne degradiraju do MDA, pa iako tretman oksitocinom zna¢ajno smanjuje
plazma koncentraciju LOOH, nije imao efekta na nivoe MDA.

Jos jedan nalaz koji ide u prilog antioksidativnom efektu oksitocina je znacajno
povecanje aktivnosti enzima superoksid dizmutaze (SOD) u plazmi pacova nakon
dvonedeljne aplikacije oksitocina uz hroni¢nu administraciju kortikosterona, u
poredenju sa zivotinjama tretiranim samo kortikosteronom. Kako je SOD jedan od
znacajnih enzima antioksidativne zastite, povecanje njegove aktivnosti zapazeno kod
CORT+OXY grupe moze ukazivati da je administracija oksitocina dovela do
povecanja aktivnosti mehanizama zaStite organizma od potencijalnog oksidativnog
oSte¢enja u situacijama dodatnog oksidativnog stresa, kao S§to je in vitro tretman

vodonik peroksidom.

5.2.5. Uticaj oksitocina na proces adultne neurogeneze u hipokampusu

eksperimentalnih Zivotinja u modelu hroni¢nog stresa/depresije

Rezultati imunohistohemijske analize mozdanog tkiva pokazali su da tretman
oksitocinom ima pozitivan uticaj na proces adultne neurogeneze u hipokampusu,
povecavajuci gustinu Celija koje eksprimiraju BDNF i nuklearni faktor Ki-67 u ovoj

strukturi, kao i to da je ovakav efekat oksitocina regionalno specifican. Takode,
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stimulatorni efekat na neurogenezu, oksitocin je ispoljio i u primenjenom modelu
hroni¢nog stresa/depresije izazvane hroni¢nim tretmanom kortikosteronom. Taénije,
koadministracija oksitocina poslednje dve nedelje tretmana kortikosteronom sprecila je
gubitak BDNF+ c¢elija u dentatnom girusu i CA2+CA3 regiji. Sa druge strane,
administracija oksitocina u navedenom modelu depresije nije uspela da spre¢i gubitak
Ki-67+ ¢elija, indukovan hroni¢nim hiperkortizolizmom. Ovakvi rezultati daju
doprinos dosada$njim istrazivanjima i idu u korist hipotezi da oksitocin svoj pozitivan
efekat u poremecajima ponasanja ispoljava jednim delom i kroz pozitivnhu modulaciju

procesa adultne neurogeneze u hipokampusu.

Do sada je pokazano da je proces adultne neurogeneze u hipokampusu znacajno
izmenjen u uslovima izlozenosti jedinke hroni¢nom stresu, ali i obrnuto, da adultna
neurogeneza u mnogome reguliSe odgovor organizma na stres (Egeland i sar., 2015).
Nedavne studije na kulturama nervnih ¢elija potvrdile su da molekularni mehanizmi
ukljuceni u regulaciju adultne neurogeneze u uslovima povisenih nivoa glukokortikoida
podrazumevaju aktivaciju i drugih molekula i signalnih puteva, kao $to su, na primer,
medijatori inflamatornog odgovora i neurotrofi¢ni faktori (Egeland i sar., 2015).
Hipokampus je struktura mozga koja ima znacajnu ulogu u regulaciji raspolozenja i
odgovora organizma na stres, a takode pokazuje visoku osetljivost na uticaj
glukokortikoidnih hormona, s obzirom da je u ovoj strukturi detektovana velika gustina
glukokortikoidnih receptora (Sapolsky i sar.,, 1983; Workman i sar.,, 2014).
Pretpostavlja se da bi upravo proces adultne neurogeneze mogao biti krucijalan u ulozi
koju hipokampus ima u regulaciji odgovora organizma na stres (Egeland i sar., 2015).
U ispitivanju ove pretpostavke pocetne studije na glodarima su pokazale da izlozenost
stresu znacajno menja i umanjuje adultnu neurogenezu, pre svega u subgranularnom
sloju dentatnog girusa (DG) hipokampusa (Cameron i Gould, 1994). Kasnijim
studijama je potvrdeno i da proces adultne hipokampalne neurogeneze moze u
mnogome modulisati odgovor organizma na stres i olaksati adaptaciju jedinke na
novonastale uslove. Ovi rezultati dobijeni su prvenstveno u studijama na animalnim
modelima hroni¢nog stresa i depresije (Cameron i Gould, 1994; Gould i sar., 1997).
Identifikacija molekularnih mehanizama koji leZze u osnovi karakteristicnih promena u
hipokampusu moze posluziti u razvoju novih tretmana u terapiji oboljenja povezanih sa

