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Vanćelijski metabolizam adeninskih nukleotida u sinaptozomima 

hipokampusa pacova – polne specifičnosti i uloga ženskih polnih hormona  

SAŽETAK 

Adenozin-5-trifosfat (ATP) u centralnom nervnom sistemu (CNS) ima ulogu brzog 

ekscitatornog neurotransmitera i kotransmitera ali i trofičkog faktora, gliotransmitera i 

signalnog molekula koji učestvuje u komunikaciji između ćelija CNS. Kada se oslobodi u 

vanćelijski prostor, npr. sinaptičku pukotinu i aktivira odgovarajuće receptore (P1 i P2), 

ATP se brzo degradira, posredstvom enzima ektonukleotidaza. Primarna uloga ovih enzima 

je sekvencijalna hidroliza adeninskih nukleotida, kao što su ATP, adenozin-5-difosfat 

(ADP) i adenozin-5-monofosfat (AMP) čime nastaje nukleozid adenozin, potentni 

neuromodulator i homeostatski regulator u CNS. S obzirom na to da koncentracije 

vanćelijskog ATP i adenozina direktno zavise od stepena aktivnosti ektonukleotidaza, 

svaka promena ekspresije i aktivnosti ovih enzima može biti relevantna u kontekstu 

fiziologije i patologije. Oskudni literaturni podaci ukazuju da su ektonukleotidaze deo 

složene molekulske mreže koja je pod uticajem polnih hormona. Kako ženski polni 

hormoni, pogotovo 17β-estradiol (E2), utiču na gustinu sinapsi, složenost dendritskih 

grananja i broja trnolikih izraštaja u hipokampusu, ostvarajući tako snažan uticaj na 

sinaptičku plastičnost, učenje i pamćenje kod pacova oba pola, u ovoj tezi ispitan je uticaj 

hormonskog statusa i mehanizam regulacije/modulacije sinaptičkih ektonukleotidaza, ekto-

nukleozid 5'-trifosfat difosfohidrolaze 1-3 (NTPD-aza 1-3) i ekto-5'-nukleotidaze (eN) 17β-

estradiolom u hipokampusu ženki i mužjaka pacova. Takođe, ispitan je uticaj ponovljenog 

(sedmodnevnog) tretmana 17-estradiolom (E), E2 i progesteronom (P4) na aktivnost i 

ekspresiju eN u totalnoj membranskoj frakciji hipokampusa oba pola.   

Rezultati biohemijskih analiza ukazuju da aktivnost ispitanih ektonukleotidaza 

diskretno fluktuira tokom estrusnog ciklusa, kao i da uklanjanje jajnika (OVX), primarnog 

izvora ženskih polnih hormona, smanjuje nivo hidrolize ATP, ADP, AMP u sinaptozomima 

hipokampusa ženki pacova. Ovi nalazi jasno ukazuju na to da su ektonukleotidaze (NTPD-

aza 1-3 i eN) pod regulatornom kontrolom endogenih hormona jajnika. Promena stepena 

hidrolize adeninskih nukleotida uočena je kod OVX ženki nakon jednokratnog tretmana E2, 

pri čemu je stepen hidrolize ATP i ADP povećan verovatno kao rezultat povećane 

ekspresije NTPD-aze 1 i 2, dok relativna zastupljenost NTPD-aze 3 ostaje nepromenjena. 

E2 takođe dovodi do porasta nivoa hidrolize AMP pri čemu reguliše/moduliše eN 

aktivacijom klasičnih unutarćelijskih estradiolskih receptora (ER i ERβ) koji različitim 

mehanizmima dovode do povećanja aktivnosti eN u sinaptozomima hipokampusa OVX 

ženki. 

E2 moduliše vanćelijski metabolizam adeninskih nukleotida i u sinaptozomima 

hipokampusa mužjaka pacova. E2 smanjuje proteinsku ekspresiju i/ili aktivnost NTPD-aza 



1, 2 i eN, ali ne menja relativnu zastupljenost NTPD-aze 3 u sinaptozomima hipokampusa 

mužjaka. Uprkos smanjenju aktivnosti NTPD-aza, E2 ne izaziva štetnu akumulaciju ATP i 

ADP, jer povećana aktivnost TNAP, nakon tretmana E2, ukazuje na potencijalnu 

eliminaciju viška ATP iz sinaptičke pukotine koji nastaje smanjenjem aktivnosti NTPD-aza 

1-2, odnosno višak ADP koji se akumulira usled nepromenjene aktivnosti NTPD-aze 3. E2 

na nivou eN ostvaruje kompetitivni tip inhibicije što ukazuje na moguću interakciju E2/eN 

u membrani. Takođe, eN je modulisana aktivacijom unutarćelijskih ER i ERβ, ali i 

pokretanjem mehanizama nezavisnih od klasičnih ER.  

Skoro 2,5 puta veća aktivnost eN izmerena je u P2 frakciji izolovanoj iz hipokampusa 

mužjaka pacova u odnosu na ženke u disetrusnoj fazi ciklusa i OVX. Rezultati analiza 

ekspresije totalne iRNK, kao i proteina i aktivnosti eN u membranskoj frakciji ukazuju da 

sedmodnevni tretmani E2 i P4 ispoljavaju različite efekte na nivou genske ekspresije eN u 

hipokampusu OVX ženki pacova, dok iste efekte ispoljavaju na nivou relativne količine 

proteina i aktivnosti eN. Za razliku od ženki, u hipokampusu intaktnih mužjaka, nakon 

hroničnih tretmana steroidnim hormonima, nije zabeležena promena eN ni na jednom 

ispitivanom nivou. 

Može se zaključiti da su ektonukleotidaze u sinapsama hipokampusa oba pola 

regulisane/modulisane E2 ili samim procesima koje E2 inicira.  Rezultati ove doktorske 

teze govore u prilog tome da poznati efekti E2 na nivou funkcionalnih karakteristika sinapsi 

u hipokampusu, mogu delom biti posledica zapaženih efekata na nivou ektonukleotidaza, 

enzima odgovornih za vanćelijsko formiranje adenozina u CNS.  
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Metabolism of extracellular adenine nucleotides in rat hippocampal 

synaptosomes - sex differences and the roll of female sex steroids 

ABSTRACT 

Adenosine-5´-triphosphate (ATP) is an important extracellular signaling molecule. It 

acts as neurotransmitter, co-transmitter, gliotransmitter and trophic factor in the central 

nervous system (CNS). Upon the release, ATP modulates synaptic transmission by acting 

at either ionotropic (P2X) or metabotropic (P2Y) receptors, and is sequentially catabolized 

by the action of ectonucleotidases. The first step of ATP inactivation is mediated by the 

family of ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase), which are able to 

hydrolyze ATP and adenosine-5´-diphosphate (ADP) to adenosine-5´-monophosphate 

(AMP). The last and the rate-limiting step in of the ATP conversion is catalyzed by ecto-5´-

nucleotidase (eN), which hydrolases AMP to adenosine, potent neuromodulator and 

homeostatic regulator in the CNS. Since ectonucleotidases is crucial for maintaining of 

physiological levels of extracellular adenine nucleotides in the CNS, any alteration in their 

activity and expression can be relevant in context of physiology and pathology. Literature 

data indicate that ectonucleotidases may be part of complex molecular network which may 

be modulated by ovarian steroids. Based on this findings, and the fact that female sex 

steroids, particularly 17β-estradiol (E2) play an essential role in the modulation of 

hippocampal synaptic plasticity therefore influencing hippocampal dependent learning and 

memory, we hypothesized that steroid hormones, in particular E2 has potential to modulate 

the activity and expression of ectonucleotidases (NTPDase 1-3 and eN) in hippocampal 

synaptosomes of male and female rats. Also, the aim of this doctoral dissertation was to 

determine the impact of steroid hormones on eN after repeated administration of 17α-

estradiol, E2 and progesterone (P4) for seven consecutive days in hippocampus of both 

sexes. 

It is shown that the activity of the examined ectonucleotidases fluctuates across the 

estrous cycle in the hippocampal synaptosomes of female rats, while significant reduction 

level of ATP, ADP and AMP hydrolysis is observed in hippocampal synaptosomes after 

bilateral ovariectomy. These results clearly indicate that examined ectonucleotidases are 

regulated/modulated by endogenous female sex steroids. Biochemical analysis indicate that 

acute E2 treatment in the OVX rats significantly increase the level of ATP and ADP 

hydrolysis, probably as a result of upregulated NTPDase 1 and 2, while E2 had no effect on 

NTPDase 3. The level of AMP hydrolysis was also augmented in hippocampal 

synaptosomes of OVX rats after E2 treatment. Our initial evaluation imply that regulatory 

E2 action at the activity and protein abundance of eN is mediated by both intracellular 

estradiol receptors (ERα and ERβ) through different mechanisms in hippocampal 

synaptosomes of OVX rats. 



E2 also influence extracellular metabolism of adenine nucleotides in hippocampal 

synaptosomes of male rats. E2 downregulates expression and/or activity of NTPDase 1, 

NTPDase 2 and eN, and does not affect the NTPDase 3. Despite the reduction of NTPDase 

activity, E2 did not induce toxic accumulation of ATP and ADP in the extracellular space, 

since E2 treatment resulted in increased TNAP activity in male hippocampal synaptosomes, 

which indicates effective elimination of ATP and ADP in the synaptic cleft. In male 

hippocampal synaptosomes, E2 induce competitive inhibition of eN, which indicates 

possible E2/eN interaction in the cell membrane. eN activity might be modulated through 

activation of classic intracellular estradiol receptors and also through other mechanism 

which are independent of classical ER.  

In the hippocampus obtained from male rats, more than 2.5-fold higher AMP 

hydrolysis was observed compared to females in diestrus state and OVX. Results obtained 

on eN-mRNA, protein abundance and eN activity level indicate that repeated E2 and P4 

induced different effects on eN gene expression in hippocampus of OVX rats, while similar 

effects were observed on the level of protein expression and activity. In male rats, 

administered sex steroids did not affect hippocampal eN at any analyzed level.  

