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REZIME

U ovom doktorskom radu razmatrano je modelovanje hipotalamo-hipofizno-
adrenalnog (HPA) sistema, veoma slozenog i vaznog neuroendokrinog sistema, bitnog
za odrzavanje svakodnevnih fiziolosSkih funkcija organizma, i presudnog za odgovor
organizma na dejstvo razli€itih stresora, odnosno u reakciji ,bori se ili bezi“. Cilj rada je
modelovanje uticaja stresa na dinamiku HPA sistema. U tu svrhu postavljen je
stehiometrijski model koji opisuje dnevni ritam sekrecije hormona ovog sistema,
analizirana stabilnost sistema diferencijalnih jednacCina koje slede iz njega i ispitivana
simulacija rada ovog sistema pri dejstvu stresora.

U slozenom bioloSkom sistemu, kao Sto je HPA sistem, gde nisu joS u potpunosti
razjasnjeni svi procesi i mehanizmi funkcionisanja, a ni sve nije merljivo, matematicko
modelovanje je korisno, posebno ako bi pomoglo da se izdvoje i definiSu individualne
karakteristike na osnovu kojih bismo mogli predvideti kako bi pojedinac reagovao u

razliCitim situacijama.

U poglaviju 1, izlozen je opis hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema. Krajnji
proizvod ovog sistema, hormon kortizol (kod Coveka) i kortikosteron (kod glodara),
pozitivnim i negativnim povratnim spregama reguliSe sopstveno stvaranje, odnosno

aktivnost Citavog sistema.

U poglavlju 2, dat je kratak prikaz nekoliko do sada u stru¢noj literaturi objavljenih
modela ovog sistema i istaknuta razlika izmedju stehiometrijskih i nestehiometrijskih

modela.

U poglavlju 3, izloZzen je model razmatran u ovom radu, koji opisuje ritam rada
hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema i analizirana je stabilnost datog modela

primenom metode stehiometrijske mrezne analize.



U poglavlju 4 prikazani su rezultati numeri¢kih simulacija rada HPA sistema pri

akutnom i hroni€nom dejstvu stresora, dobijeni na osnovu razmatranog modela.

Svrha ovog rada nije bila da se formuliSe matematicki model HPA sistema koji bi
opisivao sve procese prisutne u ovom slozenom sistemu, jer ¢ak i kada bi to bilo
moguce uraditi, dobijeni model bi bio preobiman i davao bi malo zna¢ajnih odnosa u
sistemu. Umesto toga, cilj nam je bio formulisanje minimalnog modela koji bi dovoljno
verno prikazao sustinski bitne interakcije i predvideo ponaSanje sistema pri zadatim

uslovima.

Kljuéne reci: HPA, Kkortizol, aldosteron, CRH, ACTH, MR i GR receptori,

modeliranje procesa, povratna sprega, numeriCke simulacije, stres

Naucna oblast: fizicka hemija

UZa naucna oblast: biofiziCka hemija i dinamika neravnoteznih procesa

UDK broj:

ABSTRACT

In this doctoral dissertation modelling of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
system, a very complex and important neuroendocrine system, relevant for maintenance
of everyday physiological functions of an organism, and crucial in response to different
stressors, i.e. in “fight or flight’ reaction, is considered. The aim of this work is modelling
of the influence of stressors on the HPA system dynamics. With this intention, a
stoichiometric model was made, to describe the daily rhythm of hormonal secretion,
stability of corresponding differential equations system was analyzed, and functioning of

this system under stress was simulated.



In complex biological systems, such as the HPA system, where all underlying
processes and mechanisms are not fully understood jet, and not everything could be
measured, mathematical modelling is useful, especially if it could lead to, and define
individual personal characteristics, based on which we could estimate how would a

person react in different situations.

In chapter 1, description of the HPA system is given. Final products of this
system, hormones cortisol (in humans), and corticosterone (in rats), through different
positive and negative feedback actions regulate their own production, i.e. activity of this

system.

In chapter 2, a short description of several models of this system published in the
literature so far, and a difference between stoichiometric and non-stoichiometric models

is specified.

In chapter 3, the model of the HPA system functioning considered in this work is
described, and stability of this model is analyzed using stoichiometric network analysis.

In chapter 4, results of numerical simulations of the HPA system functioning,
under acute and chronic stress conditions, obtained based on the model considered, are

given.

The aim of this work wasn't to formulate a mathematical model that could
describe all processes present in this complex system, because even if that could be
possible, resulting model would be too large and it would not give enough important
relations in the system. Instead of that, our aim was to formulate a minimal model that
could describe crucial interactions in the system, and predict the behaviour of the

system in given conditions.

Key words: HPA, cortisol, aldosterone, CRH, ACTH, MR and GR receptors, modeling

of proceses, feedback actions, numerical simulations, stress
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uvod

Uvod

Zbog svoje univerzalnosti, savremena teorija modeliranja procesa i ispitivanja
stabilnosti dinamickih sistema primenjuje se u najrazli€itijim oblastima nauke, kao $to
su, na primer, fizika, hemija, fizicka hemija, biologija, medicina, psihologija,
ekonomija, meteorologija, saobracaj, ili astronomija.

Uodljiva je sve Sira primena matematickih metoda u biologiji. BioloSki sistemi
su veoma kompleksni i sa visokim stepenom uredenosti. Oni imaju jedinstvenu
sposobnost da saCuvaju i prenose informacije. OCuvanje Zivota zahteva kontinuirani
metabolizam i sintezu makromolekula, kao i regulaciju tih procesa. Ogroman broj
hemijskih reakcija, koje ukljuCuju sloZzene povratne veze, odigravaju se u gusto
popunjenom prostoru od samo nekoliko kubnih mikrona. Zbog toga smo prinudeni da
u opisivanje takvih sistema uvodimo razne aproksimacije.

Prvi korak u istrazivaCkom procesu, €iji je cilj pravljenje modela mehanizma
nekog bioloskog sistema, je izolovanje malog broja bitnih promenljivih koje taj sistem
opisuju, ili spajanje viSe varijabli na odgovarajuc¢i nacin, da bi se mogle odrediti bitne
relacije medu njima. U ranim fazama ispitivanja nekog procesa ili sistema, model bi
trebalo da bude jednostavniji. Analiza takvog, minimalnog, modela moze dati neka
bitna svojstva i uslove koje moraju ispuniti slozeniji modeli, dobijeni proSirivanjem
polaznog modela.

Kod zivih organizama opisani su mnogobrojni oscilatorni procesi sa periodima
od nekoliko sekundi, €asova ili dana, kao i mesecni pa i godiSnji ritmovi. Medu
najvise prouCavanim fizioloSkim oscilatornim fenomenima su tzv. cirkadijalne,
odnosno dnevne, oscilacije hormona, ciji period je priblizno 24 h, koje imaju
presudnu ulogu u adaptaciji Zivih organizama na periodi¢ne promene u njihovoj
zivotnoj sredini. | sa teorijskog i sa eksperimentalnog stanovista, veliki je izazov
napraviti i analizirati model nekog bioloSkog sistema.

Zasto uopSte praviti matematicki model bioloSkog sistema? Mozemo reci da

matematiCko opisivanje zivog sistema sluzi boljem razumevanju tog sistema,
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odnosno matematic¢ki model sluzi za sazimanje poznatih eksperimentalnih podataka,
kao i proveru novih hipoteza, koje se odnose na funkcionisanje i strukturu
posmatranog sistema. Dobar model, pored toga Sto dovoljno verno reprodukuje rad
razmatranog sistema, treba i da predvidi kako ¢e se taj sistem ponasati pri zadatim
uslovima i time moZe unapred dati ofekivane rezultate nekog buduceg realnog
eksperimenta. Sledeci korak, nakon predvidanja, je kontrola ponaSanja sistema, sa
ciliem da se on dovede u neko Zeljeno stanje, ili dalje od nekog nepozeljnog stanja.

Znaci, osnovni ciljevi modelovanja bioloskih sistema su: razumevanje njihove
strukture i funkcionisanja, predvidanje i kontrola ponaSanja sistema.

Jedan isti bioloSki proces moZzemo opisati razli€itim matemati¢kim modelima,
zavisno od polaznih pretpostavki, hipoteza, poznatih eksperimentalnih rezultata, kao i
mogucnosti samih diferencijalnih jednacina, tako da jedan isti proces mozemo
prikazati sa razli€¢itom bioloSkom dubinom.

Pri sastavljanju dinamickih jednacina, treba uzeti u obzir mnoge faktore koji
utiCu na oblik diferencijalnih jednacina kojima opisujemo sistem. Problem izbora
oblika diferencijalnih jednacina je prilicno sloZen i u zavisnosti od postavke problema
i cilja ispitivanja mozemo uzeti linearne, nelinearne, homogene, nehomogene, obic¢ne
ili jednacine sa parcijalnim izvodima. Osim toga, uvodenjem efekata vremenskog
kasnjenja, posmatrani bioloski sistem mozZzemo opisati i diferencijalnim jednac¢inama
sa kasSnjenjem. Ponekad povecCanje bioloSke slozenosti dozvoljava smanjenje
matematiCke sloZzenosti modela, zbog toga pri prou¢avanju nekog bioloSkog procesa

treba obratiti paznju na biolo$ki smisao jednacina.
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1. HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-ADRENALNI SISTEM

Hipotalamo-hipofizno-adrenalni (HPA) sistem je slozen neuroendokrini sistem
koji ¢ine: hipotalamus, hipofiza i kora nadbubreznih Zlezda (slika 1). Osnovna uloga
ovog sistema je da reguliSe mnoStvo procesa u organizmu, pri svakodnevnim
(bazalnim) uslovima, kao i tokom stresne reakcije, regulisanjem nivoa hormona koje

lu¢e nadbubrezne Zlezde [1].

hipokampus

hipotalamus

hipofiza

aldosteron

Slika 1. Hipotalamo-hipofizno-adrenalni sistem, €ine ga hipotalamus, hipofiza i kora
nadbubreznih zZlezda.
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Pod stresnom reakcijom podrazumevamo odgovor organizma na dejstvo
razliCitin spoljnjih ili unutrasnjih stresora (bioloSkih, psiholoskih, ili socijalnih €inilaca
koji remete ili ugrozavaju normalno funkcionisanje organizma).

Pod dejstvom viSih nervnih centara iz dela hipotalamusa nazvanog
paraventrikularni nukleus (PVN) oslobadaju se kortikotropni oslobadajuc¢i hormon
(CRH) (skracenica dobijena od engleskog naziva “ Corticotropin-releasing hormone”)
i vazopresin, koji su glavni (ali ne i jedini) aktivatori stvaranja i sekrecije
adrenokortikotropnog hormona (ACTH) iz prednjeg reznja hipofize [2]. ACTH
stimuliSe nadbubrezne zlezde i dolazi do sinteze i sekrecije glukokortikoida, Ciji je
glavni predstavnik kod Coveka kortizol (CORT), a kod glodara kortikosteron, i
mineralokortikoida, €iji glavni predstavnik je aldosteron, iz odgovarajucih delova kore
nadbubreznih Zzlezda (zone fascikulata i zone glomerulosa, redom). Adrenalni
seksualni steroidi sintetiSu se unutar zone reticularis, dok se kateholamini (dopamin,
adrenalin i noradrenalin) lue iz srZi nadbubreznih Zlezda [1,2,3]. Tri koncenrti¢ne,
funkcionalno razli€ite, zone kore nadbubrega opisao je Arnold 1866. godine [1].

Kaskada hormona HPA sistema, koja rezultira stvaranjem kortizola, moze se

pojednostavljeno prikazati na sledeci nacin

— CRH
CRH —» ACTH
ACTH — CORT

Molekul CRH izolovan je 1981. godine [10]. CRH i njegovi receptori pronadeni
su i u mnogim delovima mozga izvan hipotalamusa. Mesta vezivanja CRH
pronadena su u raznim perifernim tkivima, kao Sto je srz nadbubrega, srce, prostata,
organi za varenje, jetra, bubrezi i testisi. CRH receptori dele se na dve grupe,
oznatene sa CRH-R1 i CRH-R2 (CRH-R1 je podtip pronaden u hipofizi i
rasprostranjen Sirom mozga, dok se CRH-R2 nalazi uglavhom u perifernim krvnim
sudovima, srcu, kao i supkortikalnim strukturama mozga) [5]. Otkriveno postojanje i
treCe vrste receptora za CRH, za sada samo kod Zivotinja [4]. CRH preko svojih
receptora stimuliSe sintezu i lu¢enje ACTH. Hipotalamusna regulacija lu¢enja ACTH
pretpostavljena je kasnih 1940-tih. Struktura ACTH bila je poznata do 1956. godine,

a mehanizam njegovog nastajanja tek kasnih 1970-tih [1].
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ACTH cirkuliSe slobodan u plazmi i brzo napusta opStu cirkulaciju (period
poluzivota mu je oko 10 minuta). KataboliSe se u mnogim tkivima, prvenstveno u jetri
i bubrezima, a izlu€uje urinom u zanemarljivim koli¢inama [1].

Putem opsSte cirkulacije, ACTH stize do kore nadbubreznih Zlezda i aktivira
svoje receptore (koji se nalaze na membranama celija, oznaceni su sa MC2-R), Sto
dovodi do sinteze i lu€enja glukokortikoida, mineralokortikoida i adrenalnih polnih
hormona [1] (vidi sliku 2).

Nakon davanja ACTH, u roku od 2 do 3 minuta dolazi do ubrzavanja krvotoka
u nadbubreznim Zlezdama i oslobadanja kortizola. Tokom nekoliko sati, povecava se
teZina nadbubreznih Zlezda, one €¢ak mogu da dupliraju svoju veli€¢inu. U slu€aju
hroni¢ne stimulacije putem ACTH dolazi do hipertrofije i hiperplazije ovih Zlezda, a u

slu€aju deficita ACTH, dolazi do njihove atrofije [1].

holesterol

CYPI11A1
eanenolcs CYPI7 176 OH- pregnenclon CYPI17 » dehidroepiandrosteron
3p-HSD 3p-HSD
3B3-HSD CYP17 CYP17

» progesteron —— 170—OH—progesteron =~ ————>  androstenedion
CYP19

A/ \IJB-HSD

CYP21 CYP21
\j

11- deoksikortikosteron 11- deoksikortikosteron estron estosteron
CYP11B1 CYP11B1
Y
kortikosteron kortizol
CYP11B2

18-OH-kortikosteron
CYP11B2

aldosteron

Slika 2. Biosinteza steroidnih hormona u kori nadbubreznih zZlezda.
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Posto se kortizol ne skladisti u nadbubreznim Zlezdama, inicijacija sekrecije
kortizola pomocu ACTH vrdi se pokretanjem njegove sinteze iz holesterola
(mehanizmom koji uklju€uje aktiviranje receptora za ACTH i aktivaciju odgovarajucih
gena).

Nakon sinteze, kortizol prelazi u opStu cirkulaciju, gde se vezuje za
transportne molekule (albumin ili globulin koji moze da veze kortizol, transkortin), a
samo 3-10% kortizola u plazmi je slobodno (samo on je fizioloSki aktivan) [1].