hroni¢nom izlozenosti stresu, kao $to su anksioznost i depresija (Egeland i sar., 2015).
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Nadalje, u studijama na razli¢itim Zivotinjskim vrstama pokazano je da
izloZzenost stresu utiCe na Proces neurogeneze, pre svega smanjujuci celijsku
proliferaciju (Tanapat i sar., 2001; Czeh i Lucassen, 2007; Schoenfeld i Gould, 2012).
Naime, akutni stres koji je podrazumevao izlozenost jedinki nepoznatom muzjaku iste
vrste (Gould i sar., 1997) ili samo mirisu zivotinje koja predstavlja pretnju (Tanapat i
sar., 2001), umanjio je proliferaciju ¢elija u hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja.
Kod glodara izlozenih nepredvidivom blagom stresu, ¢esto koriS¢enom animalnom
modelu depresivnog ponasanja, neurogeneza je bila znacajno smanjena, a pokazane su i
karakteristiéne promene u ponaSanju koje podrazumevaju nemoguénost zivotinje da
adekvatno odgovori u stresnoj situaciji. Ukoliko izlozenost stresu traje duzi vremenski
period, karakteristicne promene procesa neurogeneze kod zivotinja mogu rezultovati
razvojem fenotipa slicnog onom koji se zapaza kod pacijenata obolelih od depresivnih
poremecaja (Wong i Herbert, 2004; Mirescu i Gould, 2006).

Kortikosteroidi, bilo egzogeni ili endogeno sintetisani i oslobodeni u vecoj
meri, $to se moze javiti U situacijama hiperaktivacije HPA osovine tokom odgovora
organizma na stres, dovode do velikog broja funkcionalnin promena u nervnim
¢elijama, kao $to su: gubitak neurona, redukcija remodelovanja dendrita i celijske
diferencijacije, smanjenje neurogeneze i neuronske plasti¢nosti (Sheline i sar; 1999,
2003; Campbell i sar., 2004; Workman i sar., 2013). Rezultati ove disertacije potvrdili
su postojanje Stetnih efekata glukokortikoida na proces hipokampalne neurogeneze, a
pretpostavljeni mehanizam navedenog dejstva mogao bi ukljudivati i smanjenje
ekspresije BDNF, faktora koji je od znaCaja za preZivljavanje postojecih 1 rast i
diferencijaciju novih neurona i sinapsi, kao i nuklearnog faktora Ki-67, markera
¢elijske proliferacije. Smanjenje ekspresije ovih proteina u hipokampusu nakon
tronedeljnog tretmana Zivotinja kortikosteronom, dobijeno u ovom istrazivanju, ide u
prilog rezultatima dosadas$njih studija, koje ukazuju da kod Zivotinja izlozenih akutnom
stresu imobilizacije dolazi do smanjenja ekspresije IRNK za BDNF koje je
najintenzivnije u dentatnom girusu hipokampusa (Smith i sar., 1995; Nibuya i sar.,
1995; Vaidya i sar., 1997). Sli¢no, delovanje drugih vrsta stresora, ukljucujuci
nepredvidivi blagi stres (Nibuya i sar., 1999), socijalnu izolaciju (Barrientos i sar.,
2003), aplikovanje elektricnih stimulusa (Rasmussen i sar., 2002) ili odvajanje

mladunaca od majke (Roceri i sar., 2002), kod eksperimentalnih Zivotinja dovelo je do
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smanjenja ekspresije glavnog neurotrofi¢nog faktora, BDNF, u hipokampusu, a ovakvi
rezultati potvrdeni su i u studijama na humanoj populaciji. Kod pacijenata obolelih od
nekog oblika depresivnih poremecaja, uoceno je smanjenje koncentracije BDNF u
plazmi u odnosu na zdrave ispitanike (Dwivedi i sar., 2006; Kocabas i sar., 2011).
Pored efekta na ekspresiju BDNF, negativni efekti koje hroni¢an stres ispoljava na
strukturu hipokampusa podrazumevaju i smanjenje ekspresije drugih faktora koji su
potrebni za normalno prezivljavanje i razvoj ¢elija. U studiji Bath-a i saradnika (2016),
izlozenost stresu mladunaca pacova dovela je do smanjenja ekspresije nuklearnog
faktora Ki-67, koji se smatra markerom celijske proliferacije, i Doublecortin-a, markera
Celijske diferencijacije. Sli¢no, u studiji na transgenim miSevima, potencijalnom
animalnom modelu depresivnog ponasanja, pokazano je da ove Zivotinje imaju manji
volumen hipokampusa, izmenjenu strukturu dentatnog girusa, smanjenu ekspresiju
Doublecortin-a u ovoj mozdanoj regiji, kao i da su pojacano anksiozne u odnosu na
kontrolne Zivotinje (Persson i sar., 2014). Rezultati ove doktorske disertacije pokazali
su da Stetni efekti hroni¢nog tretmana kortikosteronom podrazumevaju i inhibiciju
adultne neurogeneze u hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja. Ovakav efekat tretman
kortikosteronom ispoljio je negativnim uticajem na ekspresiju BDNF i Ki-67, §to se
uocava i1 kod pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja i moze doprineti razvoju
depresivne simptomatologije. Na taj nacin, podaci dobijeni tokom izrade ove disertacije
idu u prilog skoras$njoj hipotezi o tome da bi pozitivna modulacija ekspresije ovih
faktora u karakteristicno izmenjenim mozdanim strukturama mogla posluziti u razvoju
novih strategija terapije depresivnih poremecaja (Dwivedi i sar., 2006, Duman i