In general, we can conclude that E2 differentially modulate/regulate NTPDase 1- 3 

and eN in hippocampal synaptosomes of both sexes. These results may imply that known 

sex-specific effects of E2 on functional properties of hippocampal synapses may be in part 

mediated through observed action on ectonucleotidases, which participate in the formation 

of extracellular adenosine.        
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SKRAĆENICE 

 

4E-BP1- 4E-vezujući protein eukariotskog faktora inicijacije 

ACR- apirazni konzervirani regioni 

ADP- adenozin-5ˈ difosfat 

Akt- protein kinaza B 

AMP- Adenozin-5´ monofosfat 

AMPA- Receptor α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline 

AP- alkalne fosfataze 

AP1- aktivacioni protein-1 

ATP- Adenozin-5´ trifosfat 

BSA- goveđi albumin iz seruma 

cAMP- ciklični adenozin monofosfat 

c-SRC- proto onkogen tirozin kinaza 

CNS- centralni nervni sistem 

CNT- koncentrišući nukleozidni transporteri 

CREB- cAMP responsivni element 

DAMP- signal povezan sa opasnošću 

DG- dentatni girus 

DHT- dihidrotestosteron 

DIEST- diestrus 

DEPC- dietilpirokarbonat 

DMSO- dimetil-sulfoksid 

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina 

DPN- 2,3-bis(4-Hidroxiphenil)-propionitril, specifični agonista ERβ 

E2- 17β-estradiol 

Eα- 17α-estradiol 

E-BSA- E2 konjugovan sa goveđim albuminom iz seruma 

E-NPP- ekto-nukleotid pirofosfataze/fosfodiesteraze 

eN- ekto-5´-nukleotidaza 



eNOS- endotelna sintaza azotmonoksida 

ENT- ekvilibrišući nukleozidni transporteri 

ER- estradiolski receptori 

ER-X- estradiolski receptor-X 

ERK 1/2- kinaze regulisane vanćelijskim signalima ½ 

EST-estrus 

GDX- gonadektomija 

GPER1- estradiolski receptor spregnut sa G-proteinom 

GPI- glikozil-fosfatidilinozitol 

Hip- hipokampus 

HSP90- protein toplotnog stresa 90 

ICI- neselektivni antagonista ER (ICI 182.780) 

IGF-1- faktor rasta sličan insulinu-1 

Km – Michaelis-ova konstanta 

LTP- dugotrajna potencijacija 

LU-laneno ulje 

MAPK- protein kinaza aktivirana mitogenima 

mGluR- metabotropni glutamatski receptori  

mPR- membranski progesteronski receptori 

mTOR- ciljni molekul za rapamicin kod sisara 

NCAM- ćelijski adhezivni molekuli neurona 

NDP- nucleozid difosfat 

Nlg-1- neurolignin 1 

NMDA - N-metil-D-aspartat receptori 

NTP- nukleozid trifosfat 

NTPD-aze- ekto-nukleozid 5'-trifosfat difosfohidrolaze  

OVX- ovarijektomija 

P4- progesteron 

p-NPP- para-nitrofenil fosfat 

PGRMC1- membranska komponenta progesterona 1 



Pi- neorganski fosfat 

PI3K- fosfatidilinozitol 3-kinaza 

PKC- protein kinaza C 

PLC- fosfolipaza C 

PPi- pirofosfati 

PPT- 4,4',4''-(4-Propil-[1H]-pirazol-1,3,5-triyl)trisfenol, specifični agonista ERα 

PR- progesteronski receptori 

PRO- proestrus 

PSA-NCAM- polisijalizovana forma ćelijskog adhezivnog molekula neurona 

PSD95- protein postsinaptičkih gustina 95 

RNK- ribonukleinska kiselina 

SERM- selektivni modulatori estradiolskih receptora 

Sp-1 – protein specifičnosti-1 

Syn1- sintaksin 

SYP- sinaptofizin 

T- testosteron 

TNAP- tkivno nespecifična alkalna fosfataza 

TrkB- tropomiozin kinaza B receptor 

UDP- uridin difisfat 

UTP- uridin trifosfat 

VNUT- vezikularni nuklearni transporter 
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I UVOD 

 

 

Adenozin-5 -́trifosfat (ATP) je sveprisutni molekul. Pored svoje uloge 

univerzalnog energetskog molekula u ćelijskim procesima, ATP je donor fosfatne grupe u 

reakcijama fosforilacije i polazni molekul u sintezi sekundarnog glasnika cikliĉnog 

adenozin monofosfata (cAMP). Poznato je, takoĊe, da ATP ima ulogu vanćelijskog 

signalnog molekula koji u niţim (mikromolarnim) koncentracijama ostvaruje trofiĉke i 

signalne uloge, a u visokim (milimolarnim) koncentracijama deluje kao „signal povezan sa 

opasnošću“ (engl. Danger-associated molecular pattern, DAMP). Vanćelijski ATP je 

kratkoţiveći molekul koji se brzo defosforiliše u vanćelijskom prostoru do adenozina. 

Adenozin je potentni neuromodulator i homeostatski regulator u centralnom nervnom 

sistemu (CNS), koji aktivacijom svojih adenozinskih receptora reguliše neurotransmisiju, 

sinaptiĉku plastiĉnost i procese uĉenja i memorije. Osim uloge u nizu regulatornih procesa 

u CNS, nukleotidi i nukleozidi su vaţni uĉesnici u patološkim procesima vezanim za 

traumatsku povredu CNS, ishemiju, neurodegenerativna oboljenja, neuroinflamaciju, 

epilepsiju i neuropatski bol (Burnstock, 2015).   
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1. Vanćelijski ATP: skladištenje i oslobaĎanje iz ćelija 

ATP je prisutan u svim ćelijama i svim ćelijskim organelama CNS, ukljuĉujući i 

ekscitatorne/sekretorne vezikule, te je oslobaĊanje ATP iz neurona, astrocita, mikroglija i 

ostalih ćelija CNS fiziološki proces. ATP se oslobaĊa u vanćelijsku sredinu i u odgovoru na 

razliĉite patofiziološke signale, kao sto su mehaniĉki stimulusi, ishemija ili pad energije, 

bakterijski endotoksini i ćelijski stres ili nakon razliĉitih oštećenja CNS. 

 

Slika 1. Mehanizmi oslobaĎanja ATP u vanćelijski prostor (Modifikovano Abbrachio i sar., 2008) 

(objašnjeno u tekstu).  

Postoji više procesa ĉijim se posredstvom ATP oslobaĊa iz ćelija nervnog sistema u 

vanćelijsku sredinu (Slika 1):  

 iz oštećenih ili ćelija koje umiru, preko oštećene ćelijske membrane; 

 ATP moţe proći kroz intaktnu ćelijsku membranu, koristeći membranske ATP-

transportere ili kanale, kao što su koneksinski ili paneksinski polu-kanali koji izgraĊuju 

molekule za formiranje pukotinaste veze (engl. gap junction) (Lohman i Isakson, 2014) 

ili vezikularnim nukleotidnim transporterom (VNUT) iz neurona, ali i iz astrocita 

(Abdipranoto i sar., 2003; Darby i sar., 2003), membranskim voltaţno-zavisnim 

anjonskim kanalima, i posredstvom P2X7 receptora (Lohman i Isakon, 2014; Fields i 

Burnstock, 2006); 

 egzocitozom, iz sinaptiĉkih vezikula nervnih završetaka ili glijskih ćelija (Pankratov i 

sar., 2006). 
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U neuronima, ATP se sintetiše i pakuje u sinaptiĉke vezikule i oslobaĊa tokom 

depolarizacije nervnih ćelija, sam ili zajedno sa nekim od klasiĉnih neurotransmitera. 

Vezikularno oslobaĊanje ATP zavisi od depolarizacije membrane neurona, aktivacije Na
+
 

kanala i prisustva Ca
2+

, što je prvo pokazano na preparatima sinaptozoma celog mozga 

(White, 1977; Potter i White, 1982), a kasnije i na sinaptozomima kore prednjeg mozga 

(White, 1977; Salgado i sar., 1997), mahovinastih vlakana (Terrian i sar., 1989) i kiĉmene 

moţdine (Sawynok i sar., 1993). Otkriće da neuroni sintetišu, pakuju i vezikularno 

oslobaĊaju ATP zajedno sa klasiĉnim neurotransmiterima u CNS, kao što su glutamat, 

acetilholin, noradrenalin, γ-aminobuterna kiselina (GABA), dopamin, dovelo je do 

uspostavljanja termina kotransmisija (Burnstock, 2004). 

Astrociti oslobaĊaju ATP koji moţe imati ulogu gliotransmitera. Signalizacija 

posredovana purinima, a posebno ATP, glavni je put signalizacije u meĊusobnoj 

komunikaciji astrocita, ali i preko kojeg astrociti deluju na nervne ćelije. ATP u ovoj ulozi 

deluje na presinaptiĉke završetke, tako što moduliše dalje oslobaĊanje neurotransmitera. 

ATP, osloboĊen iz glijskih ćelija, moţe direktno stimulisati postsinaptiĉke neurone i 

dovesti do ekscitatornog ili inhibitornog odgovora, te su astrociti aktivni partneri 

sinapsama, jer dinamiĉno regulišu sinaptiĉku transmisiju (Newman, 2001, 2003). 

Iako je ATP vaţan signalni molekul, neurotransmiter i gliotransmiter, ovaj molekul 

pripada i grupi DAMP molekula, jer u vanćelijskoj sredini, u većim koncentracijama, moţe 

pokrenuti inflamatorni odgovor, ćelijsku smrt, neurodegeneraciju itd. Zato je kaskada 

oslobaĊanje-signalizacija-inaktivacija ATP izuzetno vaţna. Kao i ostali klasiĉni transmiteri 

ali i molekuli DAMP grupe, ATP zadovoljava sledeće kriterijume (Di Virgilio, 2005): 

 Visoke unutarćelijske koncentracije (5-10 mM);  

 Zanemarljive vanćelijske koncentracije u fiziološkim uslovima (vanćelijska 

koncentracija ATP u uslovima mirovanja je u opsegu 1-10 nM i rezultat je ravnoteţe 

izmeĊu oslobaĊanja i razgradnje) (Agteresch i sar., 1999; Schwiebert, 2000); 

 Velika mobilnost u pericelularnoj vodenoj sredini: ATP je mali molekul koji sadrţi 2-4 

negativne šarţe u zavisnosti od pH i koncentracije jona Ca
2+

 i Mg
2+

 i stoga ima veliku 

brzinu difuzije u vanćelijskoj vodenoj sredini; 
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 Vezivanje za specifiĉne receptore i pokretanje razliĉitih signalnih procesa. Velika 

specifiĉnost i afinitet jonotropnih P2X i metabotropnih P2Y receptora za razliĉite 

nukleotide i nukleozide ĉini ovu familiju receptora veoma fleksibilnbom i efikasnom u 

prevoĊenju informacija od strane odreĊenog liganda; 

 OsloboĊeni DAMP molekuli, kakav je ATP, moraju se brzo ukloniti iz vanćelijske 

sredine: uklanjanje ATP iz vanćelijske sredine je veoma efikasan proces, zahvaljujući 

enzimima ektonukleotidazama lociranim na ćelijskim membranama sa aktivnim mestom 

okrenutim ka vanćelijskoj sredini.  

Interesantno je da defosforilacijom ATP ektonukleotidazama, u vanćelijskoj sredini 

nastaje drugi signalni molekul, potentni neuromodulator i neuroprotektor u CNS, adenozin, 

koji dalje aktivira P1 receptore. Nukleozide, finalne proizvode razgradnje ATP, ćelija lako 

preuzima posredstvom nukleozidnih transportera i potom ih ukljuĉuje u spasonosni put 

purina. 

2. Purinski receptori 

Veliki broj receptora za nukleotide i nukleozide i njihova široka rasprostranjenost u 

CNS ukazuju na znaĉaj ovih purina kao osnovnih medijatora i neuromodulatora u 

komunikaciji izmeĊu ćelija (Khakh i Burnstock, 2009). Vanćelijski ATP i proizvodi 

njegove hidrolize (ADP, adenozin) deluju na dva tipa receptora, P2 i P1 (Fields i 

Burnstock, 2006). P2 receptori vezuju purinske i pirimidinske nukleotide, dok P1 receptori 

sa visokim afinitetom vezuju adenozin. Oba tipa receptora aktivno uĉestvuju u razliĉitim 

fiziološkim procesima u CNS (Abbracchio i sar., 2009). 

P2 receptori se dele u dve klase, u zavisnosti od toga da li su ligand-zavisni jonski 

kanali (P2X) ili vezani za G-proteine (P2Y) (Slika 2). Do sada je potvrĊeno postojanje 

nekoliko potklasa P2X (P2X1-7) i P2Y (P2Y1-14) receptora (Burnstock, 2006). P2X 

receptori dovode do brzog odgovora ćelije, jer omogućuju neselektivnu provodljivost Na
+
, 

K
+
 i Ca

2+
, dovodeći do brzih promena membranskog potencijala. P2X receptori, homo- ili 

hetero-dimerizacijom, mogu formirati pore na membrani propustljive za jone. Svih sedam 
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P2X receptora se eksprimira na neuronima i astrocitima, a neki od njih i na 

oligodendrocitima, Švanovim ćelijama i u mikroglijskim ćelijama (del Puerto i sar., 2013).  

