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DEJSTVO OKSITOCINA NA SIMPATOADRENOMEDULARNI SISTEM I SRCE
PACOVA HRONICNO IZLAGANIH STRESU IZOLACIJE

REZIME

Uvod: Simpatoadrenomedularni sistem predstavlja jedan od glavnih sistema
uklju¢enih u odgovor organizma na stres, reaguju¢i na stres povecanim
oslobadanjem kateholamina. Odsustvo interakcije izmedu jedinki iste vrste, kao
izvor stresa, dovodi do aktivacije simpatoadrenomedularnog sistema. Stoga je
hroni¢na socijalna izolacija ve¢ duZe vreme prepoznata kao faktor rizika koji
povecava stopu srcanih oboljenja. Oksitocin (OXT) predstavlja deo sistema koji
koordinira odgovor organizma na stres a njegova kardioprotektivna uloga je

predmet sve veceg broja studija.

Materijal i metode: MuZjaci Wistar soja pacova su podvrgnuti hroni¢noj socijalnoj
izolaciji u trajanju od 12 nedelja. Poslednje dve nedelje Zivotinje su tretirane OXT
(3.6png/100g s.c). Parametri ponasanja Zivotinja su praéeni u testu otvorenog polja.
Radioenzimskom metodom je utvrdivana koncentracija adrenalina (ADR) i
noradrenalina (NA) u plazmi i ispitivanim tkivima. HE bojenjem i diferencijalnim
tkivnim bojenjem su pracene histoloSke promene na nivou komora. Real-time PCR
i/ili Wester blot metodom su pracene promene u nivou ekspresije gena za tirozin
hidroksilazu (TH), noradrenalinski transporter (NET) i vezikularno monoaminski
transporter 2 (VMAT2) kao i za beta3-adrenalinski ($3-AR) i muskarinski M;

receptor (M2 MR) i inducibilnu azot-oksid sintetazu (iNOS) u ispitivanim tkivima.

Rezultati: Stres socijalne izolacije je doveo do povecane kolicine ADR i NA u
plazmi, dok u srZzi nadbubrezne Zlezde deluje na sintezu i skladiStenje
kateholamina, povecavajuci nivo TH enzima i VMAT2. Hronic¢na socijalna izolacija
je dovela i do asimetrije u aktivnosti leve i desne stelatne ganglije povecavajuci
nivo ekspresije gena za TH i NET u desnoj stelatnoj gangliji. U levoj pretkomori i
levoj komori je pokazano povecanje nivoa NA a utvdeno je i povecanje nivoa M
MR u levoj i desnoj pretkomori kod socijalno izolovanih Zivotinja. Stres je doveo i
do povecanja iNOS proteina i veli¢ine kardiomiocita u levoj komori. Tretman OXT

u trajanju od 14 dana je pokazao anksioliticko dejstvo u testu otvorenog polja, a



doveo je i do smanjenja kolicine ADR i NA u plazmi socijalno izolovanih Zivotinja.
Oksitocin je uticao na poveéanje preuzimanja i skladiStenja kateholamina u srzi
nadbubrezZne Zlezde, dok je doveo do smanjene sinteze u desnoj stelatnoj gangliji.
U levoj pretkomori je doSlo do povecanja nivoa NET proteina usled tretmana OXT.
U obe pretkomore tretman OXT je povecao nivo 33-AR, dok je u levoj komori doveo
do povecanja nivoa Mz MR receptora. Oksitocin utiCe na smanjenje veliCine

kardiomiocita u levoj komori socijalno izolovanih Zivotinja.

Zakljucak: OXT u uslovima stresa pospesuje procese preuzimanja i skladiStenja
kateholamina u srzi nadbubreZne Zlezde, dok je u desnoj stelatnoj gangliji smanjio
povecanu simpaticku aktivnost u uslovima stresa. Svoju glavnu kardioprotektivnu
ulogu u srcu ispoljava delovanjem na kardioinhibitorne receptore, a ima i izrazeno
dejstvo u smanjenju hipertrofije nastale usled hronicne izloZenosti socijalnoj
izolaciji. Sve ovo navodi na zakljucak da je OXT deo sistema koji u uslovima stresa

pomaze u uspostavljenu naruSene homeostaze.

Klju¢ne reci: Socijalna izolacija, stres, oksitocin, kateholamini, simpato-

adrenomedularni sistem, srce.
Naucna oblast: Endokrinologija
UZa naucna oblast: Neuroendokrinologija

UDK broj: 577.175.3:[577.175.5+611.12] (043.3)



EFFECTS OF OXYTOCIN ON SYMPATHOADRENOMEDULLARY SYSTEM AND
HEART OF CHRONICALLY ISOLATED RATS

ABSTRACT

Introduction: The sympathoadrenomedullary system represents one of the major
mechanisms involved in the body's response to stress, reacting to stress by
increasing the release of catecholamines. The absence of interaction between
individuals of the same species, as the source of stress, leading to the activation of
symphatoadrenomedullary system. For this reason the chronic social isolation has
long been recognized as a risk factor that increases the rate of heart disease.
Oxytocin (OXT) is part of a system that coordinates the body's response to stress

and its cardioprotective role remains the subject of a growing number of studies.

Material and methods: Male Wistar rats were subjected to chronic social isolation
for a period of 12 weeks. The animals were treated with OXT (3.6pg /100 g s.c.) for
the last two weeks of social isolation. The behavioral parameters of animals were
monitored by application of an open field test. The radioenzymatic method was
used to determine the concentration of adrenaline (ADR) and noradrenaline (NA)
in the plasma and tissue samples. HE staining and differential tissue staining were
used to observe histologically changes in the ventricles. Real-time PCR and / or
Wester blot methods were used for monitoring the level of gene expression of
tyrosine hydroxylase (TH), noradrenaline transporter (NET) and the vesicular
monoamine transporter 2 (VMAT2) and the beta3-adrenergic (f3-AR), the
muscarinic Mz receptor (M2 MR) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in the

examined tissues.

Results: The social isolation has led to an increase in ADR and NA plasma levels,
while in the adrenal medulla enhanced synthesis and storage of catecholamines, by
increasing the level of TH enzymes and VMAT?2. The chronic social isolation has led
to the asymmetry in activities of the left and right stellate ganglia by increasing the
level of gene expression of TH and NET in the right stellate ganglia. In the left
atrium and the left ventricle social isolation has been shown to increase NA

content and increase the level of M2 MR in the left and right atrium. The stress led



to an increase in iNOS protein and size of cardiomyocytes in the left ventricle. The
treatment with OXT for a period of 14 days showed anxiolytic effects in the open
field test, and led to a decline of ADR and NA plasma levels of socially isolated
animals. The oxytocin treatmentled to an increased capacity of catecholamine
uptake and storage in the adrenal medulla, while at the same time resulting in
reduced synthesis in the right stellate ganglia. There was an increase in the left
atrium in the level of the NET protein due to the OXT treatment. In both, atria OXT
treatment has increased the level of $3-AR, while in the left ventricle has led to
increased levels in M MR receptors. The oxytocin has affected the reduction in size

of cardiomyocytes in the left ventricle of socially isolated animals.

Conclusion: The OXT treatment under stress enchaces the uptake and storage of
catecholamines in the adrenal medulla, while in the right stellate ganglia reduces
the increased sympathetic activity under stress. The main cardioprotective role of
OXT in heart is to exert action on cardioinhibotory receptors and OXT has a
pronounced effect in reducing hypertrophy caused by chronic exposure to social
isolation. All this suggests that the OXT is a part of the system which helps

maintaining homeostasis under stress.

Key words: Social isolation, stress, oxytocin, catecholamines, sympathoadreno-

medullary system, heart.
Scientific field: Endocrinology
Scientific subfield: Neuroendocrinology

UDC number: 577.175.3:[577.175.5+611.12](043.3)
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ACTH - Adrenokortikotropni hormon
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ANP - Atrijalni natriuretski peptid
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EMT - Ekstraneuralni monoaminski transporter
eNOS - Endotelijalna azot-oksid sintetaza

ET - Endotelin

GAS - Generalni adaptivni sindrom

GDP - Guanozin-difosfat

GPCR - Rodopsinski G protein kuplovani receptor
GTP - Guanozin-trifosfat

HHA - Hipotalamus-hipofiza-adrenokortikalna osovina
IMO - Imobilizacija

iNOS - Inducibilna azot-oksid sintetaza

iRNK - Informaciona ribonukleinska kiselina

i.p. - Intraperitonealno

KA - Kateholamini

KOMT - Katehol-O-metiltransferaza

MAO - Monoamin oksidaza

MHPG - 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol

MR - Muskarinski receptor

M3z KO - soj miSeva kojima je isklju¢en muskarinski Mz receptor
NA - Noradrenalin

NET - Noradrenalinski transporter

NGF - faktor rasta nervnih Celija

NNA - Neneuralni adrenalinski sistem



nNOS - Neuralna azot-oksid sintetaza

NO - Azot-oksid

NOS - Azot-oksid sintetaza

OD - Opticka gustina

OXT - Oksitocin

OXTR - Oksitocinski receptor

PCR - polimerazna lan¢ana reakcija

PKA - cAMP-protein zavisna kinaza

PNMT - Feniletanolamin-N-metil transferaza
PVDF - Poliviniliden difluorid

PVN - Parvocelularni neuroni

SAM - Simpato-adrenomedularni sistem
SAMe-3H - S-adenozil-L-(3H-metil)-metionin
SDS-PAGE - Natrijum dodecil sulfat poliakrilamidni gel za elektroforezu
SN - Simpato-neuralni sistem

s.c. — Subkutano

VMA - Vanililmandeli¢na kiselina

VMAT - Vezikularni monoaminski transporter
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1.1. Stres

1.1.1. Definicija stresa

Termin stres je danas u svakodnevnoj upotrebi, posebno imajuci u vidu
nacin zZivota savremenog coveka i njegovu izloZenost istom. Stres je univerzalni
fenomen koji uglavnom negativno uti¢e na vecinu ljudi i kao takav predmet je
mnogobrojnih istraZivanja. Jo§ su Aristotel, Hipokrat i drugi anticki ucenjaci bili
svesni postojanja stresa i njegovih Stetnih efekata. Medutim Claude Bernard
(1859) je bio prvi koji je i formalno pojasnio kako celija i tkivo u visecelijskom
organizmu mogu biti zaSti¢eni od uticaja stresa. On je u svom radu istakao da su
Celije okruZene medijumom Kkoji amortizuje i ublazava sve promene tako da
odstupanja budu najmanja moguc¢a u odnosu na zadate biolosSke parametre, na taj
nacin pruzajuci jednu stabilnu sredinu. Nekoliko decenija kasnije, Cannon (1929)
uvodi u upotrebu termin homeostaze da oznaci koordinisane fizioloSke procese
koji odrzavaju organizam u stanju ravnoteZe u odnosu na fizioloSke parametre. On
je takode i tvorac termina ,fight-or-flight* kojim je opisao odgovor Zivotinje na
neposrednu opasnost. Koncept ,fight-or-flight” odgovora podrazumeva da
prilikom izloZenosti nekoj opasnosti Zivotinja reaguje mobilizacijom simpatickog
nervnog sistema, omogucavajuci zivotinji da se bori ili pobegne od opasnosti. Ovaj
odgovor je kasnije prepoznat kao prva faza ,generalnog adaptivnog sindroma“
(GAS) definisanog od strane Hansa Selye-a kao univerzalnog odgovora na stres kod

ki¢menjaka i drugih organizama.

Hans Selye je prvi uveo i popularizovao koncept stresa kao medicinski i
naucni termin. Jo$ na studijama medicine je poceo da proucava stres. Primetio je
da pacijenti sa razli¢itim oboljenjima imaju iste, zajedni¢ke ,nespecificne”
odgovore kada su izloZeni stresnim stimulusima. Ova saznanja kao i
eksperimentalni rad sa pacovima doveli su do nastanka Selijeve teorije stresa.
Prema njegovoj teoriji ,stres je nespecifican odgovor organizma na zahteve
sredine”. Pored termina stresa uvodi i ,distres“ Kkoji je prema njemu oblik stresa

koji je neprijatan ili Stetan za oganizam. Pored distresa, Selije je definisao i
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seustres“ kao ugodan i Kkonstruktivan oblik stresa, koji pozitivno uti¢e na
intelektualni razvoj jedinke (Selye, 1976). Njegova istraZivanja su podrzavala
koncept ,generalnog adaptivnog sindroma“ po kojem on tvrdi ,da dugotrajna
izloZenost stresu dovodi do adaptacije ili bolesti“. ,Generalni adaptivni sindrom*
ima tri faze: faza uzbune (alarma), faza otpora i faza iscrpljenosti. Kada su opasnost
ili stresor identifikovani, organizam se alarmira. Oslobada se adrenalin i razvija se
Jfight-or-flight* odgovor. Ako je stresor prisutan viSe sati, neophodno je da se
organizam prilagodi na tu situaciju. Reakcije uzbune isCezavaju i funkcije brojnih
sistema u organizmu se vracaju u ravnotezu. Poslednju fazu karakteriSe
iscrpljenost, kada normalne funkcije organizma ne mogu vise da se odrze. Dolazi
do otkazivanja jednog ili viSe organskih sistema. Javlja se opet reakcija alarma, ali

je sada ona iverzibilna i fatalna (Selye, 1950).

Chrousos i Gold (1992) su modifikovali Selijevu doktrinu o nespecificnom
odgovoru, predlazu¢i da iznad odredenog inteziteta, bilo koji stresor pokrece
nespecifican odgovor. Oni su stres definisali kao stanje disharmonije ili pretnje
homeostazi koje izaziva fizioloSki i bihevioralni adaptivni odgovor koji moze biti
specifican u odnosu na stresor ili opsti i nespecificni odgovor kada pretnja
homostazi prede odredeni nivo. Oni su takode ukljucili i geneticki polimorfizam,
promene u ekspresiji gena i faktor sredine kao vazne determinante individualnog
odgovora na stres. Pola veka posle Selijeve doktrine o nespecificnosti,
eksperimentalno testiranje nije uspelo da je potvrdi. Dobijeni rezultati nisu bili u
skladu sa doktrinom nespecificnosti i postojanja jedinstvenog ,sindroma stresa“ i
viSe idu u prilog koncepta po kojem svaki stresor pojedinacno izaziva njemu

svojstven centralni i periferni neuroendokrini odgovor (Pacaki sar., 1998).

Goldstein (1995) je dao novu definiciju stresa po kojoj je stres ,stanje gde
se ocekivanja, bilo da su geneticki predodredena, ustanovljena na osnovu
prethodnog iskustva ili izvedena iz okolnosti, ne poklapaju sa sadaSnjom ili
ocekivanom percepcijom unutrasnje i spoljasnje sredine, i ovo odstupanje onoga
Sto je opaZeno i doZivljeno od onoga Sto je oCekivano dovodi do odgovora koji se

odvija po odredenom obrascu”. McEwen (1998) je u istrazivanju stresa razradio
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koncept alostaze, koji su kao termin uveli Sterling (1981), i za koji su rekli da
oznacava variranje u okviru prihvatljivih vrednosti parametara unutrasnje sredine
kao posledica ocekivanih i doZivljenih zahteva. McEwen alostazu defiSe kao
sposobnost da se odrZi stabilnost unutrasnje sredine putem promena. Selye (1956)
je definisao termin heterostaze da bi opisao novo stabilno stanje koje nastaje
promenom tacke reagovanja organizma na neobicno velike promene. Ovaj njegov
koncept promene homeostatskog stanja organizma kroz adaptivne procese je
svoju potvrdu dobio uvodenjem alostatske teorije. Usled izloZenosti organizma
hroni¢nom stresu, pokrece se fiziolosSki odgovor organizma koji dovodi do
alosteri¢nog (adaptivnog) odgovora. Ako je alostericki odgovor efikasan, dolazi do
adaptacije organizma i on je zasticen od Stetnih efekata. U situaciji kada je
alostericki odgovor produZen, neodgovarajudi ili prenaglasen usled ponovljene
izloZenosti ve¢em broju stresora i ako ne dolazi do adaptacije, ovakav odgovor

dovodi do oStecenja na organima.

Stres se danas posmatra kao svesna ili nesvesna pretnja koja dovodi do
narusavanja homeostaze. Odgovor na stres ima odredenu dozu specificnosti, u
zavisnosti izmedu ostalog i od samog oblika pretnje, dozivljaju stresora od strane

organizma i njegove sposobnosti da se sa njim nosi (Goldstein i Kopin, 2007).

1.1.2. Stresori

Stresor se moZe posmatrati kao stimulus koji naruSava uspostavljenu
homeostazu. Na osnovu pregleda literature Pacak i Palkovits (2001) su podelili

stresore u Cetiri grupe:

1. fizicke stresore, koji imaju negativnu ili, u nekim situacijama, pozitivhu
psiholosku komponentu (hladnoca, toplota, radijacija, buka, vibracije, razliCite

hemijske supstance, itd.)

2. psiholoski stresori koji odslikavaju naucenu reakciju na prethodnu
izloZenost Stetnim uslovima (oni imaju veliki uticaj na emotivne procese koji mogu

dovesti do promena u ponasanju)
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3. socijalni stresori koji odraZavaju poremecene interakcije izmedu
pojedinaca (ulazak na teritoriju dominantne jedinke, socijalna izolacija, a kod ljudi

nezaposlenost, raskid veze, usamljenost, itd.)

4. stresore koji su pretnja kardiovaskularnoj i metabolickoj homeostazi

(vezbanje, hipoglikemija, hemoragija, itd.)
U pogledu duZine trajanja stresori mogu biti podeljeni u tri grupe:
1. akutni
2. ponovljeni
3. hroni¢ni stresori
Takode treba naglasiti da se stresori razlikuju po intenzitetu.

U pogledu posledica po zdravlje tokom izloZenosti organizma razlic¢itim
stresorima, mehanizmi suocavanja sa stresom i relevantan mehanizam povratne
sprege su odlucuju¢i za preZivljavanje i smanjenje zdravstvenih posledica

izazvanih stresom.
1.2. Neuroendokrini odgovor organizma na stres

Neuroendokrini sistem ima vazZnu ulogu u prilagodavanju organizma na
stres. U normalnim, povoljnim okolnostima, ima ulogu u rastu, razvoju i
razmnozavanju. Medutim svaki dovoljno jak stresor, koji predstavlja pretnju
odrzavanju homeostaze, stavlja organizam u stanje stresa i aktivira adaptivni
odgovor koji omogucava individui da prezivi stresno okruZenje, dok se ne pojave
povoljnije okolnosti. Regulacija unutrasnjeg sistema usled stanja prouzrokovanih
unutraSnjim i spoljaSnjim promenama je proces koji zahteva koordinisanu

kontrolu endokrinog, autonomnog nervnog sistema i ponasanja.

Adekvatan odgovor na stres je neophodan u cilju ofuvanja homeostaze

organizma. On ne zavisi samo od inteziteta stresora ve¢ i od nasledenih
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sposobnosti ovih sistema da ostvare i odrZe adekvatan nivo i trajanje odgovora na
stresore. Neadekvatan, prejak ili prekratak odgovor je Stetan za organizam. Kao Sto
je Cannon naglasavao ulogu simpato-adrenomedularnog sistema (SAM) u o¢uvanju
homeostaze, tako su i Selye i njegovi studenti naglasavali aktivnost hipotalamus-
hipofiza-adrenokortikalne (HHA) osovine. Dva sistema su ukljuena u odgovor
organizma na stres: kortikotropni oslobadaju¢i hormon (CRH)/arginin-vazopresin
u hipotalamusu i neuroni autonomnog nervnog sistema u locus ceruleus-u. Oni
reguliSu perifernu aktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalnog sistema i
simpato-adrenomedularnog sistema oslobadajuci kortikosteroide i kateholamine
u cirkulaciju. Kateholamini vrlo brzo stiZu do ciljnih organa postiZu¢i efekat za
svega nekoliko sekundi/minuta. Za razliku od njih kortikosteroidi deluju na
receptore koju su smesteni u nukleusu celije i uticu na transkripciju brojnih gena.
To zahteva vreme, pa se efekti HHA osovine uocavaju mnogo kasnije (Kvetnansky i

sar., 2009).
1.3. Stres socijalne izolacije

Interakcije izmedu jedinki iste vrste imaju veliki fizioloski znacaj i bitno
uticu na ponasSanje jedinke. DrusStveno okruZenje ima veliki uticaj na fizicko i
psihi¢ko zdravlje. Interakcije sa jednom ili ve¢im brojem jedinki iste vrste mogu
biti znacajan izvor stresa, posebno kod onih vrsta (ukljucujuci glodare i primate)
koje imaju veoma kompleksnu i dinami¢nu socijalnu organizaciju (Sgoifo i sar.,
2001). Sa druge strane, i odsustvo interakcije izmedu jedinki iste vrste, kao izvor
stresa, mozZe biti veoma Stetno. Hroni¢na socijalna izolacija je ve¢ duZe vreme
prepoznata kao faktor rizika koji povecava stopu oboljevanja i smrtnosti. Rezultati
studija koje prate promene u ponaSanju sugeriSu generalni princip da dozivljeni
osecaj socijalne izolovanosti aktivira nervni, neuroendokrini i bihevioralni odgovor
koji za cilj ima kratkoro¢no samoodrzZanje. Neuralni i bihevioralni efekati
doZivljene socijalne izolacije kod ljudi ukljucuju povecanje budnosti izazvane
potencijalnom drusStvenom opasnoS$¢u u sadejstvu sa povecanom anksioznoscu,
izraZeno neprijateljstvo i socijalno povlacenje, ¢este prekide sna i dnevni umor,

povisen vaskularni otpor, izmenjenu gensku ekspresiju i imunski odgovor,
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povetanu negativnost i simptome depresije, povecanje rizika od smanjenja

kognitivnih funkcija i demencije sa porastom godina (Cacioppo i Hawkley, 2009).

Kod ljudi i drugih vrsta koje pokazuju teZnju pojedinca da uspostavi
neposredan i blizak socijalni kontakt i da se emocionalno poveze i veZe sa drugim
pripadnicima svoje vrste, socijalna izolacija moze biti snazan stresor (DeVries i
sar., 2007). Uticaj druStvenog okruZenja je dokumetovan u velikom broju studija
koje se bave razlicitim oboljenjima kod coveka, ukljuc¢ujuéi sréana oboljenja
(Holahan i sar., 1997, Empana i sar., 2008), oboljenja bubrega (Dimond, 1979),
demenciju (Luanaigh i Lawlor, 2008), artritis (Bediako i Friend, 2004), dijabetes
(Marteau i sar., 1987). Pokazano je da su socijalna izolacija i smanjena socijalna
aktivnost prediktivni parametri za povecanje incidence moZdanog udara kao i
njegovog loSijeg ishoda (Boden-Albala i sar., 2005, Rutledge i sar., 2008). Takode,
oporavak kognitivnih fukcija posle moZdanog udara je umnogome bolji kod
pacijenata sa izraZenom socijalnom podrskom (Glymour i sar., 2008). Studija
izvrSena od strane Holt-Lunstad i sar. (2010) je pokazala da je socijalna izolacija

znacajno povecala rizik od smrtnog ishoda i kod muskaraca i kod Zena.

U animalnom modelu je pokazano da hroni¢na socijalna izolacija pacova u
trajanju od 21 dana povecava nivo adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i
kortikosterona ali ne i kateholamina u plazmi (Gavrilovic i Dronjak, 2005).
Medutim, socijalna izolacija u trajanju od 12 nedelja dovodi do znacajnog

povecanja nivoa adrenalina (ADR) i noradrenalina (NA) (Gavrilovic i sar., 2010).

U modelu socijalne izolacije monogamnih voluharica koji ukljucuje
razdvajanje od partnera, dolazi do dugoroc¢nih kardiovaskularnih disfunkcija ve¢
izmedu 2. i 4. nedelje izolacije. U stanju mirovanja izolovane voluharice pokazuju
povecanje broja srcanih otkucaja, smanjenje varijabilnosti srcane frekvence
(Grippo i sar., 2007) i izraZeno povecanje koncentracije kortikosterona u plazmi

kao i tezinu nadbubreZnih ZleZda (Bosch i sar., 2009).
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1.4. Kateholamini

Kateholamini (KA), neurotransmiteri i hormoni adrenomedularnog,
simpato-neuralnog i mozdanog kateholaminskog sistema, su otkriveni jo$S na
pocetku 20-tog veka. KA uticu na sva tkiva i imaju mnogobrojne funkcije. Zajedno
sa drugim nervnim i hormonalnim sistemima oni daju znaajan doprinos u
regulaciji razli¢itih fizioloSkih procesa. KA su uklju¢eni u regulaciju sekrecije
brojnih peptida i steroidnih hormona i takode mogu modifikovati sintezu hormona

putem njihovog efekta na gensku transkripciju.

1.4.1. Sinteza kateholamina

KA se sintetiSu iz prekursora amino Kkiseline L-tirozin. Postoje dva
primarna izvora tirozina: ishrana i hidroksilacija aminokiseline fenilalanina u jetri.
Po ulasku u hromafinske celije, simpaticke ili mozdane kateholaminergic¢ke nervne
zavrSetke, tirozin se konvertuje u dihidroksifenilalanin (DOPA) od strane
solubilnog citoplazmaticnog enzima tirozin hidroksilaze (TH). Po hemijskoj
strukturi TH je tirozin 3-monooksigenaza. Kao kofaktore koristi molekule
kiseonika i biopterin. TH koristi tirozin, kiseonik i biopterin da sintetiSe DOPA,
dihidrobiopterin i vodu. Ovaj enzim je naden u svim Ccelijama koje sintetiSu
kateholamine, pa je stoga i limitiraju¢i enzim u procesu sinteze kateholamina
(Nagatsu, 1995). Aktivnost enzima TH moZe biti kratkotrajno i dugotrajno
regulisan. U kratkom roku, TH enizimska aktivnost je regulisana povratnom
inhibicijom, tako da je TH inhibirana od strane DOPA, dopamina (DA) i
noradrenalina (NA). Aktivnost TH je takode regulisana alosterickom regulacijom i
fosforilacijom. Na duZi rok TH moZe biti regulisana putem enzimske stabilnosti,

transkripcione regulacije, stabilnosti RNK i aktivnostima na nivou translacije.

DOPA se konvertuje u DA od strane nespecificnog enzima, aromati¢ne L-
amino dekarboksilaze (AAAD). Aktivhost AAAD zavisi od nivoa kofaktora,

piridoksal fosfata.
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Slika 1. Proces sinteze kateholamina

L - NORADRENALIN

alamin l_.maot trancfarasa

DA se preuzima iz
citoplazme u vezikule i
konvertuje se u NA od
strane enzima dopamin-f3-
hidroksilaze (DBH). DBH za
svoju  aktivnost  Kkoristi
bakar, askorbinsku kiselinu
i molekularni kiseonik. U
formi je homotetramera koji
u svojoj strukturi sadzi Cu?*
koji je uklju¢en u transfer
elektrona u reakciji. Enzim
je koncentrisan u
vezikulama u Kkojima se
skladiSte kateholamini. Deo
DBH se oslobada
egzocitozom zajedno sa NA i

adrenalinom (ADR) i zbog

toga je detektovan i u

plazmi i u cerebrospinalnoj te¢nosti (Weinshilboum i Axelrod, 1971).

NA se konvertuje u ADR od strane solubilnog citoplazmati¢nog enzima

feniletanolamin-N-metiltransferaze (PNMT) koja koristi S-adenozil-metionin kao

kofaktor. PNMT se aktivira pod dejstvom glukokortikoida. Ovaj enzim je uglavnom

lokalizovan u srzi nabubrezne Zlezde, medutim male koli¢ine ADR se sintetiSu i u

organima sa simpati¢ckom inervacijom i u nekim delovima mozga (Diaz Borges i

sar., 1978). PNMT je pronaden i u nekim neneuronskim ¢elijama pluca, srca i koze

(Kennedy i sar., 1993, Huang i sar., 2005, Pullar i sar., 2006).