Monteggia, 2006).

Novija istrazivanja ukazuju na Cinjenicu da kompleksni mehanizam dejstva
antidepresiva podrazumeva i stimulaciju adultne neurogeneze hipokampusa, procesa
koji je znacajno narusen kod depresivnih pacijenata (Dwivedi i sar., 2006). Tretman
lekovima iz grupe antidepresiva kod pacova dovodi do povecanja ekspresije BDNF u
mozgu (Nibuya i sar., 1995), a takode i kod pacijenata do poveéanja njegove
koncentracije u plazmi i mozdanom tkivu (Dwivedi i sar., 2006; Karege i sar., 2005).
Sa druge strane, poslednjih godina povecan je broj studija koje ispituju uticaj oksitocina
na ponaSanje i koje su potvrdile hipotezu da ovaj neuropeptid poseduje odredeni

anksioliticki i antidepresivni potencijal (Svanidze i sar., 2012; Guzman i sar., 2013;
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Jovanovi¢ i sar., 2014). Medutim, tacan mehanizam ovakvog efekta oksitocina za sada

nije poznat.

U studiji Ji i saradnika (2016) intranazalna aplikacija oksitocina mladuncima
rano odvojenim od majke ublazila je depresivnu simptomatologiju i stimulisala
neurogenezu i plastiCnost neurona hipokampusa. Takode, aplikacija ovog hormona
povecala je broj oksitocinergickih neurona u jedrima hipotalamusa (Yamamoto i sar.,
2004) i povoljno uticala na organizaciju mozdanih struktura tokom ranog razvoja
(Kramer 1 sar., 2006). Smatra se da neuropeptidi, ukljucujuci i oksitocin, imaju troficku
ulogu, kao i ulogu faktora diferencijacije neurona, i u studiji Bakos-a i saradnika
(2014), neonatalna administracja oksitocina Zenkama pacova ublazila je negativne
efekte lipopolisaharida na ekspresiju gena za nestin, faktor rasta neurona (eng. Neuron
growth factor, NGF), zatim protein povezan sa mikrotubulama 2 (eng. Microtubule-
associated protein 2, MAP-2), kao i BDNF. Poznato je da se kod ljudi oksitocin
pojacano oslobada u situacijama prijatnih socijalnih interakcija, olakSava socijalno
povezivanje, ima anksioliti¢ki potencijal i moguée da na taj nacin S§titi jedinku od
negativnih posledica izlozenosti stresu (Landgraf i Neumann, 2004; Bakos i sar., 2014).
Bez obzira na dobro poznate efekte ovog neuropeptida na emocije 1 ponaSanje, bioloski
mehanizmi njegovog delovanja ostaju nepoznanica. Jedno od objasnjenja ovakvog
delovanja oksitocina svakako bi mogao biti i njegov uticaj na povecanje gustine BDNF
I Ki-67 pozitivnih ¢éelija u hipokampusu, $to je pokazano u rezultatima ove disertacije.
Na taj nacin oksitocin ne samo da poboljSava Celijsku proliferaciju, ve¢ promovise i
razvoj novih i preZivljavanje starih neurona, Sto za posledicu moze imati i njegove
povoljne uticaje na ponasanje eksperimentalnih zivotinja (Sanchez-Vidana i sar., 2016).
Dobijeni rezultati, koji upucuju na zakljucak da ositocin ispoljava pozitivne efekte na
proces adultne neurogeneze u hipokampusu, daju dobru osnovu za dalja ispitivanja
njegove upotrebe kao potencijalnog terapijskog agensa u razli¢itim populacijama
psihijatrijskih pacijenata koji pate od nekog oblika poremecaja raspolozenja, kao $to su

anksioznost i depresija.