Za razliku od njih, P2Y metabotropni receptori uĉestvuju u dugotrajnim i trofiĉkim 

funkcijama. Do sada je okarakterisano osam P2Y receptora, a aktiviraju ih razliĉiti 

vanćelijski nukleotidi: P2Y1, P2Y12 i P2Y13 imaju veliki afinitet za ADP; P2Y2 i P2Y4 za 

ATP/UTP; P2Y6 za UDP; P2Y11 za ATP; P2Y14 za UDP (Burnstock, 2007). P2Y1, 

P2Y2, P2Y4 i P2Y6 vezani su za Gq proteine i aktiviraju fosfolipazu C, dok su P2Y12, 

P2Y13 i P2Y14 vezani za Gi proteine, ĉija aktivacija dovodi do inhibicije adenilat ciklaze i 

redukcije unutarćelijskog AMP (Abbrachio i Ceruti, 2006).  

 

Slika 2. Šematski prikaz učesnika purinske transmisije (Modifikovano http://www.uni-

leipzig.de/~straeter/research/ntpdase.html).  

Do sada su klonirana i okarakterisana ĉetiri podtipa P1 receptora: A1, A2A, A2B i 

A3. Svi P1 receptori sa visokim afinitetom vezuju adenozin i pripadaju klasi metabotropnih 

receptora sa sliĉnom membranskom topografijom i sedam transmembranskih domena. 

Svaki transmembranski domen saĉinjen je od 21-28 amino-kiselina koje ĉine α-heliks. N-

terminalni kraj je izvan, a C-terminalni kraj unutar ćelije (Slika 2). Signalni put svih P1 

receptora vezan je, preko G-proteina, za enzim adenilat ciklazu, s tim što A1 i A3 receptori 

inhibiraju, a receptori A2 grupe stimulišu aktivnost ovog enzima. 
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Purinski receptori su široko zastupljeni u CNS. Oni imaju vaţnu ulogu u brzoj 

neurotransmisiji posredovanoj P2X receptorima, koji prevashodno vezuju ATP, dok se 

dugotrajna signalizacija (trofiĉki efekti), kakva je neuromodulacija, sekrecija, 

hemoatrakcija, rast, razviće, citotoksiĉnost, proliferacija i smrt ćelije, dešava posredstvom 

P2Y receptora, koji vezuju i druge purinske i pirimidinske nukleotide (Agresti i sar., 2005; 

Fields i Burnstock, 2006). Adenozin, vaţan neuromodulator i regulator homeostaze u 

nervnom sistemu, takoĊe ima ulogu u razviću, proliferaciji ćelija, njihovoj migraciji i 

diferencijaciji i formiranju sinaptiĉke mreţe, delujući preko svojih P1 receptora 

(Zimmermann, 2006). 

3. Metabolizam vanćelijskih adeninskih nukleotida u CNS 

Ćelija ne moţe direktno preuzeti osloboĊene nukleotide, zbog njihove veliĉine i 

negativnog naelektrisanja. Kada se oslobodi u vanćelijski prostor, npr. sinaptiĉku pukotinu 

i aktivira odgovarajuće receptore, ATP se brzo degradira, posredstvom enzima 

ektonukleotidaza (Slika 4). Njihovo katalitiĉko mesto je locirano na spoljašnjoj strani 

membrane i široko su rasprostranjeni u CNS (Slika 3) (Zimmermann, 2012). 

Postoje ĉetri grupe ektonukleotidaza (Zimmermann, 2000, 2012):  

1) ekto-nukleozid 5'-trifosfat difosfohidrolaze (NTPD-aze);  

2) ekto-5 -nukleotidaza (eN); 

3) ekto-nukleotid pirofosfataze/fosfodiesteraze (NPP);  

4) alkalne fosfataze (AP).  
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Slika 3. Enzimi, pripadnici familije ektonukleotidaza (Modifikovano Cognato i Bonnan, 2010) 

(objašnjenja u tekstu).    

3.1. Ekto-Nukleozid 5'-Trifosfat Difosfohidrolaze (NTPD-aze) 

Osam razliĉitih Entpd gena kodira osam enzima, ĉlanova familije ekto-nukleozid 5'-

trifosfat difosfohidrolaza (NTPD-aza) 1-8, koji se razlikuju po distribuciji u tkivima, 

ćelijskoj lokalizaciji i specifiĉnosti za supstrat (Zimmermann, 2000). Ĉetiri NTPD-aze 

(NTPD-aza 1, 2, 3 i 8) su tipiĉni ekto-enzimi locirani na površini ćelijske membrane i 

hidrolizuju sve vanćelijske nukleozid tri- i difosfate koji aktiviraju P2 receptore, kao i 

ostale nukleotide za koje nije pokazano da ih mogu aktivirati. Sa druge strane, NTPD-aze 

4-7 su locirane unutar ćelije, u membranama organela i ne uĉestvuju u metabolizmu 

vanćelijskih nukleotida (Robson i sar., 2006). Svi ĉlanovi familije NTPD-aza poseduju pet 

visoko konzerviranih domena, tzv. apirazne regione (engl. apyrase conserved regions, 

ACRs) (Schulte am Esch i sar., 1999), koji su od presudnog znaĉaja za katalitiĉku aktivnost 

enzima, jer je pokazano da usmerena mutageneza u I i IV apiraznom regionu ozbiljno 

narušava ektonukleotidaznu aktivnost (Smith i Kirley, 1998). 
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Za potpunu aktivnost, NTPD-aze zahtevaju prisustvo jona Ca
2+

 ili Mg
2+

 (Kukulski i 

sar., 2005; Zimmermann, 2001), ispoljavaju katalitiĉke karakteristike u širokom opsegu pH, 

a najefikasniji su u opsegu pH 7.0–8.5 (Kukulski i sar., 2005).   

U CNS se eksprimiraju tri ĉlana ove familije NTPD-aza 1, 2 i 3, koji imaju 

karakteristiĉnu regionalnu i ćelijski specifiĉnu lokalizaciju (Bjelobaba i sar., 2007; Braun i 

sar., 2000; Langer i sar., 2008; Wang i Guidotti, 1998; Wink i sar., 2006).   

 

Slika 4. Hidroliza vanćelijskih adeninskih nukleotida (Modifikovano Fields i Burnstock, 2006) 

(objašnjenja u tekstu). 

NTPD-aza 1 (EC 3.6.1.5, CD39). NTPD-aza 1 je prvi put opisana kao antigen 

prisutan na limfocitima, te je ovom enzimu pridruţena skraćenica CD39 (Kansas i sar., 

1991). I pored velike zastupljenosti NTPD-aze 1 u mozgu pacova (Wang i Guidotti, 1998), 

dugo se smatralo da se iskljuĉivo eksprimira na mikrogliji i endotelu krvnih sudova (Braun 

i sar., 2000), a kasnije je pokazano da je lokalizovana i na neuronima kore prednjeg mozga 

i hipokampusa pacova (Bjelobaba i sar., 2007; Langer i sar., 2008), kao i u neuropilu 

(Langer i sar., 2008). Bogato je zastupljena u kaudoputamenu, talamusu i hipokampusu, 

dok ekspresija izostaje u malom mozgu (osim u mikrogliskim ćelijama i krvnim sudovima) 

(Langer i sar., 2008). Polipeptidni niz ovog enzima se odlikuje postojanjem šest mogućih 

mesta glikozilacije, koja je bitna za upućivanje enzima ka membrani, ali utiĉe i na 
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katalitiĉku aktivnoist enzima (Zhong i sar., 2001), ĉime se mogu objasniti i razlike u 

aktivnosti NTPD-aze 1 u razliĉitim tkivima (Plesner, 1995). Molekulska masa humanog 

enzima, iznosi od 70 do 100 kDa, zavisno od stepena glikozilacije.  

NTPD-aza 1 nije usko specifiĉna prema supstratu i hidrolizuje razliĉite purinske i 

pirimidinske nukleotide, a skoro podjednako dobro hidrolizuje NTP i NDP (Christoforidis i 

sar., 1995; Picher i sar., 1996), te su tako ATP i ADP u kompeticiji za isto aktivno mesto 

enzima. Hidroliza β- i γ- pirofosfatnih veza na ATP dešava se gotovo istovremeno. Dakle, 

direktnom hidrolizom ATP do AMP ovaj enzim dovodi do efikasnog uklanjanja svih 

potencijalnih aktivatora P2X i P2Y purinskih receptora iz vanćelijskog prostora. Rezultat 

aktivnosti NTPD-aze 1 je nastanak AMP koji je supstrat eN. NTPD-aza 1 ima bitno manji 

Km u poreĊenju sa ostalim ĉlanovima familije, što joj omogućuje hidrolizu fosfopurina u 

koncentracijama koje su bar tri puta manje (Kukulski i Komoszynski, 2003), a što za 

posledicu ima efikasnije zaustavljanje signala posredovano P2 receptorima ili prevenciju 

njihove inaktivacije (pregled u Kukulski i sar., 2011). Osim katalitiĉke uloge, NTPD-aza 1 

moţe imati i ulogu u ćelijskoj adheziji (Wu i sar., 2006; Murrin i Talbot, 2007). 

NTPD-aza 2 (EC 3.6.1.5, ekto-ATP-aza). NTPD-aza 2 je dominantna 

ektonukleotidaza astrocita pacova (Wink i sar., 2006). Eksprimira se i u progenitorskim 

ćelijama hipokampusa i stem ćelijama subventrikularne zone adulta glodara (Braun i sar., 

2003; Shukla i sar., 2005). NTPD-aza 2 moţe postojati u homo-oligomernoj formi i 

disocijacija ovih oligomera u monomere potencijalno smanjuje enzimsku aktivnost (Wang i 

sar., 1998). Molekulska masa NTPD-aze 2 takoĊe varira u zavisnosti od glikozilacije i 

kreće se od 54 kDa do 75 kDa (Hicks-Berger i Kirley, 2000; Knowles i Chiang, 2003; 

Kukulski i Komoszynski, 2003; Sevigny i sar., 2002). Kod pacova su do sada opisane dve 

izoforme NTPD-aze 2, rezultat su alternativne obrade iRNK koja se prepisuje sa Entpd2 

gena i razlikuju se po katalitiĉkim svojstvima i mehanizmu regulacije (Zimmerman i sar., 

2012). Kod ljudi su do sada opisane tri izoforme: NTPD-aza 2α, NTPD-aza 2β i NTPD-aza 

2γ (Chadwick i Frischauf, 1997; Mateo i sar., 2003), a samo izoforma NTPD-aza 2α ima 

sposobnost hidrolize vanćelijskog ATP i odgovara enzimu kloniranom iz pacova (Mateo i 

sar., 2003). 
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NTPD-aza 2 kontroliše dostupnost vanćelijskog ATP, a kao i druge NTPD-aze, 

ĉvrsto je ukotvljena u ćelijsku membranu N- i C- transmembranskim domenima sa velikom 

petljom okrenutom ka vanćelijskom prostoru na kojoj se nalazi katalitiĉko mesto. NTPD-

aza 2 ima veliki afinitet za ATP i druge NTP, a kao produkt nastaje ADP (Robson i sar., 

2006) koji se prolazno akumulira pre nego što se polako defosforiliše u AMP.  