Biosinteza KA je znacajno povecana u uslovima stresa (Kvetnansky i sar.,

1971).
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1.4.2. Otpustanje kateholamina

Proces otpustanja KA je slican u nadbubreznim Zlezdama i u simpatic¢kim
nervnim zavrSecima. Acetilholin otpusSten iz preganglijskog nervnog zavrsSetka
vezuje se za nikotinske holinergicke receptore dovodec¢i do depolarizacije celijske
membrane, Sto povecava propustljivost membrane za natrijum (Na*). To pokrece
niz dogadaja koji dovode do povecanog ulaska kalcijuma (Ca2*) neophodnog za
proces ugradivanja vezikula koje sadrze KA u membranu hromafinske celije ili
simpatickog nervnog zavrSetka. Putem egzocitoze oslobadaju se KA, zajedno sa
hromograninima, drugim neuropeptidima, adenozin trifosfat (ATP) i frakcijama
DBH. Tacan mehanizam Ca%* indukovane egzocitoze joS uvek nije poznat. Nekoliko
proteina ima vaznu ulogu u procesu egzocitoze, kao na pr, sinapsin, sineksin,
sintaksin, katestetin. Neki od ovih proteina imaju inhibitornu ulogu u sekreciji KA,
kao Sto je kastetin (Kennedy i sar., 1993). Adrenomedularne celije luCe KA
direktno u krvotok. Posle egzocitoze, vezikularne membrane bivaju vracene iz

plazma membrane i reciklirane u novoformirane vezikule.

Simpaticki nervni zavrSeci mogu da oslobadaju NA i nezavisno od Ca?*,
neegzocitoznim mehanizmom, npr. putem obrnutog transporta od strane
neuralnog nosaca. Ovaj proces se u in vivo uslovima uglavnom deSava u nekim

izuzetnim uslovima kao na primer u toku ishemije (Kurz i sar., 1996).

Nakon oslobadanja, KA koji izbegnu ponovno preuzimanje difunduju u
cirkulaciju formirajuéi cirkuliSu¢i nivo kateholamina. U plazmi se KA brzo
razgraduju. Nivo kateholamina u krvi se menja veoma brzo. Poluvreme razlaganja
je ~ 2.5 min (Esler i sar., 1979). U mirovanju nizak nivo KA se ispusta u krv iz
nadbubreZne Zlezde i simpatickih krajeva. U slucaju stresne stimulacije, velika
kolicina ADR (~95%) i znacCajna Kkoli¢ina NA (i do 30% od ukupnog NA u
cirkulaciji) se oslobodi iz nadbubreZne Zlezde. Preostalih 70% NA poreklom je iz
simpatickih nerava i ulazi u krvotok na mestu otpustanja u neuroefektornim

spojnicama (Kvetnansky i sar., 2009).
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1.4.3. Inaktivacija i preuzimanje kateholamina

Bioloski efekat KA otpustenih u sinapticke pukotine se okonc¢ava vrlo brzo
preuzimanjem od strane simpatickih nervnih zavrSetaka i efektornih celija ili
konverzijom KA u neaktivne matabolite. Sinapti¢ki nervni zavrSetci preuzimaju KA
iz vancelijske tecnosti procesom koji se razlikuje od intraneuralnog preuzimanja
KA. Neuralno preuzimanje je poznato pod nazivom ,uptake 1“ (Eisenhofer, 2001) a

preuzimanje od strane neneuralnih tkiva kao ,uptake 2“ (Iversen, 1997).

,Uptake 1“ ima ulogu u preuzimanju lokalno otpustenog NA ili cirkuliSu¢eg
NA u funkciji njihovog ¢uvanja od strane intraneuralnih vezikula koje ih skladiste
za ponovnu upotrebu. ,Uptake 1“ je energetski zahtevan i posredovan nosacima.
Nosaci mogu transportovati KA protiv velikog gradijenta koncetracije. Ovaj vid
preuzimanja ima manje znacajnu ulogu u inaktivaciji cirkuliSu¢eg ADR. ,Uptake 1“
se povecava paralelno sa povecanjem oslobadanja NA koje se deSava u uslovima
stresa. Oko 90 % oslobodenog NA se ponovo preuzima i vra¢a u neurone

(Eisenhofer i sar., 1990, Eisenhofer i sar., 1991).

Neuralno preuzimanje KA je posredovano putem noradrenalinskog (NET) i
dopaminskog transportera (DAT). Transport putem NET i DAT je Na*- i
temperaturno zavisan proces koji pokazuje visok afinitet za KA. S obzirom da
,Uptake 1“ funkcioniSe kao primarni kineti¢ki proces, nivo preuzetog NA se
povetava sa poveCanim otpuStanjem NA. Izmedu ovih kateholaminskih
transportera postoje i razlike: NET dva puta efikasnije preuzima NA od ADR. Ovo
objaSnjava zaSto se u simpatickim nervnim vlaknima preuzimanje NA odigrava
efikasnije od preuzimanja ADR. Dopamin je je sa druge strane mnogo bolji supstrat
za DAT od NA i ADR (Eisenhofer, 2001). Ova dva transportera pokazuju blisku
homologiju i dele nekoliko strukturnih karakteristika: 12 transmembranskih
domena, nekoliko slicno konfigurisanih unutar- i vancelijskih regiona sa svojim
mestima fosforilacije. Preuzimanje NA od strane NET-a se takode odvija u nekim
ekstraneuralnim ¢elijskim tipovima koji poseduju isti NET koji se eksprimira u
noradrenalinskim neuronima. Ekstraneuralna mesta u kojima se eksprimira NET

su hromafinske ¢elije u srzi nadbubrezne Zlezde, u plu¢ima, placenti.
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Neneuralno preuzimanje ,uptake 2“ je aktivan proces transporta u
neneuralnim ¢elijama. Ekstraneuralni monoaminski transporter (EMT) ima malu
stereospecificnost i ima mali afinitet i specificnost za KA. ,Uptake 2 favorizuje
preuzimanje ADR u odnosu na NA i nije ni Na*- ni Cl- -zavisan proces. ,Uptake 2“ je
odgovoran za metabolizam KA u jetri, bubrezima i plu¢ima i visoko je senzitivna na

inhibiciju od strane glukokortikoida (Trendelburg, 1988).

U proSirenjima perifernih simpatickih neurona ili u kateholaminskim
neuronima u mozgu smestene su citoplazmati¢ne vezikule. Ove vezikule aktivno
skladiSte sintetisane ili ponovno preuzete citoplazmaticne KA pomocu
vezikularnog monoaminskog transportera (VMAT). Utvrdeno je postojanje dve
izoforme ovog proteina: VMAT1 (,,neuroendokrine” izoforme) i VMAT2 (,,neuralne”
izoforme). Neuroni, bilo oni na periferiji ili u mozgu, eksprimiraju samo VMAT?2. Sa
druge strane, hromafinske Ccelije srzi nadbubreZne Zlezde eksprimiraju obe
izoforme i to VMAT1 u ve¢em obimu kod glodara i VMAT2 u vecem obimu kod
ljudi (Eiden i sar., 2002). Kateholamini (DA, NA, ADR) su generalno bolji supstrat
za aktivnost VMAT2 nego za VMAT1 (Goldstein, 2001). VMAT ima 12
transmembranskih domena. Energija za vezikularno preuzimanje je obezbedena
protonskim gradijentom putem H* transportera. U suprotnosti sa uobic¢ajenim
ocekivanjima, vezikularna skladista KA nisu u staticnom stanju u kojem cekaju
egzocitozno oslobadanje, ve¢ su naprotiv one u visoko dinami¢nom ekvalibrijumu
sa citoplazmom u oKkruZenju, u procesu pasivnog curenja amina kome protivtezu
obezbeduje unutrasnji aktivni transport pod kontrolom VMAT (Eisenhofer i sar.,

2004).

Preuzeti KA putem monoaminskih transportera skladiste se u vezikulama
dok se preostali KA metaboliSu putem enzima, monoamin okidaze (MAO) u
citoplazmi neurona ili putem enzima, katehol-O-metiltransferaze (KOMT) u

neneuralnim c¢elijama.
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1.4.4. Degradacija kateholamina

KA otpusteni iz nervnih zavrsSetaka bivaju inaktivirani ,uptake 1“ procesom
u kombinaciji sa enzimskom degradacijom uz uceS¢e MAO, mitohondrijalnim
flavoproteinom lociranim u spoljaSnjoj membrani presinaptickih neurona.
CirkuliSu¢i KA su inaktivirani ,uptake 2“ procesom i podvrgnuti enzimskom

degradacijom KOMT-om.

Posle neuralnog preuzimanja, citoplazmaticni NA moZe da podlegne
metabolizmu katalizovanom putem MAO i da formira dihidroksifenilglikol (DHPG)
ili da se skladisti u vezikulama putem VMAT (Eisenhofer i sar., 1988, Goldstein i
sar., 1988). MAO katalizuje deaminaciju amina, i produkuje aldehide koji se dalje
metaboliSu do karbonske kiseline ili alkohola. Postoje dva podtipa MAO: MAO-A
koji ima vedi afinitet za NA i ADR i u vecoj meri je lokalizovan u neuronima mozga i
MAO-B koji je odgovoran za degradaciju DA. COMT je primarno ekstraneuralni
enzim, ali moZe biti i lokalizovan unutar neurona. Enzim Kkoristi S-
adenozilmetionin kao kofaktor. COMT metaboliSe cirkuliSu¢i kateholamine

uglavnom u jetri i bubregu.

Eisenhofer i sar. (2004) su u svojoj studiji prikazali nov pogled na
metabolizam KA u normalnim i stresnim uslovima. Najve¢i deo metabolizma KA se
obavlja u okviru iste ¢elije u kojoj se ovi amini i sintetiSu. Ovo se u najve¢oj meri
odigrava zbog ,curenja“ KA iz vezikula u kojima su skladiSteni u citoplazmu. U
simpatickim nervima aldehidi produkovani iz NA od strane MAO konvertuju se u
DHPG a ne u 3,4-dihidroksimandeli¢nu kiselinu (DHMA). DHPG, a ne DHMA, je
glavni metabolicki produkt NA i ADR. Slede¢i korak je ekstraneuralna O-metilacija
koja vodi produkciji 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola (MHPG) u ekstraneuralnom
tkivu a ne sintezi vanililmandeli¢ne kiseline (VMA) koja se odigrava u jetri. U
poredenju sa intraneuralnom deaminacijom, ekstraneuralna O-metilacija NA i ADR
predstavlja manji deo metabolizma KA. Vec¢i deo DHPG, koji nastaje u uslovima
odmora, potiCe od curenja NA iz vezikula. U ¢ovekovom srcu u uslovima odmora
~73% obrta NA je posledica intraneuralnog metabolizma kao posledica curenja NA

iz vezikula koje ih skladiSte, 12% obrta NA je posledica ekstraneuralnog
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preuzimanja i metabolizma transmitera u cirkulaciji a 15% je posledica
intraneuralnog metabolizma posle ponovnog preuzimanja. U uslovima veZbanja
(50% od maksimalnog radnog kapaciteta), oslobadanje NA od strane srcanih
simpatickih nerava se uvecava za nekih 10 puta u odnosu na stanje mirovanja. U
uslovima simpaticke aktivacije, koliCina oslobodenog i preuzetog NA prevazilazi
koli¢inu curenja NA iz vezikula, koji je pasivan process i koji se odvija nezavisno od
egzocitoznog oslobadanja i ostaje relativno konstantan. U uslovima simpaticke
aktivacije, ako bi obrt NA zavisio isklju¢ivo od oslobadanja NA, nemogucénost
sinteze NA da odrzi korak sa povecanim oslobadanjem bi ubrzano vodila do
praznjenja skladiStenog NA, smanjenog oslobadanja NA i nemoguc¢nosti odrZavanja
sr¢anih kontrakcija i rada kardiovaskularnog sistema. Vezikularno curenje stoga
moZe biti posmatrano kao neki vid mehanizma odgovora na stres, gde konstantan i
veliki doprinos vezikularnog curenja ukupnom obrtu KA smanjuje zahteve u toku
simpaticke aktivacije za povecanjem sinteze KA kako bi bilo pove¢ano oslobadanje
KA. Posto je kapacitet TH da poveca svoju aktivnost ograni¢en ovaj mehanizam
opskrbljuje simpaticke nerve sa dodatnim kapacitetom za KA koji suprotno ne bi

bio moguc¢ (Eisenhofer i sar., 2004, Eisenhofer i sar., 2004).

1.4.5. Mehanizam delovanja kateholamina

Otpusteni kateholamini (NA, ADR) vezuju se za specificne adrenalinske
receptore (AR), koji predstavljaju specijalizovane makromolekule koje se nalaze u
Celijskoj membrani. ADR i NA ostvaruju svoju biolosku funkciju aktivacijom 3
razlicita tipa AR odnosno 9 podtipova AR: 3 alfal-receptora ( aia, ais, aic), 3 alfa2-
receptora (oza, o2, azc) i tri beta () receptora (B1, B2 i B3 receptor). Svi AR
pripadaju familiji G-kuplovanih proteina (GPCR) sa 7 transmembranskih domena

od 22-28 aminokiselina sa tri unutarcelijske i tri vancelijske petlje.

Ljudsko srce sadrzi sva tri podtipa BAR. 1-AR je najzastupljenija forma
beta AR u zdravom miokardu i zastupljen je sa 75-80% od ukupnog broja BAR.
B2AR je zastupljen sa 15-18%, 33AR je zastupljen sa 2-3% od ukupnog broja BAR u
kardiomiocitima u normalnim okolnostima (Brodde, 1993). Osnovna uloga AR u

srcu je regulacija srcanih otkucaja i kontraktilnosti kao odgovora na stimulaciju NA

14 | Uvod



i ADR. Stimulacija 1-AR (uglavnom) i stimulacija [32-AR (u manjem obimu)
povecava: srcane kontrakcije (pozitivni inotropni efekat), sréanu frenvenciju
(pozitivni hronotropni efekat) i stopu relaksacije (lusitropni efekat), aktivnost
pejsmejker Celija u sinoatrijalnom c¢voru, kao i ubrzavanje sprovodenja impulsa
kroz atrioventrikularni ¢vor (pozitivan dromotropni efekat) (Colucci i sar., 1986).
B3-AR su pretezno neaktivni u normalnim fizioloSkim stanjima (Skeberdis i sar.,
2008), a njihova stimulacija izaziva negativni inotropni efekat i aktivaciju
signalnog puta koji ukljucuje azot oksid sintetazu (NOS) (Gauthier i sar., 1998),
deluju¢i kao neka vrsta ,sigurnosnog ventila“ u uslovima intenzivne srcane
adrenalinske stimulacije (Rozec i sar., 2009). Aktivacija beta adrenoreceptora
putem agonista katalizuje promenu guanozin-trifosfata (GTP) u guanozin-difosfat
(GDP) na Gq subjedinici G proteina, Sto rezultira razdvajanjem heterotrimera u
aktivne Gq- i Gg- subjedinice, koje prenose signal nezavisno jedna od druge (Lohse i
sar., 2003). Velika heterogenost alfa subjedinice G proteina, gde postoji oko 20
podjedinica (Gs, Gi, Gq, Go, itd.), je centralna osnova G-kuplovanog receptorskog

signalnog puta.

U ljudskom srcu aktivacija 1-AR i B2-AR je jedan od najjacih fizioloskih
mehanizama za povecanje srcanih performansi. 31-AR aktivira Gs proteine dok
B2AR aktivirai Gsi Gi proteine. Aktivacija Gs signalnog puta deluje kao svojevrstan
“receptor-aktivator” a Gi kao “receptor-koc¢nica” (Feldman i sar., 2005). Aktivacija
Gs-proteina stimuliSe enzim adenilat ciklazu, koji konvertuje ATP u cikli¢ni
adenozin 3’,5’-monofosfat ili cAMP, koji se vezuje i aktivira cAMP-zavisnu protein
kinazu (PKA). PKA je glavni efektor cAMP i fosforilacija razlic¢itih substrata
rezultira u znacajnom povecanju intracelularne koncentracije Ca2+, koji je glavni
regulator kontrakcije sr€anog misSic¢a. 2-AR takode posreduje u regulaciji efekata
kateholamina u srcu, ali na drugaciji nain u odnosu na f(31-AR, jer on moze da
napravi spregu i sa adenilat ciklaza inhibitornim G-proteinom (Gi).
Preusmeravanje [32-AR signalizacije od Gs ka Gi proteinu zahteva indukciju
fosforilacije od strane PKA. Aktivacija 31-AR pojacava apoptozu dok aktivacija 32AR

ima antiapoptotski efekat na kardiomiocite srca (Communal i sar., 1999).

15 | Uvod



KRVOTOK
Slika 2. Prikaz procesa sinteze, preuzimanja, skladiStenja, degradacije i delovanja

kateholamina (modifikovano iz Kvetnansky i sar. (2009)).

Postoji mali broj studija koje se bave preciznim utvrdivanjem aktivacije
signalnog puta preko (33-AR u srcu. Za razliku od 1- i B2-AR, 33-AR se stimuliSe pri
vecim koncentracijama kateholamina i indukuje negativan inotropni efekat (Niu i
sar.,, 2012). U pretkomorama kod ljudi, aktivacija 3-AR dovodi do fosforilacije
kalcijumovih kanala i poveéanju Ica. Delovanje [33-AR agonista u komorama kod
ljudi dovodi do negativnog inotropnog efekta, sto je povezano sa aktivacijom
inhibitornog Gi proteina (Gauthier i sar., 1998). Stimulacija Gi proteina ne dovodi
do inhibicije adenilat ciklaze, ve¢ dovodi do aktivacije azot oksid (NO) signalnog
puta, najverovatnije ukljucujuc¢i endotelnu azot oksid sintetazu (eNOS). Produkcija
NO dovodi do povecanja unutarcelijskog ciklicnog guanozin monofosfata (cGMP), i
posredno do inhibicije fosfodiesteraze 3 i/ili aktivacije PKA S$to dovodi do
smanjenja jaCine kontrakcije sr¢anog miSica, stimulisanog cAMP signalnim putem.
Da li je stimulacija $3AR protektivni odgovor na velike kolicine kateholamina ili

doprinosi srcanom zastoju i dalje je kontraverzna tema; medutim sve je veci broj
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dokaza koji ukazuju da deluje kao “fizioloska kocnica” kojom se srce ¢uva od
prevelike koli¢ine kateholamina deluju¢i kao protivteza odgovoru koji ukljucuje

aktivaciju sr€anog cAMP (Kulandavelu i Hare, 2012, Niu i sar., 2012).
1.5. Periferni kateholaminski sistem u stresu

Veoma je vazno razumeti funkciju kateholaminskog sistema u normalnim i
stresnim uslovima. U suprotnosti sa prvobitnim Canon-ovim konceptom
jedinstvenog simpatoadrenalnog sistema, koji se zasniva na tome da srZ
nadbubrezne Zlezde i simpaticki nervni sistem funkcionisu kao jedna celina, danas
je jasno da postoji veci broj kateholaminskih sistema koji mogu biti drugacije
regulisani od strane raznih stresora (Goldstein, 2003, Kvetnansky i sar., 2009).
Prema novom konceptu, postoji najmanje Cetiri periferna kateholaminska sistema,
svaki sa razlicitom ulogom, regulacijom i efektorima. Periferni kateholaminski
sistemi su: SAM, simpato-neuralni sistem (SN), DOPA dopamin autokrin/parakrin

sistem i neneuralni adrenalinski sistem (NNA).

Akutno izlaganje stresu imobilizacije (IMO) u trajanju od dva sata je
prateno znacajnim smanjenjem od 15-20% kompletno sintetisanog
adrenomedularnog ADR, bez znacajnih promena u nivou NA (Kvetnansky i Mikulaj,
1970). Polazeci od toga da u sintezi ADR ucestvuje veci broj enzima, studije su u
novije vreme fokusirane upravo na praéenje aktivnosti tri enzima koji u€estvuju u
sintezi kateholamina: TH, DBH i PNMT. Ranije studije potvrduju da promene u
aktivnosti TH indukovane IMO ili stesom hladnoce, rezultiraju poviSenim nivoom
enzima i njegovom sintezom (Kvetnansky i sar., 1970, Thoenen, 1970, Kvetnansky
i sar.,, 1971). Ponovljeni stres ili hroni¢na izloZenost stresu takode povecava
aktivnost DBH i u manjoj meri i PNMT u srZi nadbubrezne Zlezde (Kvetnansky i
sar., 1970, Thoenen, 1972). Drugi stresori takode uti¢u na biositezu kateholamina i
aktivnost enzima. Kontinuirano izlaganje hladno¢i (4°C) povecava nivo adrenalnog
TH, DBH i PNMT. Socijalni stres kao i agregacija takode imaju uticaja na gensku
ekspresiju enzima koji u€estvuju u sintezi KA. Kod Zivotinja koje su gajene u istom
kavezu u vecem broju od predvidenog smanjen je nivo PNMT iRNK (Morita i sar.,

2001). Kada je re¢ o proteinima koji ucestvuju u preuzimanju i skladistenju KA,
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pokazano je da hroni¢ni blagi nepredvidivi stres u trajanju od 28 dana smanjuje
nivoe iRNA za NET i VMAT?2 u srZi nadbubreZne Zlezde pacova (Spasojevic i sar.,
2015). Akutni stres imobilizacije i ponovljeni stres imobilizacije u trajanju od 6
dana dovode do povecanja nivoa iRNA za VMAT2 ali ne i za VMAT1 u srzi
nadbubrezZne Zlezde pacova. Nivo proteina VMAT?2 je znacajno povecana samo kod

ponovljene imobilizacije u trajanju od 6 dana (Tillinger i sar., 2010).

Postavlja se pitanje kako se adrenomedularni odgovor na akutni stres
razlikuje od odgovora na hronicni stres i kada taj odgovor postaje neprilagoden.
Zivotinja ili ¢ovek koji je izloZen akutnom stresoru, ne zna do kada ¢e taj stresor
delovati, ali i kad okonca dejstvo on ne zna kada ¢e i da li ¢e opet delovati. U skladu
sa ovom neizvesnoSc¢u postavlja se pitanje kako srz nadbubreZne zlezde ispunjava
svoju ulogu za trenutnom potrebom za ADR i NA u nadbubreZnim hromafinskim
¢elijama i kako ¢e se odvijati snabdevanje, ako bude potrebe za tim u neizvesnim
uslovima. Trajanje i ponavljanje stresa ima znacajan efekat na promene u
ekspresiji gena za enzime Kkoji ucestvuju u sintezi KA. Ovo je bio predmet
ispitivanja nekoliko studija koje su se bavile neuroendokrinim odgovorom na stres
hladno¢e i IMO. Izlaganje Zivotinje stresu hladnoc¢e nekoliko sati dnevno
predstavlja okida¢ za povecanje nivoa iRNK za TH u srZi nadbubreZne Zlezde, ali
kada se stres produzi u trajanju od mesec dana ekspresija TH se vra¢a na nivo
kontrolne grupe Zivotinja (Kvetnansky i sar., 2002). Akutna izloZenost IMO stresu
dovodi do velikog povecanja iRNK za enzime koji uc¢estvuju u sintezi kateholamina.
U poredenju sa kontrolnim nestresiranim Zivotinjama nivo iRNK za TH je veci za 7
puta, DBH za 2,5 puta i PNMT za 5 puta kod Zivotinja koje su bile podvrgnute IMO u
trajanju od 2h (Tai i sar., 2007). Nivo iRNK za TH i PNMT je takode veoma visok i
kod Zivotinja koje su podvrgnute ponovljenoj IMO. Kada se Zivotinja ponovo, cak i
jedanput, izloZi istom stresoru, postoji odredena ,memorija“ prvog iskustva tako
da je povecanje nivoa iRNK za TH odloZeno i odrzava se duZi period po zavrSetku
delovanja stresora. Hronic¢ni stres, za razliku od akutnog, pokrece stalnu aktivaciju
gena za TH, DBH i PNMT u srzi nadbubrezne Zlezde, Sto moZe biti proces koji je
odgovoran za adaptaciju u uslovima stresa. Stres hroni¢ne socijalne izolacije

odraslih muzjaka pacova u trajanju od 12 nedelja dovodi do smanjenja ekspresije
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gena za enzime koji u€estvuju u sintezi KA u srzi nadbubreZne Zlezde, verovatno
kao posledica adaptacije sistema odgovornog za sintezu KA (Gavrilovic i sar,,

2008).

[straZivanja na polju stresa u novije vreme su usmerena na ispitivanje kako
isti stresor mozZe da podstakne razlic¢ite ili alternativne odgovore u zavisnosti od
prethodnog iskustva od istog ili drugacijeg stresora. Nadeno je da pacovi
aklimatizovani na stres hladnoce ili izlagani hroni¢nom stresu imobilizacije, nakon
izlaganja novom akutnom stresoru, povecavaju nivoa ADR i NA u plazmi kao
odgovor na novi stresor. Do povecanja nivoa KA u plazmi najverovatnije dolazi
usled povecanog koriS¢enja uskladiStenih KA u nadbubreZnim Zlezdama (Dronjak i
sar.,, 2004). Kao posledica izlaganja novom akutnom stresu Zivotinja koje su
prethodno bile podvrgnute hroni¢nom stresu hladnoce takode dolazi do povecanja
na nivou ekspresije gena za TH i PNMT u srzi nadbubrezne Zlezde (Kvetnansky i
sar., 2002, Kvetnansky, 2004). Spremnost organizma koji je bio dugorocno izloZen
jednom tipu stresora da odgovori na drugi tip stresora pove¢anom aktivacijom KA
moZe se smatrati vaznim adaptivnim fenomenom SAM kod pacova iako postoje
studije koje prikazuju suprotne rezultate (Kvetnansky i sar., 2003, Kvetnansky,
2004). Oni su pokazali da kod pacova koji su viSe puta izlagani IMO stresu a zatim
izloZeni novom akutnom stresoru, nije doslo do povecanja nivoa iRNK za TH i
PNMT u srzi nadbubreZzne Zlezde. Ovi nalazi mogu biti objaSnjeni intenzitetom
stresa koji odredeni stresor prouzrokuje. Imobilizacija se smatra jednim od
najjacih stresora i zbog toga je nivo ekspresije gena za enzime sinteze
kateholamina kod ovih Zivotinja jo$ uvek znacCajno povecan, tako da izlaganje ovih
Zivotinja novom slabijem stresoru ne dovodi do novog povecanja genske ekspresije
koja je ve¢ uvecana u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Ovi rezultati ukazuju na
to da novi stresor izaziva povecani odgovor kod prestresiranih Zivotinja samo onda

kada je stresor istog ili veCeg intenziteta i trajanja i/ili kada se ponavlja.

SN nervni sistem je veoma bitan posrednik u odgovoru organizma na stres i

ucCestvuje u mnogobrojnim patofizioloSkim odgovorima organizma na stres, kao
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Sto su hipertenzija i drugi kardiovaskularni poremecaji, gastrointestinalna

oboljenja, karcinomi itd.

Rane studije su utvrdile da izlaganje pacova razli¢itim stresorima pokrece
povecanje enzimske aktivnosti TH i DBH u veem broju simpatickih ganglija,
uklju€ujuc¢i i gornju cervikalnu i stelatnu gangliju (Thoenen, 1970, Otten i sar.,
1973, Webb i sar., 1975). Izlaganje akutnom stresu IMO povecéava nivo iRNK za TH
dva ili tri puta i u cervikalnoj i u stelatnoj gangliji (Kvetnansky et al.,, 2004).
Povecana ekspresija gena za PNMT u stelatnoj gangliji je zabeleZena posle izlaganja
akutnom stresu IMO kao i posle ponovljenog stresa IMO (Kubovcakova i sar,
2006). Psihosocijalni stres u trajanju od 12 nedelja takode dovodi do povecanja
iRNK za TH i DBH u stalatnoj gangliji (Gavrilovic i sar., 2009). Povecanje kapaciteta
za biosintezu KA u simpatickom nervnom sistemu najverovatnije posreduje kod

povecanja nivoa NA u plazmi i ciljnim tkivima pri delovanju stresa.