Na osnovu rezultata druge faze ove disertacije moze se zakljuciti da u
animalnom modelu hroni¢nog stresa 1 depresije indukovane tronedeljnom primenom

kortikosterona, tretman oksitocinom ispoljava anksioliticki i antidepresivni potencijal.
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Ovaj efekat oksitocina mogao bi biti posledica njegovog efekta na periferiji, pre svega
na nadbubreznu zlezdu, sprecavaju¢i njenu atrofiju, moduliSu¢i odgovor hormona
zlezde na akutni stres i povecavajuci kapacitet srzi za skladiStenje kateholamina, Sto se
smatra jednim od glavnih mehanizama adaptacije i zaStite organizma u uslovima
izloZzenosti hroni¢nom stresu. Takode, pokazane promene u ponasanju mogu biti i
posledica centralnih efekata oksitocina, stimulacijom procesa adultne neurogeneze u
hipokampusu koja je znacajno umanjena u uslovima hroni¢ne izlozenosti stresu i kod
pacijenata obolelih od depresivnih poremecaja, a za koju se smatra da je od velikog
znacaja za adekvatno snalaZzenje pojedinca u stresnim situacijama. Takode, u prilog
povoljnim efektima oksitocina u situacijama hiperaktivnosti HPA osovine govori i
pokazani antioksidativni potencijal ovog hormona, posto je poznato da su Stetni efekti
glukokortikoida delom i posledica povec¢anog oksidativnog stresa i sledstvenih

ostecenja Celija u velikom broju tkiva.

5.3. Uticaj dodatnog tretmana oksitocinom uz tretman citalopramom
na ponasanje i ekspresiju Itgh3 i Chll IRNK u prefrontalnom

korteksu pacova u modelu hroni¢nog stresa/depresije

Rezultati tre¢e faze ove doktorske disertacije pokazali su i jo§ jednom potvrdili
rezultate dobijene tokom izrade druge faze, da tretman oksitocinom tokom 14 dana u
animalnom modelu hroni¢nog stresa 1 depresije indukovane kortikosteronom ispoljava
antidepresivni potencijal. Tako je u FST testu koadministracija okitocina znacajno
produzila latentno vreme 1 skratila vreme koje su Zivotinje provodile u imobilnom
polozaju u poredenju sa CORT eksperimentalnom grupom. Takode, potvrden je dobro
poznati antidepresivni efekat citaloprama, pa je u FST testu latentno vreme bilo
znacajno duze, a period imobilnosti znac¢ajno krac¢i u CORT+CIT grupi u poredenju sa
CORT grupom, dok je najintenzivniji antidepresivni efekat zapaZen kod grupe Zivotinja
tretirane kombinacijom oksitocina i citaloprama, uz hroni¢ni tretman kortikosteronom.

Sli¢no, prilikom istovremene administracije oksitocina i citaloprama pacovima
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hroni¢no tretiranim Kortikosteronom, ekspresija gena koji kodira ITGB3 protein,
potencijalni biomarker povoljnog odgovora na terapiju lekovima SSRI grupe u

prefrontalnom korteksu zivotinja bila je najveca.

5.3.1. Uticaj tretmana oksitocinom uz citalopram na ponasanje \Wistar pacova

U testovima ponasSanja izvodenim tokom izrade tre¢e faze ove disertacije (OFT,
EPM i FST), jo§ jednom su potvrdeni rezultati druge faze, da se hroni¢na primena
kortikosterona u dozi 100 mg/L per os tokom 21. dana moze smatrati animalnim
modelom depresije, poSto kod Zivotinja dovodi do promena u ponasanju koje se mogu
povezati sa povecanom anksioznoS¢u i depresivnom simptomatologijom. Takode,
tretman oksitocinom poslednih 14 dana administracije kortikosterona, ponovo je
pokazao anksioliticki i antidepresivni potencijal u izvodenim testovima. Dodatno, u
FST testu, Cesto koris¢enom i validiranom testu za ispitivanje antidepresivnog
potencijala supstanci, potvrden je dobro poznati efekat citaloprama, antidepresiva iz

grupe SSRI (Juki€ 1 sar., 2016).