Proteini u plazmi, koji vezuju kortizol, stvaraju rezervoar ovog hormona,
zastiéen od metabolizma i izlu€ivanja putem bubrega, koji moze biti osloboden u
Celije. Ovaj rezervoar zna€ajno produzava poluzivot hormona u cirkulaciji, usporava
njegovo stvaranje i obezbeduje izvor hormona kada dode do pada njegovog
stvaranja.

Razli¢ita tkiva apsorbuju kortizol iz plazme (period poluzivota mu je od 80 do
120 minuta) i on tu ispoljava svoja regulatorna dejstva kao steroidni hormon,
odgovoran pre svega za regulisanje metabolizma, odgovor organizma na
inflamatorne procese, kao i kontrolu stresne reakcije [1].

Bazalna aktivhost HPA sistema diktirana je konstantnim uticajem “unutrasnjeg
bioloSkog sata“, dela hipotalamusa koji je nazvan suprahijazmaticki nukleus (SCN),
koji generiSe dnevne (ili cirkadijalne) oscilacije ovog, kao i drugih sistema u
organizmu [6,7,8]. Unutar-dnevne (ili ultradijalne) oscilacije u sekreciji hormona HPA
sistema su takode prisutne, sa dva do tri pulsa tokom sat vremena (slika 3). Pod
dejstvom razli€itih stresora, aktivhost ovog sistema se drastiCno povecava, pa pored
ultradijalne i cirkadijalne sekrecije, dolazi i do dodatne sekrecije kortizola, tako da
njegove vrednosti viSe puta prema$uju uobi¢ajene dnevne vrednosti [2, 9].

lako su dnevni ritmovi sekrecije CRH, ACTH i kortizola generalno korelisani,
nisu svi sekretorni pulsevi kortizola povezani sa pulsevima CRH ili ACTH, kao Sto ni
svi pulsevi ACTH nisu praceni pulsevima kortizola [2].

Aktivnost HPA sistema ograniCena je negativhim povratnim spregama
glukokortikoida, u delovima mozga Kkoji poseduju Kkortikosteroidne receptore i
uCestvuju u kontroli ovog sistema (najznacajniji su hipokampus i hipotalamus) i u
hipofizi. Osim toga, prisutne su i kratka povratna sprega, kojom ACTH inhibira
stvaranje CRH, kao i ultrakratke povratne sprege, kojima ACTH i CRH uti€u na
sopstveno oslobadanje [9, 10, 11, 12].
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o ACTH pg/ml
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Slika 3. Dnevni ritam sekrecije ACTH i kortizola [6].

Posto su lipofilni molekuli, glukokortikoidi lako prolaze kroz membrane svih
Celija u organizmu. Ako neka ¢Eelija poseduje receptore za glukokortikoide, onda ona
moze biti mesto njihovog delovanja.

Kortikosteroidni receptori se dele na dve vrste: mineralokortikoidne (MR) i
glukokortikoidne receptore (GR). MR i GR su nastali od zajedniCkog pretka,
estrogenskog receptora, pre visSe od 540 miliona godina [13], pre evolucije
aldosterona, i prihvaéeno je misljenje da je aldosteron evoluirao da bi transaktivirao
MR, koji su zadrzali afinitet prema glukokortikoidima [14].

GR su prisutni u skoro svim ¢elijama u telu, dok su MR nadeni u srcu, mozgu,
epitelijalnim cCelijama bubrega, debelom crevu i egzokrinim Zzlezdama. GR su
identifikovani u raznim delovima mozga, ali ih najviSe ima u hipotalamusu i hipofizi,

dok je raspodela MR ogranic¢enija. NajviSe MR u mozgu ima u hipokampusu. Pod
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fizioloSkim uslovima, glukokortikoidi su sposobni da aktiviraju obe vrste receptora,
dok mineralokortikoidi, kao Sto je aldosteron, aktiviraju MR. Glukokortikoidi imaju
deset puta veci afinitet prema MR nego GR, tako da MR bivaju popunjeni prvi [15].
Koegzistencija MR (koji su aktivirani pri niskim koncentracijama kortizola) i GR (koji
su aktivirani pri visokim koncentracijama kortizola), omogu¢ava mozgu da razli€ito
reaguje u Sirokom intervalu koncentracija kortizola.

Nakon vezivanja liganda, GR se iz citoplazme premestaju u jedro Celije, gde
kao homodimeri interaguju sa specificnim delovima DNK (od engleskog izraza
.Specific DNA responsive elements”) i time aktiviraju transkripciju odgovarajucih
gena.

Aktivirani receptori, osim toga, putem protein-protein interakcija inhibiraju
druge transkripcione faktore, koji su pozitivni regulatori transkripcije viSe gena
uklju€enih u aktivaciju i rast imunih i drugih Celija. [1-3]. Pored toga, glukokortikoidi
menjaju stabilnost informacione RNK (mRNK), a time utiCu na biosintezu nekoliko
proteina koji reaguju na glukokortikoide, kao i na elektri¢ni potencijal neurona [11].

Postoji bliska veza izmedu relativne popunjenosti receptora hormonom i
relativne jacine glukokortikoidnog hormonskog odgovora, Sto ukazuje na to da
koncentracija receptora ograniCava intenzitet odgovora steroidnih hormona ($to nije
slu€aj kod polipeptidnih hormona i kateholamina gde postoje “rezervni“ receptori).

Brojni faktori mogu uticati na glukokortikoidni odgovor. Prvo, faktori unutar
Celije mogu modulisati sposobnost vezivanja hormona. Drugo, glukokortikoidi mogu
uticati na nivo receptora (obi€no negativno), Celijske cikluse i druge faktore. Osim
toga, na glukokortikoidni odgovor mogu uticati i drugi hormoni [10-12].

Vezivanje glukokortikoida za njihove receptore ima svojstvo reverzibilnosti.
Kada nivo glukokortikoida padne na uobiajene vrednosti, okonava se negativha
povratna sprega, hormon se odvaja od receptora, receptor se odvaja od DNK, Sto
dovodi do prestanka transkripcije gena. Medutim, hormonsko dejstvo traje jo§ neko
vreme, zbog prisustva mRNK i proteina &iji su nivoi bili poveéani usled prisustva
hormona.

Glukokortikoidi mogu na dva nacina da deluju na ekspresiju gena CRH, u
zavisnosti od mesta delovanja. U PVN glukokortikoidi smanjuju ekspresiju gena
CRH, dok je u placenti (kod ljudi), centralnom nukleusu amigdale, prednjem reznju

kore velikog mozga, mozdanom stablu (locus coeruleus) [16] i u hipokampusu
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pojacavaju [12]. Zanimljivo je da GR nisu pronadeni u SCN, Sto sugeriSe da dnevni
ritam ovog sistema ne podleze direktnom uticaju povratne sprege kortizola [6].

GR su pronadjeni i u nekim delovima mozga u kojima glukokortikoidi ne uti¢u
na ekspresiju gena CRH [10]. Pitanje “Zasto GR u hipokampusu pojacavaju
ekspresiju gena CRH, a u hipotalmusu i hipofizi deluju suprotno?* objasSnjeno je
delovanjem razli€itih koaktivatora i korepresora, specificnih za svako tkivo, koji
diktiraju kako ¢e delovati receptori aktivirani kortizolom na ekspresiju jednog te istog
gena. Ovi mehanizmi i faktori joS nisu u potpunosti objasnjeni.

MR u hipokampusu, za koje je vezan kortizol, pored GR za koje je vezan
kortizol u hipotalamusu i hipofizi, vrSe negativnu povratnu spregu, kojom se smanjuje
pojaCana aktivnost HPA sistema, tokom maksimuma dnevnog ritma, kao i nakon
dejstva razliitih stresora [9, 12, 17]. Pri bazalnim uslovima, kada su nivoi
kortikosteroida u normalnim opsezima, u hipokampusu je odnos MR/GR popunjenih
kortizolom visok, jer je vec¢ina MR popunjena, dok GR nisu. Pri uslovima hroni¢nog
stresa, raste broj GR za koje je vezan kortizol i odnos MR/GR popunjenih kortizolom
se smanjuje, dolazi do postepene desenzitizacije, tj. Smanjene osetljivosti receptora,
MR, koja prethodi GR desenzitizaciji [17].

Ukupan broj kortikosteroidnih receptora, kao i odnos MR/GR, se mnogo
razlikuje od tkiva do tkiva, tako da je taj odnos u bubregu 1:2, u epitelu debelog creva
1:3, u Celijama glatkih misic¢a arterija 1:30 i 1:1 u hipokampusu [18].

U tkivima sisara dejstva kortikosteroida su regulisana na pre-receptorskom
nivou dejstvom dva enzima [15, 19]. U ciljnim tkivima aldosterona (bubreg na primer)
prisutan je enzim 11(-hidroksisteroid dehidrogenaza tip 2 (118-HSD 2), koji
transformiSe glukokortikoide u metabolite koji imaju slab afinitet prema MR (i GR u
manjoj meri). Kod ljudi 118-HSD 2 konvertuje kortizol u kortizon, dok u ciljnim tkivima
kortizola enzim 11p-hidroksisteroid dehidrogenaza tip 1 (118-HSD 1) konvertuje
kortizon u kortizol, a moze da deluje i u suprotnom smeru, odnosno da konvertuje
kortizol u kortizon [20] (slika 4). Inaktivacija kortizola na ovaj nacin nije dovoljna, jer i
pored toga nivoi kortizola ostaju mnogo veéi nego nivoi aldosterona (prihvaceno je
miSljenje da su €ak i u bubregu MR dominantno popunjeni kortizolom), pa pitanje

kako aldosteron deluje preko MR joS uvek nije u potunosti razjasSnjeno [21].
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CH.OH CH.OH
C=0 C=0
HO OH 0 OH
11 HSD2 o
~ 11BHSDI
(0] (0]
kortizol kortizon
X
HO CH:OH
/ HC C=0
(0]
v
(6]
aldosteron

Slika 4. Inaktivacija kortizola delovanjem enzima 118-HSD 2.

Posto nalazi studija kod ljudi ukazuju na to da “unutrasnji bioloSki sat®
odreduje veci deo dnevnih varijacija nivoa kortizola u plazmi, on se Cesto koristi,
zajedno sa telesnom temperaturom i koncentracijom melatonina (hormona koji se Iuci
u odsustvu svetlosti i takodje uti€e na ritam spavanja i budnosti) u plazmi, kod
proucavanja cirkadijalnog sistema ¢oveka.

Novorodentad nemaju u potpunosti utvrdene dnevne ritmove hranjenja i
spavanja (Sto je dobro poznato svim roditeljima), vec ih i nakon rodenja formiraju i
uCe da prespavaju celu no¢, najverovatnije kao odgovor na okolna deSavanja, mnogo
pre nego Sto steknu dnevni ritam ACTH i kortizola [1]. Dnevni ritam ACTH i kortizola
potpuno je definisan tek posle prve godine Zivota, moZe da se ne javi do treCe, a
moZe da ne bude potpuno utvrden do osme godine Zivota. Medutim, jednom kada je
uspostavljen, ovaj ritam se teSko menja i odrzava se i nakon produzenog boravka u
postelji, kontinuiranog hranjenja, ili perioda bez sna od dva do tri dana [6]. Pored

toga, postoji uolljiva razlika u merenim vrednostima nivoa kortizola medu rali€itim
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ljudima (slika 5), ali kao Sto je vec re€eno, za svakog ponaosob taj ritam se oCuvava
(tako da imamo tzv. “jutarnje” i “veCernje” tipove ljudi, koji se razlikuju po nivoima
kortizola tokom dana, prva grupa ima uocljiviji jutarnji skok kortizola i strmiji pad, a
druga manje izrazenu razliku izmedu maksimuma i minimuma dnevnog ritma, tj.

poravnatiji dnevni ritam).

A B
20 20
mw WM
0 0
18 0 6 12 18 0 6 12
30 30
c D
20 20
5 mW mw
= 0 0
(@) 18 0 6 12 18 0 6 12
=2 30 30
— E F
O 2 20
.N 10W 1B\wm
et
= 9 0
O 18 0 6 12 18 0 6 12
X 30 30 I
G H
20 20
1DV\WIA\/\ 10w
0 0
18 0 6 12 18 0 6 12

doba dana u satima

Slika 5. Mereni dnevni profili kortizola dobijeni uzimanjem uzoraka krvi svakih 20

minuta (koncenrtacije su u pg/dl), kod osam zdravih muskaraca [28].

Dnevni ritam ostaje nepromenjen kod ljudi koji rade u smenama, a imaju
uobiCajen odmor vikendom. Kada neko promeni istovremeno rutinu ishrane,
spavanja/budenja, ciklusa svetla/tame, Sto se deSava prilikom preseljenja u drugu
vremensku zonu, dolazi do resinhronizacije telesnih ritmova i dnevni ritam ACTH i
kortizola sporo se menja tokom dve ili tri sedmice [1].

Znaci, porast CRH dovodi do skoka ACTH i kortizola, stimuliSe oslobadanje
kateholamina iz srZzi nadbubrega, dok endogeni opioidi, oslobodeni takode pod
dejstvom CRH, direktno utiCu na oslobadanje adrenalina i noradrenalina iz srZi
nadbubrega. Adrenalin, noradrenalin i dopamin su vazni elementi u reakciji "borbe ili

bega". Tokom akutnog stresa, intenzitet i frekvencija sekretornih pulseva se zna¢ajno
11
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povecava, Sto dovodi do promene intenziteta i frekvencije sekretornih epizoda ACTH
i kortizola.

Razlike u reagovanju u stresogenim uslovima stiCu se, delimi€no, u ranom
zivotnom dobu i veca negativha iskustva iz tog perioda (prevremeno rodenje,
odvajanje od majke, zlostavljanje i sl.) mogu na trajan nacin da modifikuju receptore
za kortikosteroide, Sto za posledicu ima poremecaje u neuroendokrinoj regulaciji i
regulaciji ponasanja [22]. To ukazuje da je rano zivotno doba jako vazno ne samo za
formiranje individualnih razlika, vec i kao profilaksa protiv poremec¢aja povezanih sa
stresom.

Kora nadbubreznih Zzlezda ne skladisti kortikosteroide (mada je njihova
koncentracija 100 do 1000 puta veca u kori nadbubreznih Zlezda nego u cirkulaciji, to
predstavlja zanemarljiv rezervoar hormona), ve¢ ih stvara na zahtev, odnosno dati
signal, pa se regulacija sekrecije kortizola vrsi primarno na nivou njegove sinteze. To
¢ini ovaj sistem u izvesnoj meri inertnim. Potrebno je nesto viSe od tri minuta da bi
se, posle doZivljenog straha npr., povecala koncentracija kortikosteroida koji cirkuliSu
u krvi. Posle toga pove¢ana koncentracija odrZzava se viSe desetina minuta [1-3].