NTPD-aza 3 (EC 3.6.1.5). MeĊu NTPD-azama detektovanim u CNS, najspecifiĉnija 

i iskljuĉivo neuronska lokalizacija uoĉena je za NTPD-azu 3. Lokalizacija NTPD-aze 3 na 

telima neurona ograniĉena je na talamus i hipotalamus, produţenu mozdinu (Belcher i sar., 

2006) i kiĉmenu moţdinu (Vongtau i sar., 2011). TakoĊe, u talamusu i hipotalamusu su 

uoĉena brojna ''perlasta'' vlakna koja eksprimiraju NTPD-azu 3, dok su u kori prednjeg 

mozga, hipokampusu i bazalnim ganglijama ova vlakna sa istaknutim varikozitetima, ali 

mnogo reĊa i rasuta (Belcher i sar., 2006, Bjelobaba i sar., 2010). Prvobitno, autori nisu 

precizirali o kakvim se zapravo vlaknima radi te su se ogradili formulacijom „aksonima-

sliĉne strukture“ (engl. axon-like structures). TakoĊe je pokazano da ekspresija NTPD-aze 

3 na pojedinim vlakanima odgovara morfološkim karakteristikama dendritskih trnića, što je 

i potvrĊeno primenom elektronske mikroskopije (Kiss i sar., 2009; Bjelobaba i sar., 2010). 

Moţe se reći da se NTPD-aza 3 eksprimira iskljuĉivo na neuronima i to na telima, 

aksonima, dendritskim granama i trnićima predominantno ekscitatornih neurona (Belcher i 

sar., 2006; Bjelobaba i sar., 2010; Kiss i sar., 2009; Grković i sar., 2016). Većina NTPD-

aza 3 imunorekativnih neurona hipotalamusa i najveći deo vlakana u ostalim regionima 

eksprimira i hipokretin-1/oreksin-A, što ukazuje na ulogu ovog enzima u autonomnim 

funkcijama i ponašanjima koja su regulisana hormonima, kao što su ishrana, ciklus 

spavanja i budnosti i reprodukcija (Belcher i sar., 2006). 

NTPD-aza 3 stiĉe katalitiĉku aktivnost odmah po nativnom savijanju proteina, već u 

endoplazmatiĉnom retikulumu (Ivanenkov i sar., 2005), za razliku od NTPD-aze 1 koja za 

katalitiĉku aktivnost zahteva terminalnu glikozilaciju u Goldţijevom aparatu (Zhong i sar., 

2001). Molekulska masa ne-glikozilovane forme NTPD-aze 3 je 60 kDa, dok potpumo 

glikozilovane forme iznosi 70-80 kDa (Belcher i sar., 2006). Kinetiĉke karakteristike 

NTPD-aze 3 su izmeĊu NTPD-aze 1 i 2, što rezultuje uklanjanjem ADP iz vanćelijske 

sredine sporije od NTPD-aze 1. Klonirana NTPD-aza 3 pacova najveću katalitiĉku 
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aktivnost pokazuje u blago alkalnoj sredini, a odnos hidrolize ATP i ADP je 1:0,2 (Vorhoff 

i sar., 2005). Hidrolizom ATP i UTP dolazi do prolazne akumulacije NDP, a kao krajnji 

produkti u medijumu se akumuliraju AMP i UMP (Lavoie i sar., 2004). 

3.2. Ekto-5'-nukleotidaza (EC 3.1.3.5, CD73, eN) 

Ekto-5'-nukleotidaza (eN) ili površinski marker limfocita CD73 je glikoprotein 

prisutan na membranama gotovo svih ćelija i visoko je konzerviran protein meĊu sisarskim 

vrstama. eN je široko rasprostranjena u CNS. Tokom razvića nervnog sistema, distribucija 

eN je uoĉena na nezrelim ćelijama koje migriraju i na sinapsama tokom sinaptogeneze i 

remodelovanja (Schoen i sar., 1988; Bailly i sar., 1995; Fenoglio i sar., 1995; Heilbronn i 

sar., 1995; Heilbronn i Zimmermann, 1995), dok je u adultnom mozgu predominantno 

eksprimirana na astrocitima, ali i u mikrogliji, mijelinu, neuronima (Zimmerman, 1992; 

Bjelobaba i sar., 2007, 2011; Langer i sar., 2008). Protein moţe biti glikozilovan na pet 

razliĉitih mesta, zbog ĉega se javljaju odstupanja od predviĊene molekulske mase (64 kDa) 

tako da moţe imati molekulsku masu i do 80 kDa (Zimmermann, 2012). eN je smeštena u 

membranskim mikrodomenima - lipidnim splavovima (Bianchi i Spychala, 2003). Protein 

je prikaĉen za membranu glikozil-fosfatidilinozitol (GPI) vezom, koja je karakteristiĉna i za 

neke druge vanćelijske enzime, a ostvaruje se razmenom C-terminusa transmembranskog 

segmenta za oligosaharid povezan sa lipidom, fosfatidilinozitolom. GPI-specifiĉna 

fosfatidilinozitol fosfolipaza C moţe raskinuti ovu vezu, što dovodi do nastanka solubilne 

forme ovog enzima (Slika 4). Enzim se nalazi kao homodimer sastavljen iz subjedinica 

teţine 62-74 kDa u zavisnosti od vrste i tkiva, koje su povezane vodoniĉnim vezama i 

hidrofobnim interakcijama (Zimmerman, 1992). 

Ovom enzimu su neophodni Zn
2+

 i drugi dvovalentni joni za katalitiĉku aktivnost i 

moţe defosforilisati razliĉite NMP u vanćelijskom prostoru. Ipak, najefikasnija je hidroliza 

AMP, koji je u fiziološkim uslovima i najzastupljeniji supstrat, sa Km 3-50 μM 

(Zimmermann, 1992). Osnovna uloga ovog enzima je produkcija vanćelijskog adenozina iz 

AMP i jedini je enzim u CNS ĉijom aktivnošću nastaje adenozin (Lovatt i sar., 2012). 

Njegovi kompetitivni inhibitori su ATP i ADP. Takav mehanizam kontrole enzimske 
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aktivnosti preteĉama supstrata, naziva se ''upozoravajuća inhibicija" (engl. feed-forward) 

(Zimmermann, 1996; Rathbone i sar., 1999). Na taj naĉin kontroliše se nivo adenozina 

(James i Richardson, 1993) i aktivacija P1 receptora, a samim tim i trajanje njegovog 

neuromodulatornog efekta. Nezavisno od svoje enzimske aktivnosti, eN ima i adhezivnu 

ulogu i ukljuĉen je u procese prepoznavanja i interakcije izmeĊu ćelija, migracije i 

sinaptiĉke plastiĉnosti (Zimmerman, 1992, 2012). 

3.3. Alkalne fosfataze 

Alkalne fosfataze (AP) su široko rasprostranjeni ektoenzimi, što ukazuje na njihovu 

znaĉajnu ulogu u fiziološkim procesima. Njihova osnovna uloga je u katalizi defosforilacije 

i transfosforilacije širokog spektra fizioloških i ne-fizioloških supstrata (Sebastian-Serrano i 

sar., 2015). Većinu ĉlanova familije alkalnih fosfataza sisara ĉine dve identiĉne subjedinice 

povezane kovalentnim vezama. Enzim je ukotvljen u ćelijsku membranu preko GPI sidra 

(Millan, 2006). Alkalne fosfataze mogu degradirati razliĉite 5’-tri, di- i monofosfate i veliki 

broj ostalih organskih jedinjenja, ukljuĉujući i proteine, te tako oslobaĊaju pirofosfate (PPi) 

koji se dalje hidrolizuju do neorganskog fosata (Pi) (Millan, 2006). Ovi enzimi, takoĊe 

mogu direktno hidrolizovati ATP do adenozina, agoniste P1 receptora. Najveću enzimsku 

aktivnost AP dostiţe u visoko alkalnoj sredini, ali takoĊe vrlo efikasno moţe hidrolizovati 

ATP i na pH 7,4. Tkivno nespecifiĉna AP (TNAP) je jedina izoforma AP u CNS i 

eksprimira se u endotelnim ćelijama krvnih sudova i neuropilu, a naroĉito u sinaptiĉkim 

kontaktima (Langer i sar., 2008). TNAP je visoko eksprimirana u CNS tokom razvića 

(Sebstian-Serrano i sar., 2015). 

4. Ektonukleotidaze u sinaptičkom odeljku i njihova uloga u 

neurotransmisiji 

U sinaptiĉkoj pukotini, ATP je kratkoţiveći molekul koji se veoma brzo, aktivnošću 

ektonukleotidaza, metaboliše do adenozina. Biohemijskim, imunohistohemijskim i 
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imunoblot metodama je pokazano da su sve navedene ektonukleotidaze, NTPD-aze 1-3, eN 

i TNAP, lokalizovane u sinaptiĉkom odeljku (Cunha i sar., 1992; Cunha 2001; Kukulski i 

Komoszynski, 2003; Rucker i sar., 2005; Langer i sar., 2008; Stanojevic i sar., 2011; 

Grkovic i sar., 2014, 2016).  

 

Slika 5. Purinska signalizacija u sinaptičkom odeljku (Modifikovano de Paula Cognato i Bonan, 

2010) (objašnjenja u tekstu). 

Ektonukleotidaze su ukljuĉene u razliĉite aspekte signalizacije posredovane P2 i P1 

receptorima (Slika 5). NTPD-aze, zajedno sa eN, kontrolišu dostupnost liganada 

nukleotidnih i nukleozidnih receptora (ATP, ADP i adenozina), trajanje i stepen njihove 

aktivacije (Chen i Guidotti, 2001) i tako spreĉavaju desenzitizaciju P2 receptora (Enjyoji i 

sar., 1999). Specifiĉnost ektonukleotidazne kaskade koju ĉine NTPD-aze i eN ogleda se u 

uklanjanju jednog signala (ATP) i istovremenog formiranja drugog (ADP/adenozin). U 

sinapsama u kojima ATP ima ulogu ko-transmitera, a to su glutamatske, noradrenalinske, 

serotoninske, acetilholinske sinapse, (Burnstock, 2009; Cunha i sar., 1992; James i 

Richardson, 1993), NTPD-aze imaju ulogu modulatora neurotransmisije, regulišući kako 

delovanje ATP tako i neurotransmitera koji se zajedno sa njim oslobaĊa. TakoĊe, ovi 
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enzimi imaju protektivnu funkciju jer odrţavaju odnos vanćelijskih nukleotida 

(ATP/ADP)/nukleozida (adenozin) u okviru fizioloških vrednosti (Agteresch i sar., 1999). 

Fiziološka i hemijska interakcija izmeĊu simultano osloboĊenih neurotransmitera, ATP i 

adenozina predstavlja vaţan put prenosa signala koji regulišu razliĉite ćelijske odgovore.  

Kako se na osnovu odnosa hidrolize ATP i ADP posredno moţe zakljuĉiti o 

pojedinaĉnom doprinosu svake od NTPD-aza, u razliĉitim tipovima ćelija utvrĊen je razliĉit 

odnos hidrolize ATP i ADP. Tako je pokazano da u preĉišćenim sinaptozomima 

izolovanim iz kore prednjeg mozga pacova (James i Richardson, 1993; Nagy, 1986) i 

hipokampusa odnos hidrolize ATP i ADP iznosi 1:0,3 (Cunha 2001), dok za astrocite 

izolovane iz kore prednjeg mozga ili hipokampusa vaţi odnos 8:1 (Wink i sar., 2003), što 

ukazuje na predominantno prisustvo NTPD-aze 2 u mambranama astrocita, a NTPD-aze 3 

u sinaptiĉkim membranama, što je donekle potvrĊeno i imunohistohemijskim metodama. 