Poredenje regulacije ekspresije gena za enzime koji ucestvuju u sintezi KA u
simpatickim ganglijama i srzi nadbubreZne Zlezde pokazuje da su u suprotnosti sa
prvobitnim videnjem jedinstvenog simpato-adrenalnog sistema i da postoje dva
odvojena sistema. Ekspresija gena za enzime koji ucestvuju u sintezi KA u
simpatickim ganglijama je, slicno kao i u srzi nadbubreZne Zlezde, povecana i kao
takva predstavlja deo adaptivnog mehanizma organizma na dugorocnu izloZenost
jednom tipu stresora. Medutim, iako stres povecava aktivnost enzima koji
ucCestvuju u sintezi KA i u srzi nadbubreZne Zlezde i u simpatickim ganglijama,
postoje ipak bitne razlike. Nivo iRNK za TH i DBH tokom imobilizacije u cervikalnoj
i stelatnoj gangliji je povecana dva do tri puta u odnosu na bazalni nivo, dok je u
srzi nadbubreZne Zlezde znacajno veci (Nankova i sar., 1996). Vremenski period
promena nivoa iRNK je takode drugaciji u simpatickim ganglijama u poredenju sa
srzi nadbubreZzne Zlezde. U stelatnoj gangliji povecanje iRNK za TH i DBH je
postepen i povecanje traje duZe u odnosu na srz nadbubrezne Zlezde. Maksimalne
promene u stelatnoj ganglije su primecene 24h posle izlaganja akutnom stresu IMO
koje traje ¢ak i 48h posle IMO (Kvetnansky i sar., 2004, Kvetnansky i sar., 2009).

Suprotno ovome, u srzi nadbubreZne Zlezde dolazi do povecanja ekspresije gena za
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TH i do sedam puta u odnosu na bazalni nivo posle akutnog izlaganja stresu IMO a
maksimum dostiZe 3h posle izlaganja IMO i vraca se nivo blizak bazalnom u roku
od jednog dana (Nankova i sar., 1994). Sve ovo ukazuje da je SN sistem, barem
kada se govori o TH i DBH, regulisan drugacije u odnosu na srz nadbubreZne

7lezde.

NA je glavni signalni neurotransmiter autonomnog simpatickog nervnog
sistema, gde ima ulogu u kontroli regulacije srcanih otkucaja. Vecina srcanih
simpatickih aksona i nervnih zavrSetaka potiCe od strane bilateralne stelatne
ganglije. Uklanjanje leve i desne stelatne ganglije smanjuje nivo srcanog NA od 89-
100% (Pardini i sar., 1989) i to ukazuje da >90% simpaticke inervacije vodi
poreklo od stelatne ganglije. Ponovno preuzimanje NA u celom srcu je veoma
efikasan proces i procenjuje se da ~ 90% oslobodenog NA biva ponovo preuzeto
od strane NET (Goldstein i sar., 1988). Nema mnogo podataka o promenama na
nivou ekspresije transportera koji ucestvuju u preuzimanju i skladiStenju KA u
simpatickom nervnom sistemu tokom stresa. Li i sar. (2001) su prvi dokazali da se
NET eksprimira u stelatnoj gangliji, koja kontroliSe sréanu aktivnost. Rezultati
njihove studije su pokazali da je nivo ekspresije NET znacajno veci u desnoj nego u
levoj gangliji, ukazujuéi na veci kapacitet za preuzimanje NA u desnoj komori, Sto
moZe da ima pozitivan efekat na odrZavanje funkcije desne komore u patoloskim

stanjima.

Do skora se verovalo da se ADR u srcu preuzima iz cirkulacije i da se
sintetiSe na zavrSetcima simpatickih neurona. Medutim neka istrazivanja su
pokazala da deo ADR u srcu moZe biti sintetisan direktno od strane srcanog tkiva
(Ebert i sar., 2008). Nekoliko radova je pokazalo da se i kod pacova i kod ¢oveka
odrzava skoro normalni, bazalni nivo ADR u krvi i urinu, posle adrenalektomije,
kojom se uklanja najveci izvor ADR (Kennedy i Ziegler, 1991). PNMT se mozZe
posmatrati kao marker protein za sintezu ADR u ¢elijama i tkivu. Ekstra-adrenalni
sistem koji produkuje ADR takode reaguje na stres. Stres indukuje ekspresiju gena
za PNMT ne samo u srzi nadbubrezne Zlezde, ve¢ i u sréanim pretkomorama i

komorama (Krizanovai sar., 2001, Gavrilovic i sar., 2010)

21 | Uvod



1.6. Oksitocin

1.6.1. Strukturai sinteza

Oksitocin (OXT) je otkriven od strane Ser Henry Dale 1906. god, kada je
otkrio da ekstrakt iz zadnjeg reznja hipofize dovodi do kontrakcija materice kod
bremenite macke. Ser Henri Dejl je takode i dao naziv oksitocin ovom hormonu,
$to ima svoju osnovu u grcékom jeziku i oznacava ,brzi porodaj“. Oksitocin je prvi
hormon koji je sekvencioniran i sintetisan od strane Vincent Du Vigneaud 1953.

god i za ovo otkrice je dobio Nobelovu nagradu 1955. god.

OXT se sintetiSe u paraventrikularnom i supraoptickom  jedru
hipotalamusa i deponuje se u hipofizi. Pored OXT u hipotalamusu se sintetiSe i
neurofizin, mali nosa¢ protein (93-95 aminokiselinskih ostataka), bogat
disulfidnim vezama. Neurofizin I se vezuje za oksitocin a neurofizin II se vezuje za
vazopresin. Glavna funkcija neurofizina je pronalaZenje, vezivanje, translokacija i
deponovanje OXT u granule pre njegovog otpusStanja u Kkrvotok. OXT se
transportuje do zadnjeg dela hipofize (neurohipofize) gde se otpusta i ucestvuje
izmedu ostalog u regulaciji porodaja i laktacije, a ostatak se transportuje u
dendrite. Manji deo OXT se sintetiSe u manjim, parvocelularnim neuronima (PVN) i
u zavisnosti od vrste, bed nucleus striae terminalis (BNST), medijalne preopticke
regije, kao i u amigdaloidnim jedrima i otpusta se u mozgu (Young III i Gainer,

2009).

Metabolizam i inaktivacija OXT se odvija uglavnom u bubrezima i jetri.
Brza inaktivacija OXT se odvija putem delovanja enzima oksitokinaze, koji

hormonski molekul dezintegriSe rasturajuci vezu izmedu cisteina i tirozina.

1.6.2. Oksitocinski receptor

Oksitocinski receptor (OXTR) je tipi¢ni predstavnik familije GPCR receptora
sa 7 hidrofobnih transmembranskih domena. Pokazano je da se OXTR nalazi u

plazma membrani miometrijuma uterusa i mioepitelijalnim celijama mlec¢nih
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zlezda (Gimpl i Fahrenholz, 2001). Pored ovoga OXTR moze se takode naci u srcu
(Gutkowska i sar., 1997), vaskularnom endotelijumu (Jankowski i sar., 2000),
bubreznom epitelijumu kod sisara (Arpin-Bott i sar., 2002), hipotalamusu,
prednjem reznju hipofize, u odredenim regijama korteksa i u regijama CNS koje
nisu inervisane sa oksitocinskim vlaknima (Srisawat i sar., 2000). Mnogo je
uradeno na polju kreiranja agonista i antagonista sa specificnim afinitetom za
OXTR i malom aktivnoS¢u vezanom za vazopresinski receptor. Dva najpoznatija
OXT antagonista su Atosiban (deamino-[D-Tyr2-(0-ethyl)-Thr#-Orn8-]vasotocin) i
OVTA. Atosiban ima klinicku primenu kod odlaganja preuranjenog porodaja. Oba
antagonista imaju afinitet i prema vazopresinskom receptoru. Nepeptidni OXTR
antagonisti kao sto su SSR126768 i GSK2211149A imaju vecu specificnost (Lee i
sar., 2009).

1.6.3. Glavni fizioloski efekti oksitocina i njihova klinicka primena

Kod Zena, oksitocin stimulisSe kontrakcije miometrijuma tokom porodaja i
izbacivanje mleka tokom laktacije, do cega dolazi usled delovanja OXT na
mioepitelijalne Celije mlec¢nih Zlezda. Kontrakcije mioepitelijalnih delova mle¢nih
zlezda su posledica fosforilacije miozina u ovim celijama. Produkcija oksitocina
stimuliSe ove kontrakcije i na taj nacin sprecava da se mlecne Zlezde prenapregnu
i pomaZzu oslobadanju od karcinogena, tako da produkcija oksitocina moZe biti
faktor u prevenciji razvoja kancera dojke u pre i postmenopauznom periodu
(Murrell, 1995). Iako OXT ucestvuje u porodaju kod vec¢ine Zivotinjskih vrsta,
postoji dovoljno drugih mehanizama koji kontroliSu rodenje, i porodaj se moze
odvijati i bez OXT. Ipak, laktacija bez OXT nije moguc¢a. Transgeni miSevi kojima
nedostaje gen odgovoran za sintezu OXT nemaju sposobnost laktacije kao odgovor

na stimulaciju mle¢nih Zlezda (Russell i sar., 1995).

Novija istrazivanja usredsredena su na drugaciju (neklasi¢nu) ulogu OXT u
organizmu. Najnoviji podaci ukazuju na ulogu OXT u razli¢itim oblicima ponaSanja
kao Sto su partnerski odnosi, odnos majka-dete, ucenje i memorija, agresija,

anksioznost i depresija. Pokazano je i da je OXT ukljucen i u regulaciju unosa hrane
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i vode, respiratornih funkcija, metaboli¢ckih procesa (regulaciju metabolizma

ugljenih hidrata i masti) kao i imunom odgovoru (Young IIl i Gainer, 2009).

1.6.4. Oksitocin i stres

Mnogobrojna istraZivanja usmerena su na ulogu OXT u odgovoru organizma
na stres. Izlaganje organizma ekstremnim uslovima sredine je okidac za sekreciju
brojnih hormona kao sto su kortikosteron, kortizol, CRH, ACTH, KA, prolaktin,
vazopresin (AVP) i OXT. Brojne studije su pokazale da OXT koji se oslobada tokom
stresa moze da doprinese kontroli sekrecije ostalih hormona koji se oslobadaju kao

odgovor na stres.

[ako je CRH primarni hormon koji je ukljucen u proces sekrecije ACTH za
joS neke neuropeptide, pre svega AVP i OXT, je pokazano da moduliraju efekat CRH
na sekreciju ACTH i ponekad imaju glavnu ulogu u posredovanju odgovora ACTH
na stres (Antoni i sar., 1983, Gibbs, 1985). Davanje OXT (i.v.) dovodi do smanjenja
nivoa ACTH kod anesteziranih pacova, menjajuci nivoe kateholamina, tako da OXT

ima vaZnu parakrinu funkciju u regulaciji sekrecije kateholamina (Gibbs, 1986).

Nivo OXT u vancelijskom prostoru se povecava tokom emocionalnog stresa
u prednjem ventrolateralnom i supraoptickom jedru. Utvrdeno je da OXT utice na
oslobadanje kateholamina. Plecas i sar. (1989) su uocili da OXT deluje na nivou srzi
nadbubreZne Zlezde tako Sto povecava broj hromafinih ¢elija kao i sadrzaj

kateholamina.

Pokazano je da je nivo OXT u plazmi povecan u slucaju psihickog i fizickog
stresa ukljucujuc¢i test prinudnog plivanja, restraint stres, stres hladnoce,
hiperosmotski stres i socijalni stres (Lee i sar., 2009). Centralno oslobadanje OXT
je pradeno sekrecijom ovog peptida u cirkulaciju, kao odgovorom na test
prinudnog plivanja, i regulisano je razli¢ito kod bremenitih i nebremenitih pacova
(Douglas, 2003). Tokom trudnoce sekrecija oksitocina kao i odgovor HHA osovine
na stres je smanjena, ¢cime se embrion Stiti od preuranjenog porodaja i povecanog

otpustanja glukokortikoida i priprema oksitocinske neurone za njihovu vaznu
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ulogu tokom porodaja i laktacije (Dewey, 2001). Odredena istrazivanja upucéuju na
zaklju¢ak da OXT predstavlja deo endogenog sistema sa kapacitetom da bude na
neki nacin amortizer u slucaju fizickog i emocionalnog stresa. Ovaj sistem, koji je
delom regulisan i posredstvom OXT, izgleda da koordinira endokrini i autonomni
odgovor organizma na stres, tako Sto pojacava parasimpaticki odgovor i/ili

umanjuje simpatoadrenalni odgovor (Grippo i sar., 2009).

1.6.5. Oksitocin i kardiovaskularni sistem

Sve ve(i broj eksperimentalnih podataka ukazuje na blagotvorno dejstvo
OXT na srce i vaskularni sistem. Kardiovaskularna svojstva OXT ukljucuju: a)
Natriurezu i smanjenje krvnog pritiska, moguée kao posledicu oslobadanja
atrijalnog natriuretskog peptida (ANP), b) Negativni inotropski i hronotropski
efekat, kao i parasimpaticku neuromodulaciju, ¢) Vazodilataciju posredstvom
OXTR-indukovanog azot oksidnog (NO) puta i rastom endotelijalnih ¢elija, d)
Izmenjeno oslobadanje insulina i anti-dijabeti¢nu aktivnost. Na celijskom nivou,
protektivna uloga OXT se ogleda u: a) antioksidativnoj aktivnosti, b) inhibiciji
zapaljenskih procesa, c) potencijalu za preuzimanje glukoze u kardiomiocitama
koje su izloZene hipoksiji i stanjima insulinske rezistencije, d) stimulaciji

endotelijalnih markera u mezenhimalnim ¢elijama i mati¢nim ¢elijama.

IstraZivanja takode govore i o ulozi OXT u procesu kardiomiogeneze. Studija
Danalache i sar. (2010) pokazuje da OXT stimuliSe kardiomiogenezu u razli¢itim
linijama embrionalnih mati¢nih celija. OXT pospeSuje fuziju mioblasta i
miotubulske formacije. Ve¢ina transkripcionih faktora otkrivenih dosada u srcu su
prisutni i u drugim misi¢nim celijama i transplantacija mioblasta kod oStecenog
srca poboljSava funkciju srca u oSteCenom regionu. Pretpostavljajuci slicnost u
mehanizmima diferencijacije skeletnih i sr¢anog misSi¢a kao i ekspresiju OXT i
OXTR u ¢elijama skeletnih i sr¢anog miSica moZe se pretpostaviti da OXT ima ulogu

u regeneraciji oSteCenog srcanog miSi¢a (Gutkowska i Jankowski, 2011).
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Opsti cilj istrazivanja je bio da se prouci dejstvo OXT na periferni
kateholaminski sistem kod nestresiranih pacova kao i pacova izloZenih stresu

socijalne izolacije.

Konkretni cilj rada je bio:

1. Ispitati dejstvo OXT na ponasSanje, koriS¢enjem testa otvorenog polja.

2. Ispitati uticaj tretmana OXT u trajanju od 14 dana na koli¢inu ADR i NA u krvi,
srzi nadbubrezZne Zlezde, stelatnoj gangliji i srcu nestresiranih pacova kao i pacova

izloZenih stresu socijalne izolacije u trajanju od 12 nedelja.

3. Ispitati uticaj tretmana OXT u trajanju od 14 dana na ekspresiju gena za TH, NET
i VMAT?2 u srzi nadbubreZne Zlezde, stelatnoj gangliji i srcu kao i za muskarinski i
adrenalinski receptor u srcu kod nestresiranih pacova kao i pacova izloZenih

stresu socijalne izolacije u trajanju od 12 nedelja.

4. Ispitati uticaj tretmana OXT u trajanju od 14 dana na histoloSke promene u srcu
kod nestresiranih pacova kao i pacova izloZenih stresu socijalne izolacije u trajanju

od 12 nedelja.

27 | Cilj rada



IIIl MATERIJAL I METODE



3.1. MATERIJALI

U ovom radu su kori$¢ene hemikalije p.a. stepena cistoce.

Svi koris¢eni materijali bi¢e navedeni u opisu koriS¢ene metode u daljem tekstu.

3.2. METODE
3.2.1. Zivotinje

U eksperimentima su koriS¢eni muZjaci pacova Wistar soja, starosti 10-12
nedelja. Masa Zivotinja na pocetku eksperimenata bila je 260-320 g. Sve Zivotinje
su odgajane u vivarijumu Instituta za nuklearne nauke ,Vinc¢a”, Laboratorije za
molekularnu biologiju i endokrinologiju, u standardnim laboratorijskim uslovima
(konstantna temperatura od 22 * 2°C, vlaznost vazduha od 55 %, svetlosni rezim
12 h svetlost/12 h mrak) u kavezima (duZina 59.5 cm, Sirina 38 cm i visina 20 cm)

sa 3-4 Zivotinje po kavezu ina ad libitum reZimu ishrane.

Celokupan rad sa eksperimentalnim Zivotinjama je izveden u saglasnosti
sa principima koje propisuje direktiva Evropske komisije 2010/63/EU i
eksperiment je odobren od strane Etickog komiteta za rad sa laboratorijskim
Zivotinjama Instituta za nuklearne nauke ,Vinca”, Univerziteta u Beogradu (resenje

o odobrenju zavedeno pod brojem 02/12).
3.2.2. Eksperimentalni protokol
3.2.2.1. Socijalna izolacija

Zivotinje se podeljene u dve grupe: kontrolnu grupu (po 4 Zivotinje u
kavezu) i stresiranu grupu (socijalno izolovane Zivotinje). Socijalna izolacija u
trajanju od 12 nedelja podrazumevala je po jednu Zivotinju u kavezu koji je
pregradom odvojen od drugih kaveza. Socijalna izolacija predstavlja vid hroni¢nog
stresa tokom kojeg Zivotinje imaju culni i olfaktorni doZivljaj drugih jedinki, ali su

uskraceni za bilo kakav vizuelni i taktilni kontakt sa drugim jedinkama.
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Tri serije Zzivotinja:

| serija: test otvorenog polja + tkiva za histolosku analizu
Il serija: kanilisanje zivotinja i uzimanje krvi

Il serija: uzimanje tkiva za analizu

Slika 1. Prikaz eksperimentalnog protokola

3.2.2.2. Tretman oksitocinom

Tretman oksitocinom je poCeo 10-te nedelje izolacije i trajao je dve
nedelje. Zivotinje obe grupe (kontrolne i socijalno izolovane) su bile podeljene na
dve podgrupe: podgrupu koja je primala OXT i podgrupu koja je primala placebo.
OXT (Bachem, Nemacka) je rastvoren u 0,9% NacCl i subkutano (s.c.) davan 14 dana
u dozi od 3.6ug/100g teZine Zivotinje po danu. Placebo grupa je primala 0.9% NaCl
rastvor u istom volumenu s.c. Telesna teZina Zivotinja je merena na pocetku i na

kraju tretmana.

3.2.2.3. Kanilacija

.....

nam omogucava uzimanje uzorka krvi bez kontakta i manipulacije Zivotinjom.
Tehnika se sastoji u tome Sto se anesteziranoj Zivotinji (ketamidor 85 mg/kg s.c. i

rometar 13 mg/kg s.c.) na ventralnoj strani repa napravi rez u duZini od 1 cm, pri
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¢emu se uoci repna arterija, koja se ispreparise i u nju se ubaci 1 cm polietilenskog
katetera (VEB-Poliplast Halberstadt). Kateter se podvezivanjem ucvrsti , potom se
podvuce do dorzalne strane repa a zatim ispod koZe do vrata gde je izvucen
napolje i zasStiCen metalnim Stitnikom u duZini od 30 cm koji je ucvrSéen
leukoplastom oko vrata. Kateter se napuni fizioloSkim rastvorom koji sadrzi 300
jedinica heparina u 1 ml. Prohodnost katetera je odrZavana povremenim
ubrizgavanjem 0.5 ml heparizovanog fizioloSkog rastvora (50 IJ). Posle 24h od

ugradnje katetera, Zivotinjama je uzimano 0,5 ml krvi.

3.2.2.4. Test otvorenog polja

Poslednjeg dana tretmana serija Zivotinja je bila podvrgnuta testu
otvorenog polja. Test se odvijao u slabo osvetljenoj i zvu¢no izolovanoj prostoriji u
kojoj se nalazio system za video monitoring (video camcorder: 1/3 in. SSAM H EX
VIEW HAD koji je privezan na kompjuter sa sistemom za pracenje: TiBeSplit). Test
se izvodi u ogradenom polju 100cm Sirine i 100 cm duZine i 40 cm visine sa crnom
podlogom. Trajanje testa je iznosilo 10 min. Pacov se postavlja na sredinu polja i

prate se sledeci parametri:

1. Parametri lokomotorne aktivnosti: ukupno predeno rastojanje
(m); proseCna brzina kretanja (m/s); ukupno vreme
provedeno u mirovanju (s); ucestalost spontanih promena
pravca Kkretanja; procenat horizontalnih pokreta (vreme
provedeno u horizontalnom istraZivanju/ukupno vreme u
kojem je Zivotinja bila aktivna); procenat vertikalnih pokreta
(vreme provedeno u horizontalnoj aktivnosti, izdizanju,

timarenju/ukupno vreme u kojem je Zivotinja bila aktivna) i

2. Parametri aktivnosti koji ukazuju na anksioZnoS¢u slicno
ponasSanje: broj prelazaka preko centra; ukupno vreme

provedeno na periferiji (s) (Prut i Belzung, 2003).
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3.2.2.5. Zrtvovanje Zivotinja i uzimanje tkiva

Zivotinje su Zrtvovane 24 sata nakon poslednje primljene doze
OXT /placeba dekapitacijom pomocu giljotine (Harvard Apparatus, Holliston, SAD).
Merene su teZine srca i nadbubreznih Zlezda a potom su izolovane i prikupljene
leva i desna stelatna ganglija, leva i desna src¢ana pretkomora, leva i desna sr¢ana
komora i srZ nadbubrezne Zlezde. Odmah po izolaciji tkiva su zamrznuta u tecnom
azotu a potom skladistena na -80°C do dalje obrade. Za histoloSke analize uzimana
su po tri srca iz svake grupe Zivotinja. Srca su stavljana u 10% puferisani neutralni
formalin koji je sluzio kao fiksator i takva dalje iSla na obradu za parafinske

preseke.
3.2.3. Histoloska analiza

Za histolosku analizu, 5 pm preseci leve i desne pretkomore kao i leve i
desne komore su dobijeni na kriokatu Microtome (Leica RM2135, Houston,
Texas). IseCci su deparafinizirani i rehidrirani destilovanom vodom.
Deparafinizirani rezovi su koriS¢eni za tkivno bojenje. Radeno je bojenje
hematoksilinom i eozinom (HE bojenje) i diferencijalno tkivno bojenje (Masson’s
trichome staning). Ovim bojenjem se odsecci tkiva boje s tri Massonove boje
(Massonov kiseli fuksin, Massonovo anilinsko plavo, Massonovo svetlo zeleno).
Rezultat je crno obojeno jedro, crveno obojena citoplazma i elemenati u njoj i
miSi¢na vlakna, narandasta crvena krvna zrnca, a zelena ili plava kolagena vlakna.
Poprec¢ni presek kardiomiocita u nivou jedra je meren na iseCcima bojenim
hematoksilinom i eozinom, dok su promene u novou kolagena u zidovima sr¢anog
miSica pratene na presecima bojenim Masson’s trichome staning.
Fotomikrografske slike su dobijene uz pomo¢ s BX4 mikroskopa sa C50-60 ADU
kamerom (Olympus, Japan) sa Sirokim zumom i softverskog sistema Olympus DP-

soft 5.0.
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3.2.4. Metoda odredivanja oksitocina u plazmi

U probnom eksperimentu je pracena razlika u koli¢ini OXT u plazmi
izmedu kontrolnih Zivotinja koje su primale placebo i Zivotinja koje su 14 dana
tretirane OXT. Krv je sakupljena u hladne polietilenske tube sa EDTA kao
koagulatorom i odmah centrifugirana na 9000 obrtaja/min 5 min na +4°C da bi se
odvojila plazma, koja je onda ¢uvana na -20°C do analiziranja. Nivo OXT u plazmi je
meren radioimunoloskom metodom (S-2033, Bachem, Svajcarska), prema
protokolu proizvodaca. Osetljivost eseja je bola 0.02ng/ml. Koeficijent varijanse je

bio manji od 5%.
3.2.5. Metoda odredivanja kateholamina (ADR i NA) u plazmi

Krv je sakupljana putem kanila u heparizovane epruvete i drzana na ledu.
Uzorci su centrifugirani na 5000 obrtaja/min 15 min, posle ¢ega je 200 pl plazme
bilo deprotenizirano sa 200 pl 0,6 N HClO4 koji je sadrzao 2% etilen glikol tetra
acilne kiseline (EGTA) i 0.2% MgClz x 6 H20 . Dobro izmiksani uzorak opet je bio
centrifugiran na 5000 obrtaja/min 15 min, posle cega je 200 pl supernata

izdvojeno i cuvano na -20°C do dalje obrade.

Za odredivanje KA u plazmi koriS¢ena je modifikovana metoda Peuler i
Johnson (1977). Princip metode se sastoji u promeni kateholamina prisutnih u
analiziranom uzorku u odgovarajuce O-metil derivate katalitiCkim putem u
prisustvu delimi¢no precisS¢enog enzima COMT i radioaktivnog S-adenozil-L-(3H-
metil)-metionina (SAMe-3H). Nastali O-metil derivati se oksiduju u 3H-vanilin, c¢ija

se radioaktivnost meri.

Metoda pocinje inkubacijom 200 pl pripremljenog uzorka u trajanju od 90
min na temperaturi od 37°C kojem je dodato po 200 pl miksa sledeceg sastava
(koli¢ina po uzorku): 0,5 mg ditiotretriola; 5.0 ul 3M MgCl; x 6 H20; 162,5 pl 2M
TRIS HCI pufera koji sadrzi 31,8 mM EGTA, pH 9.6; 10,0 pl mM inhibitora
benzilhidroksiamina.HCl; 2,5 pul SAMe-3H i 0.5 mg COMT. Uzorci su zatim preneti u

hladno gde se vrsSi proces zaustavljanja inkubacije dodavanjem 400l sveZe
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pripremljenog rastvora: 350 pl 1M boratnog pufera, pH 8,0; 50 ul neradiokativnog
nosata (normetadrenalina, metadrenalina i 3-metoksitiramina). Stvoreni 3H-
metilovani KA su ekstrahovani u organsku fazu sa 9 ml smeSe toluol-
izoamilalkohol (3:2). Posle centrifugiranja, 5 min 1500 obrtaja/min, odvojile su se
dve faze. Nakon zamrzavanja na suvom ledu gornja organska faza je dekantovana u
druge pripremljene epruvete koje su sadrzale 500 pl 0,1M sircetne kiseline. Uzorci
su ponovo centrifugirani i usledio je postupak vracanja kateholamina iz organske u
neorgansku fazu. Posle centrifugiranja opet je usledilo zamrzavanje na suvom ledu
i odstranjivanje gornje organske faze a neorganska faza je isprana sa 2 ml smese
toluola i izoamilalkohola (3:2), posle cega je opet usledilo centrifugiranje,
zamrzavanje i odstranjivanje organske faze. Epruvete sa zamrznutim uzorcima su
zatvarane parafilmom i prenoSene u liofilizator (Klein, Nemacka) na liofilizaciju

preko nodi.