Akutno lu€enje glukokortikoida iz kore nadbubrega stimuliSe metabolizam
glukoze, da bi se obezbedila energija za reakciju "borbe ili bega”. Medutim,
dugotrajno aktiviranje HPA osovine ima Stetno dejstvo po organizam i moze dovesti
do novih, ili pogorsati stanje ve¢ postojecih bolesti. Sa povecanjem doze i trajanja
izlozenosti hipofize glukokortikoidima (npr. kod Cushing-ove bolesti ili dugotrajne
terapije glukokortikoidima), hipofiza postaje potpuno neosetljiva ¢ak i na ekstremne
stimuluse. Kada se koncentracije glukokortikoida vrate na normalne, oporavak HPA
osovine moze biti spor i, u zavisnosti od trajanja i doza glukokortikoida, mogu prod€i i
meseci do uspostavljanja njenog normalnog funkcionisanja [1].

Poremecaji rada HPA sistema primeceni su kod raznih oboljenja i mogu se

podeliti u dve kategorije (tabela 1) [2].
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Tabela 1. PatofizioloSka stanja u kojima je zabelezena promena aktivnosti

HPA sistema.

Povec¢ana aktivnost

HPA sistema

Smanjena aktivnost

HPA sistema

Prekinuta aktivnost

HPA sistema

TesSke hroni¢ne bolesti

Melanholi¢na depresija

Anoreksija

Opsesivno-kompulsivni

poremecaj

Napadi panike

Hroni¢no preterano

fiziCko vezbanje

Gladovanje

Dijabetes

Hipertiroidizam

Gojaznost

Seksualno zlostavljanje

u detinjstvu

Trudnoca

Atipicna depresija

Sezonska depresija

Fibromegalija

Hipotiroidizam

Adrenalna supresija

Cushing-ov sindrom

Deficit glukokortikoida

Glukokortikoidna

rezistencija

Nakon terapije glukokortikoidima

Nakon dozivljenog stresa

Nakon ostavljanja duvana

Nakon porodaja

Menopauza

Reumatoidni artritis
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Jedna grupa poremeéaja je povezana sa povecanom i produzenom
aktivnos§¢u HPA sistema (melanholi¢na depresija, napadi panike, obsesivno-
kompulsivni poremecaj, anoreksija, hroni¢ni alkoholizam, hipertiroidizam, loSe
kontrolisan dijabetes, apstinencijalna kriza kod pu$aca i alkoholiara, itd.), a druga
obuhvata bolesti sa smanjenom aktivnoSéu (kao Sto su hipotiroidizam, atipicna
depresija, sindrom hroniénog umora, posle-porodajna depresija i posttraumatski
stresni sindrom) [2].

Izgleda da CRH ima presudnu ulogu u patofiziologiji ovih poremecaja [8, 28].
Pomeraj od uobiCajene aktivacije, do uocljive disregulacije HPA sistema (povezan sa
psihic¢kim i fiziCkim poremecajima), josS je nerazjasSnjen, tako da etiologija i tretman tih

poremecaja ostaju predmet daljih istrazivanja [24, 25].
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2. MODELOVANJE HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-
ADRENALNOG SISTEMA

PredloZeni su razliCiti matematiCki modeli koji opisuju kompleksne
autoregulacione hormonske [27-32], ili genski regulisane sisteme koji ispoljavaju
dnevne oscilacije [33-40].

Eksperimentalno prou€avanje bioloSkih sistema, a narocito kompleksnih
neuroendokrinih sistema kao Sto je HPA sistem, najCeS¢e je povezano sa nizom
teSkoca. UopStavanje rezultata dobijenih u eksperimentima sa zivotinjama na ljude
nije uvek mogucée i moze dati pogreSne rezultate. Neuroanatomski i neurohemijski
efekti CRH, ACTH i kortizola mogu se prou€avati samo do izvesne mere egzogenim
davanjem hormona i njihovih agonista i antagonista. Osim toga u bioloSkim
sistemima javlja se dobro poznat “domino” efekat, pa se €esto ne mogu tacno
razdvojiti uzrok i posledica neke pojave. Zbog svega toga, razliCite metode
prou¢avanja bioloSkih sistema mogu imati koristi od primene matemati¢kog
modelovanja.

Opis dnevnih varijacija kortizola zahteva modelovanje cirkadijalnih i
necirkadijalnin komponenti koje ih odreduju. Biohemijska i fizioloSka istraZivanja kod
ljudi ukazuju da dnevni ritam odreduju primarno sledeca tri faktora:

1) dvadesetCetvoro-Casovna kontrola amplituda sekretornih pulseva (pod
uticajem SCN);

2) unutar-dnevni pulsevi sekrecije hormona (pod uticajem povratnih sprega
unutar HPA sistema);

3) spoljnji uticaiji.

Osim ovoga, treba uzeti u obzir i kinetiku sinteze kortizola, njegovog lu€enja u
opsStu cirkulaciju i eliminisanja iz plazme putem jetre, kao i greSku merenja nivoa
kortizola u plazmi (najmanja koncentracija kortizola koja se moze izmeriti je 0.05
uall).

Kompletan matematicki opis dnevnog ritma kortizola trebalo bi da obuhvati sve
neuroendokrine povratne pozitivne i negativne sprege izmedu hipotalamusa, hipofize

i kore nadbubrega, kao i uticaje spoljnjih faktora, kao $to su razliiti stresori,
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spavanje, uzimanje obroka itd. Simultano merenje svih varijabli neophodnih za
formulisanje takvog modela kod ljudi nije moguce, a kod ostalih vrsta je samo
delimi¢no moguce.

Umesto pokuSaja da se uzmu u obzir sve veze datog sistema, mogu¢ je i drugi
pristup, da se na osnovu poznate fiziologije pokuSa formulisati minimalni model koji bi
dovoljno dobro opisivao utvrdeni dnevni ritam. Minimalni model moze da opisuje
samo jedan deo celog procesa, tako da moZze biti viSe razli€itih minimalnih modela,
koji bi zajedno trebali da opiSu ceo proces.

Ukoliko bi minimalni model mogao da odredi individualne razlike, onda bi te
informacije mogle pomoci u odredivanju individualnih i populacionih karakteristika, pri
normalnim uslovima i kod razli€itih oboljenja. Minimalni model mogao bi takode i da

odredi uslove i ograni¢enja nekog sveobuhvatnijeg modela.

U ovom poglavlju ukratko je prikazano nekoliko postoje¢ih modela HPA
sistema, radi ilustracije do sada u litaraturi objavljenih rezultata iz ove oblasti. Ove
modele mozemo podeliti na nestehiometrijske, kod kojih se povratne sprege prisutne
u sistemu uvode direktno u odgovarajuce diferencijalne jednaCine, dodavanjem
jednog ili viSe linearnih ili nelinearnih ¢lanova, i na stehiometrijske modele,
zasnovane na hemijskim reakcijama prisutnim u sistemu, gde se ¢lanovi koji opisuju

povratne sprege javljaju prirodno, kao posledica dinamike sistema.

Objavljeni matematic¢ki modeli HPA sistema:

1. Dempsher i ostali (1984.g.) objavili su model sastavljen od 12 diferencijalnih
jednaCina prvog reda, sa 44 parametra, kojim su opisali sintezu kortizola, iz
holesterola, izazvanu dejstvom ACTH [41]. Stvaranje CRH i njegov uticaj na
stvaranje ACTH nije razmatran. Uvedena je fenomenoloSka konstanta K, koja opisuje
dnevni ritam oscilovanja ovog sistema, tj. njena vrednost tokom dana ima jedan
maksimum i jedan minimum. Jednacine su reSene numericki i dobijen je dnevni ritam
sa unutar-dnevnim oscilacijama, u skladu sa merenim vrednostima koncentracije

kortizola u plazmi. Ovaj model Cine sledec¢e jednacine (2.1):
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dEAMP) Voo (K)(@+ Ki ACTH) Vi, (CAMP)
dt (L+K- ACTH)+K,(1+ K- ACTH) K, +CAMP
«_ K(Cy)(cAMPY
~ (K,)" +(cAMP)"
dv
Y _pas)-
v (1IS)-Q(v)
%_V:’ _T(CHOC)-1-U W)
% _V +W +L_(CHOM)=K__ (CHOC)
w _ K, (CHOC)+ K, (CHON)+ K, (CHOL)—
_L (CHOM)—K_, (CHOM)—K .. (CHOM)
% _ K, (CHOM)—K_, (CHOL)
dK._
Ko _c15)-D(K
ot (IS)—D(K,y)
dK,
Lo _Re1sy-s(k
dt ( ) ( for)
AENOM) _ K., (CHOM) K, (CHON) - Yl EHOT) -
it K_+(CHON)
d(PREG) ~ V,(CHON)  V,,(PREG) (2.1)
dt K, +(CHON) K, +(PREG)
d(PRO)  (HA)V,,, (PREG)
dt K, +(PREG)— AH(PRO)
—d(HJtPR) - AH(PRO) — HY (HYPR)
@ — HY (HYPR) — LH (CORT)

gde su uvedene oznake:

Vinsm
Ko
Ka
Kp
Vsm
Kdsm
Crpt

maksimalna brzina promene koncentracije adenil ciklaze (CAMP)
konstanta ravnoteze povezana sa stanjem receptora A i B enzima
konstanta ravnoteze vezivanja ACTH i receptora u stanju A
konstanta ravnoteze vezivanja ACTH i receptora u stanju B
maksimalna brzina degradacije cCAMP

Michaelis-ova konstanta degradacije cCAMP

broj mesta vezivanja cAMP receptora (stavljeno da je Cipx =3)
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Kqd konstanta disocijacije cCAMP

CAMP koncentracija adenil ciklaze

n Hill-ov koeficijent (stavljeno je n=5)

\ fluks holesterola u rezervoar slobodnog holesterola (CHOC)
PiQ konstante koje odreduju brzinu aktivacije V

W fluks slobodnog novonastalog holesterola

TiU konstante koje odreduju brzinu aktivacije W

CHOC slobodan citosolski holesterol

Kmr I Lmr  konstante brzine direktne i povratne reakcije konvertovanja CHOC u

slobodni mitohondrijalni holesterol (CHOM)

CHON mitohondrijalni holesterol u blizini enzima koji deluje na bo¢ni lanac

CHOM mitohondrijalni slobodni holesterol, koji je postao dostupan delovanjem
ACTH

Kpac, Ker 1 Kep konstante brzine prelaska CHOL u CHON, CHOM i CHOL

Ktor konstanta brzine za fluks holesterola na enzim koji deluje na bocni
lanac

CiD konstante brzine direktne i povratne reakcije ubrzavanja Ky, pod

dejstvom cAMP

RiS konstante brzine direktne i povratne reakcije ubrzavanja Ky pod
dejstvom cAMP

Vi i Kn kapacitet tkiva i Michaelis-ova konstanta za transport pregnelonona

AH, HY i LH konstante brzina u reakciji stvaranja kortizola iz pregnelonona

HA deo pregnelonona koji se transformiSe u kortizol

K fenomenoloSka konstanta, koja povezuje unutar Celijski signal (IS) i
koli¢inu cAMP vezanog za njegove receptore, menja se tokom dana,
tako da joj je najveéa vrednost izmedu 5 i 8 Casova ujutro, a najmanja

izmedu 20 i 23 ¢asa.

2. Lenbury i Pacheenburawana (1991. g.) su predlozili model sastavljen od tri
nelinearne diferencijalne jednaline sa eksponencijalnim ¢&lanom Kkoji opisuje
kortizolsku negativnu povratnu spregu [42]. Koncentracije CRH, ACTH i kortizola u

plazmi u trenutku t oznaCene su sa X(t), Y(t) i Z(t) respektivho, a njihove srednje
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dnevne vrednosti oznaCene su sa Xo, Yo i Zo. Dat je sledeCi sistem obicnih

diferencijalnih jednacina (2.2):

d—X:a exp[a (1-2%)+b (1-y?)]-a x+ D cos(wt)

dt
dy 2
E=ﬁxexp[b(1—z N-By (2.2)
at /4 /4
gde je X:XL’ yzYii Z:ZA' Parametri «, f i y opisuju kapacitet sekrecije
0 0 0

odgovaraju¢eg hormona, a ¢lan D cos(wt) opisuje periodi€an uticaj signala nervnog
sistema. Uradena je analiza stabilnosti, kao i kompjuterska simulacija (slika 6), i
pokazano je da ovaj sistem diferencijalnih jednacina moZe da ima periodi¢no reSenje,

a moguce je i haoti¢no ponasanje, za odredjene oblasti parametara sistema.

1.30

125

1.20 -
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1.05
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Slika 6. Simulirani (puna linija) i mereni nivo ACTH (isprekidana linija) [42].
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3. Gonzalez-Heydrih i ostali (1994. g.) su formulisali model HPA sistema i na
osnovu njega izvrSili kompjutersku simulaciju rada HPA sistema [43]. Kao najbitniju
negativnu povratnu spregu oni su uzeli povratnu spregu, kojom kortizol koci stvaranje
ACTH, a koja se ostvaruje preko glukokortikoidnih receptora u hipofizi. Model &ine

sledece diferencijalne jednacine

deortisol _ k, ACTH +k, —k, cortisol
dt

GACTH _ \, CRH +k, —k, ACTH + 1 MO CRH+) -5 5
o K, + cortisol

dCRH

T: f(t)+k7—k8 CRH

gde je f(t) pulsna funkcija, koja opisuje uticaj viSih nervnih centara na stvaranje CRH,
Imax j& saturacioni nivo inhibicile, a Ky konstanta disocijacije Kkortizola i
glukokortikoidnih receptora. Ovaj model simulirao je uspeSno nivoe ACTH i kortizola
nakon davanja CRH (ovcijeg), pacijentima sa normalnim nivoima Kkortizola i

pacijentima sa hiperkortizolemijom.