Lokalizacija NTPD-aze 3 na sinaptiĉkim strukturama ukazuje na to da ovaj enzim ima 

ulogu sinaptiĉkog regulatora vanćelijskog nivoa ATP. Lokalizacija jedne pored druge, 

NTPD-aze 2 na astrocitima, i delom sinapsama, i NTPD-aze 3 na nervnim završecima, 

sugeriše kombinovanu ulogu ovih enzima u regulaciji vanćelijskih nukleotida i na 

dominantnu ulogu NTPD-aze 3 u regulaciji sinaptiĉke funkcije. Dalje, literaturni podaci 

ukazuju na funkcionalnu povezanost TNAP sa procesima formiranja i sazrevanja sinapsi 

(Hanics i sar., 2012; Sebastian-Serrano i sar., 2015) i smatra se da TNAP „pomaţe“ eN u 

uslovima kada je neophodna veća koncentracija vanćelijskog adenozina. (Millan, 2006). 

Izuzetno vaţan enzim je eN koji svojom aktivnošću defosforiliše vanćelijski AMP do 

adenozina, neuromodulatora koji ne izaziva direktne efekte u neuronima, već fino moduliše 

sinaptiĉku transmisiju koja se već dešava. Najizraţenije efekte adenozin ispoljava preko 

inhibitornog A1 receptora, koji je i najzastupljeniji u mozgu (Dunwiddie i Masino, 2001), a 

mesto njegove primarne ekspresije su sinaptiĉke membrane (Rebola i sar., 2003), posebno 

glutamatske sinapse (Rebola i sar., 2005). A1 receptori su lokalizovani na presinaptiĉkim 

membranama gde inhibiraju oslobaĊanje glutamata (kao i drugih neurotransmitera) i na 

postsinaptiĉkoj membrani, gde dovode do inhibicije ulaska Ca
2+

 kroz voltaţno-zavisne Ca
2+

 

kanale i N-metil-D-aspartat receptore (NMDA) dovodeći do hiperpolarizacije membrane. 

OslobaĊanje neurotransmitera moţe biti regulisano koordinisanom aktivnošću A1 i A2A 
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receptora (Cunha, 2008), s obzirom na prisustvo oba receptora u sinapsama hipokampusa 

(Rebola i sar., 2005). Zbog toga se postavilo pitanje fiziološkog znaĉaja prisustva dva 

receptora u sinapsama sa razliĉitom funkcijom, koji se aktiviraju istim ligandom. Pri 

stimulacijama neurona niskog intenziteta aktivira se A1 receptor, adenozinom koji ne 

nastaje hidrolizom ATP u sinaptiĉkoj pukotini već u vanćelijsku sredinu dospeva 

dvosmernim adenozinskim transporterima, a koji dalje dovodi do inhibicije ekscitatorne 

neurotransmisije. Sa druge strane, pri visokofrekventnim stimulacijama, dolazi do 

direktnog oslobaĊanja ATP iz vezikula presinaptiĉkih nervnih završetaka, koji se 

aktivnošću NTPD-aza i eN defosforiliše do adenozina. Adenozin nastao aktivnošću eN 

aktivira ekscitatorni A2A receptor i dovodi do pojaĉanog oslobaĊanja glutamata, a 

smanjuje aktivnost A1 receptor u aktiviranim sinapsama (Cunha., 2008). Ko-ekspresija eN i 

A2A receptora i njihova funkcionalna povezanost je i potvrĊena (Augusto i sar., 2013). 

Selektivna stimulacija A2AR, adenozinom koji je generisan aktivnošću eN, povezana je sa 

sinaptiĉkim plastiĉnim promenama u ekscitatornim sinapsama (Cunha, 2008), potencirajući 

NMDA posredovane efekte (Rebola i sar., 2008), pojaĉavajući oslobaĊanje glutamata 

(Rodrigues i sar., 2005) i spreĉavanjem inhibitornog efekta A1 ili kanabinoidnih receptora. 

Ovaj vid kooperacije izmeĊu A2A receptora u aktiviranim sinapsama i A1 receptora u 

neaktivnim sinapsama moţe predstavljati mehanizam finog podešavanja sinaptiĉke 

neurotransmisije npr. tokom dugotrajne potencijacije (engl. long term potentiation, LTP) 

(Cunha, 2008). 

5. Ženski polni hormoni u CNS 

Polni hormoni, osim svoje kljuĉne uloge u reprodukciji, regulišu razliĉite funkcije i 

karakteristike CNS. Estradiol (E2) i progesteron (P4) su derivati holesterola, sa primarnim 

mestom sinteze u gonadama. Zahvaljujući lipofilnoj strukturi, mogu lako proći kroz krvno-

moţdanu barijeru i aktivirati svoje specifiĉne receptore u ćelijama mozga. 17β-estradiol se 

takoĊe sintetiše aromatizacijom testosterona (T) ili de novo sintezom (Fester i sar., 2012) i 

u neuronima i u glijskim ćelijama (Slika 6) (Rune i Frotscher, 2005; Zwain i Yen, 1999) u 

razliĉitim strukturama mozga, kao što su npr. hipotalamus i hipokampus (Kato i sar., 2013; 
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Fester i sar., 2012; Hojo i sar., 2009, 2004). Tako efekti polnih hormona, na procese u 

CNS, zavise od kordinisane aktivnosti lokalno sintetisanih i polnih hormona poreklom iz 

gonada.  

 

Slika 6. Steroidogeneza (Modifikovano Cersosimo i Benarroch, 2015). 

Ţenski polni hormoni najizraţenije efekte na CNS ostvaruju tokom njegovog razvića, 

tokom procesa polne diferencijacije, neurogeneze, diferencijacije ćelija, mijelinizacije, 

migracije i ćelijske smrti. Svi ovi procesi dovode do promena broja ćelija, citoarhitekture, 

aktivnosti ćelija, sinaptiĉke transmisije itd. Godinama je vaţilo pravilo da je hipotalamus 

jedini region mozga koji se razlikuje meĊu polovima. Ipak, poslednjih decenija, 

mnogobrojna istraţivanja su ukazala na polno-specifiĉne strukturne, ćelijske, biohemijske i 

fiziološke razlike meĊu moţdanim regionima, ukljuĉujući i hipokampus. Da se rodni 

identitet odreĊuje još u materici je saznanje novijeg datuma. Polna diferencijacija mozga 

poĉinje prenatalno, ali se nastavlja i nakon roĊenja. Muški i ţenski mozak se razvijaju u 

razliĉitim hormonskim miljeima. Naime, u procesu diferencijacije muškog mozga, kod 

pacova i ĉoveka, kljuĉan je uticaj T u periodu od kraja embrionalnog razvića do prve 

nedelje ţivota. U tom periodu dolazi do prolazne aktivacije testisa, sinteze/sekrecije T koji 

cirkulacijom dospeva do mozga, konvertuje se u E2 (procesom aromatizacije) i utiĉe na 
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neurogenezu, apoptozu, migraciju ćelija, procese koji će dovesti do formiranja trajnih 

polnih razlika u broju ćelija kao i u njihovoj distribuciji unutar pojedinih moţdanih regiona 

ili jedara. Pored toga, uticaj E2 na procese izrastanja/grananja neurita, sinaptogeneze i 

uspostavljanja neurohemijskog fenotipa dovodi do uspostavljanja polnih razlika u kontroli 

neurotransmiterskog sistema i neuronskih mreţa u odreĊenim moţdanim regionima. Za 

razliku od muškog, diferencijacija ţenskog mozga se odvija bez uticaja E2. Iako proces 

steroidogeneze u jajnicima otpoĉinje oko 5. dana postnatalnog razvića, cirkulišući E2 ne 

dospeva do mozga (pregled u Gillies i McArthur, 2010), tako da se ţenski mozak formira 

bez hormonskog uticaja. U pubertetu, muški i ţenski mozak prolaze drugi period 

diferencijacije, kada polni hormoni ispoljavaju tzv. aktivacione efekte na već uspostavljene 

polno-specifiĉne neuronske mreţe (revija Gillies i McArthur, 2010). 

Poznato je da polni hormoni, pored razvića i diferencijacije CNS, regulišu i 

reproduktivno ponašanje, neurotransmisiju, sinaptiĉku plastiĉnost, uĉenje, pamćenje i 

raspoloţenje (Gillies i McArthur, 2010). Polni hormoni i njihovi derivati, ali i selektivni 

modulatori receptora za polne hormone (engl. selective estradiol receptor modulators, 

SERM), ispoljavaju i neuroprotektivne efekte na nivou CNS: dovode do znaĉajnog 

smanjenja oksidativnog stesa, inhibiraju neuroinflamaciju i ekscitotoksiĉnost i štite neurone 

od ćelijske smrti, što je pokazano u mnogobrojnim eksperimentalnim modelima patoloških 

stanja nervnog sistema (Dykens i sar., 2005; Habib i Bayer, 2015; Moos i sar., 2009). Polni 

hormoni mogu uticati na razliĉite procese u CNS kroz kombinaciju genomskih i 

negenomskih efekata u razliĉitim regionima, stukturama i ćelijama mozga. Intenzivno se 

traga za jedinjenjem kojim bi se efekti, npr. estrogena, farmakološki odvojili, korišćenjem 

selektivnih modulatora odgovora na polne hormone, ali i 17α-estradiola koji moţe biti 

jedno takvo jedinjenje.  

17 -estradiol (E ) je prirodni stereoizomer 17β-estradiola koji nastaje 

aromatizacijom epitestosterona (prirodnog stereoizomera testosterona). MeĊutim, do danas 

se ne moţe sa sigurnošću reći koje je primarno mesto sinteze E , ni koji je njegov primarni 

prekursor. Iako ga nije moguće detektovati u cirkulaciji, koncentracija E  u hipokampusu 

adultnih miševa oba pola dostiţe 7 pg/mg, te se smatra da se E  sintetiše u hipokampusu 

(Torran-Allerand i sar., 2005). 17 -estradiol je potentni neuroprotektivni agens u brojnim 
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modelima povrede CNS (Dykens i sar., 2005; McClean i Nunez, 2008; Moose i sar., 2009), 

meĊutim podaci o mehanizmima njegovog delovanja na nivou CNS su veoma oskudni. 

6. Mehanizmi delovanja polnih hormona 

Biološki efekti E2 i P4 ostvaruju se preko estradiolskih (ER) i progesteronskih 

receptora (PR) i zavise od signalnog puta koji aktiviraju, a koji se pokreću aktivacijom: 1) 

unutarćelijskih receptora i dovode do klasiĉnih (genomskih) efekata ili 2) membranskih 

receptora tzv. ne-genomskim mehanizmom delovanja (Filman i sar., 2009). Receptori koje 

aktiviraju ţenski polni hormoni, eksprimiraju se u svim ćelijama razliĉitih regiona mozga, 

kao npr. hipokampus, hipotalamus, kora prednjeg mozga, mali mozak, bademasta jedra, 

crna supsrtanca i ventralno tegmentalno podruĉje. 