Nakon liofilizacije osuSeni uzorci u epruvetama su rastvarani sa 70 pl
smesSe metanolai 0,001N HCI (4:1) i cela koli¢ina je naneta pasterovom pipetom na
silikogelsku plo¢u (Silikol, Kavalier, Ce$ka). Postupak je ponovljen 2 puta. Po
nanoSenju ploce su bile susene, a zatim drZane 30 min u sistemu opisanom od
strane Da Prada i Zurcher (1976). PloCe su bile stavljane u smesSu: 80 ml
hloroforma; 15 ml 96% etanola; 10 ml 70% etilamina. Hromatografskom metodom
se odvaja metadrenalin od normetadrenalina. Nakon Sto su ploce izvucene iz
smesSe, dobro su osuSene i pomoc¢u UV lampe sa maksimumom od 254nm su
detektovane razdvajane faze koje su predstavljale razdvojene amine. Faze su bile
iseCene i prenete u scintilacione bocice. Oba amina se odvajaju od silikogela
rastvaranjem u 0.005 N amonijum-hidroksida. Uzorci ADR i NA su zatim oksidisani
sa 4% NaJO4 a nakon 5 min reakcija je zaustavljena sa 10% glicerola i zakiSeljena
sa 200 pl 1N CH3COOH. U svaku bocicu je dodato po 10 ml Fosfor only smeSe (PPO,
POPOP, toluol). Radiokativnost uzorka je merena sa beta brojacu LKB-Wallac 1219

(LKB, Svedska) sa 40% efikasno$¢u za tricijum, sa senzitivno$éu od 20 CPM.
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3.2.6. Izolacija RNK i Real Time PCR

3.2.6.1. Izolacija ukupne RNK

[zolacija ukupne RNK je izvrSena koriS¢enjem Trizol reagensa (Invitrogen,
Kalifornija, SAD), prema uputstvima proizvodaca. Izolacija je vrSena u sterilnim
uslovima. Na pocetku rada je napravljena DPC H:O, tako Sto je sterilnoj ddH20
dodato 0,1 ml dietilpirokarbonata 97% NMR (Sigma-Aldrich, Nemacka), pa je
rastvor autoklaviran i resuspendovan u sterilne epruvete. Tkivo je preneto u tube
u termo blokovima za hladenje u kojima je u zavisnosti od veli¢ine tkiva dodavano

od 300 do 600 pl Trizola (+4°C).

Homogenizacija je vrSena pomocu ultratureks homogenizera T8 IKA-
WERKE (IKA, Nemacka). Pre rada homogenizer je ispran sa ddH20 1 minut, a zatim
autoklaviranom DPC vodom, pa u Trizolu. Ovaj postupak je ponavljan izmedu
svakog uzorka. Tkivo je homogenizovano do 3 puta u trajanju od 20 sec a u
pauzama izmedu ponavljanja uzorak je drZzan na ledu da bi se sprecilo uniStavanje
RNK toplotom koju aparat proizvodi pri radu. Supernatant je potom inkubiran u
termostatu (Eppendorf Termostat Plus, Nemacka) 5 min na +30°C. U tube je potom
dodavan hloroform (Sigma-Aldrich, Nemacka) u zapremini od 1/5 volumena
dodatog Trizola. Uzorci su ru¢no promuckani, pa inkubirani u termostatu 3 min na
+30°C. Potom su uzorci centrifugirani na 12000 obrtaja/min 20min na +4°C
(Mikro 200R HETTICH ZENTRIFUGEN, Nemacka). Ovako dolazi do razdvajanja tri

faze:

1. donja, crveno-roza faza (hloroform);

2. interfaza, belic¢asta faza (fenol);
vodena faza: RNK

interfaza: DNK 3. gornja, prozirna vodena faza u kojoj se

Gornja faza je zatim pazljivo preneta u
Slika 2. Razdvojene faze u

procesu izolacije RNK pripremljene, sterilne tube (+4°C). Uzorcima je

dodat 3M CH3zCOONa pH 5,0 i to u 1/10 od
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zapremine dobijenog supernatanta, izmesan na vorteksu, pa je zatim dodato 96%
etanola (-20°C), u koli¢ini od 2 zapremine ukupnog volumena u tubama,
promesano i ostavljeno preko noci. Sutradan je uzorak vorteksovan, centrifugiran
na 12000 obrtaja/min 10 min (+4°C). Gornja faza je odlivena i dodavan je 1 ml 75%
etanola (-20°C), a potom centrifugiran na 12000 obrtaja/min 20 min (+4°C).

Ponovo je odlivena gornja faza i dodavan je po 1 ml 96% etanola (-20°C).

3.2.6.2. Merenje koncentracije ukupne RNK

Uzorci RNK u etanolu su centrifugirani 15 min na 12000 obrataja/min
(+4°C), potom je etanol odliven i tube su ostavljene da se prosuse na filter papiru.
RNK sa zidova tuba je rastvorena u 12 pl DPC vode. Koncentracija RNK odredena je
spektrofotometrijski na aparatu Nano Drop (Thermo Scientific, SAD),
spektrofotometrijskim ocitavanjem na 260 nm. Stepen preciSCenosti, odnosno,
kontaminacije uzorka odreden je iz odnosa apsorpcija na 260 nm i 280 nm (odnos

0D260: OD2g0~ 2 ukazuje na odsustvo proteina u analiziranom uzorku).

3.2.6.3. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Reverzna transkripcija je vrSena koriS¢enjem Ready-To-Go You-Prime
First-Strand Bead (GE Healtcare, Velika Britanija) i pd(N)s prajmera po protokolu
proizvodaca. Za potrebe prepisa uzorci su pripremani tako da je u 12 pl bilo 1500
ng RNK. U termostatu su uzorci inkubirani 10 min na +65°C. Uzorci su zatim drzani
na hladnom a za to vreme su po 2 kuglice reakcione smese rastvarane sa 40 pul DPC
vode i dodavano je po 2 pl pd(N)s prajmera rastvorenog u koncentraciji od 0,2
ug/ml. Svakom uzorku je dodavano po 21 pl ove reakcione smeSe. Uzorak je blago

izmesSan i inkubiran 1h na +37°C.

3.2.6.4. Real-Time PCR

Za Real-Time PCR je pripremana reakciona smesa koja je sadrzala sledece

komponente:
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- Esej za kvantitativno utvrdivanje genske ekspresije sa specificnim
prajmerima za amplifikaciju ciljanog gena obeleZenim 6-FAM bojom i Tagman MGB
probom u zapremini od 1,25 pl po bunari¢u. Za TH, NET, VMAT2, [3-AR,
muskarinski receptor 2 (M2 MR) i ciklofilin A koriS¢eni su eseji Assay-on-Demand
Gene Expression Products (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD) koji su

navedeni u Tabeli 1.

Gen Gen ID Kat. Br. Duzina amplikona
Th 25085 Rn00562500_m1 60
Slc6a 79212 Rn00580267_m1 94
Slc18a2 25549 Rn00564688_m1 54
Chrmz2 81645 Rn02532311_m1 127
Adrb3 25645 Rn00565393_m1 58
Ppia 25518 Rn00690933_m1 149

Tabela 1. Prajmeri koriS¢eni za Real-Time PCR, nabavljeni su od firme Thermo Fisher

Scientific, Masacusets, SAD

- Master mix u volumenu od 12,5 pl. Koris¢en je TagMan Universal Master
Mix with AmpErase UNG (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD), koji u

svojem sastavu ima Tagman polimerazu, dNTP, puffer, MgCl; i pasivnu boju ROX;

- Dodavana je DPC voda do ukupnog volumena od 15 pul po bunari¢u i miks
sa esejem, master miksom i DPC vodom nanoSen je na ploc¢u. U bunarice su zatim
dodavani cDNK uzorci (10 pl) u koncentraciji od 1-10 ng prepisane cDNK u

zavisnosti od tkiva i ispitivanog gena.

PCR reakcija je izvodena na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection
Systems (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD). Protokol reakcije je bio: 2
min na 50°C; zatim 10 min na 95°C; praceno sa 40 ciklusa na 95°C po 15 seci 60 sec
na 60°C. Kvantifikacija je vrSena koriS¢enjem kvantitativne Cr metode po Livak i
Schmittgen (2001). Dobijeni rezultati su analizirani softwerom RQ Study Add ON.

Svi transkripti su normalizovani u odnosu na ekspresiju gena za ciklofilin A
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(endogena kontrola). Prethodno su proveravani nivoi ovog gena u uzorcima
Zivotinja razliito tretiranih da bi se utvrdilo da sami tretmani nemaju efekat na
njegovu ekspresiju. Svaki uzorak je meren u triplikatu i utvrdivana je njegova Cr
vrednost. Zbog individualnih razlika medu Zivotinjama, kao kalibrator je uziman
uzorak kontrolne grupe cija je vrednost blizu srednje vrednosti svih uzoraka i sa

najmanjom greSkom merenja.

3.2.7.1zolacija proteina i Western blot analiza

3.2.7.1. 1zolacija ukupnih proteina

Tkiva su homogenizovana u 0.5M fosfatnom puferu (pH 6.65) sa 0.2%
Triton X-100 (deterdZent) pomocu ultratureks homogenizera T8 IKA-WERKE na
+4°C. Nakon homogenizacije, uzorci su ostavljeni da liziraju 1h na +4°C, a zatim su
centrifugirani 20 min na 12000 obrtaja/min. Supernatant je pipetiran u
prohladene epruvete. Tako pripremljeni uzorci su ostavljeni na -20°C do pocetka

rada.
3.2.7.2. Merenje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana po metodi Lowry i sar.
(1951) koja je modifikovana po Markwell i sar. (1978). Metoda se koristi kada je
oCekivana koncentracija proteina u uzorku u opsegu od 1 mg/ml do 10 mg/ml
Standard za odredivanje koncentracije proteina je BSA u koncentracijama od 0.2-

10 mg/ml.

Za svaki uzorak (BSA STANDARD/UZORAK) su uradena merenja u
duplikatu. Prvo je rastvorano 10 pl uzorka u 990 ul ddH20 (100 puta razblaZenje).
Od toga je uzeto 25 pl i rastvoreno u 75 pul ddH20 (4 puta razblaZenje, ukupno
razblaZzenje 400 puta). Uporedo su napravljena razblaZenja sa albuminom iz
govedeg seruma (BSA) za standardnu krivu, u volumenu od 100 pl. Slepa proba
(blank) je sadrzala 100 pl ddH20, bez proteina. U slepu probu, BSA i uzorke
dodavalo se 100 pl 2 % SDS. Zatim se dodavalo po 1 ml radnog rastvora u sledecoj

formi: 20 mg Na-K-tartarata se rastvaralo u 0.5% CuSOs4x5H20; 1 ml ovog
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rastvora se rastvorilo u 49 ml rastvora 10 % Naz2CO3+2 % NaOH. Smesa je
inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga je dodavano 100 pl Folin &
Ciocalteus Phenol (Sigma-Aldrich, Nemacka) i ddH20 (1:2) i ostavljeno da stoji
20 min na sobnoj temperaturi, do razvijanja boje. U svim medufazama slepa proba,

BSA i uzorak su mesani.

Opticka gustina (OD) je merena na talasnoj duZini od 750 nm na
spektrofotometru S-30 (Boeco, Nemacka). Na osnovu OD750nm oCitanih vrednosti za
BSA konstruisana je prava i sa nje je odredivana koncentracija proteina u uzorku

na osnovu procitane OD750nm za uzorak.

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

Koncentracije proteina u uzorcima su razblaZzene na 3 mg/ml sa ddH.O.
Neposredno pred upotrebu uzorci su pomesani sa Laemmli Sample Bufferom za
pripremu uzoraka proteina za SDS-PAGE i B-merkaptoetanolom u odnosu 1:1,
tako da su finalne koncentracije u uzorcima bile 1,5 mg/ml. Posle kuvanja na

100°C, 5 min, uzorci su ohladeni i nanoSeni na SDS-poliakrilamid gel.

Proteini su razdvajani po molekulskoj masi na denaturiSucoj SDS-
poliakrilamid gel elektroforezi (Laemmli, 1970). Elektroforeza je radena na
sistemu Mini Protean II (Bio Rad, Kalifornija, SAD). Proteini su prvo koncentrovani
na 4% gelu (0.5M TRIS pH 6.8; 30% akrilamid-bisakrilamid, 10% SDS; TEMED;
ddH20) i potom razdvajani na 12 % poliakrilamidnim denaturiSu¢im gelovima u
puferu za elektroforezu (1.5M TRIS pH 8.8; 30% akrilamid-bisakrilamid, 10% SDS;
TEMED; ddH20). Na gel je nanoSeno po 30 ul pripremljenih uzoraka (~ 45 ug
ukupnih proteina). Elektroforeza je trajala oko 90 min pri konstantnom naponu od
100V na sobnoj temperaturi i odvijala se u puferu za elektroforezu koji je
sadrzavao 0.25M TRIS, 0.192M glicin, 0.1% SDS i ddH20. Posle elektroforeze
gelovi su koriS¢eni za Western blot analizu. Na svaki gel nanoSeni su i proteini
poznatih molekulskih masa PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific, Masacusets, SAD) koji se sastoji od 9 proteina razlicitih
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molekulskih masa, radi lokalizovanja ispitivanih proteina po zavrSetku

elektroforeze i standardni uzorak radi anuliranja greSke u proceduri.
3.2.7.4. Transfer proteina sa gela na membranu

Elektroforetski razdvojeni proteini su prenoSeni sa gela na membranu.
Nakon zavrSene elektroforeze, gelovi su potapani u pufer za transfer (20 %
metanol, 0.025 M TRIS HCI, 0.192 M glicin, pH 8.3). Poliviniliden difluorid (PVDF)
membrana (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD) odgovarajuce veli¢ine prvo
je aktivirana 15 sek u 100 % metanolu, zatim 2 min ispirana ddH:0 i potapana u
transfer pufer. Nakon 5-10 min, formiran je sendvi¢ koji se sastojao, redom, od
jednog papira Whatman GB003 (Whatman Inc, Velika Britanija), poliakrilamidnog
gela, PVDF membrane i jednog papira Whatman (svi natopljeni puferom za
transfer). Ovako napravljen ,sendvi¢” postavljan je u ram aparata za transfer u
Trans-Blott Cell sistemu (Bio Rad, Kalifornija, SAD) i potopljen u pufer za transfer.
Prenos proteina sa gela na PVDF membranu odvijao se pri konstantnoj amperazi

od 20mA po gelu, na 4°C, preko no¢i.
3.2.7.5. Imunodetekcija proteina

Nakon transfera, PVDF membrane su bojene 1 % rastvorom Ponceau S u
5% sir¢etnoj kiselini, da bi se utvrdila efikasnost transfera. Boja Ponceau S
uklanjana je ispiranjem vodom. Potom su PVDF membrane inkubirane 1h u puferu
za blokiranje, 5 % nemasnom mleku u prahu rastvorenom u TBST puferu (50 mM
TRIS HCl pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.5 % Tween-20), na sobnoj temperaturi uz blago
muckanje. Nakon toga tretirana membrana je seCena na odredenim molekulskim
teZinama i inkubirana preko no¢i sa primarnim antitelima za tirozin hidroksilazu,
noradrenalinski transporter, vezikularni monoaminski transporter 2, adrenalinski
B3 receptor, muskarinski receptor 2, inducibilnu azot-oksid sintetazu i f-aktin, na
4°C (Tabela 2.). RazblaZenja primarnih antitela bila su slede¢a: TH (1:1000, TBST);
NET (1:1000, TBST); VMAT2 (1:5000, TBST); B3-AR (1:1000, TBST), M2 MR
(1:1000, TBST); inducibilna azot-oksid sintetaza (iNOS) (1:1000, TBST); B-aktin

(1:2500, TBST). Po zavrSenoj inkubaciji sa primarnim antitelom, membrane su
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ispirane 3 x po 15 min TBST puferom na sobnoj temperaturi uz blago muckanje.
Nakon ispiranja, membrane su inkubirane 1.5 h uz muckanje sa sekundarnim anti-

miSjim ili anti-zecijim antitelom sa HRP (razblazZenje 1:5000, TBST).

Antitelo Proizvodac Kat. Br. Karakteristike

Anti-TH Abcam, UK Ab51191 Primarno Zecje
poliklonalno antitelo
Anti-NET Abcam, UK Ab41559 Primarno Zecje
poliklonalno antitelo
Anti-VMAT Abcam, UK Ab81855 Primarno Zecje
poliklonalno antitelo
Anti-beta 3 AR Abcam, UK Ab101095 Primarno Zecje

poliklonalno antitelo

Anti-Muscarinic Abcam, UK Ab2805 Primarno misje
Acetylcholine receptor 2 monoklonalno antitelo
Anti-iNOS BD Bioscience, 610431 Primarno misje
SAD monoklonalno antitelo
Anti-beta Actin Abcam, UK Ab8226 Primarno misje

monoklonalno antitelo

Goat Anti-Rabbit IgG Abcam, UK Ab6721 Sekundarno Zecje
HRP poliklonalno antitelo
Goat Anti-Mouse IgG Abcam, UK Ab6789 Sekundarno misje
HRP poliklonalno antitelo

Tabela 2. Antitela koriS¢ena u Western blot analizi

Nakon inkubacije, membrane su opet ispirane 3xpo 15min u TBST
puferu i nanoSen je Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Fisher Scientific, Masacusets, SAD). Detekcija je vrSena u mracnoj sobi sa
crvenom svetloS¢u. Membrana je postavljena izmedu dve providne folije u kaseti
za detekciju Hypercassette (Amersham Life Science, SAD), a preko membrane je
stavljan film Ortho CPU (Agfa, Belgija). Intenzitet signala na filmovima, koji
predstavljaju koncentraciju odredenog proteina, odredeni su denzitometrijski.

Filmovi su skenirani a intenzitet signala je kvantifikovan pomoc¢u programa Image
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] 2.0. Izmerene vrednosti OD signala su korigovane u odnosu na pozadinu i
izraZene u arbitrarnim jedinicama (A]). Sve vrednosti su izraZzene u odnosu na 3-

aktin sa istog blota.

3.2.8. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna greska.
Rezultati eksperimenta su statisticki analizirani koriS¢enjem analize varijansi sa tri
i dva faktora (Three-way ANOVA, Two-way ANOVA) sa ciljem da se utvrdi da li
postoji razlike izmedu srednjih vrednosti za zadate faktore razlicitih
eksperimentalnih grupa. Tukey Post-hoc analizom je dalje utvrdivana statisticka
znacajnost izmedu grupa koje su se poredile. Za grani¢ne vrednosti znacajnosti
uzimane su vrednosti p<0,05, p<0,01 i p<0.001. Obrada rezultata je uradena u
softverskom programu Origin, verzija 7.5 (Jandel Corporation, SAD) i ezANOVA,
verzija 0.98 (Chris Roden).

42 | Materijal i metode



IVREZULTATI



4.1. Parametri ponasanja pacova u testu otvorenog polja

4.1.1. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na parametre
lokomocije u testu otvorenog polja kod nestresiranih i pacova

izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 1. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na: a) ukupno predeno rastojanje; b)
prosecnu brzinu Kretanja; c¢) ukupno vreme provedeno u mirovanju; d) ucestalost
spontanih promena pravca kretanja; e) procenat horizontalnih pokreta i f) procenat
vertikalnih pokreta u testu otvorenog polja kod nestresiranih kontrola i hroni¢no
izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 8
pacova. Statisticka znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija; # p<0.05, ## p<0.01,

placebo vs. oksitocin.
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Rezultati prikazani na Slici 1. pokazuju dejstvo tretmana OXT na
parametre lokomocije u testu otvorenog polja kod nestresiranih kontrola i
hronic¢no izolovanih pacova. Na Slici 1a. vidimo da je tretman OXT znacajno uticao
na ukupni predeni put u testu otvorenog polja (F(131)=4.96; p=.042). Takode
dvofaktorijalna analiza varijansi je pokazala i znacajnu interakciju izmedu stresa i
tretmana OXT (F(131)=6.79; p=.016). Naknadnom analizom je utvrdeno da je
ukupni predeni put kod OXT tretiranih izolovanih pacova manji za 20% u odnosu
na izolovane pacove koji su primali placebo (p=.0081, Tukey test). Naknadna
analiza nije pokazala znacajnost izmedu drugih grupa. Hronic¢ni stres izolacije ni
tretman OXT nisu imali efekta na prosecnu brzinu kretanja u testu otvorenog polja
(Slika 1b.). Rezultati parametara ucestalosti spontanih promena pravca kretanja
pokazuju znacajnu interakciju izmedu hroni¢nog stresa izolacije i tretmana OXT
(Fu31n=8.93; p=.0065). Daljom analizom je utvrdeno povecanje uclestalosti
spontanih promena pravca kretanja kod hroni¢no izolovanih pacova koji su primali
placebo za 60% u odnosu na kontrolnu grupu (p=.022, Tukey test). Znacajno
smanjenje od 20% je zabeleZeno kod izolovanih pacova koji su primali OXT u

odnosu na izolovanu grupu koja je primala placebo (p=.036, Tukey test) (Slika 1d.)

Analiza rezultata pokazuje da kod preostalih parametara lokomocije testa
otvorenog polja (ukupno vreme provedeno u mirovanju, procenta velikih pokreta
u odnosu na ukupno posmatrano vreme, procenta lokalnih pokreta u odnosu na
ukupno posmatrano vreme) nema znacajnih razlika izmedu dejstva stresa i

tretmana OXT kod ispitivanih grupa (Slika 1c., 1e., 1f).
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4.1.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na parametre Kkoji
ukazuju na anksiozno ponasanje Zivotinja u testu otvorenog polja kod

nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 2. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na: a) ukupno vreme provedeno na
periferiji i b) broj prelazaka preko centra u testu otvorenog polja kod nestresiranih
kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

SEM za uzorak od 8 pacova

Analiza rezultata prikazanih na Slici 2., koja pokazuje parametare koji
ukazuju na aksioznosti slicno ponaSanje kod pacova, je pokazala da ni hroni¢na

izolacija pacova ni tretman OXT nisu uticali na promene u ovim parametrima,
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broju prelazaka preko centra i ukupno vreme provedeno na periferiji, ni kod jedne

grupe Zivotinja (Slika 2a, 2b.).

4.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na telesnu tezinu
Zivotinja, apsolutne i relativne teZine leve i desne nadbubreZne Zlezde i

srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 3. a) Telesna tezina Zivotinja na pocetku eksperimenta, poCetku tretmana i na kraju
tretmana, b) Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na % odnosa TT pre i posle tretmana
kod nestresiranih kontrola i socijalno izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni kao

srednja vrednost + SEM za uzorak od 8 pacova
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Prikazani rezultati na Slici 3. ukazuju da stres socijalne izolacije kao i
tretman OXT nisu imali efekat na telesnu teZinu pacova. TeZine su merene na
pocetku socijalne izolacije, pocetku tretmana OXT i na kraju tretmana OXT. U ovim
mernim tackama nisu uoCene statisticki znacajne razlike izmedu posmatranih

grupa (Slika 3a., 3b.).
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Slika 4. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na: a) apsolutne teZine i b) relativne teZine
leve i desne nadbubrezne zZlezde kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 8 pacova. Statisticka

znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija; # p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Three-way ANOVA analiza rezultata prikazanih na Slici 4a., apsolutnih
teZina leve i desne nadbubreZne ZleZde, nije pokazala efekat ni stresa ni tretmana
ni strane tela. Sa druge strane Three-way ANOVA analiza rezultata relativnih
teZina leve i desne nadbubrezZne ZleZde je pokazala znacajnu interakciju izmedu
hroni¢nog stresa i tretmana OXT (F(1.63)=4.73; p=.034) kao i izmedu hroni¢nog
stresa i strane tela (F(1.63)=4,20; p=.044). Pokazan je i efekat hroni¢nog stresa
(F163=4.01; p=.049) i tretmana (F(1.63)=5,45; p=.023). Two-way ANOVA analiza

relativnih teZina leve nadbubreZne Zlezde je pokazala efekat tretmana (F(1.31)=6.92;
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p=.015). Dalja analiza pokazala je statisticki znacajno povecanje relativne teZine
leve nadbubreZne Zlezde kontrolne grupe koja je primala OXT u odnosu na onu
koja je primala placebo (21%, p=.0081, Tukey test). Dvofaktorijalna analiza
varijansi rezultata za relativne tezine desnih nadbubreZnih Zlezda je pokazala
znacajan efekat hronicnog stresa (F(1.31)=6.09; p=.021). Daljom analizom je
utvrdeno statisticki znacajno povecanje za 36% kao posledica socijalne izolacije

kod grupa koje su primale placebo (p=.019, Tukey test) (Slika 4b.).
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Slika 5. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na: a) apsolutnu tezinu i b) relativnu
tezinu srca kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 8 pacova. Statisticka znacCajnost: #

p<0.05, placebo vs. oksitocin.
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Na Slici 5. je prikazano dejstvo tretmana OXT na apsolutnu i relativnu
tezinu srca kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Analiza
rezultata apsolutnih teZina srca pacova nije pokazala ni efekat hronic¢ne izolacije ni
tretmana OXT (Slika 5a.). Two-way ANOVA analiza relativnih teZina srca pacova
pokazala je znacajnu interakciju izmedu hroni¢nog stresa i tretmana (F(1.31)=4.46;
p=.045). Naknadna analiza je pokazala statisti¢ki znacajno smanjenje za 10% kod
hroni¢no izolovanih pacova koji su primali OXT u odnosu na one koje su primali

placebo (p=.036, Tukey test) (Slika 5b.).

4.3. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju OXT u

plazmi nestresiranih pacova
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Slika 6. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju OXT u plazmi kod
nestresiranih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od

6 pacova. Statisticka znacajnost: ### p<0.001, placebo vs. oksitocin.

Na Slici 6. je prikazana koncentracija OXT u plazmi nestresiranih pacova.
Analiza je pokazala znacajnu statisticku znacajnu razliku u koncentracijama OXT
izmedu Zivotinja koje su primale placebo i onih koje su primale OXT u trajanju od

14 dana (374%, p=.00078, Tukey test).
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4.3. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju ADR i

NA u plazmi nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 7. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju: a) ADR i b) NA u plazmi
kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. StatistiCka znaCajnost: ** p<0.01, kontrola

vs. izolacija; # p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Analiza varijansi pokazala je da postoje znacajne interakcije izmedu
dejstva stresa i tretmana OXT na koncentraciju ADR u plazmi (F(1.23)=6.74; p=.015).
Daljom analizom je utvrden statisticki znacajan efekat izolacije u grupama koje su

primale placebo, a izolacija je dovela do povecanja koncentracije ADR za 22%
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(p=.008, Tukey test). Tretman OXT kod stresiranih pacova je doveo do statisticki
znacajnog smanjenja nivoa ADR za 13% (p=.043, Tukey test) (Slika 7a.).

Dobijeni rezultati koncentracije NA u krvi pacova analizirani Two-way
ANOVA testom pokazuju znacajan efekat stresa (F(123=10.8; p=.003). Analiza
izmedu grupa je i ovde pokazala statisticki znacajan efekat izolacije kod grupe koja
je primala placebo. Izolacija je dovela do poveéanja koncentracije NA za 50%
(p=.009, Tukey test). Tretman OXT u trajanju od 14 dana je statisticki znacajno
smanjio koncentraciju NA kod stresiranih pacova (23%, p=.043, Tukey test) (Slika
7b.).