4. Gonzalez-Heydrih i ostali (1999. g.) opisali su upotrebu numerickih programa i
Monte Carlo metoda u odredivanju parametara modela hipofizno-nadbubrezne
osovine, dobijenih eksperimentalnim merenjem [44]. Razmatrana su Cetiri modela
ACTH-kortizol osovine, CRH nije ukljuéen u model eksplicitho. U polaznom,
najjednostavnijem, modelu stvaranje kortizola direktno je srazmerno nivou ACTH u

plazmi i nije opisana bazalna sekrecija kortizola, nezavisna od ACTH:

d[cort] K

o = Kan[ACTH]-K

[cort] (2.4)

elim

gde je Kgim konstanta brzine koja opisuje rast brzine stvaranja kortizola sa rastom
nivoa ACTH u plazmi, a Kein je konstanta brzine troSenja kortizola. Da bi se model
usloznio, u slede¢em koraku uvedena je konstanta Kpasine KOja opisuje stvaranje

kortizola nezavisno od ACTH:
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dfcort] _, K., [ACTH]-K

— " “baseline
dt

[cort] (2.5)

elim

U trecoj varijanti modela, umesto drugog ¢lana gornje jednac¢ine uveden je €lan koji
opisuje sekreciju kortizola u zavisnosti od toga koliko receptora za ACTH je

okupirano:

d[cort] E..x [ACTH]
= Kbaseline - Kelim
dt K, +[ACTH]

[cort] (2.6)

pri €emu Enax Opisuje stimulaciju sekrecije kortizola kada su svi receptori za ACTH
popunjeni, a Ky je ravnotezna konstanta disocijacije za receptore za ACTH.
Poslednja, najslozenija varijanta modela se od prethodne razlikuje po tome Sto su

uvedena dva ¢lana koja opisuju vezivanje ACTH za dve vrste njegovih receptora:

dcort] _ Epas [ACTH] | Eypip [ACTH] o

— baseline e“m[Cort] (27)
dt Ky +[ACTH]  K,, +[ACTH]

Ove diferencijalne jednacine reSene su numericki (slika 7) i utvrdeno je da
ACTH ima veci uticaj na sekreciju kortizola za vreme maksimuma, nego za vreme

minimuma dnevnog ritma sekrecije kortizola.

kortizel nm/l ACTH pm/
|

G40 12,
480 10
320 7.5
160 4.4

0 1.7
T ot ¢h 9% 1Zh 15h 18h  21h  24h

kortizol W cksperimental W o~

ni kortizol

Slika 7. Simulacija nivoa kortizola, dobijena upotrebom (6.7).
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5. Chakraborty i ostali (1999. g.) su razmatrali brzinu sekrecije kortizola i supresiju
brzine sekrecije kortizola, usled davanja vestackog kortikosteroida (pod nazivom
fluticasone propionate) [45]. U odsustvu leka, promenu brzine sekrecije kortizola

(RcorT) Opisali su jednacinom:

dR
E = Reorr (1) =Koy R (2.8)

a u prisustvu datog kortikosteroida:

drR

I C
E = Reorr (1) [1 Lj —Kou R (2.9)

C+IC,,

gde je koit konstanta eliminacije kortizola, 1Cs je koncentracija leka koja izaziva 50%
od maksimuma supresije Rcort, R je odgovor (koncentracija kortizola), a Inax je
maksimalna frakcija inhibicije Rcorr i Stavljeno je Ina=1 da bi se opisala kompletna
supresija. Sest razligitih funkcija Rcorr uvrdteno je u gornje dve jednadine da bi se
opisale koncentracije kortizola u bazalnim uslovima i nakon inhalacije jedne doze

leka. Prvo je brzina sekrecije kortizola opisana jednostavnom kosinusnom funkcijom:
Reonr (1) = R, + Ry cos(%} (2.10)

gde je Ry srednja brzina sekrecije kortizola, Ramp je amplituda brzine sekrecije a t; je
akrofaza, koja definiSe maksimum brzine sekrecije (za t=t;, co0s0=1,

Reorr (1) =R, +R azat=ty£ 12, cosm=-1, Reorr (1) =R, —R Rm> Ramp). Nakon

amp ; amp ;
toga Rcorr je dalje usloznjavano, tako Sto je dnevni ritam podeljen na dva dela, koja
se odvojeno opisuju razli¢itim matematiCkim funkcijama, jedan u kome koncentracija
kortizola raste, a drugi u kome opada, ali dalji prikaz tih jednacina izlazi iz okvira ovog

rada.
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6. Dokoumetzidis i ostali (2002. g.) opisuju sekreciju Kkortizola jednom
diferencijalnom jednacinom sa kasnjenjem sastavljenom od dva &lana, prvi opisuje
pulsatilnu sekreciju kortizola pod dejstvom negativne povratne sprege i unutrasnjeg

bioloSkog sata, a drugi opisuje troSenje kortizola [46]:

n
dc a C
EZ kln—dn_kz C (211)

gde je C koncentracija kortizola, C4 je vrednost C u trenutku t-T, n je eksponent, k; i
ko su vrednosti konstanti brzina reakcija stvaranja i troSenja kortizola. Dnevni ritam
sekrecije kortizola uveden je fenomenoloski, tako Sto je uzeto da se vrednost

parametra a iz gornje jednacine menja tokom 24 €asa:

2
a=Acos (t—-f)— |+B 2.12
{( )1440} ( )

gde su f, Ai B konstante, a t je vreme izrazeno u minutima. Uradena je kompjuterska
simulacija i dobijen je dnevni i unutar-dnevni ritam u saglasnosti sa eksperimentalnim

podacima (slika 8).
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Slika 8. Numeri¢ka simulacija dobijena na osnovu jednacina (2.11) i (2.12).

7. Kyrylov i saradnici (2005. g.) su formulisali model HPA sistema [47] uzimajuéi u
obzir i vezivanje kortizola za proteine, transportere kortizola, u plazmi. U njihovom
modelu promenljive veli€ine su koncentracije CRH, ACTH, slobodnog kortizola,
kortizola vezanog za globulin i kortizola vezanog za albumin, oznaCene sa

Xo, X1, X,, X3 1 X, respektivno. Model Cini pet diferencijalnih jednacina sledeceg

oblika
dx,
d_to = byX, + by X, +d,
dx
d_tl = b10X0 + b11X1 + blZXZ
% = byyX, + by, X, + Doy X, + byX, + by, (2.13)
dx
d_'[3 = b32 X, + b33X3
dx
d_'[4 = by, X, +by, X,

gde su b (i,j=0,1,...,4) koeficijenti stvaranja i troSenja hormona, a do opisuje spoljasniji

uticaj na sekreciju CRH. Dobijen je unutardnevni ritam rada HPA sistema, na koji je
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zatim dodat spoljnji aktivator, odnosno periodicna kosinusna funkcija koja diktira
dnevni ritam. Svrha ovog modela bila je stvaranje modela HPA sistema i njegovo
uklapanje u kompjuterski simulator rada ljudskog organizma, radi obuke studenata

medicine.

8. Model Savié i Jeli¢ (2005. g.) [48,49] opisuje HPA sistem pomocu tri

diferencijalne jednacine oblika

% = kl(l—n%tz)(t)) -k X (1)
% K, X (1) — kY (1) (2.14)
@20

T kY (t) —k,Z(t)

Sa X(t) obelezena je koncentraciju CRH, sa Y(t) koncentracija ACTH, a sa Z(t)
koncentracija kortizola. ReSenje ovog sistema je asimptotski stabilan fokus, ftj.
analizom stabilnosti utvrdeno je da se ne dobijaju unutardnevne oscilacije kortizola.

Model je dalje modifikovan uvodenjem vremenskih kasnjenja [50]

d):jt(t) :kl(l_n%)_kzxa)
%zkﬁ(t—rz)—kﬂ(t) (2.19)
% =KY (t—7,) ~kZ(1)

kao i opisivanjem negativne povratne sprege kortizola na nivou hipofize

dX () _ Z(t)

at kl(l—nm)—kzx(t)
dy (t) B Z(t) 3
Tat ks (1 §—Kd N Z(t))x (1) —k,Y (t) (2.16)
dz(t) 3
5t ksY (1) —kZ(t)
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A zatim je i u ovu varijantu modela uvedeno kasnjenje u stvaranju kortizola

dX (t) _ Z(t)

m kl(l—nm)—kzx(t)

avew L. . 2@ )

T—ks(l §—Kd+z(t))x(t) kY (t) (2.17)
%:kSY(t—r)—k(sZ(t)

Nakon visSe izvrSenih modifikacija modela stacionarno stanje sistema je i dalje bilo
asimptotski stabilan fokus, pa je zaklju¢eno da ni ovakav model ne daje oscilacije
nivoa kortizola.

Zatim je uveden pulsni aktivator, oznaen sa S, da bi se opisao dnevni ritam

sekrecije kortizola, tj uticaj SCN na rad HPA sistema.

XO_g g Z0

I m) —k, Y (t) (2.18)

IzvrSene su numeriCke simulacije i dobijen je dnevni ritam rada HPA sistema

sledeéeg oblika (slika 9)

kortizol
025 H

0.20 o

100 I 1450 I 260
t [h]
Slika 9. Kompjuterska simulacija rada HPA sistema, dobijena numeri¢kim

reSavanjem polaznog modela (2.14) sa vremenski zavisnim dnevnim aktivatorom

sekrecije CRH.
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9. Peters i saradnici (2007. g.) [51] su pretpostavili da MR u hipokampusu aktiviraju
HPA sistem, a da GR u hipokampusu imaju inhibitornu ulogu (slika 10), Sto je

suprotno nasim pretpostavkama i rezultatima iz literature koje smo mi prihvatili.

egzog

CRH
E

sistem
mozak-hipofiza

ACTH

nadbub

ACTH
E

N

nadbubrezne
Zlezde

nadbub

E

i kortizol '

Slika 10. HPA sistem prikazan kao dvokomponentni sistem koji €&ine mozak/hipofiza i

nadbubrezne Zlezde.

Na osnovu ovakvog videnja HPA sistema, formulisan je model koji €ine dve

diferencijalne jednacine sa kasnjenjem (2. 19)

brain _ brain —
ACTHO) _ ¢, ACTH () + —oem (CORTUZT,) _ORem CORTUZT) | cppyom ()
t CORT(t—7,)+r-MRges, CORT(t—7,)+r-GRecy
—dCOdFiT M) _ ¢, -CORT(t) + ACTH =™ . ACTH (t - 7,) ~ GRE"™ . CORT (t—7,) + 5 - &, (1

(2.19)
Gde su sa c; i ¢, oznaceni koeficijeti eliminacije iz plazme ACTH i kortizola, s je faktor

koji opisuje dotok spoljnjeg kortizola, r je odnos slobodnog i vezanog Kortizola u

plazmi, eq(t) i ex(t) opisuju spoljnji uticaj na nivo ACTH i kotizola u plazmi, z,i 7,Su
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vremenska ka3njenja, MR je maksimalna efikasnost dejstva kortizolom

popunjenih MR u mozgu/hipofizi na sekreciju ACTH, GRZ* je maksimalna

E max
efikasnost dejstva kortizolom popunjenih GR u mozgu/hipofizi na sekreciju ACTH,

ACTHX™ je maksimalna efikasnost dejstva ACTH na sekreciju kortizola, GR™™ je

maksimalna efikasnost dejstva kortizolom popunjenih GR u nadbubreznim zlezdama

na sekreciju kortizola, MR_.;, je koncentracija slobodnog kortizola koja izaziva pola
maksimalnog MR odgovora na ACTH, a GR.., je koncentracija slobodnog kortizola

koja izaziva pola maksimalnog GR odgovora na ACTH.

Na osnovu njih izvrSena je numericka simulacija rada HPA sistema.
Zaklju€eno je da sistem moZze da se stabilizuje uz pomo¢ pozitivhe povratne sprege,
tj da je njegovo stacionarno stanje asimptotski stabilan fokus. Sekrecija CRH nije
razmatrana u ovom modelu, vec je uzeto da se ona ogleda u sekreciji ACTH i govori
se o dvokomponentnom sistemu, koji cine mozak/hipofiza i nadbubrezne Zlezde.
Posto GR u mozgu deluju razli€ito, zavisno od lokacije, razmatranje mozga/hipofize

kao celine mozemo navesti kao jedan od nedostataka ovog modela.

10. Gupta i saradnici (2007. g.) [52] objavili su interesantan nelinearni model HPA
sistema, uzimajuci u obzir homodimerizaciju kortizolom popunjenih GR u hipofizi (vidi
sliku 11),

|

e hipotalamus

]

; o

a ’

@. femm——=—— :
o R==RO- ;_@___3 hipofiza

X
|
H kora
| nadbubreznih
O Zlezda

Slika 11. Homodimerizacija kortizolom popunjenih GR u hipofizi dovodi do porasta
broja GR i utice na rad HPA sistema [52].
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dobijaju¢i na taj naCin bistabilnost sistema, kao rezultat pozitivne povratne sprege

kojom kortizolom popunjeni GR uti¢u na dalje stvaranje GR u hipofizi.

dc k,+f c
v " Red
dt 142

il

1+— (2.20)
I(i2
2

ar_ kDt
dt k+(or)
@zkoa—kodo
dt

Sac, a, rio ozna€eni su CRH, ACTH, GR u hipofizi i kortizol. Dnevni ritam stvaranja
kortizola opisuje Clan k., uticaj stresora opisuje Clan f, kii2 su koeficijenti inhibicije
kortizolom, kg, Kag, Kog SU koeficijenti eliminacije CRH, ACTH i kortizola, dok je sa k,
oznacen koeficijet stvaranja kortizola. U jednacini koja opisuje dinamiku GR u hipofizi
k je ravnotezni koeficijent dimerizacije kortizolom popunjenih GR u hipofizi, k., opisuje
stvaranje, a k4 degradaciju GR u hipofizi.

Kortizol popunjavanjem GR u hipofizi u ovom modelu dovodi do skoka GR u
hipofizi i jaanja negativhe povratne sprege u hipofizi, tj smanjenja sekrecije ACTH i
smanjenja dalje sekrecije kortizola, a nakon toga i slabljenja negativhe sprege
kortizola na nivou hipotalamusa. Sistem ima dva stabilna stacionarna stanja (jedno
sa nizom i jedno sa poviSenom koncentracijom GR u hipofizi) i jedno nestabilno,
izmedu prva dva. Uradene su numeriCke simulacije akutnog i hroni€nog dejstva
stresora. Stabilno stanje sa niskom koncentracijom GR odgovara normalnom
funkcionisanju HPA sistema, jer se sistem nakon perturbacije vraca u osnovno
stanje, a stanje sa poviSenom koncentracijom GR u hipofizi predstavlja patoloSko
stanje sistema i dovodi do hipokortizolemije pri ve¢im perturbacijama ili hroni€énom
dejstvu stresora.

Kao eventualni nedostatak mozemo reéi da u ovom modelu nisu eksplicitno
razmatrani GR u hipotalamusu, ni viSim nervnim centrima, kao ni MR, no kako i sami

autori kazu, cilj ovog rada nije bio da se homodimerizacijom GR u hipofizi objasni u
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potpunosti oscilatorna sekrecija kortizola, jer osim homodimerizacije, postoje i drugi

bitni mehanizmi koji odreduju rad HPA sistema.

11. Bairagi i saradnici (2008. g.) [53] su formulisali model rada HPA sistema u

obliku tri diferencijalne jednacine sa kasSnjenjem

dR(t)  aV

N —bR(t)
dt K+C"(t -1,)
dA(t) _ aV B
dt K+C"(t-1,) +0,R(t) —b,A(t) (2.21)
dC(t)

at = g,A(t —7,) —b,C(t)
Sa R(t), A(t) i C(t) oznaCene su koncentracije CRH, ACTH i kotizola, ;i 7,su
vremena kasnjenja, o,,a,,K,C\V,b,b,,09,,0, su pozitivni parametri, m je Hill-ov

koeficijent. Uradena je analiza stabilnosti i pokazano da se u sistemu javljaju
unutardnevne oscilacije, a model ne daje dnevni ritam. Dnevi ritam uveden je zatim u

obliku sledece periodi¢ne funkcije, u €lanu koji opisuje stvaranje CRH

(ot
sm(aj‘ (2.22)

i na taj nacin dobijen je i dnevni ritam rada HPA sistema (slika 12).