Genomski mehanizam delovanja polnih hormona. Dugo se smatralo da E2 i P4 

svoje efekte ispoljavaju iskljuĉivo vezujući se za unutarćelijske receptore, ĉlanove jedarne 

superfamilije receptora, koji dovode do modulacije transkripcije ciljnih gena klasiĉnim 

genomskim mehanizamom (Slika 7). E2 i P4, zahvaljujući svom lipofilnom karakteru, 

slobodnom difuzijom prolaze ćelijsku membranu, ulaze u ćeliju i aktiviraju svoje 

unutarćelijske receptore. Estradiolski receptori α i β (ERα i ERβ) i progesteronski receptori 

A i B (PR-A i PR-B) se, u odsustvu hormona, nalaze u formi neaktivnog kompleksa u 

citoplazmi. Nakon vezivanja liganda za receptore dolazi do njihove dimerizacije i 

translokacije u jedro, gde se vezuju za specifiĉnu sekvencu u promotorskom regionu ciljnog 

gena tzv. hormon responsivni element (engl. Hormone Response Element, HRE), što 

dovodi do transaktivacije odnosno trans-represije gena. Regulacija transkripcije gena koji 

nemaju HRE sekvencu u svom promotorskom regionu dešava se genomskim mehanizmom 

nezavisnim od HRE sekvence, a koji podrazumeva interakciju ER i PR sa hromatinom ili 

transkripcionim faktorima kao što su aktivacioni protein-1 (AP-1) i protein specifiĉnosti 1 

(Sp1) (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Na ovaj naĉin E2 i P4 dovode do efekata koji se 

ispoljavaju nakon duţeg vremenskog perioda i zato su oznaĉeni kao spori efekti.  
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Ne-genomski mehanizam delovanja polnih hormona. Modulatorni efekti polnih 

hormona, posebno E2, mogu biti brzi, što ne moţe biti posledica genomskih mehanizama, 

tj. de novo transkripcije i translacije (Slika 7). ER  i ERβ, zajedno sa nedavno 

okarakterisanim estradiolskim receptorom koji je spregnut sa G-proteinom, GPER1 (poznat 

i kao GPR30) mogu biti lokalizovani u membrani ćelija (pregled u Sellers i sar., 2015). 

Palmitoilacija, post-translaciona modifikacija koja podrazumeva kovalentno vezivanje 

palmitinske kiselina za cisteinske ostatke proteina receptora, omogućuje vezivanje ER za 

citoplazmatsku stranu ćelijske membrane u glikolipo-proteinskim mikrodomenima, tj. 

lipidnim splavovima (Levin, 2009). Na primer, ERα (ali i ERβ) je u kompleksu sa 

kaveolinom-1, proto onkogen tirozin kinazom (c-Src), protein kinazom B (Akt), 

fosfatidilinozitol 3-kinazom (PI3K), proteinom toplotnog stresa 90 (HSP90) i endotelnom 

sintazom azot-monoksida (eNOS) u kaveolama lipidnih splavova (Knowlton i Lee, 2012), 

odakle, aktivacijom brojnih signalnih molekula, inicira brze, tzv. „ne-genomske“ efekte, a 

koji se dešavaju u roku od nekoliko sekundi do nekoliko minuta.  

Aktivacija membranskih receptora dovodi do pokretanja razliĉitih signalnih puteva. 

Ne-genomsko delovanje E2 ukljuĉuje mobilizaciju unutarćelijskog Ca
2+

, stimulaciju 

aktivnosti adenilat ciklaze i produkciju cAMP, zatim fosfolipaze C, i dalju aktivaciju 

signalnih molekula, ukljuĉujući protein kinazu aktiviranu mitogenima (MAPK), PI3K/Akt, 

protein kinazu C (PKC), koje brzo regulišu fiziološke procese u ćelijama, kao što su 

reorganizacija citoskeleta i modulacija funkcije mitohondrija, ali i lokalnu sintezu proteina 

aktivacijom Akt – mTOR, ciljni molekul za rapamicin kod sisara (engl. mammalian target 

of rapamycin) - 4E-BP1, 4E-vezujući protein 1 (engl. 4E-binding protein 1) signalnog puta. 

Aktivacija membranskih receptora i signalnih puteva moţe dovesti i do fosforilacije 

transkripcionih faktora, kao što su cAMP responsivni element (engl. cAMP responsive 

element-binding protein, CREB) ili ER  ali i kinaze regulisane vanćelijskim signalima 1/2 

(Erk 1/2) i pokretanja transkripcije gena, što je rezultat i „klasiĉnih“ genomskih efekata 

posredovanih aktivacijom receptora lokalizovanih u citoplazmi i/ili jedru, te je veoma teško 

odvojiti genomske od ne-genomskih efekata (Bean i sar., 2015) (Slika 7). 
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Slika 7. Mehanizam delovanja polnih hormona (Modifikovano Cersosimo i Benarroch, 2015) 

(objašnjenje u tekstu). 

TakoĊe, brzi efekti mogu biti inicirani i funkcionalnim povezivanjem ER sa drugim 

tipovima receptora npr. sa metabotropnim glutamatskim receptorima (mGluR) nezavisno 

od glutamata (Bean i sar., 2015) ili sa tropomiozin kinaza B receptorima (TrkB), 

receptorima za faktor rasta sliĉan insulinu 1 (IGF-1), receptorima za neurotrofiĉki faktor 

poreklom iz mozga (engl. Brain derived neurotrofic factor, BDNF) itd. (Sellers i sar., 

2015), ali i aktivacijom membranskog estradiolskog receptora-X (ER-X), za koji se smatra 

da je primarni receptor za 17α-estradiol (Torran-Allerand., 2005). 

Kao i drugi steroidni hormoni i P4 moţe inicirati brze efekte vezujući se za 

„neklasiĉne“ membranske receptore (mPR) za koje se smatra da nisu stalno prisutni u 

membrani ćelija, kao i za drugi tip receptora oznaĉenog kao membranska komponenta 
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progesterona 1 (engl. Progesterone membrane component 1, PGRMC1, 25Dx) (Petersen i 

sar., 2013). 

7. Efekti ženskih polnih hormona na nivou hipokampusa 

Pored polne diferencijacije, polni hormoni u mozgu omogućavaju funkcionalnu 

adaptaciju CNS tokom ţivota, regulišući razliĉite procese meĊu kojima je sinaptogeneza, 

sinaptiĉka plastiĉnost, uĉenje i memorija (Spencer i sar., 2008; Gilles i McArthur, 2010; 

Scharfman i McLusky, 2014). Region mozga, izuzetno osetljiv na efekte polnih hormona, 

posebno 17β-estradiola, ali i izuzetno podloţan plastiĉnim promenama tokom ţivota je 

hipokampus. Strukturna plastiĉnost hipokampusa veoma je vaţna za njegovu funkcionalu 

adaptaciju u odgovoru na fiziološke ili razliĉite stimuluse iz spoljašnje sredine, ukljuĉujući 

i promene u nivoima ovog hormona.  

7.1. Strukturna i funkcionalna organizacija hipokampusa 

Hipokapmpus i njemu pridruţene strukture medijalnog slepooĉnog reţnja prednjeg 

mozga neophodni su za formiranje, konsolidaciju i oţivljavanje epizodnih uspomena 

(Morris i sar., 1982; Eichenbaum, 2000), kao i za prostornu i radnu memoriju pacova 

(O'Keefe i Conway, 1978). Hipokampalna formacija (hipokampus, Hip) nalazi se unutar 

medijalnog slepooĉnog reţnja prednjeg mozga, deo je limbiĉkog sistema i ĉine je 

hipokampus proper, koji se sastoji od CA1-CA3 (CA = Cornu Amonis, Amonov rog), 

dentatni girus (DG) sa polimorfnim slojem (hilus), entorinalna kora (EK), subikulum, pre- i 

para subikulum (Bayer, 1980). Široko je prihvaćeno da svaki od hipokampalnih regiona 

ima jedinstvenu funkciju u obradi informacija, ali i danas se intenzivno izuĉava specifiĉna 

uloga svakog od njih.  

Informacije u hipokampus dolaze iz kortikalnih i subkortikalnih struktura (pregled u 

Knowles, 1992). Kada se napravi transverzalni presek po longitudinalnoj osi hipokampusa, 

vidljiva je osnovna mreţa Hip (Slika 8), aferentni skup tri povezana puta koji su poznati 
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kao "trisinaptiĉki" krug ili petlja (Swanson, 1982; Witter i sar., 1989; Amaral i Witter, 

1989). Prvi region intrahipokampalne trisinaptiĉke petlje je DG, koji prima informacije iz 

EK. Primarne ćelije DG su granularne ćelije, ĉiji aksoni, mahovinasta vlakna, ekscitiraju 

piramidne ćelije CA3 regiona. DG ima vaţnu ulogu u procesima uĉenja i pamćenja 

procesuirajući prostorne informacije. Drugi region tzv. trisinaptiĉke petlje predstavlja CA3 

region. Primarne ćelije CA3 regiona su piramidne ćelije ĉiji aksoni daju Šaferove kolaterale 

koje formiraju sinapse na piramidnim neuronim CA1 regiona. Aksoni piramidnih ćelija 

CA1 glavni su izlazi iz hipokampusa i projektuju se do entorinalne kore i subikuluma 

putem forniksa u septalno podruĉje.  

 

Slika 8. Strukturne i funkcionalne veze u hipokampusu (Modifikovano Henke, 2010) (objašnjenje 

u tekstu). 

Uzimajući u obzir da svaki od hipokampalnih regiona ima jedinstvenu funkciju u 

obradi informacija, neophodno je poznavati faktore koji utiĉu na neuromorfološke i 

fiziološke promene u ovom regionu mozga. Od otkrića Wooley-a i McEween-a (1992) da 

gustina dendritskih trnića u CA1 regionu hipokampusa opada nakon bilateralne 

ovarijektomije (OVX) pacova, poĉelo je intenzivno istraţivanje efekata cirkulišućih polnih 

hormona, njihove egzogene aplikacije, ali i mehanizama kojima E2 izaziva plastiĉne 

promene u ovom moţdanom regionu. 
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7.2. Fluktuacije hormona tokom estrusnog ciklusa dovode do fluktuacija 

u gustini sinapsi u hipokampusu 

Reproduktivni ciklus ţenki pacova naziva se estrusni ciklus i rezultat je sloţene 

interakcije izmeĊu hipotalamusa, hipofize i perifernih ţenskih polnih organa (jajnika i 

maternice) iz kojih se, u zavisnosti od faze ciklusa sintetišu i izluĉuju hormoni estrogen i/ili 

progesteron. Regularni estrusni ciklus pacova traje 4-5 dana (Watanabe i sar., 1990) i 

podeljen je u ĉetiri faze: proestrus (PRO), estrus (EST) i diestrus (DIEST, ĉine je 2 podfaze 

- metestrus i diestrus 2). Za svaku fazu je karakteristiĉan niz morfoloških i fizioloških 

promena u organizmu, koje nastaju usled fluktuacije nivoa hormona u cirkulaciji. Tako je u 

proestrusu nivo E2 u cirkulaciji najviši, dok znaĉajno opada u estrusu i diestrusu (Slika 

9A). Sa druge strane, najviše koncentracije u cirkulaciji progesteron dostiţe u diestrusu i u 

periodu prelaska proestrusa u estrusnu fazu ciklusa. Fluktuacije nivoa hormona u cirkulaciji 

praćene su promenama u intrahipokampalnoj koncentraciji E2 i P4 (Kato i sar., 2013), koje 

dovode i do promena u gustini dendritskih trnića piramidalnih ćelija CA1 regiona 

hipokampusa (Wooley i sar., 1990) (Slika 9B). Tako u proestrusu, kada je nivo E2 najviši, 

uoĉava se najveća gustina dendritskih trnića u CA1 regionu hipokampusa, dok tokom 

estrusa i diestrusa (nivo P4 visok) njihova gustina opada (Slika 9B).  