4.4. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na koncentraciju ADR i
NA u srzi nadbubrezne Zlezde nestresiranih i pacova izloZzenih stresu

hronicne izolacije

Na Slici 8. su prikazani rezultati nivoa KA u srzi nadbubreZne Zlezde kod
kontrolnih i izolovanih pacova tretiranih placebom i OXT. Kada govorimo o nivou
kateholamina u tkivu, u srZi nadbubreZzne Zlezde Two-way ANOVA je pokazala
znacajan efekat faktora tretmana OXT (F(1.23)=5.01; p=.041) na nivoe koncentracije
ADR. Dalja analiza izmedu ispitivanih grupa je pokazala statisticki znacajno
povecanje za 48% u kontrolnoj grupi koja je tretirana OXT u odnosu na placebo

tretiranu grupu (p=.042, Tukey test) (Slika 8a.).

Two-way ANOVA analiza rezultata koncentracije NA u srZi nadbubrezne
Zlezde je pokazala znacajnu interakciju izmedu faktora stresa i tretmana
(F(1.23)=4.58; p=.047). Tretman OXT je doveo do povecanja nivoa koncentracije NA
za 33% u srzi nadbubreZzne Zlezde nestresiranih Zivotinja (p=.035, Tukey test)

(Slika 8b.).
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Figura 8. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju: a) ADR i b) NA u srzi
nadbubreZne zlezde kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost: #

p<0.05, placebo vs. oksitocin.
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4.5. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na relativhu gensku
ekspresiju TH, NET i VMAT2 u srzi nadbubreZne Zlezde nestresiranih i

pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 9. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina TH u srzi
nadbubreZne Zlezde kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

* p<0.05, kontrola vs. izolacija.
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Analiza rezultata nivoa iRNK za TH u srZi nadbubreZne Zlezde, koji su
prikazani na Slici 9a. nije pokazala efekat stresa hroni¢ne socijalne izolacije kao ni
tretmana OXT. Two-way ANOVA analiza nivoa TH proteina je pokazala znacajan
efekat hroni¢ne socijalne izolacije (F(1.23)=5.85; p=.041) kao i znacajnu interakciju
izmedu stresa i tretmana (F(1.23)=14.03; p=.0056). Analiza rezultata izmedu grupa
je pokazala statisticki znaCajno povecanje (37%, p=.044, Tukey test) u hronicno
izolovanoj grupi koja je primala placebo u odnosu na nestresiranu kontrolu (Slika

9b)).

Hronicna socijalna izolacija kao i hroni¢ni tretman OXT nije doveo do
promena nivoa iRNK za NET u srzi nadbubrezne Zlezde (Slika 10a.). Sa druge
strane, dvofaktorijalna analiza varijansi rezultata nivoa NET proteina je utvrdila
znacajnu interakciju hroni¢nog stresa i tretmana (F(1.23)=6.09; p=.029). Post-hoc
analiza je pokazala statisticki znacajno smanjenje za 29% u grupi hroni¢no
izolovanih Zivotinja koja je primala placebo u odnosu na kontrolu (p=.038, Tukey
test). Pokazan je i statisticki znacajan efekat OXT na povecanje nivoa NET proteina
za 34% u srzi nadbubreZnih Zlezda hroni¢no izolovanih pacova (p=.022, Tukey

test) (Slika 10b.).
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Slika 10. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina NET u srzi
nadbubreZne Zlezde kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

* p<0.05, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, placebo vs. oksitocin
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Slika 11. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina VMAT2 u
srzi nadbubrezne zZlezde kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka
znacajnost: * p<0.05, **p<0.01, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, ###p<0.001, placebo vs.

oksitocin.

Iz rezultata graficki prikazanih na Slici 11. uocava se da su hroni¢na
izolacija i tretman OXT ostvarili najveci efekat na nivou ekspresije gena za VMAT?2
u srzi nadbubreZzne Zlezde. Two-way ANOVA analiza nivoa iRNK za VMAT2 je
pokazala statisticki znacajnu interakciju izmedu stresa hronic¢ne socijalne izolacije

i tretmana OXT (F(1.23)=5,56; p=.037). Dalja analiza izmedu grupa je pokazala
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znacajno povecanje nivoa iRNK za VMAT2 u grupi socijalno izolovanih Zivotinja
koje su primale OXT u odnosu na Kkontrolne Zivotinje koje su primale OXT (142%,
p=.032, Tukey test). Takode, utvrdeno je i znacajno povecanje nivoa iRNK za
VMAT2 za 126% u grupi hroni¢no izolovanih zZivotinja koje su primale OXT u
odnosu na one koje su primale placebo (p=.035, Tukey test) (Slika 11a.). Two-way
ANOVA analizom rezultata nivoa VMAT2 proteina u srzi nadbubrezne Zlezde
utvrden je statisticki znacajan efekat stresa (F(1.23)=4,62; p=.043) kao i znacajan
efekat tretmana OXT u trajanju od 14 dana (F(1.23)=61,75; p=.0000015). Dalja
analiza je utvrdila statisticki znacajan efekat socijalne izolacije na povecanje nivoa
VMAT?2 proteina (100%, p=.0015, Tukey test) u grupi Zivotinja koje su primale
placebo. Tretman OXT je doveo do znacajnog povecanja nivoa VMAT2 proteina za
271% kod kontrolne grupe (p=.0000081, Tukey test) kao i kod socijalno
izolovanih Zivotinja (96%, p=.00081, Tukey test) (Slika 11b.).
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4.6. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju ADR i
NA u levoj i desnoj stelatnoj gangliji nestresiranih i pacova izloZzenih

stresu hronicne izolacije
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Slika 12. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju: a) ADR i b) NA u levoj i
desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati

su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova.

Rezultati graficki prikazani na Slici 12. pokazuju dejstvo tretmana OXT na
koncentraciju kateholamina u levoj i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih
kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Three-way ANOVA analiza rezultata
koncentracije ADR u stelatnim ganglijama je pokazala znacajan efekat strane tela
(F1.4n=4.67; p=.039). Dalje analize u okviru leve i desne stelatne ganglije nisu

pokazale efekat stresa i hroni¢nog tretmana OXT (Slika 12a.).

Three-way ANOVA analiza rezultata koncentracije NA u levoj i desnoj

stelatnoj gangliji pokazala je joS veci efekat strane tela (F(1.47)=25.97; p=.0000019).
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Medutim, Two-way ANOVA analiza nije pokazala znacajne razlike izmedu

ispitivanih grupa u levoj i desnoj stelatnoj gangliji (Slika 12b.).

4.7. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na relativhu gensku
ekspresiju TH, NET i VMAT2 u levoj i desnoj stelatnoj gangliji

nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 13. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina TH u levoj
i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 7 pacova. Statisticka

znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Dejstvo hroni¢nog tretmana OXT na nivo iRNK za TH i TH proteina u
levoj i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih
zZivotinja su prikazani na Slici 13. Rezultati Three-way ANOVA analize nivoa iRNK
za TH u stelatnim ganglijama su pokazali znacajan efekat faktora stresa
(F155=9,42; p=.0054) i strane tela (F(1.55=54.07; p=.0000017). Takode, analiza je

pokazala i interakciju izmedu stresa i strane tela (F(155=4.41; p=.046) kao i
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interakciju izmedu tretmana i strane tela (F(155=18.65; p=.00025). Dvofaktorijalna
analiza varijansi rezultata nivoa iRNK za TH leve stelatne ganglije nije pokazala ni
efekat hroni¢ne izolacije ni tretmana OXT. Analiza rezultata nivoa iRNK za TH
desne stelatne ganglije je pokazala znacCajan efekat stresa (F(1.27=19,45;
p=.00084) i tretmana (F(1.27)=26.70; p=.00023). Post-hoc analiza je pokazala efekat
stresa u vidu uvecanja nivoa iRNK za 28% u grupi hronicno izolovanih Zivotinja
(p=.0043, Tukey test). Tretman OXT je doveo do smanjenja iRNK za TH u grupi
hronicno izolovanih Zivotinja (26%, p=.021, Tukey test) (Slika 13a.).

Trofaktorijalna analiza varijansi rezultata nivoa TH proteina u stelatnim
ganglijama je pokazala znacajan efekat stresa (F(1.55=28.84; p=.000066) i znacajnu
interakciji izmedu stresa, tretmana i strane tela (F(1.55=15,29; p=.00041). Two-way
ANOVA analiza rezultata leve stelatne ganglije pokazala je efekat faktora stresa
(F(1.27)=4.82; p=.048) kao i znacajnu interakciju izmedu faktora stresa i tretmana
(F1.27)=9.39; p=.0098). Dalja analiza izmedu grupa je pokazala smanjenje nivoa TH
proteina za 46% u grupi socijalno izolovanih Zivotinja u odnosu na kontrolnu
grupu (p=.014, Tukey test). Rezultati dvofaktorijalne analize varijansi nivoa TH
proteina desne stelatne ganglije je pokazala znacajnu interakciju izmedu faktora
stresa i tretmana (F(1.27)=13.57; p=.017). Hronicna izolacija je dovela do povecanja
nivoa TH proteina za 43% (p=.031, Tukey test). Tretman OXT je doveo do
smanjenja nivoa TH proteina za 45% u grupi stresiranih Zivotinja u desnoj

stelatnoj gangliji (p=.024, Tukey test). (Slika 13b.).
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Slika 14. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina NET u
levoj i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 7 pacova. Statisticka

znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Trofaktorijalna analiza varijansi rezultata prikazanih na Slici 14a., nivoa
iRNK za NET u stelatnim ganglijama, pokazala je znacajan efekat strane tela
(F(155=69.66; p=6,6x10-7), znacajnu interakciju stresa i strane tela (F(155=24.19;
p=.000095) kao i znacajnu interakciju izmedu sva tri faktora (stres, tretman i
strana tela) (F(155=5.55; p=.039). Two-way ANOVA analiza rezultata iRNK za NET
u levoj stelatnoj gangliji je otkrila znacajnost faktora stresa (F(1.27)=12.37; p=.0065)
i faktora tretmana (F(1.27)=6.13; p=.035). Nivoi iRNK za NET u levoj stelatnoj
gangliji su smanjeni za 58% kao posledica socijalne izolacije (p=.014, Tukey test).
Tretman OXT u grupi hroni¢no izolovanih Zivotinja doveo je do povecanja nivoa
iRNK za NET za 107% (p=.030, Tukey test). Dvofaktorijalna analiza varijansi
rezultata nivoa iRNK za NET u desnoj stelatnoj gangliji je pokazala znacajan efekat

stresa (F(127)=13.75; p=.0041). Rezultati prikazani na Slici 14a. pokazuju da je
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dugotrajni stres doveo do povecanja nivoa iRNK za NET u desnoj stelatnoj gangliji

(94%, p=.0097, Tukey test).

Three-way ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat stresa
(Fa155=14.85; p=.013) na koli¢inu NET proteina. Sa druge strane, Two-way ANOVA
analiza je utvrdila znacajan efekat faktora stresa u desnoj stelatnoj gangliji
(Fas55=8.70; p=.037). Efekat stresa hroni¢ne izolacije se ogleda u statisticki
znacajnom povecanju nivoa NET proteina za 30% u odnosu kontrolu (p=.041,

Tukey test) (Slika 14b.).
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Slika 15. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina VMAT2 u
levoj i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 7 pacova. Statisticka

znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija.

Rezultati nivoa iRNK za VMAT2 i VMAT2 proteina kao posledica dejstva
hroni¢nog tretmana OXT u levoj i desnoj stelatnoj gangliji kod nestresiranih

kontrola i hroni¢no izolovanih Zivotinja su prikazani na Slici 15. Kada govorimo o
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rezultatima nivoa iRNK za VMATZ2, analizom je jedino primeceno znacajno
smanjenje nivoa vrednosti iRNK u levoj stelatnoj gangliji kao posledica hroni¢ne
izolacije izmedu grupa koje su primale placebo (35%, p=.047, Tukey test). U desnoj
stelatnoj gangliji nije bilo znacCajnih promena nivoa iRNK za VMAT?2 kao posledica

hroni¢nog stresa i/ili tretmana OXT (Slika 15a.).

Three-way ANOVA analiza promena nivoa VMAT2 proteina u stelatnim
ganglijama nije pokazala znacajan efekat ni hroni¢nog stresa ni tretmana OXT, kao

ni strane tela niti znacajnu interakciju medu ovim faktorima (Slika 15b.).
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4.8. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju ADR i
NA u levoj i desnoj pretkomori srca nestresiranih i pacova izlozenih

stresu hronicne izolacije
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Slika 16. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju: a) ADRib) NA u levoj i
desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. StatistiCka znacajnost:

* p<0.05, kontrola vs. izolacija.

Dejstvo hroni¢nog tretmana OXT na koncentraciju ADR u levoj i desnoj
pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih Zivotinja je prikazano
na Slici 16a. Trofaktorijalna analiza varijansi je pokazala znacajan efekat
regionalne raspodele (F(1.43)=7.96; p=.0094) pokazuju¢i da su koli¢ine ADR vece u
desnoj pretkomori. Two-way ANOVA rezultata u levoj srcanoj pretkomori nije
pokazala znacajan efekat stresa hronicne izolacije i tretmana OXT. Znacajnosti nije

bilo ni u desnoj sr¢anoj pretkomori.

Analiza rezultata koncentracije NA u levoj i desnoj sr¢anoj pretkomori,

prikazana je na Slici 16b. Three-way Anova je pokazala znacajan efekat regionalne
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distribucije (F(147=6.86; p=.013). Dvofaktorijalna analiza varijansi rezultata leve
srCane pretkomore je pokazala znacajnu interakciju stresa i tretmana (F(1.23)=4.97;
p=.042). Stres hroni¢ne socijalne izolacije doveo je do statisticki znacajnog

povecanja koncentracija NA u levoj pretkomori (106%, p=.021, Tukey test).

4.9. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na relativhu ekspresiju
gena za TH, NET i VMAT2 u levoj i desnoj pretkomori srca

nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 17. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina TH u levoj i
desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

* p<0.05, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Three-way ANOVA analiza rezultata iRNK za TH u levoj i desnoj
pretkomori, predstavljenih na Slici 17a., pokazuje znacajan efekat tretmana
(F147n=40.19; p=2.8x10-%) i znacajnu interakciju stresa i dela srca (F1.47)=36.12;

p=5.7x10%) kao i interakciju stresa, tretmana i regiona srca (F(1.47=24.85;
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p=3,4x10-5). Dalja analiza rezultata iRNK za TH u levoj srcanoj pretkomori je
pokazala znacajan efekat stresa (F(123)= 6.75; p=.022) i tretmana (F(1.23= 6.75;
p=.022). Post-hoc analiza je pokazala statisticki znac¢ajano smanjenje iRNK za TH
za 55% u grupi hroni¢no izolovanih Zivotinja u odnosu na kontrolne (p=.036,
Tukey test). Tretman OXT doveo je do statistiCki znacajnog smanjenja nivoa iRNK
za TH u levoj pretkomori kontrolne grupe (70%, p=.017, Tukey test) i u grupi
socijalno izolovanih Zivotinja (45%, p=.047, Tukey test). Sa druge strane, Two-way
ANOVA analiza rezultata nivoa iRNK za TH u desnoj pretkomori pokazala je
znacajan efekat stresa (F(123= 30.19; p=.00035) i tretmana (F.23= 26.16;
p=.00063) kao i interakciju izmedu stresa i tretmana (F(1.23)= 6.75; p=.022). Stres
hroni¢ne socijalne izolacije je pokazao znacajan efekat u vidu povecanja nivoa
iRNK za TH za 345% (p=.014, Tukey test). Tretman OXT je pokazao efekat u grupi
socijalno izolovanih Zivotinja u vidu smanjenja nivoa iRNK za TH (81%, p=.0041,

Tukey test).

Dejstvo hroni¢nog tretmana OXT na nivo TH proteina u levoj i desnoj
pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih Zivotinja je prikazano
na Slici 17b. Trofaktorijalna analiza varijansi rezultata je pokazala statisticki
znacajan efekat stresa (F(1.47)= 4.86; p=.037) i znacajnu interakciju izmedu stresa i
tretmana (F(1.47)= 7.42; p=.018), stresa i dela srca (F(1.47)= 6.07; p=.021) i tretmana i
dela srca (F1.47)= 17.08; p=3.78 x10-4). Two-way ANOVA analiza rezultata nivoa TH
proteina u levoj pretkomori je pokazala znacajan efekat tretmana (F(1.23)= 6,27;
p=.039). Utvrden je znacajan efekat tretmana OXT u vidu smanjenja nivoa TH
proteina u kontrolnoj grupi (18%, p=.043, Tukey test). U desnoj pretkomori je
pokazano statisticki znacajno smanjenje nivoa TH proteina u grupi socijalno

izolovanih Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu (28%, p=.030, Tukey test).
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Slika 18. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina NET u
levoj i desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka

znacajnost: ** p<0.01, kontrola vs. izolacija.

Rezultati prikazani na Slici 18. pokazuju dejstvo tretmana OXT na
ekspresiju gena za NET u levoj i desnoj srcanoj pretkomori kod nestresiranih
kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Analiza rezultata iRNK za NET u levoj i

desnoj sr¢anoj pretkomori nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu grupa

(Slika 18a.)

Analiza rezultata nivoa NET proteina u levoj i desnoj pretkomori je
pokazala znacajan efekat dela srca (F147= 8.84; p=.017) i znacajnu interakciju
stresa i tretmana (F(1.47)= 25.39; p=.001). Dvofaktorijalna analiza varijansi u desnoj
sr¢anoj pretkomori je pokazala znacajan efekat stresa (F(1.23)= 17.43; p=.0012) i
interakciju stresa i tretmana (F(1.23)= 39.22; p=4.2 x10-°). Dalja analiza je pokazala

statisticki znacCajan efekat stresa u desnoj pretkomori u grupi koja je primala
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placebo u vidu povecanja nivoa NET proteina za 110% (p=.0087, Tukey test) (Slika
18b.).
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Slika 19. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina VMAT2 u
levoj i desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka

znacajnost: * p<0.05, kontrola vs. izolacija.

Na Slici 19a. predstavljeni su rezultati nivoa iRNK za VMAT2 u levoj i
desnoj pretkomori. Three-way ANOVA analiza rezultata je pokazala znacajnu
interakciju stresa i dela srca (Fpua7n= 4.66; p=.042). Dalja analiza je pokazala
statisticki znacajan efekat stresa hroni¢ne socijalne izolacije u vidu povecanja
nivoa iRNK za VMAT2 za 70% u desnoj pretkomori (p=.028, Tukey test). Nisu

primecene statisticki znacajne razlike izmedu grupa u levoj pretkomori.

Analiza rezultata nivoa VMAT2 proteina u levoj i desnoj pretkomori
graficki prikazanih na Slici 19b. pokazuje znacajan efekat stresa (F(1.47)= 8.41;
p=.0019), efekat tretmana (F(1.47= 12.65; p=.0074) i efekta dela srca (F1.47= 14.79;

p=.0049). Two-way ANOVA analiza rezultata nivoa proteina u levoj pretkomori je
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pokazao znacajan efekat tretmana (F(1.23)= 16.06; p=.016). U desnoj pretkomori je
pokazan znacajan efekat stresa (F(123)= 8.19; p=.045). Post-hoc analiza razlika
izmedu grupa je pokazala statistiCki znacajno uvecanje nivoa proteina VMAT2 u
desnoj pretkomori u grupi socijalno izolovanih Zivotinja za 70% u odnosu na

kontrolnu grupu (p=.012, Tukey test).

4.10. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na relativnu ekspresiju
gena za f33-AR i Mz MR u levoj i desnoj pretkomori srca nestresiranih i

pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 20. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina $3-AR u
levoj i desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka

znacajnost: ##p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Na Slici 20. graficki je prikazan efekat stresa i tretmana OXT na nivo

ekspresije gena za 33-AR u levoj i desnoj pretkomori. Analiza rezultata nivoa iRNK
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za 33-AR u levoj i desnoj srcanoj pretkomori nije pokazala znacajan efekat nijednog

ispitivanog faktora kao ni znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (Slika 20a.).

Three-way ANOVA analiza rezultata nivoa (33-AR proteina u levoj i
desnoj pretkomori, predstavljenih na Slici 20b., pokazuje znacajan efekat tretmana
(F(ra7= 45.66; p=.00014) kao i znacajnu interakciju izmedu stresa i tretmana
(Faan= 21.46; p=.0017). Two-way ANOVA analiza pokazuje znacajan efekat
tretmana u levoj (F123= 31.12; p=.0005) i u desnoj pretkomori (F(.23)= 19.79;
p=.011) kao i interakciju izmedu stresa i tretmana u levoj (F(1.23= 10.66; p=.031) i
u desnoj pretkomori (F1.23= 11.62; p=.027). Dalja analiza je pokazala znacajano
povecanje nivoa 3-AR proteina u levoj pretkomori za 145% (p=.004, Tukey test) i
u desnoj pretkomori za 195% (p=.0095, Tukey test) u grupi socijalno izolovanih

Zivotinja koje su primale OXT u odnosu na Zivotinje koje su primale placebo.
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Slika 21. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina M, MR u
levoj i desnoj pretkomori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka
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znacajnost: * p<0.05, ** p<0.01, kontrola vs. izolacija; #p<0.05, ###p<0.001 placebo vs.

oksitocin.

Analiza rezultata nivoa iRNK za Mz MR u pretkomorama, predstavljenih
na Slici 21a., je pokazala znacajan efekat stresa (F(1.47y= 11.15; p=.0011) i tretmana
(Fra7= 54.16; p=9.85x10-) i interakciju izmedu ova dva faktora (F47= 21.17;
p=.00011). Two-way ANOVA analiza rezultata u levoj pretkomori je pokazala
znacajan efekat stresa (F(1.23)= 7.86; p=.013) i tretmana (F(1.23)= 44.72; p=7.26x10-
6) i interakciju stresa i tretmana (F(123= 9.74; p=.00097). Analiza u desnoj
pretkomori je pokazala efekat stresa (F(1.23)= 6.04; p=.025) i tretmana (F(1.23)=
35.65; p=5.25x10-5) i interakciju stresa i tretmana (F(1.23)= 10.15; p=.00037). Dalja
post-hoc analiza rezultata u levoj i desnoj pretkomori je pokazala znacajan efekat
stresa u vidu povecanja za 52% u levoj (p=.0017, Tukey test) i za 64% u desnoj
(p=.026, Tukey test) u odnosu na kontrolnu grupu. Tretman OXT je pokazao
znacajan efekat u grupi socijalno izolovanih Zivotinja u vidu smanjenja nivoa iRNK
M2 MR za 54 % u levoj pretkomori (p=.00012, Tukey test) i smanjenja za 40% u
desnoj pretkomori (p=.017, Tukey test).

Trofaktorijalna analiza varijansi rezultata nivoa proteina M; MR u
pretkomorama je pokazala znacajan efekat stresa (F(147= 40.05; p=.00023),
tretmana (F1.47= 82.50; p=1.73x10-) i dela srca (F1.47)= 15.42; p=.0044) kao i
znacajnu interakciju stresa i tretmana (F(147)= 11.04; p=.010). Analiza rezultata
leve pretkomore je pokazala znacajan efekat tretmana (F(123)= 17.89; p=.013) i
znacajnu interakciju izmedu stresa i tretmana (F(1.23)= 8.70; p=.041). Dalja analiza
je pokazala statisticki znacajan efekat stresa socijalne izolacije u grupi koja je
primala placebo u vidu poveéanja nivoa proteina M2 MR u levoj pretkomori (85%,
p=.048, Tukey test). Tretman OXT je doveo do znacajnog povecanja nivoa proteina
M2 MR u levoj pretkomori u kontrolnoj grupi (128%, p=.046, Tukey test). Two-way
ANOVA analiza rezultata desne pretkomore je pokazala znacajan efekat stresa
(F1.23)= 67.89; p=.0012), tretmana (F(1.23)= 93.13; p=.00038) i znacajnu interakciju
izmedu stresa i tretmana (F(1.23= 32.74; p=.0037). Post-hoc analiza je pokazala
statisticki znacajno povecanje nivoa proteina Mz MR za 179% u desnoj pretkomori

kod socijalno izolovanih Zivotinja koje su primale placebo u odnosu na kontrolu.
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Tretman OXT je i u desnoj pretkomori doveo do znacajnog povecanja nivoa

proteina Mz MR u kontrolnoj grupi (134%, p=.011, Tukey test) (Slika 21b).

4.11. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju ADR i
NA u levoj i desnoj komori srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu

hronicne izolacije
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Slika 22. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju: a) ADRib) NA u levoj i
desnoj komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

*p<0.05, kontrola vs. izolacija.

Na Slici 22. su prikazani rezultati nivoa kateholamina u levoj i desnoj
komori kod kontrolnih i izolovanih pacova tretiranih placebom i OXT. Rezultati
koncentracije ADR u levoj i desnoj komori nisu pokazali znacajan efekat nijednog

posmatranog faktora (Slika 22a.).

Two-way ANOVA analiza rezultata kolicine NA u levoj sr€anoj komori je

pokazala znacajan efekat stresa (F(1.23=7.24; p=.018). Naknadna analiza je
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pokazala statisticki znacajno povecanje za 41% u grupi socijalno izolovanih
Zivotinja koje su primale placebo u odnosu na kontrolu ( p=.048, Tukey test). U

desnoj komori nisu uocene znacajne razlike izmedu grupa u kolicini NA u tkivu

(Slika 22b.).

4.12. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na relativnu ekspresiju
gena za TH, NET i VMAT2 u levoj i desnoj komori srca nestresiranih i

pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 23. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina TH u levoj i
desnoj komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

* p<0.05, ** p<0.01 kontrola vs. izolacija; #p<0.05, #p<0.05 placebo vs. oksitocin.

Graficki prikaz rezultata relativne ekspresije gena za TH enzima u levoj i
desnoj komori prikazan je na Slici 23. Three-way ANOVA rezultata nivoa iRNK za
TH u komorama pokazuje znacajan efekat strane srca (Fu4n= 13,60; p=.0011) i

znacajnu interakciju izmedu stresa i tretmana (F4n= 9,78; p=.0044) i izmedu
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stresa, tretmana i strane srca (F147)= 17.79; p=.00028). Dalja analize rezultata
nivoa iRNK za TH u levoj komori nije pokazala znacajan efekat stresa i tretmana.
Two-way ANOVA analiza rezultata nivoa iRNK za TH u desnoj komori je pokazala
znacajnu interakciju stresa i tretmana (F(1.23)= 16,60; p=.0013). Naknadna analiza
rezultata u desnoj komori je pokazala statistic¢ki znacajan efekat stresa u grupi koja
je primala placebo u vidu povecanja nivoa iRNK za TH za 510% (p=.0016, Tukey
test). Tretman OXT je pokazao efekat u vidu statisticki znaCajnog povecanja iRNK
za TH u kontrolnoj grupi (220%, p=.0053, Tukey test). Tretman OXT je doveo i do
statisticki znacajnog smanjenja za 57% nivoa iRNK za TH u grupi socijalno

izolovanih Zivotinja (p=.015, Tukey test) (Slika 23a.).

Analiza rezultata nivoa TH proteina u levoj i desnoj sr¢anoj komori,
predstavljenih na Slici 23b., je pokazala znacajan efekat stresa (F(147)= 7.64;
p=.024), tretmana (F1.47)= 8.11; p=.021) i strane (F(1.47= 82.78; p=1.17x10-%) kao i
znacajnu interakciju stresa i tretmana (F(1.47)= 24.09; p=.00012) i tretmana i strane
srca (Fe147)= 28.30; p=.00071). Dvofaktorijalna analiza rezultata u levoj komori
pokazala je znacajan efekat tretmana (F(1.23)= 82.23; p=.00082) i interakciju
izmedu stresa i tretmana (F(1.23)= 40.31; p=.0032). Post-hoc analiza rezultata leve
komore je pokazala statisticki znacajan efekat stresa u grupi koja je primala
placebo u vidu povecanja nivoa TH proteina za 40% (p=.039, Tukey test). Tretman
OXT je doveo do znacajnog povecanja nivoa vrednosti TH proteina u kontrolnoj
grupi (72%, p=.011, Tukey test). Analiza rezultata u desnoj komori je pokazala
znacajnu interakciju izmedu stresa i tretmana (F(127)= 11.23; p=.029). Socijalna
izolacija je dovela do statisticki znaCajnog povecanja nivoa TH proteina za 73% u

grupi koja je primala placebo (p=.042, Tukey test).
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Slika 24. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina NET u
levoj i desnoj komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

#p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Rezultati nivoa iRNK za NET u levoj i desnoj sréanoj komori su
predstavljeni na Slici 24a. Analiza rezultata u levoj i desnoj komori nije pokazala

efekat stresa niti tretmana OXT.