P_1+ O.23in(2—ﬂtj +0.6
24

R (pmolL)
i SO

(-]
-

8 12 16 20 24 28 32 38 40 44 48

@& -

A (pmoliL)
=

=
-

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

€ (pmol/L)
[=
-

<
=

A " M " " " " " i M
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t [h]

a

12. Dnevni ritam rada HPA sistema dobijen numerickim simulacijama modela (2.21).
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Jedan od rezultata izvrSenih simulacija u ovom radu, bio je i taj da dejstvo stresora

5=0.2 — =00

0.7

0 12 24 36 48
t [h]

Slika 13. Simulacija dejstva sresora na rad HPA sistema.

osim $to izaziva nagli skok kortizola i odstupanje od njegovog uobi¢ajenog dnevnog
ritma, moze da dovede i do prestanka unutardnevne oscilatorne sekrecije kortizola, tj.
gaSenja njegovih unutardnevnih oscilacija (slika 13), Sto je slicno rezultatima

simulacija dobijenim na osnovu naSeg modela, koji su dati u poglavlju 4 ovog rada.

12. Mc Auley i saradnici (2009. g.) [54] prouCavali su odnos stresne reakcije,
starenja i funkcionisanja hipokampusa. Formulisali su model dejstva povec¢anih nivoa

kortizola na hipokampus.

ISR [ )
[CRH] — da +[ 0 ] _ kacth * PSCS *[CRH] [\/acth][cort]
dt IS kq. +[Cort]
dIACTH] Kaein * PSCS *[CRH] Ve JlCOMT Koot [ACCS][ACTH] (2.23)
dt kg +[Cort]
dlCon] _y 4 ACCS *[ACTH] — k., [Cort] +TM

dt cort

gde su Ky, Ko ke KOEficijenti brzina stvaranja CRH, ACTH i kortizola, kg, je

koeficijent brzine degradacije kortizola, V,, opisuje saturaciju inhibicije sekrecije
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Celija hipofize, k,, i k,, su konstante disocijacije kortizola u hipotalamusu i hipofizi,

HSCS, PSCS i ACCS opisuju gubitak ¢elija u hipotalamusu, hipofizi i nadbubreznim
Zlezdama.

Na osnovu izvrSenih numeri¢kih simulacija zaklju¢eno je da i akutno i hroni¢no
povecanje nivoa kortizola dovodi do atrofije hipokampusa. Zaklju€eno je da hroni¢no
povecanje nivoa kortizola ima pogubniji uticaj na ¢éelije hipokampusa nego niz akutnih

skokova u nivou kortizola.

13. Conrad i saradnici (2009. g.) [55] su polazeci od pretpostavke (date u modelu
pod rednim brojem 9) da u mozgu kortizolom popunjeni GR receptori smanjuju, a
kortizolom popunjeni MR receptori pojaCavaju aktivnost HPA sistema predlozili

sistem od dve diferencijalne jednacine kojima su opisali sekreciju ACTH i korizola

dy _ elz(t) _ ezz(t)
T =—by(t) + 2(t)+b,K,  z(t) +b,K, P (2.24)
z

a —b;z(t) + b,y (1)

gde je sa y(t) oznaena koncentracija ACTH a sa z(t) koncentracija kortizola.
Koeficijenti b,,b,,b,, i b, opisuju stvaranje i troSenje ACTH i kortizola, e, i e,
predstavljaju maksimalne efikasnosti MR i GR u delu mozak/hipofiza, K; i K; su
afiniteti vezivanja kortizola za MR i GR, a funkcija p(t) opisuje spoljnji uticaj, odnosno
dotok spoljnjeg ACTH. Uradena je analiza stabilnosti sistema i dobijeno je
asimptotski stabilno stacionarno stanje.

Kao najveéi nedostatak ovog modela (kao i prethodno datog modela istih autora,
Peters i saradnici, redni broj 9), mozemo ista¢i polaznu pretpostavku, jer je iz
literature poznato da GR imaju razli¢ito delovanje, u zavisnosti od lokacije, pa tako u
nekim delovima mozga kortizolom popunjeni GR smanjuju, a u drugim pojacavaju
aktivnost HPA sistema, Sto je u suprotnosti sa pretpostavkom prihnvacenom u ovom
modelu da GR inhibiSu sistem. Ovi autori smatraju da kortizolom popunjeni MR u
mozgu aktiviraju sistem, Sto je u suprotnosti sa eksperimentalnim rezultatima ranije
objavljenim u literaturi, na koje se mi pozivamo, gde je dato da kortizolom popunjeni

MR u hipokampusu deluju inhibitorno na HPA sistem.
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Gore ukratko opisani modeli iako veoma razli€iti, svaki na svoj nacin doprinose
boljem razumevanju HPA sistema. Primetno je da se nakon objavljivanja u ovom
radu analiziranog modela Jeli¢ i saradnici 2005. (opisanog u poglavlju 3), gde je po
nasim saznanjima, pored ranije opisivanih negativnih, prvi put razmatrana i pozitivna
povratna sprega kortizola, javljaju i drugi radovi Kkoji oscilacije HPA sistema

pokuSavaju da objasne prisustvom razli€itih pozitivnih povratnih sprega.

lako veoma znacajni sa aspekta razvoja modelovanja HPA sistema, mnogi gore
dati modeli imaju i neki nedostatak: ili opisuju samo deo razmatranog sistema, ili su
veoma komplikovani i njihova matemati¢ka analiza je Cesto nemoguéa zbog velikog
broja promenljivih i parametara kojima se opisuje dati sistem, osim toga oscilacije
prisutne u HPA sistemu kod vecéine gore prikazanih modela dobijene su direktnim
uvodenjem periodi€nih matemati¢kih funkcija u jednacine sistema. Takode,
dosadasnji modeli (€ak ni gore dati noviji, koji govore o pozitivnoj sprezi) ne uzimaju
u razmatranje pozitivhu povratnu spregu kojom kortizol putem GR u hipokampusu

pojaCava aktivhost HPA sistema.

Da bismo preciznije opisali razmatrane procese, u daljem modelovanju sekrecije
kortizola mogu se uvesti nove vrste koje takode znacajno utiCu na rad HPA sistema.
Novi linearni ili nelinearni Clanovi bi se pojavili u diferencijalnim jednacinama
stehiometrijskog modela prirodno, proizilaze¢i iz dinamike stvarnog sistema, dok to
nije slucaj kod nestehiometrijskih modela. U tome je ocigledna prednost

stehiometrijskih u odnosu na nestehiometrijske modele.

Zbog svega gore izneSenog, mozemo zakljuciti da je potrebno formulisati model
HPA sistema koji bi bio dovoljno jednostavan, a opet dovoljno bioloSki precizan i
taCan, da bi se doprinelo boljem razumevanju stvarnih mehanizama funkcionisanja
ovog slozenog sistema. Model koji moze samo da reprodukuje postojece
eksperimentalne podatke je od male koristi, dok se na osnovu dobrog modela moze
predvideti ponasanje sistema u razli€itim uslovima, odnosno dobar model je onaj koji
dovoljno verno opisuje dinamiku sistema. Dobar model moze da ima i prakti¢nu

vrednost, tj. da doprinese boljem razumevanju fiziologije posmatranog sistema. U
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slozenom bioloSkom sistemu, kao Sto je u ovom radu razmatrani hipotalamo-
hipofizno-adrenalni sistem, nije sve merljivo, tako da je matematicko modelovanje
ovde korisno, posebno ako bi pomoglo da se izdvoje i definiSu individualne
karakteristike na osnovu kojih bi moglo da se predvidi kako bi pojedinac reagovao u
stresnim situacijama (to bi bilo veoma znadajno kod pilota, vatrogasaca, vojnika,

lekara i sl.) ili na davanje odredenih lekova, na primer.

34



predlozeni model hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema

3. PREDLOZENI MODEL HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-
ADRENALNOG SISTEMA

U ovom poglavlju izlozen je model HPA sistema formulisan u cilju opisivanja
lu€enja kortizola [56-58]. Posto kortizol nije jedini hormon koji moze da se veze za
MR i aktivira ovu vrstu receptora, u ovaj model ukljuéen je i uticaj aldosterona na

popunjenost MR u hipokampusu, a time i na aktivnost Citavog HPA sistema.

3.1. Prikaz polaznog modela HPA sistema

Aldosteron i kortizol imaju zajedni€ke prekursore, a popunjavaju i zajednicke
receptore, MR. Stabilnost aldosteron-MR kompleksa je mnogo veca od stabilnosti
kompleksa kortizol-MR, pa se kaze da je aldosteron mnogo efikasniji u aktiviranju MR
od kortizola. | pored toga $to su koncentracije kortizola u plazmi mnogo vece od
koncentracija aldosterona (~ 1000 puta), aldosteron ipak nekako deluje putem MR,
mada pitanje “kako?” joS uvek nije do kraja razjaSnjeno [21] kao Sto je vecl
spomenuto u poglavlju 1.

Aldosteron, bilo da je lokalno stvoren, ili iz cirkulacije, popunjava neki manji deo, u
odnosu na ukupan broj MR u hipokampusu, tako da su ti receptori onda nedostupni
kortizolu, tj. kada su MR u hipokampusu u pitanju, aldosteron i kortizol su jedan
drugom kompetitivni antagonisti. Popunjavanje MR u hipokampusu aldosteronom,
utiCe i na popunjavanje GR u hipokampusu, jer je kortizol “prinuden” da pre po¢ne da
ih popunjava. Zbog toga pozitivna povratna sprega kortizola postaje jaCa, a

negativna povratna sprega kortizola, na nivou hipokampusa, slabi (slika 14).

35



predlozeni model hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema

stresori

MR —
hipokampus
(Gr as
+
hipotalamus
(or —
PVN
CRH, AVP
+
hipofiza @ —
ACTH
sistem renin-angiotenzin +
kora nadbubreznih zlezda
ALDOSTERON KORTIZOL

Slika 14. Povratne sprege u hipotalamo-hipofizno-adrenalnom sistemu. Kortikotropni
oslobadajuéi hormon (CRH) i vazopresin (AVP) stimuliSu sekreciju
adrenokortikotropnog hormona (ACTH) iz hipofize, koju sledi sekrecija kortizola iz
kore nadbubreznih Zlezda. Negativha povratna sprega kortizola ostvarena putem
glukokortikoidnih receptora (GR) u hipotalamusu i hipofizi, kao 1 putem
mineralokortikoidnih receptora (MR) u hipokampusu, odgovorna je za odrzavanje
bazalne aktivnosti, kao i za okon€avanje pojacane aktivnosti ovog sistema izazvane
dejstvom stresora, ali takode je prisutna i pozitivna povratna sprega ostvarena putem

GR, kojom kortizol pojacava sintezu CRH u hipokampusu.
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U hipotalamusu MR okupirani aldosteronom doprinose jaCanju negativne
povratne sprege kortizola, koja se realizuje putem GR. U hipofizi je sinteza enzima
11B-HSD 2 pri normalnim uslovima zanemarljiva, ali je u raznim patoloSkim stanjima
deset puta uveéana, tako da pretpostavllamo da je uloga MR popunjenih
aldosteronom u hipofizi zanemarljiva pri normalnim uslovima, ali i ovde negativha
povratna sprega kortizola, koja se ostvaruje putem GR, postaje jaCa, indirektno, kao
posledica povecanih nivoa kortizola u plazmi, izazvanih poveéanom aktivho$éu HPA
sistema (do koje dolazi zbog jaCanja pozitivne i slabljenja negativhe povratne sprege

kortizola na nivou hipokampusa, gde aldosteron deluje “disinhibiSuce” na sistem).

U ovom modelu ne razmatramo ultra-kratke povratne sprege, kojima CRH i ACTH
utiCu na sopstveno stvaranje, kao ni sekreciju vazopresina, jer su samo neki neuroni
u hipotalamusu koji ga stvaraju pod kontrolom SCN, a i zbog toga Sto ovaj hormon
ima mnogo manje dejstvo na sekreciju ACTH i kortizola kada ne deluje istovremeno

sa CRH. Ovi uticaji mogu se razmatrati u sledecoj iteraciji ovog, polaznog, modela.

Pod uvedenim pretpostavkama, razmatrani procesi mogu se prikazati sledeéim

pojednostavljenim modelom:

—% 5B (R1)
—fa s M (R2)
B—%>A (R3)
A— G (R4)
A—5 M (R5)
A+2G— 3G (R6)
M+2G—G (R7)
AP (R8)
G— P, (R9)

gde B, A, G i M oznaCavaju koncentracije CRH, ACTH, kortizola i aldosterona u

plazmi, respektivno, dok su sa P, i P, oznaceni proizvodi eliminacije ACTH i kortizola
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(opisane u poslednje dve jednacine gornjeg modela). Sa k;, gde jei =0, m, 1,...,7
oznaCene su konstante brzina odgovaraju¢ih reakcija. Koeficijenti ko i km u sebi
obuhvataju i koncentracije prekursora CRH i aldosterona.

Prva jednacina opisuje bazalnu sekreciju CRH iz PVN, druga opisuje stvaranje
aldosterona pod uticajem renin-angiotenzin sistema, tre¢a opisuje stvaranje ACTH u
hipofizi izazvanu dejstvom CRH, a sledecCe dve jednacine su pojednostavljen opis
stvaranja kortizola i aldosterona u kori nadbubrega, izazvanu dejstvom ACTH.
Sesta jednadina opisuje pozitivnu povratnu spregu kortizola, koji putem GR u
hipokampusu pojaCava ekspresiju gena CRH, a time i sekreciju ACTH i sebe samog.
Ova pozitivna povratna sprega, mada opisana pre viSe od deset godina [12], [16], po
nasim saznanjima joS nije modelovana. SledecCa jednacina opisuje negativnu
povratnu spregu, koja se realizuje putem MR u hipokampusu (gde se kortizol i
aldosteron “bore” da ih okupiraju), kao i putem GR u hipotalamusu i hipofizi. Ova,
negativna, povratna sprega je dobro dokumentovana u medicinskoj litaraturi i
prethodno je opisivana razli€itim matematiCkim funkcijama, neke od kojih su
prikazane u poglavlju 2 ovog rada. Ove dve jednacine (R6 i R7) su “srce” datog
modela, jer one odreduju dinamiku Citavog sistema.

Pozitivhu povratnu spregu opisali smo jednom reakcijom koja u sebi obuhvata
viSe koraka. Sekreciju kortizola iz kore nadbubreznih Zlezda, izazvanu dejstvom

ACTH mozemo pojednostavljeno pisati kao u modelu (R1)-(R9)

A->G (3.1)

Putem opSte cirkulacije Kkortizol stize do hipokampusa, veze se za
kortikosteroidne receptore, aktivirani GR kao homodimeri stimuliSu ekspresiju gena
CRH. Protein-protein interakcije receptora aktiviranih kortizolom sa raznim
koaktivatorima i korepresorima (kao Sto su AP-1, NF-kB, Stat 5, CREB, i sl.) su
veoma bitne, ali nisu joS potpuno razjaSnjene. Na primer, GR mogu da formiraju
kompleks sa Stat 5, koji smanjuje njihovo vezivanje za DNK, a time smanjuje i
njihovo dejstvo [10]. Ako pretpostavimo da kortizol interaguje sa nekim koaktivatorom

(X), stvarajuci kompleks (E,), moZemo pisati

2G + X - E, (3.2)
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koji zatim interaguje sa nekim drugim faktorom (Y) dajucéi
E,+Y 526G+ X +Y (3.3)

onda za pozitivnu povratnu spregu, nakon sabiranja poslednje tri jednacine, dobijamo

slededi izraz

ks
A+2G—3G (3.4)

kao Sto je dato u modelu (R1)-(R9). Negativna povratna sprega kojom kortizol uti¢e
na aktivnost €itavog sistema, a time i na sopstveno stvaranje, opisivana je razli€itim
matematiCkim funkcijama, kao $to je prikazano u poglaviju 3, a mi smo je opisali
sliéno pozitivnoj, jednom zbirnom reakcijom (R7).