Veoma je dobro poznato da hroni¢na administracija kortikosterona, bilo putem
injekcija, ili kroz hranu i vodu za pice, moze dovesti do karakteristicnih promena u
ponasanju Zivotinja i pojave stanja slicnog depresiji (Hill 1 sar., 2003; Gregus 1 sar.,
2005, Donner i sar., 2012), kao i do pojacane anksioznosti (Murray i sar., Lee i sar.,
2010; Donner i sar., 2012). Rezultati trece faze ove disertacije, koji su pokazali da su
zivotinje CORT grupe u EPM testu znacajno manje ulazile u i provodile vremena u
otvorenim kracima, kao i da su u FST testu znaajno viSe vremena provodile u
imobilnom polozaju u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja, jo§ jednom potvrduju
dosadasnje nalaze. S druge strane, rezultati koji ukazuju da je kod Zivotinja
CORTHOXY grupe znacajno produZeno latentno vreme i skracen period imobilnosti u
FST testu, upucuju na postojanje antidepresivnog potencijala ovog hormona (Grippo i
sar., 2009; Svanidze i sar., 2012). Takode, koadministracija citaloprama, poznatog
antidepresiva iz SSRI grupe, poslednje dve nedelje tretmana kortikosteronom u FST
testu pokazala je antidepresivni efekat, produzavajuéi latentno 1 skracujuéi vreme

imobilnosti u poredenju sa Zivotinjama tretiranim samo kortikosteronom. Interesantan
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je podatak da je u eksperimentalnoj grupi Zivotinja tretiranoj kombinacijom oksitocina i
citaloprama poslednje dve nedelje per os tretmana kortikosteronom (CORT+OXY+CIT
grupi) primeéen najintenzivniji efekat na ponasanje. Tacnije kod Zivotinja
CORTHOXY+CIT grupe je u FST testu primeceno najznacajnije povecanje latentnog
vremena i skra¢enje vremena imobilnosti, u poredenju sa CORT grupom zivotinja.
Takode, u EPM testu, kod zivotinja CORT+OXY+CIT grupe zabelezen je najveci
procenat ulazaka u otvorene krake, upucuju¢i na postojanje najintenzivnijeg
anksiolitickog efekta. Ovakvi rezultati idu u prilog hipotezi da bi dodatni tretman
oksitocinom, uz ve¢ postojecu terapiju odredenim antidepresivom iz SSRI grupe,
omoguéio bolji odgovor na osnovnu terapiju kod pacijenata obolelih od nekog

poremecaja raspolozenja.

5.3.2. Uticaj tretmana oksitocinom uz citalopram na ekspresiju gena za integrin
beta 3 (ITGB3) i adhezioni molekul nervnih éelija slican proteinu L1 (CHL1) u
prefrontalnom korteksu Wistar pacova

U okviru ove doktorske disertacije pokazalo se da ekspresija gena za integrin
beta 3 (ITGB3), potencijalni biomarker povoljnog odgovora na terapiju antidepresivima
iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina, u prefrontalnom korteksu
pacova podleze promenama u zavisnosti od primenjenog tretmana. Naime u modelu
hroni¢nog stresa/depresije indukovane hroni¢nom primenom kortikosterona, ekspresija
Itgh3 iIRNK u prefrontalnom korteksu zivotinja bila je znacajno smanjena, dok je
koadministracija oksitocina, kao i citaloprama, dovela do poveéanja ekspresije
navedene iIRNK. Najintenzivniji uticaj na poveéanje ekspresije Itgh3 u prefrontalnom
korteksu zapaZzen je u grupi Zivotinja koje su primale kombinaciju oksitocina i
citaloprama, tokom poslednjih 14 dana tronedeljnog tretmana kortikosteronom. S druge
strane, ni jedan eksperimentalni tretman nije uticao na ekspresiju gena koji kodira
adhezioni molekul nervnih Ccelija sli¢an proteinu L1 (CHL1) u uzorcima tkiva

prefrontalnog korteksa pacova.