Three-way ANOVA analiza rezultata vrednosti NET proteina u komorama
je pokazala znacajan efekat tretmana (F(1.47)= 6.16; p=.037) i strane (F(1.47)= 94.65;
p=1.04x10-°) kao i znacajnu interakciju izmedu tretmana i strane (F1.47= 12.20;
p=.0082). Two-way ANOVA analiza rezultata u levoj komori je pokazala znacajan
efekat tretmana (F1.23)= 11.74; p=.027). Daljom analizom rezultata u levoj komori
je pokazano statisticki znacajno povecanje u grupi socijalno izolovanih Zivotinja
koja je primala OXT u odnosu na grupu koja je primala placebo (53%, p=.042,
Tukey test). U desnoj komori nisu pokazane znacajne razlike izmedu grupa (Slika

24b).
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Slika 25. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina VMAT2 u
levoj i desnoj komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

#p<0.05, placebo vs. oksitocin.

Na Slici 25a. je prikazan nivo iRNK za VMAT2 u levoj i desnoj komori.
Analiza ovih rezultata nije pokazala znacajan efekat nijednog ispitivanog faktora a

nije pokazana ni znacajna razlika izmedu grupa u levoj i desnoj komori.

Analiza rezultata nivoa VMAT?2 proteina u levoj i desnoj komori, graficki
prikazanih na slici 25b., utvrdila je znacajan efekat tretmana (F(147= 13.30;
p=.0067) i strane srca (F147= 109.51; p=4.36x10-%) kao i znacajne interakcije
izmedu stresa i tretmana (F(1.47)= 13.30; p=.0067) i tretmana i strane srca (F(1.47)=
75.70; p=2.37x10-°). Two-way ANOVA analiza rezultata je pokazala znacajan efekat
tretmana u levoj komori (F(1.23)= 43.56; p=.0027) i u desnoj komori (F(1.23= 50.20;
p=.0021). Dalja analiza rezulata u levoj komori je pokazala efekat tretmana OXT u
vidu povecanja nivoa VMAT2 proteina za 66% u kontrolnoj grupi (p=.013, Tukey

test). U desnoj komori naknadna analiza je pokazala efekat tretmana OXT u vidu
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smanjenja nivoa proteina kako u kontrolnoj grupi (15%, p=.049, Tukey test) tako i

u grupi socijalno izolovanih Zivotinja (27%, p=.030, Tukey test).

4.13. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo proteina 33-AR i
relativnu ekspresiju gena za M2 MR u levoj i desnoj komori srca

nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije
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Slika 26. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo (33-AR proteina u levoj i desnoj
komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost: * p<0.05,

kontrola vs. izolacija; #p<0.05, ##p<0.05 placebo vs. oksitocin.

Rezultati nivoa iRNK za 33-AR nisu dobijeni jer ni u jednom uzorku u

okviru kontrolne grupe nije doslo do ekspresije iRNK za [33-AR.

Na Slici 26. predstavljeni su rezulatati nivoa proteina 33-AR u levoj i
desnoj komori. Three-way ANOVA analiza rezultata vrednosti 33-AR proteina u
komorama je pokazala znacajan efekat stresa (F(147= 7.69; p=.024) i tretmana
(Faran= 7.63; p=.025) i znacajnu interakciju izmedu stresa i strane srca (F(1.47)=
7.78; p=.023) i interakciju izmedu stresa, tretmana i strane srca (F.47= 12.19;
p=.0071). Two-way ANOVA analiza rezultata nivoa [33-AR u levoj komori je
pokazala znacajan efekat stresa (F(1.23)= 16.01; p=.016) i tretmana (F(1.23)= 10.03;
p=.0021). Dalja analiza rezultata u levoj komori je pokazala statisticki znacajno

smanjenje nivoa proteina u grupi socijalno izolovanih Zivotinja koje su primale
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OXT u odnosu na kontrole koje su primale OXT (34%, p=.037, Tukey test) kao i u
odnosu na socijalno izolovane Zivotinje koje su primale placebo (32%, p=.038,
Tukey test). U desnoj komori je pokazano statisticki znacajno smanjenje nivoa 33-

AR proteina za 27% kao posledica tretmana OXT u kontrolnoj grupi (p=.0036,

Tukey test).
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Slika 27. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo: a) iRNK i b) proteina M, MR u
levoj i desnoj komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacajnost:

* p<0.05, kontrola vs. izolacija.

Na Slici 27. su prikazani rezultati nivoa ekspresije gena za M MR u
levoj i desnoj komori. Trofaktorijalna analiza varijansi rezultata nivoa M MR iRNK
je pokazala znacajan efekat strane srca (Fg147= 10.35; p=.0028). Dalja analiza
rezultata u levoj komori je pokazala znacajnu interakciju stresa i tretmana (F(1.23)=
8.25; p=.011). Post-hoc analiza rezultata je pokazala statisticki znacajno smanjenje
nivoa iRNK za 48% u grupi socijalno izolovanih Zivotinja koje su primale placebo u

odnosu na kontrolu (p=.047, Tukey test). Tretman OXT je doveo do znacajnog
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povecanja za 82% u grupi socijalno izolovanih Zivotinja (p=.020, Tukey test) (Slika

27a.)

Analiza rezultata nivoa M; MR proteina u levoj i desnoj komori
pokazala je znacajan efekat strane (F(i47= 43,87; p=.00017) kao i interakciju
izmedu tretmana i strane srca (F47= 10,86; p=.011). Analiza rezultata izmedu
grupa je pokazala znacajan efekat tretmana OXT u vidu poveéanja nivoa M, MR
proteina za 25% u grupi socijalno izolovanih Zivotinja u levoj komori (p=.031,

Tukey test) (Slika 27b.).

4.14. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo proteina iNOS u
levoj i desnoj komori srca nestresiranih i pacova izloZzenih stresu

hronicne izolacije
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Slika 28. Efekat hroni¢nog tretmana oksitocinom na nivo iNOS proteina u levoj i desnoj
komori kod nestresiranih kontrola i hroni¢no izolovanih pacova. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SEM za uzorak od 6 pacova. Statisticka znacCajnost: * p<0.05,

kontrola vs. izolacija.

Na Slici 28. su predstavljeni rezultati nivoa iNOS proteina u levoj i
desnoj srcanoj komori. Three-way ANOVA analiza je pokazala znacajan efekat
strane srca (F1.47)= 119,48; p=4.35x10-%) kao i znacajnu interakciju izmedu stresa i
strane srca (F147= 21,07; p=.0018). Dvofaktorijalna analiza varijansi rezultata u

levoj komori je pokazala znacajan efekat stresa (F(1.23= 14.39; p=.0019). Dalja
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analiza u levoj komori je pokazala statisticki znacajno povecanje nivoa iNOS
proteina za 75% u socijalno izolovanoj grupi Zivotinja koja je primala placebo u
odnosu na kontrolnu grupu (p=.026, Tukey test). U desnoj komori nisu utvrdene

statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa.

4.15. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na histoloske
parametre u levoj i desnoj komori srca nestresiranih i pacova izloZzenih

stresu hronicne izolacije

A - ' B

14,51
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Slika 29. Reprezentativne fotografije preseka sréanog misi¢nog tkiva zida leve komore. A)
kontrolna grupa + placebo(n=200) B) socijalna izolacija + placebo (n=200) C) kontrolna

grupa + oksitocin (n=200) D) socijalna izolacija + oksitocin (n=220), H/E, uvelicanje 400x

Analiza rezultata veli¢ine kardiomiocita u levoj i desnoj komori srca je
pokazala da postoji statisticki znacajno povecanje od 11% u velicini kardiomiocita
u grupi socijalno izolovanih Zivotinja u odnosu na kontrolu u levoj komori (p=.037,

Tukey test). Tretman OXT je doveo do znacajnog smanjenja za 9% u precniku



kardiomiocita u grupi socijalno izolovanih Zivotinja u zidu leve sr¢ane komore
(p=.035, Tukey test) (Slika 29.). U desnoj komori srca nisu uocene znacajne razlike

izmedu grupa.

Pracena je i koliCina kolagenih vlakana u vancelijskom matriksu u

levoj i desnoj komori. Analiza ovih rezultata nije pokazala znacajne razlike izmedu

grupa.
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V DISKUSIJA



5.1. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na parametre u
testu otvorenog polja kod nestresiranih i pacova izloZenih stresu

hronicne izolacije

Originalno razvijen kao test za pratenje promena u ponasanju kod
pacova, nastalih kao posledica emocionalnih promena (Hall, 1934), test otvorenog
polja omogucava jedinstvenu priliku za sistemsku procenu pronasanja koja se
ogleda u istrazivanju nove sredine, generalne lokomotorne aktivnosti i pruza
inicijalne podatke o anksioznom ponasanju kod glodara. Lokomotorna aktivnost u
novoj, nepoznatoj sredini se moZe posmatrati kao parametar promena u ponasanju
u odgovoru organizma na stres (Gray, 1987). Promena aktivnosti u testu otvorenog
polja je oblik kompleksnog ponaSanja, koja s jedne strane ukljuCuje neofobiju,
strah od nove, nepoznate sredine, a sa druge pojacanu aktivnost kao posledicu
uzbudenja zivotinje i Zelje za istrazivanjem. Stoga, povecana ali i smanjena
lokomotorna aktivnost mogu biti indikatori stanja straha ili anksioznosti kod

Zivotinja (Archer, 1973).

Nasi rezultati su pokazali da je socijalna izolacija u trajanju od 12
nedelja imala efekat samo na jedan parametar lokomotorne aktivnosti koji smo
pratili na testu otvorenog polja, dok u svim ostalim ispitivanim parametrima efekta
nije bilo. Hroni¢ni stres socijalne izolacije je doveo do statisticki znacajnog
povecanja ucestalosti spontanih promena pravca kretanja u odnosu na kontrolnu
grupu, dok je lokomotorna aktivnost nepromenjena. Weiss i sar. (2004) su u svom
eksperimentu izlagali pacove oba pola stresu socijalne izolacije u trajanju od 13
nedelja. Oni su, analogno nasim rezultatima, pokazali da posle 13 nedelja socijalne
izolacije nije doSlo do promene u lokomotornoj aktivnosti ni kod muzjaka ni kod
Zenki pacova. Duncko i sar. (2001) su utvrdili da hroni¢ni blagi nepredvidivi stres
takode, nema uticaja na ukupnu lokomotornu aktivnost u testu otvorenog polja.
Nasuprot ovim rezultatima, Liu i sar. (2013) su pokazali da socijalna izolacija u
trajanju od 21 dan dovodi do znacajnog smanjena lokomotorne aktivnosti koja se
ogleda u smanjenju ukupno predene razdaljine kod socijalno izolovanih Zivotinja.

Osim toga, ve¢i broj studija je pokazalo povecanu lokomotornu aktivnost kod
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socijalno izolovanih Wistar pacova u uslovima nove sredine (Garzon i Del Rio,
1981, Domeney i Feldon, 1998, Weiss i sar., 2000). Moramo imati u vidu da
metodoloske razlike, kao Sto je sam protokol socijalne izolacije ili okruZenje u
kojem se test izvodi (Einon i Morgan, 1976), mogu da budu razlog neslaganja
nasih rezultata o efektu stresa socijalne izolacije na lokomotornu aktivnost

Zivotinja u odnosu na one koji su prisutni u literaturi.

Tretman OXT u naSem eksperimentu dovodi do znacajnog smanjenja
duZine predenog puta u grupi hroni¢no izolovanih Zivotinja u odnosu na grupu
koja je primala placebo. U kontrolnoj grupi Zivotinja OXT nije uticao na
lokomotornu aktivnost. Studija u kojoj se C57BL/6] miSevi hroni¢no izlazu
tretmanu OXT (0.15 i 0.30 IU) intranazalno, takode pokazuje da dolazi do
smanjenja ukupno predene razdaljine u testu otvorenog polja (Huang i sar., 2014).
Uvnas-Moberg i sar. (1994) su u svom eksperimentu ispitivali vezu izmedu doze
OXT i spontane motorne aktivnosti u testu otvorenog polja. Kod pacova tretiranih
sa manjim dozama OXT (1-4 pg/kg, s.c) pokazano je smanjenje lokomotorne
aktivnosti na periferiji testa otvorenog polja ali je ukupna lokomotorna aktivnost
ostala nepromenjena, dok vece doze OXT (250-1000 pg/kg, s.c) pokazuju sedativni
efekat koji se ogleda u smanjenju lokomotorne aktivnosti. Do sli¢nih zakljucaka o
vezi doze i lokomotorne aktivnosti dosli su i Klenerova i sar. (2009). Oni su
pokazali da manja doza od 0.3 mg/kg, i.p. ima pozitivan efekat na hipolokomociju
indukovanu stresom, dok doza od 1 mg/kg, ip. vodi daljem smanjenju
lokomotorne aktivnosti kod stresiranih zivotinja. Ove studije potvrduju da dejstvo

OXT na lokomotornu aktivnost u mnogome zavisi od doze leka i trajanja tretmana.

Socijalna izolacija se u brojnim studijama pokazala kao model koji
indukuje anksiozno ponasSanje (Jankowska i sar., 1991, Hall i sar., 2000, Weiss i
sar., 2000). Sa druge strane je pokazano da OXT dovodi do smanjenja promena u
ponasanju kao reakcije na stres kako kod muzjaka tako i kod Zenki i ovaj efekat
OXT u literaturi se tumaci kao anksioliti¢ki efekat OXT (Uvnas-Moberg i sar., 1994,
Windle i sar., 1997, Windle i sar., 2006, Waldherr i Neumann, 2007). Znacajno
povectanje ucestalosti spontanih promena pravca kretanja nakon 12 nedelja

socijalne izolacije, koji su dobijeni u nasoj studiji, mogu biti posmatrani kao
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odgovor Zivotinje na novu veliku sredinu u kojoj se test izvodi i pokazatelj stepena
anksioznosti. Tretman OXT je u naSoj studiji izazvao smanjenje ucestalosti
spontanih promena pravca kretanja u grupi socijalno izolovanih Zivotinja. Ako
imamo u vidu ve¢ recCeno, da se povecanje uCestalosti posmatranog parametra
uzima kao pokazatelj anksioznosti, onda ovo smanjenje ucestalosti spontanih
promena pravca kretanja ukazuje da je OXT ispoljio blagi anksioliticki efekat u
grupi socijalno izolovanih Zivotinja. Jedan od bitnih parametara koji ukazuje na
anksiozno ponasSanje je i vreme provedeno na periferiji otvorenog polja. U situaciji
kada se nadu u novoj sredini, glodari spontano viSe vremena provode na periferiji
novog prostora blizu zidova aparature u odnosu na vreme provedeno u
centralnom delu polja za testiranje. Ovaj oblik ponasSanja se naziva trigmotaksija.
Povecanje vremena provedenog u centralnom delu odnosno smanjenje vremena
provedenog na periferiji u odnosnu na ukupno vreme trajanja testa je indikator
anksiolitickog efekta tretmana (Prut i Belzung, 2003). Pored ovog parametra i
povecanje broja prelazaka preko centra ukazuje na anksioliticki efekat tretmana.
Socijalna izolacija u trajanju od 12 nedelja kao i hroni¢ni tretman OXT nisu doveli
do znacajnih promena u vremenu provedenom na periferiji kao i u broju prelaska
preko centra. Do sli¢nih rezultata dosli su Bales i sar. (2013) koji su pokazali da
hroni¢ni tretman OXT u tri razliCite doze ne dovodi do promene u vremenu

provedenom na periferiji/centru u odnosu na kontrolnu grupu.

Rezultati naSe studije pokazali su diskretne promene u ponaSanju
Zivotinja koje su bile dugotrajno izloZene izolaciji. Osim toga, potvrdeno je da OXT
pozitivno deluje na ponaSanje Zivotinja, smanjuju¢i uocene znake anksioznosti.

Nasi rezultati su tako potvrdili anksioliticko dejstvo oksitocina.

86 | Diskusija



5.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na telesnu teZinu
Zivotinja, apsolutne i relativne teZine leve i desne nadbubreZne
Zlezde i srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne

izolacije

Dobijeni rezultati pokazuju da hroni¢na socijalna izolacija kao i tretman
OXT nema efekat na telesnu tezinu pacova. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima
Cruz i sar. (2016) koji su pokazali da tronedeljna izolacija nema efekta na telesnu
teZinu odraslih muZjaka pacova, za razliku od onih u adolescentskom uzrastu.
Thorsell i sar. (2006) su takode, nasli da socijalna izolacija u trajanju od 12 nedelja
nema efekat na telesnu teZinu pacova i da ne postoji interakcija izmedu protoka
vremena u izolaciji i uslova odgajanja. Sa druge strane kada govorimo o tretmanu
OXT danas je jasno da postoji viSe nac¢ina na koji OXT, bilo da se daje periferno ili
centralno, moZe da uti¢e na telesnu teZinu, uglavnom kroz smanjeni unos hrane,
povecanjem troSenja energije i lipolizom. U svetlu otkri¢a da se OXT sintetiSe u
gastrointestinalnom traktu i zapaZanja da periferna administracija OXT mozZe
stimulisati oslobadanje OXT u CNS (Blevins i Ho, 2013), svakako su potrebne
dodatne studije koje bi pokazale znacaj perifernog OXT u energetskom balansu.
Huang i sar. (2014) su pokazali da hronicno intranazalno davanje OXT u duZzini od
21 dan nema efekat na telesnu teZinu Zivotinje. Sama duZina tretmana je veoma
bitna u pogledu dejstva OXT na telesnu teZinu Zivotinja jer su Maejima i sar. (2011)
pokazali da periferalni tretman OXT (s.c.) ima efekat na redukciju telesne tezine

Zivotinje u prvih 6 dana tretmana, dok se taj efekat kasnije gubi.

Rezultati naSeg eksperimenta nisu pokazali nikakve znacCajne promene
apsolutnih teZina leve i desne nadbubrZne Zlezde kao posledicu izlaganja socijalnoj
izolaciji u toku 12 nedelja kao ni tretmana OXT u trajanju od 14 dana. Sa druge
strane, do promena je doslo ako posmatramo relativnu teZinu nadbubreZnih Zlezdi
koja predstavlja odnos izmedu apsolutne teZine Zlezde i telesne teZine Zivotinje.
Utvrdeno je postojanje asimetrije u teZinama nadbubreZnih Zlezda, pa je tako kod
Coveka desna nesto veca, dok je kod pacova leva neznatno veca od desne

nadbubreZzne Zlezde (Gerendai i Halasz, 1997). Efekat socijalne izolacije na
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relativnu tezinu Zlezde je izraZen u sluc¢aju desne nadbubrzne Zlezde, dok je efekta
tretmana OXT izraZen u slucaju leve nadbubreZne Zlezde. Desna Zlezda je pokazala
znacajno povecanje u relativnoj tezini kao posledica izolacije za razliku od leve
nadbubrezne Zlezde. Za razliku od naSih rezultata, Weiss i sar. (2004) nisu dobili
nikakve promene u relativnim teZinama nadbubreZne Zlezde u uslovima socijalne
izolacije u trajanju od 13 nedelja. leraci i sar. (2016) su potvrdili asimetriju u
teZinama izmedu leve i desne nadbubreZne Zlezde na pocetku socijalne izolacije,
dok socijalna izolacija nije imala znacajan efekat na teZinu nadbubreZne Zlezde ni
sa jedne strane. Sa druge strane, Carnevali i sar. (2012) su pokazali da kod pacova
koji su bili izloZeni epizodi sukoba sa dominantnom jedinkom, a kasnije socijalno
izolovani, dolazi do znacajnog povecanja kako u apsolutnim tako i u relativnim
tezinama nadbubreZne Zlezde, odnosno dolazi do adrenalne hipertrofije
prvenstveno usled aktivacije HHA osovine ali i adrenomedularnog sistema.
Tretman OXT u trajanju od 14 dana je pokazao svoj efekat na kontrolnoj grupi
Zivotinja u levoj nadbubreZnoj Zlezdi a ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim od strane Ondrejcakova i sar. (2010). Plecas i sar. (1989), su pokazali da
tretman OXT povecava broja hromafinih Celija, kao i povecanje nivoa ADR, NA i
DOP u srzi nadbubreZzne Zlezde pacova. Na osnovu njihovih rezultata, moZemo
pretpostaviti da je povecanje relativne teZine nadbubreZnih Zlezda posledica
povecanja broja Celija u srzi nadbubreZne Zlezde, pri ¢emu ne moZemo iskljuciti

mogucnost da je povecanje nastalo i usled promena u kori nadbubrezne Zlezde.

Nasi rezultati su pokazali da hronicna socijalna izolacija nije imala
efekat na apsolutne kao i na relativne teZine srca. Sli¢ni rezultati su predstavljeni i
od strane Kop i sar. (2015) i Cruz i sar. (2016) koji su pokazali da socijalna izolacija
u trajanju od 17 nedelja u prvom slucaju, odnosno 3 nedelje u drugom slucaju ne
dovodi do promena kako u apsolutnim tako i u relativnim teZinama pretkomora i
komora izmedu kontrolnih i socijalno izolovanih Zivotinja. Tretman OXT nije uticao
na apsolutne teZine dok je smanjio relativne teZina srca socijalno izolovanih

Zivotinja.
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5.3. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentraciju
kateholamina u plazmi nestresiranih i pacova izloZenih stresu

hronicne izolacije

[zlaganje socijalnoj izolaciji u trajanju od 12 nedelja dovodi do znacajnog
povecanja nivoa ADR i NA u plazmi. Poznato je da promene u sintezi KA, njihovo
preuzimanje i skladiStenje predstavljaju sastavni deo kateholaminskog
metabolizma. Koncentracija KA u plazmi zavisi kako od nivoa oslobadanja
kateholamina u krvotok tako i od nivoa njihovog uklanjanja iz krvotoka (Goldstein
i sar., 2003). Stoga povecanje nivoa koncetracije ADR a posebno NA ne ukazuje
samo na povecanu simpaticku aktivaciju ve¢ i na smanjeno uklanjanje KA iz
krvotoka koje moze dovesti do povecanja nivoa KA u plazmi. Pored toga Sto
dobijeni rezultati pokazuju znacajno povecanje koncentracije ADR i NA u plazmi
socijalno izolovanih pacova, oni mogu ukazivati da je u srzi nadbubrezne Zlezde
nivo NET, transportera odgovornog za ponovno preuzimanje oslobodenih KA,
smanjen kao posledica socijalne izolacije. Kao rezultat smanjene koli¢ine NET
dolazi do smanjenog preuzimanja KA i povecanja njihove koncentracije u
cirkulaciji. Gavrilovic i sar. (2010) su takode pokazali da socijalna izolacija u
trajanju od 12 nedelja dovodi do povecanja nivoa ADR i NA u plazmi, za razliku od
socijalne izolacije u trajanju od 21 dan koja nije uticala na promenu koli¢ine ADR i
NA u plazmi (Gavrilovic i Dronjak, 2005). Uocene razlike u nivoima KA u plazmi se
mogu najverovatnije pripisati razli¢itim duZinama trajanja psihosocijalne izolacije.
Nasi rezultati pokazuju da dvonedeljni tretman OXT kod socijalno izolovanih
pacova dovodi do statisticki znacajnog smanjenja nivoa ADR i NA u plazmi. Grewen
i Light (2011) su utvrdili da postoji obrnuta srazmera u nivoima OXT i NA u
plazmi. Veca koncentracija OXT u cirkulaciji je povezana sa niZim nivom NA u
plazmi. Merenjem nivoa KA u plazmi pre i posle tretmana OXT ustanovljeno je
smanjenje ADR za 53% i NA za 43% , Sto ukazuje da se inhibicija luenja KA od

strane OXT in vivo deSava direktno u nadbubreZnoj Zlezdi (Gibbs, 1986).
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5.4. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentracije
kateholamina i ekspresiju gena za TH, NET, VMAT2 u srzi
nadbubrezne Zlezde nestresiranih i pacova izloZzenih stresu

hronicne izolacije

Fizioloski odgovor organizma na stresni dogadaj aktivira simpato-
adrenomedularni sistem, a to podrazumeva lucenje i otpuStanje kateholamina i
glukokortikoida iz nadbubrezne Zlezde. Neuroendokrina funkcija hromafinih celija
srzi nadbubreZne Zlezde tokom stresa ogleda se u oslobadanju ADR i NA u
cirkulaciju i na taj nacin uspostavlja se fizioloSka homeostaza kao odgovor
organizma na stres. Aktivnost adrenomedularnog sistema se moZe sagledati
pracenjem sinteze kateholamina, koja zavisi od nivoa TH, prvog enzima u procesu
sinteze kateholamina, njihovog ponovnog preuzimanja nakon oslobadanja od

strane NET, kao i vezikularnog transporta i skladistenja posredstvom VMAT?2.

Prve studije koje su se bavile aktivno$¢u TH enzima u uslovima stresa
potvrduju da promene u aktivnosti TH indukovane IMO ili stresom hladnode,
rezultiraju poviSenim nivoom enzima i njegovom sintezom (Kvetnansky i sar.,
1970, Thoenen, 1970, Kvetnansky i sar., 1971). Drugi stresori takode uticu na
biosintezu kateholamina i aktivnost enzima. Kontinuirano izlaganje hladno¢i (4°C)
povecava nivo adrenalne TH. Posle nekoliko nedelja kontinuiranog izlaganju
hladno¢i, nivo TH enzima nije viSe znacajno povecan (Baruchin i sar., 1993).
Ponovljeno plivanje u vodi temperature 15°C povecava aktivnost TH u
nadbubreznoj Zlezdi (Otten i sar., 1973). Kod hroni¢nog izlaganja toploti (34°C)
zabeleZeno je smanjenje aktivnosti TH (Petrovi¢, 1980). Kada je u pitanju hroni¢ni
stres, on za razliku od akutnog stresa pokrece stalnu aktivaciju gena za TH u srzi
nadbubrezne Zlezde, Sto moze biti proces koji je odgovoran za adaptaciju u
uslovima stresa. U poredenju sa nestresiranim kontrolama pacovi koji su izlagani
stresu IMO po 2 sata u periodu od 7 dana imaju znacajno povecanje nivoa iRNK za
TH u srzi nadbubrezne Zlezde i 24 sata po prestanku izlaganja stresoru

(Kubovcakova i sar., 2004).
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Nasi rezultati pokazuju da socijalna izolacija ne dovodi do promene u
nivou ADR i NA u srZzi nadbubreZne Zlezde. Rezultati naSeg eksperimenta su
pokazali da stres hroniCne izolacije dovodi do statisticki neznaCajne promene u
nivou iRNK za TH dok je kao Sto je vec reCeno nivo TH proteina znacajno povecan
kao posledica stresa. Nivoi iRNK za NET i za VMAT2 nisu promenjeni kod socijalno
izolovanih pacova. Sa druge strane, socijalna izolacija je dovela do znacajnog
povecanja nivoa VMAT2 proteina i smanjenja nivoa NET proteina. Nedavno je
pokazano da izlaganje zivotinja blagim hroni¢nim nepredvidivim stresorima
smanjuje nivo iRNK za NET u srzi nadbubrezne Zlezde (Spasojevic i sar., 2015).
UocCeno smanjenje ekspresije ovog transportera moZe se objasniti povecanim
potrebama organizma za kateholaminima u uslovima stresa. Stoga je ponovno
preuzimanje oslobodenih KA u uslovima hroni¢ne socijalne izolacije smanjeno a
njihovo otpustanje u cirkulaciju je povecéano. Kao Sto je ve¢ receno, i nasi rezultati
su pokazali povecanje nivoa ADR i NA u plazmi Zivotinja izloZenih hronic¢noj
socijalnoj izolaciji. Primeéeno povecanje nivoa VMAT2 proteina kod hroni¢ne
socijalne izolacije je u skladu sa povecanim kapacitetom skladistenja KA kao vaZan
adaptacioni mehanizam tokom hroni¢nog stresa. Vezikularno curenje amina je
vazan mehanizam u odgovoru organizma na uslove stresa (Eisenhofer i sar., 2004).
Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Tillinger i sar. (2010) i Sabban i sar.
(2012) koji su pokazali da akutno izlaganje stresu imobilizacije i ponovljena
imobilizacija povecavaju nivo ekspresije VMAT2 u srzi nadbubreZne Zlezde. Ovi
rezultati podrzavaju hipotezu po kojoj KA iz srzi nadbubrezne Zlezde imaju

fizioloSku ulogu u odgovoru organizma na stres.