PredloZzeni model mehanizma HPA sistema je, po nasSim saznanjima, prvi koji
pored negativne povratne sprege (kojom kortizol deluje putem GR u hipotalamusu i
hipofizi, kao i MR u hipokampusu), uzima u obzir i pozitivhu povratnu spregu, kojom
kortizol (putem GR u hipokampusu) deluje stimulativno na ekspresiju gena CRH,
izazivajuéi tako i stvaranje ACTH u hipofizi i kortizola u kori nadbubreznih Zlezda.
Prihvatajué¢i misao Dr Jonh Fundera da je aldosteron “Pepeljuga” steroida, odnosno,
da je nepravedno zapostavljen, razmotreni su i uticaji ovog hormona na aktivnost
HPA sistema.

Kineti¢ke jednacCine modela (R1)-(R9) su:

ox(t)

o Ky, — Kk, X
m=klx—k2y—k3y—k4yw2 —Kkgy
dzd(tt) 2 (3.5)
o K, +Kkyy —kszw
%: K,y +Kk,yw® —k zw® —k,w

gde x, y, zi w ozna€avaju vremenski promenljive koncentracije B, A, Mi G.
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Model je mogucée dalje prosiriti. Medusobni uticaji hormona HPA sistema i
drugih hormona takode se mogu razmotriti. Skoradnja istraZzivanja pokazuju da
testosteron, estrogeni i progesteron utiCu na mozak viSe nego $to se ranije verovalo
[59, 60]. Progesteron se vezuje za MR sa istim afinitetom kao i aldosteron [61] i
pokazano je da inhibira 118-HSD2 [23]. Testosteron interaguje sa HPA sistemom na
nivou AVP regulacije [62]. Proinflamatorni citokini stimuliSu aktivnost 118-HSD1, a
inhibiraju 118-HSD2 u kulturama ¢elija uzetih iz kosti odraslih ljudi [20]. Serotonin
ima vaznu ulogu u “programiranju” kortikosteroidnih receptora, tako utiCu¢i na
sazrevanje HPA sistema i njegovu regulaciju [63, 64].

Kortikosteroidni receptori moduliSu i mnoge druge funkcije mozga, kao Sto je
zavisnost od droga ili regulacija telesne tezine [12]. Gojaznost je povezana sa
povecanim stvaranjem Kkortizola i njegovim povec¢anim uklanjanjem iz cirkulacije
putem jetre [65]. Aktivhost HPA sistema tokom trudnoce i fetalnog razvoja [66, 67],
kao i tokom puberteta i starenja [68, 69], takode je predmet brojnih studija. Objavljeni
su i radovi koji povezuju poremecaj dnevnog ritma rada HPA sistema sa nastankom i
razvojem karcinoma i sugeriSu uvodenje hronoterapije, odnosno davanja lekova u
odredeno doba dana, radi njihovog optimalnog dejstva [70]. Sve ove Cinjenice Cine

plodno tlo za dalja istrazivanja.
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3.2. Analiza stabilnosti

3.2.1 Andronov-Hopf bifurkacije

U teoriji nelinearnih sistema, ponasanje, odnosno dinamika, sistema opisuje
se sistemom diferencijalnih jednacina [71-75], kao sto su jednacine (3.5), koje opisuju
kako se stanje sistema menja tokom vremena. U zavisnosti od parametara sistema i
poCetnih uslova, te diferencijalne jednaCine mogu imati razliita reSenja.
Stacionarno stanje sistema moze npr. biti tacka, ili kruznica u faznom prostoru
sistema, tzv. granic¢ni ciklus, kada se u sistemu javljaju periodi€ne oscilacije.
Slozenija reSenja dinamickih jednac€ina su kvaziperiodi¢ne i neperiodi¢ne orbite, koje
opisuju slozeno periodi¢no ili haoti€éno ponaSanje sistema.

Izraz bifurkacija oznacava kritiCan dogadaj koji se javlja u dinami¢kom sistemu
kada se pri promeni nekog parametra sistema iznenada promeni dinamika sistema.
Superkriticna Andronov-Hopf bifurkacija opisuje stvaranje grani¢nog ciklusa male
amplitude oko stacionarnog stanja, koje je usled promene parametara sistema
postalo nestabilno. Osnovni principi teorije nelinearnih sistema i njihova primena u
biologiji i hemiji dati su u [71, 72, 76- 79].

PonasSanje sistema u okolini stacionarne tacke aproksimiramo reSenjima tzv.

svojstvenog problema Jakobijeve matrice sistema

J-e, =1, -¢€, (3.6)

Jakobijeva matrica (J) je matrica Ciji elementi su parcijalni izvodi prvog reda po svim

promenljivim, diferencijalnih jednacina sistema

of, of of
0 Xy 0 X, 0 X
of, o0f, of,
Jz{a f‘}z 0 X 0 X, o X, (3.7)
0 Xj :
o f, f, o f,
10 X X5 0 X |
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ReSenja svojstvenog problema ove matrice, tzv. svojstvene vrednosti, oznaavamo

sa A, a odgovarajuce svojstvene vektore sa a .

Ako sa x,Y,z, i w oznac¢imo koncentracije CRH, ACTH, aldosterona i kortizola

za razmatrani model HPA sistema Jakobijeva matrica je matrica dimenzije 4x4, a

njeni elementi su izvodi desnih strana jednacina (3.5) po promenljivim x,y,z, i w

0 -k, 0 0
j - k, —k, =k, —k,w* -k, 0 -2k, yw (3.8)
0 K, — kW — 2k zw '
0 k, +k,w? —kw® 2k, yw — 2k, zw —k;
Svojstveni problem ove matrice mozemo napisati u obliku
Je, — A,-1-e,=0
oo " (3.9)

= A-1)-e, =0

gde je | tzv. jediniéna matrica, odnosno matrica koja na glavnoj dijagonali ima sve
jedinice, a ostali elementi su joj nule. ReSavanjem svojstvenog problema matrice

dobija se njen karakteristi¢ni polinom
p;(4,) =detd — A4,-1) (3.10)

U naSem slu€aju taj polinom je Cetvrtog stepena
U opStem slu€aju, polinomi viSeg stepena nisu jednostavni za analitiCko

odredivanje reSenja.
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3.2.2 Analiza stehiometrijskih mreza

Kod modelovanja bioloSkih sistema uglavhom se razmatraju slozene
biohemijske reakcije Cija analiza, i analitiCcka i numeri¢ka, najceS¢e nije jednostavna,
kako zbog sloZenosti samih diferencijalnih jednacina kojima se sistem opisuje, tako i
zbog nedovoljne ispitanosti sistema i mnostva parametara koji nisu poznati, a Cesto
nisu ni merljivi eksperimentalno.

U takvim slu€ajevima mogu biti od koristi druge metode, kao Sto su teorija
grafova, metoda tzv. “kvencinga”, tj. gaSenja oscilacija, ili analiza stehiometrijskih
mreza, koje ne zavise direktno od nepoznatih parametara, ve¢ dinami¢ka svojstva
sistema povezuju sa strukturom same mreze interakcija sistema i mogucim
reakcionim putevima.

Osnove analize stehiometrijskih mreza postavio je Clark, 1980. godine [80,81].
U analizi stehiometrijskin mreza koristi se matriCha reprezentacija da bi se prikazala
dinamika mreze reakcija [82-90]. U matri¢noj formi jednacine (3.5) mozemo napisati

kao

é=Sxv. (3.13)

Ovde je ¢ izvod po vremenu vektora koncentracija c, S je stehiometrijska
matrica, a v je tzv. vektor brzina reakcija. Vektor ¢ je dimenzije mx1 i daje promene sa
vremenom koncentracija m nezavisnih intermedijarnih vrsta. Nezavisne intermedijarne
vrste se u stehiometrijskoj mreznoj analizi obi€no nazivaju unutradnje vrste.
Stehiometrijska matrica S je matrica dimenzije mxn gde je n broj reakcija posmatrane
reakcione mreze. Element S; stehiometrijske matrice odgovara stehiometrijskom
koeficijentu reaktivne vrste i u reakciji (Rj) koja odgovara koloni j. Vektor fluksa v je
vektor dimenzije 1xn Ciji elementi su brzine reakcija. Pomoc¢u matri¢ne reprezentacije
date jednacCinom (3.13), dinamiku razmatranog biohemijskog sistema mozemo
analizirati metodama linearne algebre.

Za razmatrani model HPA sistema matri¢na reprezentacija je sledeceg oblika
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o
d_X | vy
dt vy
gy| [1O-10 0 0 0 0 0]
gl 100 1 -1 -1-10 -1 0|]|"
{010 0 1 0 -1 0 0 .
d| oo 0o 1 0 1 -1 0 -1|]°?
dw V7
dt | Vg
| Vo |

Da bismo razmotrili vezu nezavisnih intermedijarnih vrsta i dinamike sistema,

prvo trazimo kvazi-stacionarna stanja sistema

0=Sxv. (3.15)

Matematicki ovo znacCi da u vektorskom prostoru brzina reakcija datog modela
trazimo potprostor Ciji elementi zadovoljavaju jednacinu (3.15). ReSenja ove jednacine
nazivaju se ekstremne struje i daju vazne informacije o konzistentnosti modela,
znacaju pojedinih reakcionih puteva, kao i veze pojedinih reakcija, kao Sto je
uzajamno isklju€ivanje ili njihova meduzavisnost [91]. Ekstremne struje date su

kolonama matrice E

(3.16)

m
I
O O P O O F B B -
O r OO0 O O P o
P O OO O F kP O R
O O P P O O F Bk B
P O O P O O Fr O K
O O Pk O Fr P N ON
O O P P kP ONONDN

Cije kolone su oznaCene sa E (| = 1 - 7) i predstavljaju reakcione puteve u

stacionarnom stanju. Tako, struja E; je kombinacija reakcija (R1) + (R2) + (R3) +
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(R4) + (R7), a struji E; odgovara kombinacija (R1) + (R3) + (R8) itd. U opStem
sluaju, sveukupna reakcija u proizvoljnom stacionarnom stanju ne sadrzi samo
jedan reakcioni put ili ekstremnu struju.

U cilju utvrdivanja uslova pri kojima se u razmatranom sistemu javljaju
unutardnevne osclacije, tj. gore dati sistem diferncijalnih jednacina (3.5) ima
oscilatorno reSenje, neophodno je odrediti uslove nestabilnosti.

Stabilnost stacionarnog stanja sistema mozemo analizirati ako linearizujemo
kinetiCke jednacine sistema u blizini stacionarnog stanja.

Stabilnost sistema u odredenom stacionarnom stanju odredena je znakom

realnog dela svojstvenih vrednosti operatora dinamike linearizovanog sistema

M = (diagh) S(diag E j)K " (3.17)

gde je diag h dijagonalna matrica Ciji elementi su recipro¢ne vrednosti koncentracija
reaktanata u posmatranom stacionarnom stanju (h; su reciprotne vrednosti
koncentracija pojedinih vrsta i, gde je i = 1,...,4), S je matrica stehiometrijskih
koeficijenata, K je matrica redova reakcija, a njena transponovana matrica oznacena
je sa K'. Sa diag Ej oznagena je dijagonalana matrica Siji elementi su koeficijenti
brzina reakcija vss = Ej, gde je vss vektor Ciji elementi su koeficijenti brzina reakcija u
datom stacionarnom stanju dok je j vektor brzina struja. ZnaCenje brzina struja jj
koje su elementi vektora j, bi¢e o€igledno na osnovu jednacina (3.23) — (3.31). Ovako
formirani operator dinamike linearizovanog sistema predstavlja jakobijan analiziranog
dinamickog sistema izrazen preko brzina struja. Stabilnost stacionarnog stanja se
odreduje reSavanjem svojstvenog problema za taj operator koji ima formu matrice, a
ve¢ smo pokazali da ovaj postupak vodi do odredivanja nula karakteristi€nog
polinoma. Posto je reSavanje polinoma viSeg stepena u opStem slucaju
komplikovano, neophodno je primeniti odredene aproksimacije. Da bi ispitali
stabilnost stacionarnog stanja, obi¢no je dovoljno da iz operatora M (3.17) izdvojimo
matricu brzina struja V(j), koja je data u slede¢em obliku

V(j)=-S(diagE j)KT (3.18)
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i odredimo znak svih njenih dijagonalnih minora.

U razmatranom slucaju, ako kao nezavisne unutrasnje vrste redom uzmemo
CRH, ACTH, ALDO i CORT, matrice SiK su

10-100 0 0 0 0
00 1 -1 -1-10 -1 0
S= (3.19)
010 0 1 0 -1 0 0
000 1 0 1 -1 0 -1
001000000

000111010
K = (3.20)
0000O0O0T1O00O0

000002201

Matrica E, cije vrste odgovaraju reakcijama (R1) - (R9), a kolone su oznacene
sa E (I =1 -7) i predstavljaju reakcione puteve datog stacionarnog stanja data je
gore (jednacina 3.16).