 

Slika 9. Fluktuacije nivoa hormona u cirkulaciji (A) i gustine dendritskih trnića CA1 regiona 

hipokampusa (B) tokom estrusnog ciklusa (Modifikovano Hurm i Macrea, 2000; Hara i sar., 2015) 

(objašnjenje u tekstu).   
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Dugo se smatralo da se ove promene na nivou sinapsi hipokampusa dešavaju kao 

posledica fluktuacija gonadnih hormona E2 i P4 koje cirkulacijom dospevaju u u 

hipokampus. MeĊutim, danas je poznato da i neuroni i glijske ćelije hipokampusa sintetišu 

ţenske polne hormone de novo sintezom ili aromatizacijom testosterona (Fester i sar., 

2012), zbog ĉega su koncentracije u ovim strukturama znatno veće od one u cirkulaciji i 

razlikuju se izmeĊu muţjaka i ţenki (Kato i sar., 2013; Hojo i sar., 2009). Interesantno je da 

je izmerena koncentracija estradiola u hipokampusu muţjaka pacova dvostruko veća od one 

izmerene kod ţenki u fazama estrusnog ciklusa (Kato i sar., 2013; Hojo i sar., 2009). Veza 

izmeĊu E2 i gustine dendritskih trnića uoĉena je i kod ţena tokom trudnoće, kada je nivo 

E2 veoma visok; gustina dendritskih trnića u CA1 regionu tokom kasne trudnoće i perioda 

laktacije znaĉajno je veća u odnosu na njihovu gustinu u proestrusu (Kinsley i sar., 2006). 

7.3. Efekti 17β-estradiola na nivou hipokampusa 

Estradiolski receptori su široko eksprimirani u svim ćelijama hipokampusa. Veća 

ekspresija ERα i ERβ je uoĉena u hipokampusu ţenki u proestrusu u odnosu na muţjake i 

ţenke u diestrusu (Romeo i sar., 2005; Zhang i sar., 2002), dok razlika u njihovoj 

distribuciji meĊu polovima nije uoĉena (Romeo i sar., 2005). ERβ je primarno lokalizovan 

u citosolu dok se ER  moţe predominantno naći u ćelijskim jedrima. Iako je ERβ 

dominantno eksprimiran receptor u odnosu na ER , ER  je transkripciono aktivniji (Kalita 

i sar., 2005; Milner, 2001, 2005). Pokazana je i sinaptiĉka lokalizacija ER (Nishio i sar., 

2004; Tabatadze 2013): ERβ je predominantno eksprimiran u glutamatskim sinapsama, dok 

je ER  prisutan u sinaptiĉkom citosolu, membrani i u sinaptiĉkim vezikulama excitatornih i 

inhibitornih sinapsi, što se dovodi u vezu sa njihovom ulogom u regulaciji oslobaĊanja 

neurotransmitera (Kalita i sar., 2005; Tabatadze i sar., 2013). 

Kako u fiziološkim uslovima, tako i nakon tretmana E2, aktivacija ER u 

hipokampusu dovodi do promena u veliĉini, morfologiji i gustini sinapsi, nadraţljivosti 

neurona, sinaptiĉkoj transmisiji u glutamatskim sinapsama, sinaptiĉkoj plastiĉnosti i 

poboljšanja u tipovima uĉenja koji su zavisni od hipokampusa, ali deluje i na glijske ćelije 
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koje direktno utiĉu na formiranje i odrţavanje sinaptiĉkih konatakata. Zbog kompleksnosti 

promena koje su uoĉene tokom estrusnog ciklusa, za istraţivanje efekata i mehanizma 

delovanja E2 intenzivno se koriste ţenke podvrgnute bilateralnoj ovarijektomiji (hiruško 

odstranjivanje janika), pri ĉemu se ukida primarni izvor ţenskih polnih hormona. Wooley i 

McEween su još 1993. uoĉili da bilateralna ovarijektomija (OVX) ţenki pacova dovodi do 

postepenog pada gustine dendritskih trnića u CA1 regionu hipokampusa, dok se nakon in 

vivo tretmana E2 gustina dendritskih trnića povećava (Gould i sar., 1990; Luine i Frankfurt, 

2013). Isto tako, tretman OVX ţenki estradiolom dovodi do poboljšanja u procesima uĉenja 

zavisnih od hipokampusa (Hajszan i sar., 2007; Sellers i sar., 2015a; Luine i sar., 2003). 

Bilateralna arhiektomija (hirurško uklanjanje testisa), takoĊe dovodi do znaĉajnog 

gubitka dendritskih trnića u CA1 regionu hipokampusa muţjaka. Dugo se smatralo da je 

povećanje gustine dendritskih trnića uoĉeno na presecima mozga muţjaka nakon in vitro 

aplikacije E2, fenomen povezan sa naĉinom aplikacije i da se ne dogaĊa in vivo (Murakami 

i sar., 2006, 2015; Ogiue-Ikeda i sar., 2008; Ooishi i sar., 2012; Leranth i sar., 2003; Frick i 

sar., 2015). MeĊutim, skorašnja studija je pokazala da aplikacija E2 povećava gustinu 

dendritskih trnića u hipokampusu adultnih gonadektomisanih muţjaka, u jednako kratkom 

vremenskom intervalu kao i kod ţenki (Jacome i sar., 2016). Aplikacija E2 utiĉe na procese 

dugotrajne potencijacije, što za posledicu ima poboljšanja u procesima uĉenja i pamćenja 

oba pola. TakoĊe, tretman E2 dovodi do povećanja unutarćelijske koncentracije Ca
2+

 u 

astrocitima, oslobaĊanja gliotransmitera (Rasooli-Nejad i sar., 2014) i brzo izduţivanje 

GFAP (glijalni fibrilarni kiseli protein)-pozitivnih nastavaka (Bernardinelli i sar., 2014), te 

tako astrociti direktno utiĉu na procese sinaptiĉke plastiĉnosti. Litearturni podaci o efektima 

P4 na procese sinaptiĉke plastiĉnosti su oskudni, osim podataka da tretmani P4 dovode do 

bifaznog efekta na procese sinaptogeneze: u prvih 2-6 h nakon tretmana, P4 dovodi do 

povećanja, dok nakon 18h smanjuje gustinu sinapsi (Wooley i sar., 1993), ali i pojaĉanog 

oslobaĊanja trofiĉkih faktora iz astrocita koji direktno utiĉu na procese sinaptogeneze (Su i 

sar., 2012). Oba hormona ispoljavaju izraţene neuroprotektivne funkcije u patološkim 

stanjima CNS, te se tako njihovi efekti intenzivno izuĉavaju.  
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8. Brza modulacija spinogeneze i sinaptogeneze 17β-estradiolom 

Reorganizacija neuronskih kola tokom ţivota jedinki ukljuĉuje morfološke promene 

na nivou sinapsi. Pokazano je da E2 utiĉe na njihovu strukturu i funkciju aktivacijom kako 

brzih, tako i sporih mehanizama. Kao što je prethodno opisano, aktivacijom membranskih 

receptora, E2 inicira brze morfološke promene u trnolikim izraštajima i reorganizaciju 

membrana u nivou sinapsi, dovodi do povećanja koliĉine sinaptiĉkih proteina, jaĉanja 

efikasnosti sinaptiĉke transmisije, odnosno dovodi do spinogeneze i sinaptogeneze u 

hipokampusu glodara. Jedan od mehanizama kojim E2 deluje na sinapse, preko LIMK-1-

kofilin signalnog puta, inicira proces polimerizacije aktina i stimuliše formiranje filopodija 

od kojih mogu postati zreli dendrirski trnići (Slika 10) (Kramar i sar., 2009). Paralelno sa 

polimerizacijom aktina, E2 dovodi do aktivacije ERK- i/ili Akt - mTOR signalnog puta i 

fosforilacije regulatora lokalne sinteze proteina, 4E-BP1 (Slika 10), ĉija je aktivacija 

kljuĉna za pokretanje lokalne sinteze proteina neophodnih za procese remodelovanja 

sinapsi (Akama i McEween, 2003; Fortress i sar., 2013; Hasegawa i sar., 2015; Hojo i sar., 

2015; Sellers i sar., 2015a; Tuscher i sar., 2016). Pokretanje ovih signalnih puteva zavisi od 

aktivacije NMDA receptora (Weiland i sar., 1992) i inhibicije GABA transmisije (Rudick i 

sar., 2003). Kako bi se formirali dendritski trnići, dolazi do brze lokalne sinteze i grupisanja 

sinaptiĉkih adaptornih proteina u oblast postsinaptiĉkih zadebljanja, prvenstveno proteina 

postsinaptiĉkih gustina 95 (engl. Post-synaptic density protein 95, PSD95) i neuroligina 1 

(Nlg-1). PSD95 je adapterski protein koji se meĊu prvima moţe detektovati u nezrelim 

sinapsama. TakoĊe, kljuĉna je komponenta zrelih dendritskih trnića, jer ima vaţnu funkciju 

u procesima odrţanja strukturne plastiĉnosti, transportu receptora za glutmat, 

pozicioniranje proteina neophodnih za formiranje i sazrevanje sinapsi. E2 dovodi i do brzog 

grupisanja Nlg-1, adhezivnog molekula koji je neophodan za stabilizciju pre- i post 

sinaptiĉke komponente, kao i grupisanja GluN1 subjedinice NMDA receptora i GluA1 

subjedinice receptora za α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiselinu 

(AMPA) (Zadran i sar., 2009). Brzo regrupisanje brojnih adapterskih i strukturnih proteina 

omogućava adekvatno pozicioniranje receptora i njihovo efikasno prenošenje signala. 

(Sellers i sar., 2015). Iako E2 dovodi do grupisanja mnogobrojnih proteina u oblast 
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postsinaptiĉke gustine, jedino povećana zastupljenost subjedinica NMDA receptora, NR1 i 

NR2B, ukazuje na formiranje nezrelih sinapsi (Srivastava i sar., 2008; Smith i sar., 2009; 

Potier i sar., 2015; Sellers i sar., 2015b).  

 

Slika 10. Mehanizmi brze modulacije spinogeneze i sinaptogeneze 17β-estradiolom 
(Modifikovano Hara i sar., 2015) (objašnjenje u tekstu). 

Skorašnja istraţivanja su dovela do postavljanja novog mehanizma sinaptiĉke 

plastiĉnosti oznaĉenog kao „two-step wiring plasticity“, koji je još uvek nedovoljno 

istraţen u hipokampusu. Naime, pokazano je da sinapse mogu da sadrţe NMDA, ali ne i 

AMPA receptore i oznaĉene su kao „tihe“ sinapse (engl. silent synapses). Na osnovu 

literaturnih podataka koji ukazuju da E2 moţe prolazno dovesti do povećanja broja 

funkcionalnih i istovremeno „tihih“ sinapsi, postavilo se pitanje fiziološke posledice ovog 

fenomena. Na osnovu dosadašnjih podataka, moţe se pretpostaviti da mogućnost E2 da 

prolazno izazove formiranje nezrelih „uspavanih“ sinapsi moţe imati za posledicu 

„pripremanje“ neurona za primanje informacija sa većom efikasnošću u odgovoru na 

ponovljene stimuluse. Prema ovom modelu, E2 dovodi do formiranja novih, nezrelih 

sinaptiĉkih kontakata u kojima su lokalizovani NMDA receptori, ali ne i AMPA. Ukoliko 

doĊe do drugog E2 stimulusa, dolazi do stabilizacije i jaĉanja sinaptiĉkih kontakata, a 

samim tim i povećanja kapaciteta neuronske mreţe. U suprotnom, ovi novi kontakti se 

gube. Smatra se da je ovaj mehanizam u osnovi poboljšanja procesa uĉenja i memorije koji 

su uoĉeni nakon tretmana E2 u razliĉitim istraţivanjima na glodarima (pregled u 

Srivastava, 2012, Sellers i sar., 2015a).  
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9. Purinska signalizacija – polne specifičnosti i uloga polnih 

hormona 

Dosadašnji rezultati istraţivanja metabolizma vanćelijskih adeninskuh nukleotida u 

mozgu ukazuju na to da se komponente adenozinskog sistema npr. nivo adenozina, 

ekspresija i distribucija koncentrišućih i ekvilibrišućih adenozinskih transportera (CNT, 

ENT), adenozinskih receptora i enzima koji uĉestvuju u metabolizmu nukleotida i 

nukleozida razlikuju meĊu polovima (Kovacs i sar., 2011). Ipak, saznanja o polno-

specifiĉnim razlikama meĊu komponentama purinske signalizacije su veoma oskudna. Iako 

se distribucija A1 receptora ne razlikuje meĊu polovima (Lopes i sar., 1999), uoĉene su 

polno-specifiĉne razlike u aktivnosti eN u frakciji sinaptozoma hipokampusa pacova 

(Rucker i sar., 2004) i ekpresiji ENT1-iRNK u mozgu miševa (Lu i sar., 2004), te je 

moguće da nukleotidi i nukleozidi imaju ulogu u polno-specifiĉnim adaptacijama mozga u 

odgovoru na razliĉite stimuluse, meĊutim neophodna su dodatna istraţivanja na ovom polju 

kako bi se eventualne polne razlike potvrdile ili opovrgle.  