Rezultati koji se odnose na ispitivanje dejstva OXT na aktivnost srzi
nadbubrezZne Zlezde su malobrojni. Nasi rezultati su pokazali da hroni¢ni tretman
OXT u duzini od 14 dana kod nestresiranih Zivotinja dovodi do povecanja nivoa
ADR i NA u srzi nadbubreZne Zlezde, ali bez promena nivoa oslobodenih KA u
plazmi. Povecana koli¢ina kateholamina u srZi nadbubreZnih Zlezda usled tretmana
OXT ukazuje na postojanje dodatnog kapaciteta koji im omogucava oslobadanje KA
u uslovima izmenjene homeostaze. Rezultati su pokazali i da tretman OXT u

trajanju od 14 dana kod nestresiranih Zivotinja ne dovodi do promena u ekspresiji
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gena za TH i NET u srzi nadbubreZne Zlezde. Cinjenica da hroni¢ni tretman OXT ne
menja ekspresiju TH i NET sugeriSe da u uslovima smanjene simpaticke aktivnosti
OXT nema efekta na gene odgovorne za sintezu i transport kateholamina. Sa druge
strane, tretman OXT dovodi do znacCajnog povecanja nivoa VMAT2 proteina u srZzi
nadbubrezne Zlezde, dok je nivo iRNK za VMAT2 nepromenjen. Ideker i sar.
(2001), su pokazali da nivo ispitivanog proteina ne mora da bude u direktnoj
korelaciji sa nivoom iRNK, S$to ukazuje na kompleksnu relaciju izmedu
transkripcije i translacije. Slicno su i Kvetnansky i sar. (2002) primetili da se nivo
iRNK za TH kod Zivotinja izloZenih stresu hladnoce ne razlikuje u odnosu na
kontrolnu grupu, dok je nivo TH proteina znacajno povecan. Zakljucili su da ova
razlika izmedu nivoa iRNK za TH i TH proteina kao posledica efekta stresa
hladnoce najverovatnije posledica njihovog poluzivota. Imajuéi u vidu da je VMAT2
odgovoran za skladiStenje i regulaciju otpustanja kateholamina, poveéan nivo
VMAT2 kao posledica tretmana OXT moZe da ukazuje na pripremu hromafinih
Celija da u uslovima stresa adekvatno odgovore na povecanu potrebu za
kateholaminima. Neurohemijska istrazivanja su utvrdila da su promene nivoa
VMAT2 uklju¢ene u nastanak mentalnih i neuroloSkih bolesti. Schwartz i sar.
(2003) smatraju da smanjena ekspresija VMATZ2 u limbickom sistemu moZe biti
relevantna kao parametar u sagledavanju depresivnog ponaSanja kod Zivotinja.
Studije Sala i sar. (2010) kao i Goldstein i sar. (2011) su pokazale da pacijenti sa
Parkinsonovom boleS¢u odnosno demencijom sa Levijevim telima imaju smanjeni

nivo VMAT2 u trombocitima odnosno smanjenu aktivnost VMAT u sr¢anom miSicu.

Kod hroni¢no izolovanih Zivotinja koje su bile tretirane OXT u trajanju
od dve nedelje, tretman nije doveo do promena u koliCini ADR i NA i ekspresiji
gena za enzim TH ali je doSlo do znacajnih promena u ekspresiji gena za oba
transportera. Tretman OXT dovodi do povecanja nivoa NET proteina u srzi
nadbubrezne zlezde hroni¢no izolovanih pacova i sa tim povecanjem vraca
vrednost ovog transportera na nivo kontrolne grupe. Imajuéi u vidu cinjenicu da
tretman OXT ne menja vrednosti iRNK i proteina za NET kod nestresiranih
Zivotinja moZemo pretpostaviti da efekat OXT na ekspresiju NET zavisi od

dodatnog uticaja psihosocijalne interakcije i psihofizioloske aktivacije. Ovakvi
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suprotni efekti su pokazani u slucaju efekta OXT na HHA osovinu. Petersson i sar.
(1999) su pokazali da injekcija OXT (1 mg/kg s.c.) dovodi do prolaznog povecanja
nivoa ACTH i CORT. Sest sati posle tretmana Ova doza dovodi do smanjenja
koncentracije CORT ali ne i ACTH. Ista doza davana 5 dana dovodi do smanjenja
koncentracije CORT i 10 dana posle poslednje injekcije. Izgleda da OXT moZe i da
stimuliSe i da inhibira aktivnost HHA osovine kako u kratkom tako i u duzem
vremenskom periodu. Na osnovu ovih rezultata moZemo pretpostaviti da OXT
pokazuje razlicite efekte na gene odgovorne za preuzimanje NA u srzi nadbubrezne
zlezde kod stresiranih i nestresiranih Zivotinja. Jedno od moguc¢ih objasSnjenja
moZe biti povezano sa indirektnim efektom OXT na NET putem CORT. Wakade i
sar. (1996) su dokazali da glukokortikoidi smanjuju ekspresiju gena za NET i
funkcionalnu aktivnost hromafinih ¢elija pacova u ¢elijskoj kulturi. Pokazano je da
je stres hroni¢ne socijalne izolacije povezan sa povec¢anjem nivoa CORT (Grippo i
sar., 2009) kao i da tretman OXT umanjuje stresom indukovanu aktivnost HHA
osovine na taj nacin dovodec¢i do promena u regulaciji odgovora organizma na
stres kod glodara (Neumann, 2002). Na osnovu iznetih podataka moguce je
pretpostaviti da povecan nivo CORT tokom hronicne socijalne izolacije dovodi do
smanjenja NET, dok tretman OXT, smanjujuc¢i nivo CORT, indirektno dovodi do
povecanja preuzimanja kateholamina u srzi nadbubreZzne Zlezde. Imajuci u vidu
ulogu NET u procesu preuzimanja kateholamina, uoceno povecanje nivoa
ekspresije  NET kod socijalno izolovanih pacova tretiranih OXT, moZemo
pretpostaviti da je odgovorno i za smanjenje nivoa NA u plazmi koje je utvrdeno
kod ovih zZivotinja. Rezultati eksperimenta su takode pokazali da pored povecanja
nivoa VMAT?2 proteina kod socijalno izolovanih Zivotinja, tretman OXT dovodi do
daljeg povecanja nivoa iRNK i proteina VMAT2 u srzi nadbubrezne Zlezde. Ova
povecana ekspresija NET i VMAT2 u srzi nadbubreZne ZleZzde, kao posledica
tretmana OXT, omogucava hromafinim c¢elijama da adekvatno odgovore na

povecane zahteve za kateholaminima.

Sumiraju¢i ovde prikazane rezultate moZemo zakljuciti da periferni
tretman OXT u trajanju od 14 dana kod nestresiranih Zivotinja ima efekta na

kateholamine u srzi nadbubreZne Zlezde, menjajuci ekspresiju VMAT2 proteina i
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dovodeci do povecanja nivoa kateholamina. Kada govorimo o hroni¢no izolovanim
Zivotinjama izgleda da tretman OXT ima ve¢i uticaj na proces preuzimanja i
skladiStenja kateholamina nego na sintezu kateholamina. Dobijeni rezultati
pokazuju da tretman OXT ne samo da pospeSuje skladiStenje kateholamina u
stanjima neizmenjene homeostaze, ve¢ pospeSuje procese i preuzimanja i

skladiStenja u srzi nadbubreZne Zlezde hroni¢no izolovanih Zivotinja.

5.5. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na koncentracije
kateholamina i ekspresiju gena za TH, NET, VMAT2 u levoj i
desnoj stelatnoj gangliji nestresiranih i pacova izloZenih stresu

hronicne izolacije

Simpaticki neuroni iz stelatne ganglije uti¢u na rad srca, stimuliSu
srcane otkucaje, sréanu provodljivost i snagu kontrakcije putem oslobadanja NA
(Pardini i sar., 1990). Kod pacova su svi delovi srca bilateralno inervisani od strane
leve i desne stelatne ganglije (Armour i sar., 1998, Lujan i sar., 2012). Studije su
pokazale da leva i desna stelatna ganglija mogu da imaju drugacije i specificne
efekte na srcane funkcije. Postganglijska vlakna iz desne stelatne ganglije izgleda
da uticu viSe na oc¢uvanje snage src¢anih kontrakcija i sréanih otkucaja u odnosu na
levu stelatnu gangliju (Li i sar., 2001). Gangliektomija leve stelatne ganglije, za koju
se smatra da pokazuje viSe inotropno nego hronotropno dejstvo, ne utice na
smetnje u sré¢anim otkucajima, dok je sa druge strane primeéeno smanjenje ovih
smetnji kada je doSlo do prekida u inervaciji od strane desne stelatne ganglije.
Simpaticki nervni sistem ima veoma znacajan uticaj na funkcije sr¢anog misica,
posebno u uslovima stresa. Grippo i sar. (2007) su pokazali da stres socijalne
izolacije kod voluharica menja sr¢anu frekvenciju i varijabilnost sr¢ane frekvencije.
Funkcionalna noradrenalinska transmisija sastoji se od uspostavljene ravnoteze
izmedu procesa noradrenalinske sinteze, preuzimanja i skladiStenja. Pokazano je
da emocionalni stres moZe da utiCe na smanjenje aktivnosti enzima TH i da utice
na povecéanje NA i nivoa iRNK za TH u stelatnim ganglijama stresiranih zeceva u
odnosu na kontrole (Gorbunova, 2000). Bobrovskaya i sar. (2013) su pokazali da

povecanje sistolnog krvnog pritiska i povecanje fosforilacije TH u simpatickim
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ganglijama pacova izloZenih nepredvidivim elektroSokovima, dok su Gavrilovic i
sar. (2009) utvrdili povecanje nivoa iRNK za TH i iRNK za DBH, enzime Kkoji
ucestvuju u sintezi kateholamina, u stelatnim ganglijama kod hroni¢no izolovanih
pacova. Grippo i sar. (2008) su pokazali da socijalni stresori dovode do disfunkcije
u autonomnom nervnom sistemu i srcane disfunkcije kod Zivotinja i ljudi,
sugeriSuci da stresor zajedno sa nedostatkom socijalne interakcije znacajno utice

na promene u ponasanju.

Morfoloske studije su pokazale asimetriju u veliCini i broju Celija izmedu
leve i desne stelatne ganglije, ukazujuci na veci broj €elija i velicinu desne ganglije
(Nozdrachev i sar., 2002). Ova asimetrija se takode reflektuje i na bazi¢ne
strukturalne parametre neurona, kao $to su prosecna zona koju neuron zauzima i
dijametar perikariona. Fukcionalna asimetrija izmedu leve i desne stelatne ganglije

je bila predmet joS nekih studija (Wood i sar., 2010, Chen i sar., 2013).

Rezultati naSeg eksperimenta su pokazali da socijalna izolacija u trajanju
od 12 nedelja nije promenila nivo NA i ADR u levoj i desnoj stelatnoj gangliji i da

tretman OXT nije uticao na dalje promene.

Nasi rezultati su pokazali da hroni¢na socijalna izolacija dovodi do vece
ekspresije gena za NET i TH u desnoj stelatnoj gangliji u odnosu na levu gangliju.
Dobijeni rezultati povecanih vrednosti ekspresije TH i NET u desnoj stelatnoj
gangliji su u skladu sa rezultatima dobijenim od strane Hefti i sar. (1982) i Li i sar.
(2003). Oni su pokazali da stimulacija simpatickih nerava in vivo ili depolarizacija
simpatickih neurona in vitro dovodi do povecane sinteze NA usled povecane
ekspresije TH, kao i do povecanog procesa preuzimanja NA usled povecane
ekspresije NET. Ove promene na nivou gena u desnoj stelatnoj gangliji tokom
stresa hronicne izolacije ukazuju na pojac¢anu aktivnost simpatic¢kih nerava tokom
stresa. U levoj stelatnoj gangliji, stres hroni¢ne izolacije smanjuje nivo TH proteina
kao i nivoe iRNK za NET i VMAT2, dok koli¢cina NET i VMAT2 proteina nije
promenjena. SniZeni nivoi TH proteina kao i nepromenjene vrednosti proteina dva

transportera navode na zakljucak da je smanjena aktivnost leve stelatne ganglije
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tokom stresa. Nasi rezultati se slaZzu sa podacima Li i sar. (2001) koji su pokazali da

je ekspresija NET znacajno veca u desnoj stelatnoj gangliji nego u levoj.

Dobijeni rezultati jasno pokazuju asimetriju u regulaciji aktivnosti gena
izmedu uklju¢enih u promet noradrenalina leve i desne stelatne ganglije u stresu.
Asimetrija izmedu ganglija je bila i predmet studije od strane Zhou i sar. (2005)
koji su pokazali da tretman faktorom rasta nervnih c¢elija (NGF) u desnoj stelatnoj
gangliji ima antiaritmicni efekat, dok proaritmicni efekat pokazuje kada se tretira
leva stelatna ganglija. Oni su takode pokazali i znaCajno povecanje u nivou
imunoreaktivnosti $3AR kod pasa koji su tretirani NGF u levoj stelatnoj gangliji i
znacajno smanjenje u desnoj kada se tretira NGF. Stimulacija leve stelatne ganglije
povecala je nivo NA u intersticijalnom prostoru za 200%, dok je stimulacija desne
stelatne ganglije povecala nivo NA za 260% (Vaseghi i sar., 2012). Pokazano je da
su i promene u sréanoj frekvenciji vece tokom stimulacije desnog simpatickog
kraka u poredenju sa stimulacijom levog simpatickog kraka (Winter i sar., 2012).
Rezultati eksperimenta koji pokazuju asimetriju u aktivnosti izmedu leve i desne
ganglije u stresu pruzaju dodatni dokaz koji moZe biti od koristi u daljem

razjaSnjavanju ovih razlika u uslovima narusene homeostaze.

OXT predstavlja deo endogenog sistema koji ima kapacitet da
amortizuje posledice fizickog i emocionalnog stresa. On koordinira endokrini i
autonomni odgovor organizma na stres, tako Sto pojacava parasimpaticki odgovor
i/ili umanjuje simpaticki odgovor (Grippo i sar., 2009). Dobijeni rezultati su
pokazali da kada se hroni¢no izolovani pacovi izloZe tretmanu OXT u trajanju od 14
dana dolazi do smanjenja nivoa ekspresije gena za TH enzim u desnoj stelatnoj
gangliji, dok nivo ekspresije gena za oba transportera ostaje nepromenjen. U levoj
stelatnoj gangliji tretman OXT nije uticao na nivoe ekspresije gena za TH, NET i
VMAT2 kod stresiranih Zivotinja. Grippo i sar. (2009) su pokazali da izolacija
dovodi do znacajnog povecanja srcane frekvencije i smanjenja varijabilnosti srcane
frekvencije i da ove promene mogu biti sprecene tretmanom OXT. Rezultati

dobijeni u desnoj stelatnoj gangliji pokazuju da je OXT deo sistema koji ima ulogu
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da ogranici promene u kardiovaskularnoj homeostazi nastale stresom, dovodeci do

smanjenog oslobadanja NA u srce, smanjenjem ekspresije gena za TH.

Na osnovu dobijenih rezultata ekspresije gena za TH, NET i VMAT2 u
stelatnim ganglijama moZemo zakljuciti da postoji asimetrija u aktivnosti leve i
desne stelatne ganglije u uslovima narusene homeostaze i povecane simpaticke
aktivnosti. Aktivnost desne stelatne ganglije u uslovima hroni¢ne izolacije u
trajanju od 12 nedelja je znacajno veca u odnosu na levu, koja se ogleda u
povecanju ekspresije gena za TH i NET. Tretman OXT u trajanju od 14 dana je
doveo do smanjenja TH proteina u desnoj stelatnoj gangliji kod socijalno
izolovanih Zivotinja. Ovi rezultati navode na zakljucak da OXT moze da utiCe na
odgovor kardiovaskularnog sistema u uslovima stresa na nacin da reguliSe

smanjeno oslobadanje NA u srcu.

5.6. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na srce

nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije

Redosled reakcija koje povezuju psiholoski stres sa kardiovaskularnim
bolestima nije u potpunosti razjasnjen, medutim poznato je da je reakcija
autonomnog nervnog sistema u nastanku ovih bolesti medu najvaznijim. Preterana
reakcija autonomnog nervnog sistema na hronican, nepredvidiv ili nepromenjivi
stresor moZe da dovede vremenom do poremecaja u regulaciji kardiovaskularnog
sistema. Simpaticka stimulacija dovodi do povecanja sréanog volumena, koji se
manifestuje povecanim brojem srcanih otkucaja i sréanih kontrakcija koji su
posledica oslobadanja NA i njegovog dejstva na (-AR (Bers, 2002). Jaca reakcija
simpatickog u odnosu na parasimpatic¢ki nervni sistem dovodi i do nastanka
tahikardije, povecanog krvnog pritiska i smanjenja varijabilnosti sr€ane
frekvencije (Barton i sar., 2007). Hipersenzitivnost i hiperaktivnost simpatickog
nervnog sistema, koja se deSava tokom izloZenosti organizma hroni¢nim stresnim
uslovima, moZe dovesti do nastanka kardiovaskularnih oboljenja. Povecana
aktivnost simpatickih nerava u sréanom misicu je jedna od osnovnih karakteristika

sréanog udara (Swedberg i sar., 1984). Poznato je da hroni¢na izloZenost
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kateholaminima ima toksic¢ni efekat na Celije miokarda (Rona, 1985). Mann i sar.
(1992) su pokazali da kada se u primarnu celijsku kulturu kardiomiocita macaka
doda NA dolazi do spontanih kontrakcija velikog broja cCelija a kao posledica ove
produZene kontraktilnosti dolazi do hiperkontrakcija kardiomiocita koje dovode
do Celijske smrti u narednih 2 do 3 dana. Ovaj citotoksicni efekat NA, koji je u uskoj
sprezi sa povecanim nivoom kreatinin kinaze, je zna¢ajno smanjen blokadom 3-AR
propranololom. Kontinuirana aktivnost simpatickog nervnog sistema dovodi do
smanjenja kolic¢ine raspolozivog sr¢anog NA (Chidsey i sar., 1963), verovatno kao
posledica povecanog otpuStanja NA (Chidsey i sar., 1965) kao i nedovoljnog
preuzimanja NA (Eisenhofer i sar., 1996) i gubitka simpatic¢kih nerava. Visok nivo
kateholamina u krvi smanjuje koronarni protok u mikrocirkulaciji dovode¢i do
sr¢ane disfunkcije (Kurisu i sar., 2002). Ve¢a gustina adrenalinskih receptora u
apikalnom regionu srca koja na neki na¢in kompenzuje redu simpaticku inervaciju
u tom delu srca, moZe dovesti do disfunkcije komora i apikalnog baloniranja (Mori
i sar., 1993). Takotsubo Kkardiomiopatija (TC) ili stresom indukovana
kardiomiopatija, karakteriSe se prolaznim apikalnim baloniranjem leve komore.
Smatra se da veliko oslobadanje KA koje prati stanje emocionalnog stresa ima
vodecu ulogu u patogenezi ove kardiomiopatije. Wittstein i sar. (2005) su pratili i
poredili uporedo vrednosti KA i moZdanog natriuretskog peptida (BNP) kod
pacijenata sa takotsubo kardiomiopatijom i zakljucili da je nivo kateholamina 2-3
puta veci kod bolesnika sa sindromom apikalnog baloniranja, Sto ukazuje na

znacajnu ulogu kateholamina u nastanku ove bolesti.

Druga grana autonomnog nervnog sistema, parasimpaticki nervni
sistem, ima vaZnu ulogu u regulaciji kardiovaskularnog sistema. Parasimpaticka
stimulacija dovodi do odgovora koji predstavlja protivteZzu odgovoru koji daje
aktivacija simpatiCckog sistema. Primarni efekat povezan sa stimulacijom
parasimpati¢kog sistema je smanjenje minutnog volumena srca i to smanjenjem
broja src¢anih otkucaja posredovanog delovanjem neurotransmitera acetilholina
(ACh) na muskarinske receptore (MR) (Loffelholz i Pappano, 1985). Stoga je i

interakcija i uspostavljeni balans izmedu simpatickog i parasimpatickog odgovora
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vazan u ocuvanju homeostaze kardiovaskularnog sistema u promenjenim

uslovima.

5.6.1. Dejstvo hroniCnog tretmana oksitocinom na levu i desnu
pretkomoru srca nestresiranih i pacova izloZzenih stresu hronicne

izolacije

5.6.1.1. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na Kkoncentracije
kateholamina i ekspresiju gena za TH, NET, VMAT2 u levoj i desnoj

pretkomori srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronic¢ne izolacije

Rezultati naSeg eksperimenta su pokazali znacajno povecanje koli¢ine
NA u levoj pretkomori srca u uslovima stresa, dok je kolicina NA nepromenjena u
desnoj pretkomori. Stres socijalne izolacije nije doveo do znacajnih promena u
koli¢ini ADR u levoj i desnoj pretkomori. Koli¢ina iRNK za TH je smanjenja u levoj
srcanoj pretkomori kao posledica stresa hroni¢ne socijalne izolacije, dok je koli¢ina
proteina nepromenjena. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Gavrilovic i
sar. (2009) koji su pokazali smanjenje od 70% u nivou iRNK za TH usled 12
nedeljne socijalne izolacije. Stres hroni¢ne socijalne izolacije nije doveo do
promene ekspresije gena za NET i VMAT2. Povecan nivo NA uz nepromenjenu
kolicinu TH proteina kao i nepromenjeni nivo ekspresije gena za NET i VMAT2,
ukazuje na njegovo povecano oslobadanje u uslovima stresa u levoj srcanoj
pretkomori. Sa druge strane, socijalna izolacija dovodi do smanjena nivoa TH
proteina u desnoj srcanoj pretkomori, dok je nivo iRNK za TH povecan. Nivo NET
proteina u desnoj pretkomori je povecan kao posledica stresa socijalne izolacije.
Povecana ekspresija NET u desnoj src¢anoj pretkomori je pokazana i od strane
Wehrwein i sar. (2008) u njihovoj studiji sa DOCA salt hipertenzivnim pacovima.
Nasi rezultati su pokazali da je hroni¢na socijalna izolacija dovela do povecanja
ekspresije gena za VMAT2 u desnoj srcanoj pretkomori. Na osnovu dobijenih
rezultata mozZemo zakljuciti da smanjena sinteza NA uz njegovo povecano
preuzimanje i skladistenje, koje dovodi do ocuvanja depoa NA u desnoj
pretkomori, predstavlja moguéi adaptacioni mehanizam u uslovima hroni¢nog

stresa.
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Tretman OXT kod izolovanih pacova nije doveo do promena u kolicini
ADR i NA u obe pretkomore. Kod hroni¢no izolovanih pacova tretman OXT je
doveo do smanjenja koli¢ine iRNK za TH u levoj i u desnoj sr¢anoj pretkomori, dok

je koli¢ina proteina ostala nepromenjena, kao i ekspresija gena za NET i VMAT?2.

Dobijeni rezultati ukazuju na razli¢itu regulaciju sinteze, preuzimanja i
skladiStenja NA u uslovima stresa izmedu leve i desne pretkomore. Leva
pretkomora je reagovala povecanim otpusStanjem NA, dok se u desnoj pretkomori
razvio adaptacioni mehanizam koji omogucava ocuvanje kateholaminskih depoa.
Tretman OXT nije znacajnije uticao na sintezu, preuzimanje i skladiStenje

kateholamina u pretkomorama.

5.6.1.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na ekspresiju gena za 83-AR
i M2 MR u levoj i desnoj pretkomori srca nestresiranih i pacova izloZzenih

stresu hronicne izolacije

U slucajevima povecanog nivoa NA dolazi do povecane ekspresije i
stimulacije adrenalinskog (33 receptora Sto dovodi do znacajnog smanjenja jacine
sr¢anih kontrakcija. Ovo negativno inotropno dejstvo je pokazano u slucajevima
kada je koriS¢en (33-AR agonist (Gauthier i sar., 1998, Tavernier i sar., 2003).
Takode je pokazano da za razliku od 1-AR i B2-AR, [3-AR ne pokazuje in vivo i in
vitro desintetizaciju kao posledicu tretmana agonistom (Nantel i sar., 1993). Kao
Sto je vec receno, ekspresija (33-AR u srcu moZe imati patofizioloSku znacajnost. U
normalnim uslovima odnos 1/B3-AR u srcu je 8:1 dok je taj odnos u slucaju
kardiomiopatije 2:1 (Dincer i sar., 2001). U komorama ljudskog srca 33-AR aktivira
Gi protein koji dalje aktivira azot-oksid (NO) signalni put, najverovatnije
ukljuc¢ivanjem eNOS, koji se eksprimira u endotelijalnim ¢elijama i kardiomiocitima

(Gauthier i sar., 1998, Moens i sar., 2010).

Rezultati naSeg eksperimenta nisu pokazali promene u nivou ekspresije
gena za [33-AR ni u levoj ni u desnoj sr¢anoj pretkomori kod hroni¢no izolovanih

Zivotinja. Za razliku od nasSih rezultata pokazano je da ponovljeni stres
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imobilizacije u trajanju od 7 dana dovodi do povecanja iRNK za (3-AR u levoj

pretkomori (Laukova i sar., 2014).

Pet podtipova muskarinskih receptora je identifikovano do danasnjeg
dana (M1-5). M2 MR je podtip koji je najzastupljeniji u srcu sisara. Pokazano je da
preko 90% ukupne iRNK za MR u srcu pacova pripada M2 MR podtipu (Krejci i
Tucek, 2002). Muskarinski receptori kao i adrenalinski receptori pripadaju familiji
G-kuplovanih proteina (GPCR). M2 MR aktivira Gi i G, proteine koji vrSe inhibiciju
enzima adenilat ciklaze, koji konvertuje ATP u cAMP, i na taj nac¢in smanjuje njegov
nivo i aktivnost PKA. Funkcija MR u srcu je negativno inotropna i hronotropna.
Aktivacija M2 MR smanjuje broj srcanih otkucaja smanjivanjem spontanog
akcionog potencijala u sinoatrijalnom ¢voru (Irisawa i sar., 1993). Kod soja miSeva
kojima je iskljucen gen za M, MR (M2 KO), odsustvo M; MR u levoj komori je
praceno smanjenjem nivoa iRNK i proteina za (1- i $2-AR i ovo smanjenje
adrenalinski receptora verovatno predstavlja mehanizam odgovora organizma na
izmenjenu holinergicku transmisiju kod ovog soja i omogucava skoro normalnu

src¢anu funkciju (Benes i sar., 2012).