Matrica brzina struja data je sa

hth+tistiatis+2js+2); —14 Ia 0
N | mhl-lmlamls—2l6 21, htlatlstlatist+2i5+2]; 0 2j,+2]5+2];
V(j)= o o C . .
0 o [ i htla+is+ls 2h+2j,+2j5+2];
0 ~h—hk-Js—J— I h+ds+ 17 2+ 3= s +2]s

(3.21)

Stacionarno stanje je nestabilno ako postoji barem jedan negativan dijagonalni minor
matrice V(j) [80, 81]. Utvrdjeno je da svi negativni minori sadrze izraz (jz + js) — 2 (ja +
s +j7), gde je - 2(ja + s + j7) jedini negativan ¢lan u svima njima. Znaci, taj ¢lan je
“destabilizujuci”, i mora biti po apsolutnoj vrednosti veci od pozitivnih ¢lanova da bi
stacionarno stanje bilo nestabilno. Izraz, (j3 + js) — 2(ja + j5 + j7) pomnozen sa (jp + ja +

je + j7) je tacno minor koji odgovara vrstama G i M, odnosno kortizolu i aldosteronu.
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PosSto se veza brzina struja i koeficijenata brzina reakcija moze dobiti iz
matricne jednacine

V, =E ] (3.22)
dobija se

Vigs=Ko=h+la+ls+ s+ s +2J6+2]; (3.23)
Voss =Km =1+ s (3.24)
Vass =KiXss = i+ Jo+ Js+ Ja+ Js +2J6 + 27 (3.25)
Vass=KaYss = i+ Js+ Js (3.26)
V555 =KsYss = Js + J7 (3.27)
V6,ss:k4ysswszs =lat s+ (3.28)
V7,ss:k5235Wszs =h+latis+ls (3.29)
Vg.ss=KeYss = J2 (3.30)
Vg s =K7Wes = J3+ Js - (3.31)

Tako, dobijamo da je izraz j3 + js — 2 (ja + j5 + j7) negativan, odnosno dato

stacionarno stanje je nestabilno, ako je

V9,ss < 2V6,ss (3-32)

Posto transformacija iz brzina struja u brzine reakcija nije jednoznacna, uslov
nestabilnosti moZe se napisati i u drugom obliku, $to moZe biti zna€ajno ako postoje
eksperimentalni podaci o koeficijentima brzina reakcija u datom stacionarnom stanju

sistema. Razmatranjem jednacina (3.23) — (3.31) vidimo da vazi:

Viss = V3ss (3-33)

V7ss =Vass T V5 (3.34)
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Viss =Vass T V555 Vg 55 T Vg5 (3-35)

V3ss = V555 T V7.5 T V855 TVoss (3.36)

Iz eksperimentalnih ispitivanja HPA sistema dostupno je viSe kvantitativnih
podataka o koncentracijama hormona u razmatranom stacionarnom stanju, nego o
odgovaraju¢im koeficijentima brzina reakcija. Zbog toga, uslove nestabilnosti (3.23) -
(3.31) mozemo izraziti kao funkcije koncentracija razmatranih vrsta, u datom

stacionarnom stanju

X = Ko /'Ky (3.37)
k., +k
o= sk (3.38)
kSWss
k Ko -k, —k-w,
yss 0 0 m 7 Vs (339)

= 2 =
(kg + kg +Kg) + kg 2K4 +Kqg
gde su sa wss oznaCena reSenja jednacine treceg stepena

—K gk W, + (Ko — Ky ) KgW& — Ky (K + Ky + Kg ) Weg +[ Ko (K —Kg ) =Ky (Ky + kg +Kg )] =0
(3.40)

U razmatranom modelu, koncentracija CRH (odnosno x, jednakost 3.37) u
datom stacionarnom stanju definisana je samo odnosom koeficijenata brzina reakcija
ko i ki i zbog toga ima konstantu vrednost. Koncentracija CRH u nasem modelu
(kada se ne uvodi funkcija koja bi opisivala dnevni ritam u stvaranju CRH) moze biti
promenjena samo iznenadnom perturbacijom sistema, ili izmenom spoljasnjih
parametara, koji utiCu na dnevni ritam HPA sistema. U prvom slu€aju, perturbacija se
ogleda u pojavi izolovanog pulsa CRH. u drugom slucaju, CRH prati dnevni ritam
sekrecije.

Znaci, da bismo opisali unutardnevni ritam sekrecije kortizola, parametri

izabrani za numeri¢ke simulacije moraju zadovoljavati relaciju (3.32) datu u formi

2K kW2 — (Ko — Ky ) 2K, Weg + (2K + kg )k; <O (3.41)
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koja se dobija kada se (3.28), (3.31) i (3.39) uvrste u (3.32), i ona napiSe kao funkcija
koncentracije kortizola. Ova nejednakost daje uslov koji mora biti ispunjen da bi
razmatrani sistem diferencijalnih jednacina (3.5) imao oscilatorno reSenje. Pritom
mora vaziti i jednaCina (3.40), koja daje vrednost koncentracije kortizola u

stacionarnom stanju.
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4. STRESNA REAKCIJA | HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-
ADRENALNI SISTEM

U ovom radu, posebna paznja posvecena je perturbacijama razmatranog sistema,
odnosno njegovoj reakciji na dejstvo stresora.
Stresori, fizi€ki ili psihi€ki, akutni ili hroni¢ni, dovode do aktivacije HPA sistema,
u cilju prezivljavanja i prilagodavanja organizma novonastalim uslovima. Stresna
reakcija je opsezno prouCavana [92-98]. Tokom akutnog dejstva stresora amplituda i
sinhronizacija pulseva CRH i AVP znacajno raste, izazivajuci skok sekrecije ACTH i
kortizola [1-3]. lako se kortizol lu€i u pulsevima, prateci karakteristiCan dnevni ritam
sekrecije, u literaturi nema mnogo podataka o merenjima kortizola sa Cestim
uzimanjem uzoraka, narocCito kod Coveka, nego se u vecini slu¢ajeva meri nekoliko
specifi¢nih vrednosti i smatra se da to dovoljno taCno odreduje dnevni ritam, ili skok
nivoa kortizola nakon dejstva stresora. U vecini radova nekoliko uzoraka krvi (ili
pljuvacke, u kojoj se javlja samo slobodan kortizol) je uzeto da bi se izmerio bazalni
nivo kortizola, zatim pocCetna reakcija (5-20 minuta nakon dejstva stresora) i faza
oporavka (bazalni nivo kortizola obi¢no se ponovo uspostavi nakon 60-90 minuta od
pocCetka dejstva stresora) [99].
Objavlieno je mnogo rezultata proucavanja stresnog odgovora kod
eksperimentalnih zivotinja, naro€ito pacova, koji su doveli do formulisanja nekoliko
vaznih principa:
1. Stresni odgovor zavisi mnogo od genetskih faktora [100].
2. Rano zivotno iskustvo moze da reprogramira rad HPA sistema, povecavajuci
ili smanjujuci sposobnost jedinke da adekvatno reaguje na dejstvo stresora
[101].

3. Hroni¢na aktivacija HPA sistema usled dejstva stresora dovodi do promena u
hipotalamickoj regulaciji CRH i AVP [102,103].

4. Postoji velika “plasti€nost” HPA sistema i stresnog odgovora, sa reverzibilnim
promenama koje se javljaju tokom trudnoce i laktacije [104].

5. Postoji zna€ajna razlika u reagovanju na dejstvo stresora €ak i kod zivotinja

istog genetskog porekla i pri istim uslovima okolne sredine [105 ].
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Jasno je da se ne mogu svi rezultati istrazivanja dobijeni za pacove direktno
preneti i na Coveka, ve¢ ih treba na odgovarajuci na€in uopstiti i proveriti, Sto zbog
metodoloSkih razloga nije uvek ni lako ni izvodljivo. Osim razlike u doba dana kada
su aktivni (pacovi su noéne zZivotinje), pacovi imaju jedan puls kortikosterona tokom
sat vremena, dok ljudi imaju dva do tri pulsa kortizola tokom sat vremena, Sto opet
stvara razliku pri merenju. Kod ljudi treba uzeti u razmatranje i uticaj iSCekivanja
stresne situacije, koje je samo po sebi takode stresor [98].

Zbog svega reCenog, modelovanje i numeriCke simulacije mogu pomoci u

razjasSnjavanju mehanizama funkcionisanja HPA sistema, narocito kod ljudi.

4. 1. Numeric¢ke simulacije

Validnost formulisanog modela, tj njegova sposobnost da verno prikaze
dinamiku nekog sistema, kao i mogucnost da dovoljno taéno predvidi evoluciju
sistema, na osnovu datih parametara sistema, moze se proveriti numeri¢kim
simulacijama. Numeri¢ke simulacije rada HPA sistema na osnovu modela (R1)-(R9)
uradene su prvo pri bazalnim uslovima (4.1.1), a zatim i pri simuliranom akutnom

(4.1.2) i hroni€nom (4.1.3) dejstvu stresora.
4.1.1. Aktivnost HPA sistema pri bazalnim uslovima

Rezultat numeri¢kih simulacija  sekrecije kortizola, zasnovanih na
diferencijalnim jednacinama (3.5), pri ¢emu dnevne oscilacije nivoa CRH nisu uzete u

obzir, prikazan je na slici 15(a).
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Slika 15. Numeri€ka simulacija dnevnog ritma sekrecije kortizola pri bazalnim
uslovima. (a) Unutardnevni ritam sekrecije kortizola bez simulacije dnevnog ritma
rada HPA sistema xo = 1.0 x 10® M, yo = 9.66 x 108 M, zo = 9.76 x 10° M, wy =2.76
x108Mm. (b) Funkcija P odabrana da opise dnevni ritam:
P=0,8095+0,061248xsin(21t/1440)+0,11484xabs(sin(1t/1440)). (c) Dnevni i
unutardnevni ritam sekrecije kortizola. PoCetne vrednosti koncentracija su: Xo= 8.09 x
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10° M, yo = 9.15 x 10° M, zo = 2.03 x10® M, w, = 2.38 x 10® M. Koficijenti brzina
reakcija su: ko = 1.83 x 10® min™ |, ky = 6.09 x 10™ min-1, k; = 1.83 min™, k» = 3.60
x 107 min™, ks = 2.88 x 10 min™, ks = 1.26 x 10™ min™* M?, ks = 7.05 x 10" min™
M, ks = 5.35 x 10° min™, k; = 4.10 x 10 min™, kp = ko x P

Vrednosti parametara koriS¢ene u numeri¢kim simulacijama procenjene su na
osnovu podataka iz literature, gde je to bilo moguce, a ostale su uzete u skladu sa
uslovom nestabilnosti (3.41). Vrednosti poluzivota za ACTH i kortizol (za ACTH iznosi
10-20 minuta, a za kortizol 80-120 minuta [1]) upotrebljene su za procenu konstanti
brzina kg i k7. Medutim, treba imati u vidu da su razmatrani realni procesi sloZeni i da
ove dve reakcije, (R8) i (R9), nisu jedine koje zavise od vremena poluzivota ACTH i
kortizola. PoSto nismo imali vrednosti ostalih konstanti, one su procenjene iz merenih
dnevnih vrednosti koncentracija posmatranin hormona [1]. Za odabrani skup
parametara sistema, dobijeno je periodi¢no reSenje, koje opisuje unutar-dnevni ritam
sekrecije kortizola sa dve do tri oscilacije u toku sat vremena, u skladu sa poznatim
eksperimentalnim rezultatima [1-3]. Da bismo opisali dnevni ritam rada HPA sistema,
koji diktira unutradnji bioloSki Casovnik, SCN, uveli smo asimetricnu periodi¢nu

funkciju (P), sa periodom od 24 h, u slede¢em obliku
P=0,8095+0,061248xsin(211t/1440)+0,11484%abs(sin(11t/1440)),

(prikazanu na slici 15(b)). Ova funkcija odabrana je tako da reprodukuje asimetriju
koja postoji tokom 24 Casa, izmedju faze aktivnosti i morovanja, tj. spavanja (dana i
noci, kod Coveka), period mirovanja je otprilike 1/3 od 24 Casa. Funkcija P utiCe
direktno samo na stvaranje CRH, jer smo je uveli tako Sto smo umesto koeficijenta ko
u prvoj jednacini sistema (3.5) stavili ke = ko X P. Funkcija izabrana da opiSe dnevni
ritam HPA sistema mogla je biti i nekog drugog oblika, npr. prosta sinusoidalna, ali u
tom slu€aju nema asimetrije izmedu perioda mirovanja i aktivnosti tokom dana.
Numeri¢ka simulacija dnevnog profila kortizola, za izabranu funkciju P, data je na slici
15(c).
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4.1.2. Aktivnost HPA sistema pri akutnom dejstvu stresora

Normalan odgovor HPA sistema na dejstvo svakodnevnih stresora, tj. na male
perturbacije, je znafajan za opstanak organizma. Usled dejstva stresora, dolazi do
aktivacije ovog sistema u cilju regulacije brojnih telesnih funkcija, koja se ogleda u
naglom skoku koncentracije CRH, pra¢enim skokom koncentracija ACTH i kortizola,
a zatim se sistem vrac¢a u polazno stanje po prestanku dejstva stresora.

Predlozeni stehiometrijski model, na osnovu kojega se, za odabrani skup
parametara sistema, dobija dnevni profil sekrecije kortizola prikazan na slici 15(c),
zatim je perturbovan sa ciliem da se proveri njegova validnost, tj simulira ponaSanje
sistema pri dejstvu stresora. lzvrSene numeriCke simulacije pokazuju da odgovor
sistema, pri dejstvu akutnog stresa, zavisi od doba dana kada je stresor delovao, ali i
od faze izabranog unutardnevnog pulsa kortizola. Zbog toga je neophodno razmatrati
odvojeno odgovore sistema na perturbacije tokom dana i tokom noci, kao i pri

razlicitim fazama izabranog pulsa kortizola (slika 16).
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Slika 16. Simulirani dnevni ritam sekrecije kortizola pri bazalnim uslovima.
Unutardnevne oscilacije odabrane za vrSenje perturbacija prikazane su na uveéanim
delovima. Slovima A, B, C i D ozna&ene su &etiti razliCite faze odabranih pulseva, u

kojima se vrSe perturbacije.
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Perturbacije sistema tokom dana i tokom noci, u Cetiri razliCite faze jednog

pulsa kortizola (oznaCene slovima A, B, C i D), date su na slikama 17 i 18,

respektivno. Perturbacije su radene u maksimumu i minimum unutardnevnog pulsa

kortizola, kao i u taCkama koje se nalaze na polovini rastojanja izmedu te dve tacke

(Sto priblizno odgovara tackama infleksije unutardnevnog pulsa kortizola).
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Slika 17. Odgovor HPA sistema na perturbacije tokom dana. Na slikama A, B, Ci D

date su perturbacije u odgovarajuéim fazama odabranog unutardnevnog pulsa

kortizola (vidi sliku 16). Uvecani segmenti sa odabranim pulsom dati su na slici
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desno. Intenzitet primenjene perturbacije iznosio je 1,0 x 10° mol dm™. Druge

konstante su iste kao kod slike 15.
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Slika 18. Odgovor HPA sistema na perturbacije tokom noci. Na slikama A, B, C i D

date su perturbacije u odgovarajuéim fazama odabranog pulsa kortizola (vidi sliku

16). Uvecani segmenti su dati na slici desno. Intenzitet primenjene perturbacije

iznosio je 1,0 x 10°® mol dm™. Druge konstante su iste kao kod slike 15.
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Napomenu¢emo da maksimum i minimum pulsa kortizola tokom noci nisu
stvarni maksimum i minimum, ve¢ samo odgovarajuce tacke na krivoj koja oblikom

viSe podseca na stepenice.