Identifikacija potencijalnih biomarkera povoljnog odgovora na terapiju

antidepresivima je od velikog klinickog znacaja iz nekoliko razloga. Jedan od najvec¢ih
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problema farmakoterapije depresije je prilicno niska stopa povoljnog odgovora na
terapiju. Smatra se da preko 30% pacijenata na terapiji lekovima iz grupe SSRI, koji su
lekovi prvog izbora i najcesce propisivani od strane psihijatara, ne odgovori adekvatno
na ovu terapiju (Kirchheiner i sar., 2004). Takode, potrebno je da prode nekoliko
nedelja od pocetka primene antidepresiva kako bi se pojavili prvi znaci remisije bolesti
1 ublazavanje pocetnih simptoma, i tek tada je poznato da li je pacijent odgovorio dobro
na terapiju ili ne. Krajnji cilj farmakoterapije depresivnih poremecaja, koji
podrazumeva dostizanje potpune remisije prate¢ih simptoma, postize se kod manje od
40% pacijenata na terapiji SSRI pre isteka 8 nedelje primene lekova (Probst-
Schendzielorz i sar., 2015). Smatra se da bi fenotip odgovora svakog pojedinacnog
pacijenta na terapiju antidepresivima mogao pre biti pod uticajem razli¢itih
biomolekula koji imaju ulogu u procesima regulacije genske ekspresije, nego same
genetske predispozicije kao takve (Cattaneo i saar., 2013). U studiji Morag i saradnika
(2011) prikazani su preliminarni podaci o mogu¢im kandidatima za biomarkere
povoljnog odgovora na terapiju lekovima iz grupe SSRI. Ovi rezultati dobijeni su iz
farmakogenomskih studija izvodenih na kulturama humanih limfoblasta zdravih donora
koje su pokazale relativno nisku ili visoku osetljivost na inhibiciju rasta nakon tretmana
paroksetinom, antidepresivom iz grupe SSRI. Za lekove ove farmakoloske grupe, kao i
triciklicne antidepresive, potvrdeno je da stepen inhibicije Ccelijskog rasta koji
proizvode pokazuje doznu zavisnost (Morag i sar., 2010). Dobijeni rezultati ukazali su
da celijske linije sa niskom osetljivos¢u na SSRI lekove in vitro imaju znacajno vecu
ekspresiju CHL1 proteina, ukljuéenog u procese embrionalne migracije neurona
posredovane integrinom (Andreyeva i sar., 2010). Ulogu CHL1 proteina u
funkcionisanju CNS-a potvrdili su i bihejvioralni testovi izvodeni na CHL1 knockout
miSevima u kojima je pokazana smanjena istrazivacka aktivnost i neadekvatno
socijalno ponasanje ovih Zivotinja (Morellini i sar., 2007). Dalja istrazivanja u ovoj
oblasti Oved i saradnika (2013) ukazala su da hroni¢ni tretman paroksetinom tokom tri
nedelje u limfoblastima zdravih donora povecava ekspresiju ITGB3 proteina,
adhezionog proteina neophodnog za optimalnu funkciju serotoninskog transportera
(Cingolani i sar., 2008; Whyte i sar., 2014), dok ekspresija CHL1 proteina nije bila
izmenjena. Takode, potvrdeno je da je u mozgu Itgb3 knockout miSeva znaéajno

smanjeno preuzimanje serotonina u neurone (Whyte i sar., 2014), sto upucuje na
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mogucénost postojanja povezanosti ovog proteina i aktivnosti antidepresiva iz grupe
SSRI, ¢ije je ciljno mesto delovanja upravo serotoninski transporter. Znacaj ITGB3
proteina za aktivnost serotoninskog transportera (SLC6A4) pokazan je i u studijama u
kojima je kod Itgh3 knockout miSeva znacajno smanjena aktivnost ovog transportera u
trombocitima i strukturama srednjeg mozga (Carneiro i sar., 2008; Whyte i sar., 2014).
Uz to, potvrdeno je postojanje promena u ekspresiji integrin ov subjedinice u
medijalnom prefrontalnom korteksu pacova nakon izlozenosti stresu (Li i sar., 2015).
Nakon tretmana lekovima iz SSRI grupe, poveéana je ekspresija Itgh3 iRNK. U tim
uslovima, veca koli¢ina ITGB3 vezujuéeg proteina (eng. ITGB3 binding protein,
ITGB3BP), vezuje se za ITGB3, §to povecava aktivnost NF-kB signalnog puta, ¢iji je
ITGB3BP korepresor (Besta i sar., 2002). Veca aktivnost NF-kB signalnog puta
podrazumeva stimulaciju procesa hipokampalne neurogeneze, §to za posledicu moze
imati remisiju depresivnih simptoma (Besta i sar., 2002; Bortolotto i sar., 2014).
Takode, Whyte i saradnici (2014) su utvrdili da genska interakcija ITGB3 i SLC6A4
gena, koji kodira serotoninski transporter, u mozgu miseva ima ulogu u regulaciji
homeostaze serotonina. Regulacija homeostaze serotonina podrazumeva i regionalno
specifi¢nu modulaciju aktivnosti serotoninskog transportera (Whyte i sar., 2014). Pored
transportera za serotonin, integrini, pogotovo oni eksprimirani u mozdanom tkivu,
protein (Felding-Habermann i sar., 1997; Buhusi i sar., 2003). Stoga, postavljena je
hipoteza o postojanju interakcije ova dva proteina, CHL1 i ITGB3, u ¢elijskoj
membrani, koja moze biti od znacaja za aktivnost serotoninskog transportera, kao i ta
da nivoi ekspresije oba navedena proteina mogu posluZiti kao potencijalni biomarkeri
povoljnog odgovora na terapiju lekovima SSRI grupe (Oved i sar., 2013; Fabbri i sar.,
2015). Tacnije, smatra se da postoji kompeticija membranskih proteina, CHLI1 i
SLC6A4, oko ograni¢enog pula ITGB3. Pri niskim koncentracijama CHLI proteina,
viSe ITGB3 je na raspolaganju serotoninskom transporteru, povecavaju¢i mu aktivnost
i, shodno tome, verovatno¢u povoljnog terapijskog odgovora na tretman
antidepresivima iz SSRI grupe. Ovakvu hipotezu potvrdili su i rezultati klinic¢kih
studija na tri nezavisne grupe pacijenata obolelih od velikog depresijivnog poremecaja
(eng. Major depressive disorder, MDD) koji ukazuju da se na osnovu postojanja