Nas$ eksperiment je pokazao povecanu ekspresiju M2 MR u levoj i u
desnoj srcanoj pretkomori kao posledicu stresa hronicne izolacije. Ovaj rezultat je
u suprotnosti sa rezultatima dobijenim od strane Myslivecek i sar. (2004) koji su
pokazali da stres imobilizacije u trajanju od 2 sata ne dovodi do promena u levoj
pretkomori, dok u desnoj dovodi do smanjenja gustine M2 MR. U drugoj studiji
Myslivecek i sar. (2008) su takode pokazali smanjenje nivoa iRNK za M, MR u
desnoj pretkomori kao posledicu akutnog izlaganja imobilizaciji. Tomankova i sar.
(2015) su utvrdili da u uslovima stresa obuzdavanja pokreta (engl. restrain) ne
dolazi do promene ukupnog broja Mz MR receptora dok se broj receptora na
povrSini membrane smanjuje kao posledica stresa. Na osnovu ovih rezultata
mozemo pretpostaviti da povecanje nivoa ekspresije gena za Mz MR u uslovima
stresa hroniCne socijalne izolacije moZe predstavljati adaptacioni mehanizam
kojim se nadoknaduje smanjena dostupnost receptora na povrSini membrane u

uslovima stresa.
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Tretman OXT u trajanju od 14 dana je doveo do poveéanja nivoa
proteina Mz MR u levoj i desnoj pretkomori kod kontrolnih grupa. Ovi rezultati
mogu biti posledica njihove smanjene dostupnosti ili izmenjene aktivnosti i
zahtevaju dodatna ispitivanja signalnih puteva da bi se doSlo do relevantnih
zakljucaka o fizioloSkoj ulozi ovog povecanja kao posledice tretmana OXT u
uslovima stresa. Nasi rezultati pokazuju da tretman OXT dovodi do povecanja
nivoa proteina 33-AR, kao i do znacCajnog smanjenja nivoa iRNK za M2 MR dok je
nivo proteina nepromenjen kod socijalno izolovanih Zivotinja u levoj i desnoj

srcanoj pretkomori.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo pretpostaviti da OXT ostvaruje
kardioinhibitorno dejstvo na pretkomorama povec¢anjem broja 33-AR. O vezi 33-AR
i M2 MR kardioinhibitorna receptora u uslovima stresa govori studija sprovedena
od strane Benes i sar. (2012) koji su pokazali da kod M2 KO nedostatak M; MR
mozZe biti prenebregnut preuzimanjem njihove uloge od strane (33-AR. S obzirom da
je pokazano da stres hronicne socijalne izolacije dovodi do povecanja broja sré¢anih
otkucaja i smanjene varijabilnosti src¢ane frekvencije (Grippo i sar., 2007), ovo
povecanje broja kardioinhibitornog 33-AR u levoj i desnoj pretkomori predstavlja

kardioprotektivni efekat OXT.

5.6.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na levu i desnu komoru

srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije

5.6.2.1. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na Kkoncentracije
kateholamina i ekspresiju gena za TH, NET, VMAT2 u levoj i desnoj komori

srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hronicne izolacije

Stres hronicne socijalne izolacije u trajanju od 12 nedelja u naSem
eksperimentu je povecao nivo NA u levoj komori, bez promena u desnoj komori
dok nije uticao na nivoe ADR u komorama. Dobijeni rezultati pokazuju da je stres
izolacije doveo do povecanja nivoa TH proteina u levoj komori i do povecanja nivoa
iRNK za TH i TH proteina u desnoj komori. Gavrilovic i sar. (2010) u svojoj studiji

nisu pokazali promene na nivou ekspresije gena za TH kod grupe socijalno
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izolovanih Zivotinja. Razlicite podatke za gensku ekspresiju TH kod hroni¢no
izolovanih Zivotinja je moguce objasniti razli¢itim eksperimentalnim protokolom.
Socijalno izolovane Zivotinje u naSem eksperimentu su poslednje dve nedelje bile
podvrgnute tretmanu koji je podrazumevao injekcije placebom, Sto moze
predstavljati dodatni stres za Zivotinje. Za razliku od promena na nivou TH enzima
stres hroni¢ne socijalne izolacije nije doveo do promena na nivou ekspresije gena

za NET i VMAT2 u levoj i desnoj komori.

Tretman OXT nije doveo do promena u kolicini ADR i NA u levoj i desnoj
komori. Nasi rezultati pokazuju da je OXT doveo do povecanja nivoa TH proteina u
levoj komori kod kontrolne grupe dok kod socijalno izolovanih Zivotinja nije doveo
do promene vrednosti ekspresije gena za TH. Povecanje nivoa TH proteina u
kontrolnoj grupi kao posledica tretmana OXT moze biti usled smanjene aktivnosti
TH enzima i zahteva dalja ispitivanja pre svega odnosa ukupne koli€ine proteina i
fosforilisane forme TH, da bi se doneo zaklju¢ak o koliCini aktivne forme TH
proteina. U desnoj komori nivo TH proteina nije promenjen tretmanom OXT ni u
kontrolnoj grupi ni u grupi socijalno izolovanih Zivotinja. U levoj komori tretman
OXT je kod izolovanih Zivotinja doveo do povecanja nivoa NET proteina, dok je
nivo iRNK za NET nepromenjen kao i ekspresija gena za NET u desnoj komori.
Nepromenjena vrednost iRNK za NET uz povecan nivo proteina moZe biti
posledica i smanjene stabilnosti i poluzivota iRNK za NET uzimajuéi u obzir da
eksperimentalni dizajn, koji podrazumeva tretman od 14 dana, na Kkraju
omogucava samo jednu monitoring tacku za nivo iRNK za NET. Takode mora se
imati u vidu da kada se meri nivo iRNK on ne mora nuzno da prati nivo proteina,
jer RT-PCR meri ukupnu koli¢inu iRNK a ne aktivhu ribozom-vezanu iRNK
(Serikawa i sar., 2003, MacKay i sar., 2004). S obzirom da je aktivhost NET
smanjena kod srcane insuficijencije (Meredith i sar., 1993, Backs i sar., 2001) kao i
da je pokazano da inhibicija NET dovodi do oStecenja na nivou kardiovaskularnog
sistema bilo direktno na nivou tkiva ili indirektno preko povecanja krvnog pritiska
(Schroeder i Jordan, 2012), ovo povecanje se moZe posmatrati kao
kardioprotektivni efekat OXT na nivou leve komore. Nasi rezultati pokazuju da

tretman OXT povecava kolicinu VMAT2 proteina u levoj, dok u desnoj komori
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dovodi do smanjenja njegove koli¢ine kod kontrolne grupe. Za razliku od kontrolne
grupe, tretman OXT kod socijalno izolovanih Zivotinja smanjuje nivo VMAT?2
proteina u desnoj komori, dok u levoj komori ostaje ne promenjena. Ova asimetrija
u nivoima VMAT2 proteina kao posledica tretmana OXT ukazuje na razliCiti

mehanizam regionalne regulacije procesa skladistenja KA u levoj i desnoj komori.

5.6.2.2. Dejstvo hroni¢nog tretmana oksitocinom na ekspresiju gena za 83-AR
i M2 MR levoj i desnoj komori srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu

hronicne izolacije

Rezultati naseg eksperimenta su pokazali da stres hroni¢ne socijalne
izolacije ne dovodi do promena u nivou proteina 3-AR u levoj i desnoj komori.
Podaci za iRNK za (33-AR nisu dobijeni jer ni u jednom uzorku u okviru kontrolne
grupe nije doSlo do ekspresije iRNK za (3-AR. Suprotno naSim rezultatima
pokazano je da ponovljeni stres imobilizacije u trajanju od 7 dana dovodi do
povecanja iRNK za 33-AR u levoj komori (Laukova i sar., 2014) kao i u desnoj
komori (Tillinger i sar., 2014) dok akutno izlaganje imobilizaciji nije dovelo do
povecanja ovih vrednosti. Slicne povecane vrednosti (3-AR u levoj komori kao
efekat ponovljenog stresa hladnoce u trajanju od 7 dana dobili su i Benes i sar.
(2012). Imajuéi u vidu da je za aktivaciju B3-AR neophodna velika koli¢ina NA,
moZemo pretpostaviti da povecana kolicina NA u levoj komori u uslovima
hroni¢nog stresa izolacije nije prelazila nivoe vrednosti koji bi zahtevali dalju

ekspresiju [33-AR.

Nasi rezultati pokazuju da je nivo iRNK za M, MR znacajno smanjen u
uslovima stresa, dok je nivo proteina u levoj komori nepromenjen, kao i ekspresija
gena za muskarinski receptor u desnoj komori. Do sli¢nih rezultata dosli su i
Tomankova i sar. (2015) koji su pokazali da akutno i ponovljeno izlaganje stresu
obuzdavanja pokreta u trajanju od 7 dana dovodi do smanjenja ekspresije gena za
Mz MR u levoj komori. Sa druge strane Benes i sar. (2012) su pokazali da ni akutni
ni ponovljeni stres hladnoce nije doveo do promena u nivou ekspresije gena za M»

MR.
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Hronic¢ni tretman OXT je u kontrolnoj grupi u desnoj sr¢anoj komori
doveo do smanjenja nivoa [33-AR proteina, bez promena u levoj komori. Kod
hroni¢no izolovanih Zivotinja OXT je smanjio koli¢inu [33-AR proteina i povecao
nivo proteina i iRNK za M MR u levoj komori, dok nije uticao na nivoe ova dva
receptora u desnoj komori. Dobijeni rezultati idu u prilog podacima Jankowski i
sar. (2010) koji su pokazali da tretman OXT aktivira unutrasSnje sr€ane
holinergicke neurone, oslobada NO i na taj naCin inhibira simpaticku nervnu

aktivnost u srcu i poboljSava kontraktilnost leve komore kod src¢anih oboljenja.

5.6.2.3. Dejstvo hronicnog tretmana oksitocinom na nivo iNOS proteina u
levoj i desnoj komori srca nestresiranih i pacova izloZenih stresu hroni¢ne

izolacije

Azot-oksid (NO) je vazan signalni molekul u organizmu sisara. U
kardiovaskularnom sistemu, NO ima ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa,
kontraktilnosti sr€anog miSi¢a, vaskularnog remodelinga i baroreflekse funkcije.
NO je sintetisan od prekursora L-arginina posredstvom azot-oksid sintetaza (NOS).
Familija NOS ukljucCuje neuralnu NOS (nNOS) koja je u najvecoj meri prisutna u
nervnim tkivima, inducibilnu NOS (iNOS) koja je uklju¢ena u imuni odgovor i
endotelijalnu NOS (eNOS) prisutnu u endotelijalnom tkivu i vrsi regulaciju
vaskularnog tonusa. Indukcija iNOS je uglavnom u vezi sa infekcijama i nastankom
upalnih procesa i deluje kao deo odbrambenog odgovora organizma, dok je
njegova ekspresija minimalna u fizioloSkim uslovima, stoga iNOS u normalnim
fizioloSkim uslovima nije prisutan u zdravom srcu, a njegova ekspresija je najc¢esce
indukovana inflamacijom. iNOS proizvodi NO za duZi vremenski period i dovodi do
odredenih patofizioloskih efekata. Ova prevelika kolicina NO u duZem
vremenskom periodu moZe da ima Stetne efekte na funkcionisanje
kardiovaskularnog sistema. lako poviSena ekspresija iNOS u kardiomiocitima ima
malo efekta na bazalnu kontraktilnost, dovoljna je da indukuje kardiomiopatiju i

aritmiju (Lee i sar., 2016).

Nasi rezultati su pokazali znac¢ajno povecanje nivoa iNOS proteina u

levoj komori dok u desnoj sr¢anoj komori nije doSlo do promena kod socijalno
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izolovanih pacova. Drexler i sar. (1998) su pokazali da je ekspresija i aktivnost
iNOS povecana u levoj komori kod pacijenata sa sréanom insuficijencijom i da je
povecana aktivnost iNOS u levoj komori u vezi sa skracenom relaksacijom i

smanjenjem pozitivnog inotropnog odgovora indukovanog stimulacijom 3-AR.

Tretman OXT nije imao efekta na nivo iNOS proteina u levoj i desnoj
komori kod hroni¢no izolovanih pacova. Das i Sarkar (2012) su u svojoj studiji
pokazali da tretman OXT pre koronarne okluzije i reperfuzije dovodi do znacajnog
smanjenja veli¢ine sréanog oZiljka i antiaritmicnog efekta. Ovaj efekat je zadrzan
samo kada je u kombinaciji sa OXT davan i inhibitor 1400W (specifi¢ni inhibitor
iNOS), ali ne i u kombinaciji sa nespecificnim inhibitorom NOS L-NAME. Na ovaj
nacin je kardioprotektivna uloga OXT dovedena u vezu sa nivoom iNOS, odnosno
njegovo kardioprotektivno dejstvo u sluCaju posledica koronarne okluzije i
reperfuzije je bilo moguce samo uz odsustvo iNOS. Kao Sto je ve¢ receno, u naSem
eksperimentu hroni¢ni tretman OXT nije uticao na koli¢inu iNOS kod hroni¢no

izolovanih Zivotinja.

5.6.2.4. Dejstvo hroni¢cnog tretmana oksitocinom na histoloske
parametre u komorama srca nestresiranih i pacova izloZzenih stresu

hronicne izolacije

Stres hronicne socijalne izolacije u trajanju od 12 nedelja u nasem
eksperimentu je doveo do znacajnog povecanja precnika kardiomiocita u levoj
sr¢anoj komori u odnosu na kontrolnu grupu, dok u desnoj komori nisu primecene
promene u velic¢ini kardiomiocita u uslovima stresa. Nisu uocene razlike u kolic¢ini
kolagenih vlakana u vancelijskom matriksu leve i desne komore izmedu kontrolne
grupe i grupe socijalno izolovanih Zivotinja. Carlier i sar. (1988) su pokazali da
socijalna izolacija u trajanju od nedelju dana dovodi do povecanja aktivnosti L-
ornitin dekarboksilaze (markera hipertrofije) u desnoj src¢anoj komori a da
izolacija od 6 nedelja dovodi do hipertrofije i u levoj i u desnoj komori, dok
socijalna izolacija u trajanju od 12 nedelja pokazuje kao rezultat hipertrofiju leve

komore dok ona u desnoj viSe nije izraZena. Uvecanje leve komore kao posledica
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nedostatka socijalnog kontakta je potvrdena i u studiji na ljudima (Rodriguez i sar.,
2011). Pokazano je da se povecana ekspresija iNOS u kardiomiocitima dovodi u
vezu sa sr¢anom hipertrofijom i fibrozom (Mungrue i sar., 2002). Zhang i sar.
(2007) su pokazali da kod soja miSeva sa isljuenim genom za iNOS dolazi do
smanjenja hipertrofije leve komore indukovane hroni¢cnom konstrikcijom aorte.
Takode i tretman specificnim inhibitorom iNOS 1400W kod divljeg soja miSeva
dovodi do znacajnog antihipertroficnog efekta u levoj komori. Do sli¢nih rezultata
su dosli i Shibata i sar. (2010) koji su utvrdili odsustvo hipertrofije kod miSeva
starosti 5 meseci kod kojih je isklju¢en gen za iNOS i nNOS, dok je ona bila prisutna
kod soja sa iskljucenim genom za sve eNOS i e/i/nNOS u odnosu na misSeve divljeg
soja. U skladu sa ovim rezultatima su i naSi rezultati dobijeni kod socijalno
izolovanih Zivotinja kod kojih je poveéan nivo iNOS proteina i gde je pokazana
hipertrofija leve sr¢ane komore. Ovo navodi na zakljucak da povecana aktivnost
iNOS u src¢anim ¢elijama ima bitnu ulogu u remodelovanju koje se karakteriSe

hipertrofijom komora.

Tretman OXT je doveo do znacajnog smanjenja veli¢ine kardiomiocita u
grupi hroni¢no izolovanih Zivotinja u levoj komori, bez efekta u desnoj src¢anoj
komori. Sli¢an antihipertrofican efekat OXT su pokazali i Menaouar i sar. (2014) u
svojoj studiji na kulturi Celija kardiomiocita komora novorodenih i odraslih pacova.
Tretman celijske kulture OXT pre tretmana endotelinom 1(ET-1) i angiotenzinom
2, koji indukuju sréanu hipertrofiju, spre¢ava pojavu hipertrofije u ¢elijskoj kulturi
komora kako novorodenih tako i odraslih pacova. Pokazali su da za inhibiciju
hipertrofije indukovane ET-1 od strane OXT dolazi aktivacijom viSe posrednika.
Tretman OXT dovodi do povecanja nivoa ANP kao i cGMP u kardiomiocitima. Ovo
povecanje ANP u kardiomiocitima kao posledica tretmana OXT izgleda da inhibira
hipertrofiju kardiomiocita, najverovatnije posredstvom cGMP zavisnog procesa.
Kako su i NO i ANP odgovorni za stvaranje cGMP, oni su pokazali da tretman OXT u
kombinaciji sa tretmanom nespecificnim inhibitorom NOS L-NAME blokira
antihipertrofni efekat OXT. Cinjenica da tretman nespecifi¢nim inhibitorom NOS L-
NAME blokira aktivnost OXT ukazuje da NO vezana guanil ciklaza takode doprinosi

inhibiciji hipertrofije.
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Stres socijalne izolacije u trajanju od 12 nedelja je doveo do hipertrofije
leve srcane komore bez promene na miSi¢nom tkivu srca, dok je tretman OXT je

pokazao kardioprotektivni antihipertrofni efekat.
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VI ZAKLJUCAK



Stres hronic¢ne socijalne izolacije:

doveo je do promena u ponasanju zivotinja, povecanjem simptoma
anksioznog ponasanja

uticao je na povecanje relativne tezine desne nadbubreZne Zlezde i nije
doveo do promena u telesnoj teZini Zivotinja i u teZini srca

doveo je do povecanja koncentracije ADR i NA u plazmi

u srzi nadbubreZne Zlezde doveo je do povecanja nivoa TH i VMAT2
proteina i smanjenja nivoa NET proteina, bez promena u koli¢ini ADR i NA
doveo je do ispoljavanja asimetrije u aktivnosti leve i desne stelatne ganglije
tako Sto je povecao ekspresiju gena za TH i NET u desnoj stelatnoj gangliji,
dok je u levoj smanjio nivo TH proteina i nivo iRNK za NET i VMAT?2, bez
menjanja koncentracije ADR i NA u obe stelatne ganglije

u levoj pretkomori uticao je na poveéanje nivoa NA, smanjenje nivoa iRNK
za TH, nije promenio ekspresiju gena za transportere, dok je u desnoj
pretkomori uticao na smanjenje nivoa TH proteina, povecanje nivoa NET
proteina i ekspresije gena za VMAT2 i nije menjao koli¢inu NA

u levoj i desnoj pretkomori doveo je do povecanja nivoa ekspresije gena za
M2 MR receptor, bez promena u ekspresiji gena za 33-AR

u levoj komori doveo je do povecanja nivoa NA i TH proteina bez promena
ekspresije gena za transportere, dok je u desnoj komori povecao ekspresiju
gena za TH bez promena nivoa transportera i koli¢ine NA

nije doveo do promena u nivou (3-AR u levoj i desnoj komori, dok je
smanjio nivo iRNK za M2 MR samo u levoj komori

doveo je do povecanja nivoa iNOS proteina u levoj komori

uticao je na povecanje precnika kardiomiocita u zidu leve komore
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Tretman OXT:

pokazao je anksioliticko dejstvo kod socijalno izolovanih Zivotinja

doveo je do povecanja relativne teZine leve nadbubreZne Zlezde kod
kontrolnih Zivotinja i smanjenja relativhe teZine srca kod socijalno
izolovanih Zivotinja

uticao je na smanjenje koncentracije ADR i NA u plazmi kod socijalno
izolovanih pacova

u srzi nadbubreZne Zlezde uticao je na povecanje nivoa NET proteina i
ekspresije gena za VMAT2, dok nije uticao na koli¢inu ADR, NA i ekspresije
gena za TH

u desnoj stelatnoj gangliji doveo je do smanjenja nivoa ekspresije gena za
TH, dok u levoj stelatnoj gangliji nije uticao na ekspresiju gena za TH kao i
ekspresiju gena za NET i VMAT?2 u levoj i desnoj stelatnoj gangliji

u levoj i desnoj pretkomori uticao je na smanjenje nivoa iRNK za TH bez
promena u kolic¢ini TH proteina, NA i ekspresije gena za NET i VMAT2

u levoj i desnoj pretkomori doveo je do povecanja nivoa (33-AR proteina i
smanjenja nivoa iRNK za M2 MR uz nepromenje vrednosti proteina

u levoj i desnoj komori nije uticao na nivo ADR, NA i ekspresiju gena za TH,
dok je povecao nivo NET proteina u levoj komori i doveo do razlicite
regulacije VMAT2 u komorama

doveo je do smanjenja nivoa [(33-AR proteina i povecanja nivoa ekspresije
gena za MR M2 u levoj komori bez promene nivoa ova dva receptora u
desnoj komori

nije doveo do daljih promena u nivou iNOS proteina u komorama

uticao je na smanjenje veli¢ine kardiomiocita u levoj sr¢anoj komori kod

socijalno izolovanih Zivotinja
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Na osnovu ovih rezultata mogu se izvesti sledeci generalni zakljucci:

OXT je potvrdio svoje anksioliticko dejstvo kod socijalno izolovanih
zivotinja kod kojih je doSlo do promena u ponasSanju kao posledica stresa

U srzi nadbubrezne Zlezde OXT je pospeSio skladiStenje kateholamina u
uslovima neizmenjene homeostaze, dok je u uslovima stresa socijalne
izolacije pored poveéanog skladiStenja, povecao i proces preuzimanja
kateholamina, bez uticaja na sintezu kateholamina

OXT je smanjio povecanu simpaticku aktivnost desne stelatne ganglije u
uslovima stresa, smanjujuci sintezu kateholamina

OXT nije znacajnije uticao na sintezu, preuzimanje i skladiStenje
kateholamina u pretkomorama u uslovima stresa, dok je povecanjem nivoa
NET proteina u levoj komori ispoljio kardioprotektivni efekat u uslovima
stresa

OXT je ostvario kardioprotektivno dejstvo u srcu, pove¢anjem nivoa 33-AR u
pretkomorama i pove¢anjem nivoa Mz MR receptora u levoj komori

OXT je pokazao antihipertrofi¢no dejstvo u levoj komori, tako $to je smanjio
uvecane kardiomiocite nastale kao posledica izlaganja Zivotinja hronic¢noj

socijalnoj izolaciji u trajanju od 12 nedelja
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme ayTtopa Mpegpar 3. JoBaHoBuh
Bpoj nHgexca B63053/2010
UsjaBrbyjem

0a je JOKTOpCKa AucepTtauuja nog HacnoBom

[lejcTBO OKcUTOLMHA Ha cuMnaToaapeHoMeaynapH CUCTEM M CpLE NaLoBa XPOHUYHO

nanaraHux cTpecy nsonaumje

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXuBaykor paaa;

e [a aucepTauMja y LENVHU HU Yy OenoBuMa Huje 6una npearoxeHa 3a CTuuahe
apyre AOunNnoMe npema CTYAMjCKUM Mporpammma  OpyrMx  BUCOKOLLKOMNCKUX
yCTaHOBa;

e [a Ccy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBEAEHU U

e [a HMcaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO/NA WHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Bbeorpagay,




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTM WUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje

AOKTOPCKOr paaa

Mwme n npesnmve aytopa _ [pegpar 3. JoBaHoBMN

Bpoj nHgexca B3053/2010

Ctyaujcku nporpam AHumarnHa n xymaHa dusunonoruja

Hacnos paga __ [lejcTBo okcuTOUMHA Ha cMMnaToagpeHoMenynapHu CUCTEM U cpLe
naLoBa XpOHUYHO U3naraHux cTpecy usonatuje

Mentop __ [p CnahaHa Opowak Yyyakosuh, [p HebGojwa JacHuh

M3jaBrbyjeM ga je wTamnaHa Bep3vja MOr [OKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNEeKTPOHCKO)
BEp3vju KOjy caM npepao/na pagun noxpaweHa y [OurutanHom penosuTtopujymy
YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM Nodaun Be3aHun 3a fobujarbe akagemMckor HasmBea
OOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M npes3vMe, roguHa n Mecto pohera u gatym ogbpaHe

paga.

OBwu nNu4HKW Nogaum Mory ce 06jaBuUT Ha MPEXHUM CTpaHuLama gurntanHe bubnuorteke, y
€IeKTPOHCKOM KaTanory n y nyénukauuwjama YHusepsuteTa y beorpagy.

Motnuc ayrtopa

Y beorpagy,




MUsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepautetcky ©ubnuoteky ,CeeTtozap MapkoBuh® ga y [LOurutanHu
penosutopujym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauunjy noA
HaCnoBOM:

JlejcTBO OKCHTOIMHA HAa CHMIIATOAPEHOMETYIAPHN CHCTEM H CpPIIE TTall0Ba XPOHUIHO

W3JIaraHuX CTpecy H3oJaluje

Koja je Moje ayTopCcKo Aerno.

OuncepTtaumjy ca cBum npunosvuma npegao/na cam y enekTpoHckoM ¢popmaTy NorogHoMm 3a
TpajHO apxuBupame.

Mojy OOKTOpCKY AucepTaunjy noxpamweHy y urntanHom penosmtopujymy YHmeepauteta y
Beorpagy n 4ocTynHy y OTBOpPEHOM MpUCTYny MOry Aa KOpucTe CBM Koju MoLwiTyjy oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a
Kojy cam ce oany4yuo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepLmjanHo (CC BY-NC)

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

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — aenuTtu nog uctmum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monunmo pa 3aoKpyxuTte camo jegHy of LwecT NoHyheHnx nuueHumn.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHM 4O OBe u3jase).

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagay,




1. AyTopcTtBo. [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caonwTaBake gena, u
npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4yuH oapeneH of CTpaHe ayTopa uinn gasaoua
nuueHue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of, CBMX NULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caornwTaBake gena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH opgpeheH of
CTpaHe ayTopa unuM fasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He [03BOrbaBa KomepuwujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKkomMepuujanHo — 6e3 npepapga. [o3BorbaBaTe YMHOXaBa€,
ONCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unm ynotpebe
Jena y CBOM Jeny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayTtopa unu
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KoMepLmjanHy ynoTpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe ocTane JIuueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHu4aBa Hajehu 00MM npaea
kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMepuujanHO — AenuTU NoAa UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTe
yMHOXaBake, AUCTPMOYLMjy 1 jaBHO caonwTaBakwe Aena, v npepage, ako ce HaBeae uve
ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa wunu gaBaoua NuueHLe U ako ce npepaja
anctpubympa nog MCTOM unyv cnuyHoM nvueHuom. OBa nuueHua He [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopcTtBOo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBare, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa UnuM ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HadmH ogpefeH of cTpaHe ayTopa winu gaBaoua fuUeHLe.
OBa nuueHua go3BorbaBa kKoMepuuvjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCcTBO — gAenuTu noa WUCTUM YycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AVUCTPMOYLMjy U jaBHO caoniiTaBawe [ena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha
HauMH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa Unu gaBaola N1LUeHLEe 1 ako ce npepana AucTpubympa
nog UCTOM UM cnM4HOM nuueHuom. OBa nuueHUa A03BorbaBa KomepuujanHy ynotpeody
Aena v npepaga. CnvyHa je copTBEpCKUM n1LUeHLaMa, OAHOCHO NUUEeHLaMa OTBOPEHOr
Koaa.