Numeri¢ke simulacije stresom indukovane aktivhosti HPA sistema pokazuju da
taj sistem daje jaCi odgovor na dejstvo stresora kada su amplitude unutardnevnih
pulseva kortizola manje, tokom perioda smanjene aktivnosti HPA sistema, odnosno
no¢u kod €oveka i zivotinja koje su aktivne danju, a danju kod noénih zivotinja (npr.
pacova). Ovaj rezultat je u skladu sa podacima iz literature [106, 107]. UoCene razlike
mogu se moZzda objasniti razmatranjem popunjenosti kortikosteroidnih receptora u
hipokampusu. U maksimumu dnevnog ritma sekrecije kortizola MR i GR u
hipokampusu su skoro u potpunosti popunjeni, tako da HPA sistem ne moze da
reaguje ,punim kapacitetom” jer nema dovoljno slobodnih GR u hipokampusu koji bi
nakon popunjavanja kortizolom dodatno aktivirali sistem putem pozitivne povratne
sprege. Za razliku od dnevnog maksimuma, tokom noci veliki broj GR u hipokampusu
je nepopunjen, tako da je pozitivha povratna sprega koja se vrSi putem ovih
sistema na bazalni nivo, nakon akutnog dejstva stresora, odvija se brze kada su
amplitude unutardnevnih pulseva kortizola vece, tj. tokom dana. Znaci, mogli bismo
reCi da je pulsatilna sekrecija kortizola evolutivho razvijen mehanizam, u cilju bolje

zastite organizma od dejstva razli€itih stresora.

Osim toga pokazano je i da amplitude pulseva kortizola, nakon perturbacije,
zavise od faze posmatranog pulsa, u kojoj je doSlo do perturbacije (u svim
slugajevima intenzitet primenjene perturbacije bio je 1,0 x 10° mol dm?® a u
zavisnosti od faze pulsa kortizola dobijeni su razliCiti odgovori sistema). U
maksimumima i minimumima posmatranog unutardnevnog pulsa kortizola sistem ne
reaguje na perturbacije toliko snazno kao za taCke izmedju ove dve, gde odgovori
mogu biti i suprotni. Kada je perturbacija primenjena u tacki infleksije koja se nalazi
na uzlaznom delu posmatranog pulsa kortizola, izmedu minimuma i maksimuma
(slika 16, tacka B) uvek je dolazilo do rasta amplituda, medutim, odgovor sistema

nakon perturbacije u tacki infleksije koja se nalazi izmedu maksimuma i minimuma
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posmatranog pulsa kortizola (slika 16, tacka D) jako zavisi od intenziteta primenjene
perturbacije, kao i od oblika posmatranog pulsa kortizola (koji se menja zavisno od
dnevnog ritma). Ako se perturbacije vrSe razliCitim intenzitetom, odnosno
dodavanjem razliCite kolicCine CRH, u svim slu€ajevima u istoj tacki (tj u tacki infleksije
koja se nalazi izmedju maksimuma i minimuma posmatranog pulsa kortizola),
dobijaju se razliCiti odgovori sistema: od rasta amplituda posle perturbacije do
njihovog opadanja, a u nekim slu€ajevima i do pestanka oscilatornog ponasanja.
Smanjivanje amplituda, nakon perturbacija, od ranije je poznat fenomen u hemijskim i
biohemijskim oscilatornim reakcijama [108-110]. Odstupanje od dnevnog ritma
sekrecije i gasenje oscilacija kortizola nakon dejstva stresora, kao rezultat numerickih
simulacija, dato je takode u objavljenom radu [53] razmatranom u poglavlju 2, ali tu

nije ispitivan uticaj faze unutardnevnog pulsa kortizola na odgovor sistema.

4.1.3 Uticaj oblika funkcije koja opisuje dnevni ritam HPA

sistema na njegov rad

Medu ljudima postoje znacajne razlike u obliku dnevnog ritma rada HPA
sistema (slika 5, poglavlje 1), dok se smatra da je taj ritam prilicno stabilan za jednu
osobu tokom njenog zivota. Zbog toga je u ovom radu razmatrana i osetljivost
modela na izbor funkcije kojom opisujemo dnevni ritam sekrecije kortizola. Na slici
19, prikazani su rezultati simulacija za dve sli¢ne funkcije, koje opisuju dnevni ritam
kortizola, oznaCene sa (A) i (B), kao i za jednu sinusoidalnu funkciju (C). Perturbacije
su primenjene u istom trenutku, u tacki infleksije na silaznom delu pulsa kortizola,

tokom dana.
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Slika 20. Perturbacije HPA sistema za tri razliite funkcije izabrane da opiSu dnevni
ritam sekrecije sistema. Uvecani segmenti, gde je perturbacija koncentracije CRH
iznosila  1x10° mol dm?® dati su desno. Ostale konstante su:
G(0) = 2,76 x 10® mol dm™; Ko = 0,0831; Ky, = 2,7693 x 10 a = 1,5776 x 107
B =0,0197;y =0,0293; 6 = 0,2245; ¢ = 0,0560; a tri izabrane funkcije su oblika:

(A) P =0,7904 + 0,0689 x sin(21t/1440) + 0,1292 x abs[sin(1rt/1440)]

(B) P =0,8095 + 0,0612 x sin(2mt/1440) + 0,1148 x abs[sin(1t/1440)]

(C) P =0,8980 + 0,0640 x sin(21t/1440)

IzvrSene numeriCke simulacije, za razli€ite funkcije kojima je opisan dnevni
ritam sekrecije kortizola, pokazuju da oblik tih funkcija takode uti€e na odgovor
sistema na dejstvo stresora. Ovo je u skladu sa poznatom €injenicom da ista stresna
situacija moze izazvati razliCite stresne reakcije kod razli€itih osoba. Ono Sto za
nekoga nije veliki stres, za nekog drugog moze biti veoma stresno. lako je zna€ajna

paznja nauéne javnosti posvecena prou¢avanju genetskih razlika i faktora iz okoline
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koji mogu da doprinesu ovim razlikama, studije na ljudima su retke i uslovljene
metodoloSkim problemima.

Pored razlika u obliku dnevnog ritma i njihovog uticaja na stresni odgovor kod
razli¢itih ljudi, u eksperimentalnim ispitivanjima rada HPA sistema trebalo bi razmotriti
i uticaj unutardnevnih oscilacija kortizola, jer kako je pokazano na osnovu naSeg
modela i izvrSenih simulacija, osim dnevnog ritma, odnosno doba dana kada je do
perturbacije doslo, i faza unutardnevnog pulsa kortizola utice na odgovor sistema na
preturbaciju. Mozemo reci i da isti stresor kod jednog €oveka moze izazvati razliCite
reakcije, zavisno od doba dana i faze unutardnevnog pulsa kortizola, u kojoj je doSlo

do dejstva stresora.

4.1.4 Hroniéno dejstvo stresora i rad HPA sistema

Da bismo simulirali hroni€no dejstvo stresora na rad HPA sistema, u
numeric¢kim simulacijama vrSene su periodine perturbacije sistema, iznenadnim
pulsnim povecavanjem nivoa CRH u pravilnim vremenskim razmacima. Ovo je
rezultiralo izrazenom promenom ritma sekrecije kortizola, pa se umesto ranije
dobijenih unutardnevnih oscilacija kortizola, male amplitude, dobija iregularna
sekrecija kortizola (slika 21).

Perturbacije malog intenziteta (pcry < 1,0 x 10° M) primenjene sa niskom
frekvencijom (T > 20 min) dovele su do povecanja amplituda pulseva kortizola, ali je
srednji nivo kortizola ostao nepromenjen i minimum dnevnog ritma uspesSno je
"brisao” efekte dejstva stresora, tj tokom nodéi sistem se vra¢ao u uobiCajeni rezim
rada.

Za razliku od malih perturbacija, jade (pcrr > 1,0 x 10° M) i &eSée perturbacije
(T < 20 min) pulsevima CRH, dovele su do zna¢ajnog povecanja amplituda oscilacija
kortizola, kao i do povecanja srednje vrednosti kortizola. Ovo povecanje nije se
moglo ponistiti tokom perioda mirovanja, tako da se izrazene oscilacije kortizola

dobijaju i tokom nodi (slika 21).
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Slika 21. Numeri¢ka simulacija hroni€nog dejstva stresora, gde je perturbacija

sistema vriena svaka 2 h, pulsevima CRH (pcrr = 5x10° M).

Razmatrani model moze pomoc¢i u delimi€énom objasnjavanju naizgled
paradoksalog ponasanja HPA sistema opisanog u nekim radovima (npr [111]) gde se
kaze da je odgovor HPA sistema na akutno dejstvo stresora smanjen u stanju
hroni€nog stresa. Na osnovu izvrSenih numeriCkih simulacija moZemo videti da
amplitude unutardnevnih pulseva kortizola rastu tokom hroni¢nog dejstva stresora, a
na osnovu prethodno izvrSenih simulacija rada HPA sistema tokom dana i tokom noci
vidi se da se sistem brze vraca u polazno stanje kada su amplitude unutardnevnih
pulseva kortizola vece (ij. tokom dana), pa mozZemo reCi da iz toga proizilazi
primeéena slabija senzitivhost na dejstvo akutnog stresora u situaciji hroni¢nog
stresa.

Sa stanoviSta relativne popunjenosti MR i GR mozemo reéi da su pri
hroni€nom dejstvu stresora povecani nivoi kortizola tako da su pored MR koji su
gotovo uvek popunjeni kortizolom (i pri bazalnim uslovima), sada i GR u vecoj meri

popunjeni kortizolom, tako da pozitivha povratna sprega putem GR u hipokampusu
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nije u mogucnosti da dodatno aktivira sistem usled novonastalog akutnog dejstva

stresora.

Stalne promene relativhe popunjenosti ove dve vrste receptora omogucavaju
prenos vaznih regulatornih informacija u HPA sistemu, na osnovu praé¢enja promena

amplituda i frekvencije unutardnevnih pulseva kortizola.

Tako je u zivotinjskom modelu artritisa [112], kod pacova prime¢ena povecana
sekrecija kortikosterona, sa skra¢enim intervalom izmedu dva unutardnevna pulsa i
trajnijom popunjenos¢éu MR i GR. Sa druge strane, u depresiji, kod ljudi, i frekvencija i
amplituda pulseva kortizola su normalne, kao i unutardnevni i dnevni ritam, ali je
primeéen poviSen nivo “bazalne”, ne-pulsatiine sekrecije kortizola, Sto sugeriSe
povecanu senzitivnost nadbubreznih Zlezda na efekte ACTH [68, 69, 113] koja joS

nije do kraja razjasSnjena.

Ovaj porast u ‘pragu” aktivacie HPA sistema i poveCana osetljivost
nadbubreznih Zlezda na dejstvo ACTH, na osnovu naSe slike HPA sistema, mozda
su posledica uticaja aldosterona na popunjenost MR i GR kortizolom, tj aktivacije
sistema usled jaCanja pozitivhe sprege kortizolom popunjenih GR u hipokampusu,
zbog povecane popunjenosti hipokamplanih MR aldosteronom.
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ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji prikazan model HPA sistema koji, za razliku od
ranije u literaturi datih modela tog sistema, osim negativnih povratnih sprega
kortizola, razmatra i njegovu pozitivnhu povratnu spregu, koja se ostvaruje na nivou
hipokampusa, putem GR, kao i uticaj aldosterona na rad ovog slozenog
neuroendokrinog sistema.

Na osnovu datog matematickog modela, primenom metode stehiometrijske
mrezne analize, utvrden je neophodan uslov koji moraju ispunjavati parametri
sistema da bi oscilatorna evolucija sistema bila moguca. Zatim su, u skladu sa ovim
uslovom, uradene numeri¢ke simulacije rada HPA sistema, pri bazalnim uslovima,
kao i pri akutnom i hroni€nom dejstvu stresora.

IzvrSene numeriCke simulacije jasno pokazuju da odgovor sistema zavisi od
doba dana, kada je stresor primenjen, kao i od faze izabranog unutardnevnog pulsa
kortizola, u kojoj je do perturbacije doSlo. Povratak HPA sistema na bazalni nivo,
nakon akutnog dejstva stresora, odvija se brze kada su amplitude unutardnevnih
pulseva kortizola vece, tj. tokom dana. Osim toga, pokazano je i da oblik funkcije koja
opisuje dnevni ritam rada HPA sistema, takode utiCe na odgovor sistema.

Dobijeni rezultati su u skladu sa poznatom €injenicom da isti stresor dovodi do
razliitih reakcija kod razli¢itih osoba, a i kod jednog istog Coveka dejstvo nekog
stresora daje razliCite reakcije, zavisno od doba dana i faze pulsa korizola u kojoj je
doslo do dejstva stresora.

Pri hroni€nom dejstvu stresora dolazi do smanjene osetljivosti HPA sistema na
akutno dejstvo stresora. MoZzemo reci da su pri hroni€nom dejstvu stresora povecani
nivoi kortizola tako da su pored MR, koji su gotovo uvek popunjeni kortizolom (i pri

bazalnim uslovima), sada i GR u vecoj meri popunjeni kortizolom, tako da pozitivha
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povratna sprega putem GR u hipokampusu nije u moguénosti da dodatno adekvatno
aktivira sistem usled novonastalog akutnog dejstva stresora.

Pomocéu numeri¢kih simulacija baziranih na pretpostavljenom modelu,
pokazano je da je pulsatilna sekrecija kortizola evolutivno razvijen mehanizam, u cilju
adaptacije organizma na ritmiCke promene u okruzZenju i njegove bolje zastite od
dejstva razliitih stresora.

Pulsevi kortizola kod ljudi su veéi danju, dok su no¢u gotovo zanemarljivi, $to
opet oslikava njihov znacaj i ulogu u savladavanju izazova tokom perioda aktivnosti,
jer u skladu sa naSim rezultatima, Sto je ve¢a amplituda pulseva kortizola, niza je
osetljivost HPA sistema na dejstvo stresora.

Umerene i kratkotrajane stresne reakcije, koje rezultiraju prolaznim skokom
nivoa Kkortizola, su neophodne i znaCajne za normalan rast i razvoj kao i
svakodnevno funkcionisanje organizma. Dejstvo ekstremnih i/ili hroni¢nih stresora
moze da dovede do promena u funkcionisanju HPA sistema.

Za kraj, mozemo reci da bi rasvetljavanje mehanizama kojima MR receptori
prepoznaju i vezuju aldosteron i kortizol u razli€itim tkivima i organima doprinelo
boljem razumevanju funkcionisanja HPA sistema. Proufavanje unutardnevnih
oscilacija, kao i uloge relativne popunjenosti MR i GR kortizolom i aldosteronom u
regulaciji rada HPA sistema, pomoglo bi njegovom boljem razumevanju, a zatim i
razvoju metoda kontrolisanog uticanja na njegov rad, pri normalnim uslovima, tokom

dejstva stresora, kao i u razli€itim fizi€kim ili psihi¢kim patolo$kim stanjima.
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OZNAKE

HPA sistem
ACTH
CRH

CORT
PVN
SCN

GR

MR
11B8-HSD
AVP

hipotalamo-hipofizno-adrenalni sistem

adrenokortikotropni hormon (hormon hipofize)

kortikotropni oslobadajuci hormon (hormon koji se Iu€i iz
hipotalamusa)

kortizol (hormon koji lu¢e nadbubrezZne Zlezde)
paraventrikularni nukleus (deo hipotalamusa, koji lu¢i CRH)
suprahijazmaticki nukleus, deo hipotalamusa koji diktira dnevni
ritam sekrecije CRH, tzv. “unutrasnji bioloSki sat"
glukokortikoidni receptori

mineralokortikoidni receptori

11B-hidroksisteroid dehidrogenaza

vazopresin (hormon koji se Iuci iz hipotalamusa)
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