odredenog genotipa za CHL1 i ITGB3 proteine moze predvideti neadekvatan odgovor
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pacijenata na terapiju antidepresivima (Fabbri i sar., 2015). Tome u prilog ide i podatak
da je kod pacijenata obolelih od depresije na terapiji paroksetinom povecana ekspresija
ITGB3 u kulturama limfoblasta (Oved i sar., 2013), kao i ¢injenica da je kod pacijenata
obolelih od bipolarnog poremecaja povecana ekspresija CHL1 proteina u Krvi

(Wakabayashi i sar., 2008), u poredenju sa zdravim dobrovoljcima.

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju dopunu i potvrdu rezultata
dosadasnjih studija, 1 ukazuju da, slicno kao kod depresivnih pacijenata, i u korisS¢enom
animalnom modelu depresije, dolazi do smanjenja ekspresije gena koji kodira ITGB3
protein. Ovo je prva studija u kojoj je ispitivan uticaj tretmana oksitocinom na
ekspresiju potencijalnih biomarkera povoljnog odgovora na terapiju SSRI lekovima u
animalnom modelu. Dosada je pokazano da postoji pozitivna korelacija nivoa
oksitocina u plazmi i koli¢ine SERT transportera u trombocitima zdravih dobrovoljaca
(Marazziti i sar., 2012). Rezultati ove disertacije ukazuju na moguénost stimulatornog
uticaja oksitocina na ekspresiju gena za ITGB3. Moglo bi se pretpostaviti da ovaj
molekularni mehanizam u odredenoj meri doprinosi antidepresivnom potencijalu
oksitocina. Ova pretpostavka je podrzana ¢injenicom da koriS¢eni eksperimentalni
tretmani nisu imali uticaja na ekspresiju CHL1 proteina, Sto bi za posledicu moglo
imati okolnost u kojoj bi ve¢a koli¢ina proteina ITGB3 bila direktno raspoloziva
serotoninskom transporeteru, na taj nacin povecavajuéi mu aktivnost. U ovakvim
okolnostima, u sluéaju ekstrapolacije dobijenih rezultata na MDD pacijente, mogla bi
se ocekivati povecana osetljivost na lekove iz grupe SSRI i sledstveno bolji terapijski
odgovor. Cinjenica da je u grupi Zivotinja koje su bile tretirane oksitocinom i
citalopramom u koris¢enom modelu depresije zapazen najvei porast u ekspresiji
ITGB3 upucuje na moguénost da bi dodatni tretman oksitocinom uz ve¢ postojecu
terapiju antidepresivima iz grupe SSRI mogao povecati verovatno¢u dobrog odgovora

na terapiju antidepresivima, Sto svakako otvara put daljim istrazivanjima u ovoj oblasti.

Iz rezultata dobijenih tokom izrade trec¢e faze ove disertacije moze se zakljuciti
da dodatni tretman oksitocinom uz citalopram, antidepresiv iz grupe selektivnih
inhibitora preuzimanja serotonina, u modelu kortikosteronom indukovanog hroni¢nog
stresa 1 depresije, dovodi do povecanja ekspresije gena za ITGB3 u tkivu prefrontalnog
korteksa pacova. ITGB3 protein smatra se biomarkerom povoljnog odgovora na
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terapiju antidepresivima iz grupe SSRI. Iz tog razloga, moze se zakljuciti da bi tretman
oksitocinom mogao povecati verovatnocu adekvatnog odgovora pacijenata na lekove
prvog izbora u terapiji depresivnih poremecaja, kao i da povecanje ekspresije [ITGB3
proteina nakon tretmana oksitocinom moze biti jedan od mehanizama antidepresivnog

dejstva ovog hormona, pokazanog takode tokom izrade ove disertacije.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu iznetih rezultata 1 diskusije doktorske disertacije, doneti su sledec¢i

zakljucci:

o Dvonedeljni tretman oksitocinom u modelu hronicnog stresa i depresije

pokazuje anksioliti¢ki i antidepresivni potencijal $to je procenjeno primenom

odgovaraju¢ih testova ponasanja (test otvorenog polja, uzdignuti plus lavirint i

test forsiranog plivanja).

o Oksitocin pokazuje zastitni efekat na strukturu i funkciju nadbubrezne Zlezde u

modelu kortikosteronom indukovanog hroni¢nog stresa i depresije. Ovaj efekat

ogleda se u:

prevenciji atrofije Zlezde indukovane hroni¢no povisenim nivoom
glukokortikoida. Oksitocin prvenstveno dovodi do poveéanja povrSine
ekvatorijalnog preseka korteksa zlezde, odnosno mase korteksa, sto se
odrazilo i na apsolutnu masu organa,

upadljivoj vazodilataciji u srzi nadbubrezne Zlezde,

pozitivnoj modulaciji ekspresije gena Slc6a2 i Slc18a2 koji kodiraju dva
najznacajnija  transportera za  kateholamine, noradrenalinskog
transportera (NAT) i vezikularnog transportera za monoamine 2
(VMAT2). Na ovaj nacin, oksitocin povecava kapacitet srzi za
skladiStenje kateholamina, $to se smatra jednim od glavnih mehanizama
adaptacije i zaStite organizma u uslovima izlozenosti hroni¢nom stresu.
dvosmernom uticaju na nivo hormona nadbubrezne Zlezde u plazmi, pre

i nakon akutnog stresa.

o Oksitocin ispoljava antioksidativni potencijal i povoljno uti¢e na procese

regulacije oksidativnog stresa/antioksidativne zastite kod zivotinja hroni¢no

tretiranih kortikosteronom. Ovaj efekat se ogleda u:
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e smanjenju stepena ostec¢enja DNK limfocita periferne krvi pacova nakon
in vitro inkubacije sa vodonik peroksidom, S§to najverovatnije
omogucava adekvatno odvijanje procesa reparacije DNK,

e smanjenju  koncentracije lipidnih  hidroperoksida u  plazmi,

karakterisri¢nih markera oksidativnog oStecenja,

e povecanju aktivnosti enzima antioksidativne zaStite, superoksid

dizmutaze.

o Tretman oksitocinom u znafajnoj meri  umanjuje negativan efekat
kortikosterona na proces adultne neurogeneze u hipokampusu, a §to se ogledalo
u:

e povecanoj gustini BDNF+ neurona u dentatnom girusu i CA2+CA3
regionu hipokampusa kao 1 koli¢ini BDNF proteina u tkivu
hipokampusa,

e povecanju gustine Ki-67+ neurona u dentatnom girusu, mada ovaj efekat
nije zapazen u modelu hroni¢nog stresa/depresije indukovane

kortikosteronom, ve¢ kod pacova tretiranh samo oksitocinom.

o Dodatni tretman oksitocinom uz citalopram, antidepresiv iz grupe selektivnih
inhibitora preuzimanja serotonina, u modelu kortikosteronom indukovanog
hroni¢nog stresa 1 depresije, dovodi do povecanja ekspresije gena za ITGB3 u
tkivu prefrontalnog korteksa. Kako se ITGB3 protein moZze smatrati
biomarkerom povoljnog odgovora na terapiju antidepresivima iz grupe SSRI i
neophodan je za funkcionisanje transportera za serotonin, moze se pretpostaviti
da bi tretman oksitocinom mogao povecati verovatnocu adekvatnog odgovora

pacijenata na lekove prvog izbora u terapiji depresivnih poremecaja.

Konac¢no, moze se zakljuciti da rezultati ove doktorske disertacije promovisu
oksitocin kao potencijalni dodatni tretman uz antidepresivnu terapiju kod pacijenata koji
pate od nekog od depresivnih poremecaja pra¢enog hroni¢no povisenim nivoom

glukokortikoida.
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