Ektonukleotidaze su deo kompleksne mreţe koja je pod uticajem polnih hormona, 

meĊutim i rezultati istraţivanja o efektima samih hormona na komponente purinskog 

sistema su veoma oskudni. Poznato je, na primer, da bilateralna OVX dovodi do povećanja 

aktivnosti eN u sinaptozomima kore prednjeg mozga ţenki pacova, dok hroniĉan tretman 

estradiolom vraća aktivnost eN na fiziološke vrednosti (Rucker i sar., 2005). U medijalnom 

i lateralnom hipotalamusu, akutni tretman E2 dovodi do prolaznog povećanja ekspresije 

NTPD-aze 3 (Kiss i sar., 2009).  

S obzirom na to da su polni hormoni odgovorni za polnu diferencijaciju mozga, 

moţemo pretpostaviti da su potencijalne polne razlike u aktivnosti razliĉitih signalnih 

sistema, ukljuĉujući ATP i adenozin, indukovane polnim hormonima. Kako bismo proširili 

saznanja o potencijalnim polnim razlikama u purinskoj signalizaciji, moramo poĉeti od 

efekata polnih hormona na pojedinaĉne komponente ovog izuzetno vaţnog signalnog 

sistema u CNS. Zato je u ovoj tezi ispitan uticaj hormonskog statusa i potencijalni 
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mehanizam regulacije/modulacije sinaptiĉkih NTPD-aza i eN polnim hormonima u 

hipokampusu, strukturi izuzetno osetljivoj na delovanje hormona, kod muţjaka i ţenki 

pacova.  
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II CILJEVI 

 

 

 

Poznato je da fluktuacije ţenskih polnih hormonih tokom estrusnog ciklusa dovode 

do variranja u gustini dendrita i remodelovanja sinaptiĉkih mreţa u hipokampusu. TakoĊe, 

aplikacija 17β-estradiola dovodi do brze spinogeneze i sinaptogeneze, sinaptiĉke 

plastiĉnosti i poboljšanja kognitivnih sposobnosti i u fiziološkim i u patološkim stanjima 

kod oba pola. Imajući u vidu ulogu adeninskih nukleotida u neurotransmisiji, 

neuromodulaciji i sinaptiĉkoj plastiĉnosti u CNS, a ĉiji je nivo u vanćelijskom prostoru 

regulisan ektonukleotidazama, zadatak ove doktorske teze bio je ispitati ulogu ţenskih 

polnih hormona, posebno 17β-estradiola, u modulaciji/regulaciji aktivnosti i ekspresije 

ektonukleotidaza u sinaptozomima hipokampusa. S toga su u izradi ove doktorske 

disertacije formulisani sledeći ciljevi:  

1. Ispitavanje uloge ţenskih polnih hormona u modulaciji/regulaciji vanćelijskog 

metabolizma adeninskih nukleotida u sinaptozomima hipokampusa ţenki pacova. Posebno 

je ispitano: 

 da li endogena fluktuacija ovarijalnih hormona tokom estrusnog ciklusa utiĉe na 

aktivnost NTPD-aza i eN u hipokampalnim sinaptozomima ţenki pacova; 
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 da li uklanjanje jajnika, koji su osnovni izvor ţenskih polnih hormona, utiĉe na 

promenu aktivnosti ektonukleotidaza; 

 da li tretman 17β-estradiolom (E2) menja aktivnost i proteinsku ekspresiju 

ektonukleotidaza NTPD-aze 1-3 i eN u sinaptozomima hipokampusa OVX ţenki 

pacova; 

 kakva je uloga ERα i ERβ u modulaciji/regulaciji aktivnosti i proteinske ekspresije 

eN nakon in vivo i in vitro tretmana specifiĉnim agonistima estradiolskih receptora 

(PPT i DPN) i njihovim antagonistom (ICI 182.780). 

2. Ispitivanje uticaja 17β-estradiola na aktivnost i ekspresiju ektonukleotidaza u 

hipokampalnim sinaptozomima muţjaka pacova. Posebno je ispitano: 

 da li uklanjanje testisa, koji su primarni izvor muških polnih hormona, utiĉe na 

promenu aktivnosti ektonukleodaza u sinaptozomima muţjaka pacova;  

 da li tretman 17β-estradiolom (E2) izaziva promene aktivnosti i ekspresije NTPD-

aza 1-3 i eN; 

 kakva je uloga estradiolskih receptora u modulaciji eN u sinaptozomima polno 

zrelih muţjaka;  

 da li aplicirana doza 17β-estradiola izaziva sinaptiĉke rearanţmane u hipokampusu 

muţjaka. 

3. Ispitivanje efekta hroniĉnog (sedmodnevnog) tretmana steroidnim hormonima (Eα, 

E2, P4) na aktivnost i ekspresiju eN u hipokampusu OVX ţenki i muţjaka pacova, i 

posebno: 

 da li postoje polne specifiĉnosti u ekspresiji eN u hipokampusu pacova; 

 kakav je efekat ovarijektomije na bazalnu aktivnost i ekspresiju eN u hipokampusu 

pacova; 

 kakav je efekat ponovljenih tretmana steroidnim hormonima (Eα, E2, P4) na 

transkripcionu, translacionu i funkcionalnu ekspresiju/aktivnost eN u hipokampusu 

pacova oba pola.  
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III MATERIJALI I METODE 

 

 

 

1. Hemikalije  

Sve hemikalije, korišćene u ovom radu su p.a. stepena ĉistoće. Sledeće hemikalije 

proizvod su kompanije Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA): 17β-estradiol benzoat (E2), 

17 -estradiol (E ), E2 konjugovan sa goveĊim albuminom iz seruma (E-BSA), dimetil-

sulfoksid (DMSO), Folin-Chicalteau-ov reagens, adenozin-5ʹ trifosfat natrijumova so 

(ATP), adenozin-5ʹ difosfat natrijumova so (ADP), adenozin-5ʹ monofosfat natrijumova 

so (AMP), para-nitrofenil fosfat (p-NPP), dietanolamin. Progesteron (P4) i goveĊi albumin 

iz seruma (BSA) proizvod su SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Germany). Od 

firme Tocris Bioscience (Bristol, UK) nabavljeni su specifiĉni agonisti ER , 4,4',4''-(4-

Propil-[1H]-pirazol-1,3,5-triyl)trisfenol (PPT) i ERβ, 2,3-bis(4-Hidroxiphenil)-propionitril 

(DPN) i neselektivni antagonist ER, 7α,17β-[9-[(4,4,5,5,5 Pentafluoropentil) 

sulfinil]nonil]estra-1,3,5(10)-trien-3,17-diol (ICI 182.780). Malahit zeleno-oksalat proizvod 

je firme MERCK (Darmstadt, Nemaĉka). Za RT-PCR analize korišćen je kit za reverznu 

transkripciju proizvoĊaĉa Applied Byosistems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA), dok je za PCR analizu korišćen kit Kappa Byosistems. 
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2. Eksperimentalne životinje i hirurške procedure 

U ovom radu korišćeni su tri meseca stari pacovi soja Wistar, mase 200-250 g (ţenke) 

i 250-280 g (muţjaci). Ţivotinje su odgajane u vivarijumu Laboratorije za molekularnu 

biologiju i endokrinologiju Instituta za nuklearne nauke "Vinĉa" u Beogradu. Ţivotinje su 

ţivele pod kontrolisanim uslovima temperature i svetlosnog reţima (12 sati svetlosti/12 sati 

mraka), sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Svi eksperimenti su izvedeni u saglasnosti sa 

principima koje propisuje publikacija Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH 

Publication No. 80-23) i odobreni su od strane Etiĉke komisije za rad sa oglednim 

ţivotinjama Instituta za nuklearne nauke “Vinĉa”, kao i od strane Ministarstva 

poljoprivrede i zaštite ţivotne sredine, Uprava za veterinu (rešenje br. 323-07-03832/2015-

05/1). U svim eksperimentima se koristio minimalan broj ţivotinja. 

Ţivotinje su podeljene u sledeće eksperimentalne grupe: 

1. Polno zrele intaktne ţenke pacova u pojedinaĉnim fazama estrusnog ciklusa: 

proestrus-PRO, estrus-EST, diestrus-DIEST. Faze estrusnog ciklusa praćene su na osnovu 

vaginalnog razmaza, u jutarnjim ĉasovima (9h) tokom dve nedelje. U eksperimentima su 

korišćene ţivotinje sa regularnim estrusnim ciklusom u trajanju od 4-5 dana. Faze 

estrusnog ciklusa su odreĊene na osnovu prisustva epitelijalnih ćelija sa vidljivim jedrom, 

oroţalih ćelija epitela i leukocita; 

2. OVX, ţenke kod kojih je izvršeno obostrano uklanjanje jajnika, 

ovarijektimija. Ovaj zahvat izveden je u opštoj anesteziji ketaminom, 50 mg/kg, s.c. i 

ksilazinom, 5 mg/kg, s.c., pravljenjem jednog reza na koţi sa dorzalne strane tela, nakon 

ĉega se formiraju dva bilateralna reza u mišićima, kako bi se prodrlo u peritonealnu 

šupljinu. Ovarijumi su, zajedno sa uterusom, odvojeni od okolnog masnog tkiva i nakon 

podvezivanja roga uterusa i arterija, hirurškim koncem, ovarijumi su odstranjeni. Ţivotinje 

su ostavljene tri nedelje na oporavak, do daljih tretmana;  

3. Sham OVX, grupa ţivotinja laţno operisanih ţenki, kako bi se iskljuĉio 

potencijalni efekat anestezije na ispitivane parametre. Ţivotinje su prošle kroz isti 

operativni zahvat kao OVX, ali bez odstranjivanja ovarijuma, i ostavljene tri nedelje na 
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oporavak. Pošto nakon laţne operacije nije došlo do promene aktivnosti i ekspresije 

ispitivanih enzima, rezultati nisu prikazani, ni diskutovani;  

4. M, polno zreli intaktni muţjaci;  

5. GDX, muţjaci sa obostrano uklonjenim gonadama, orhiektomisani. 

Bilateralna orhiektomija izvedena je u opštoj anesteziji ketaminom, 50 mg/kg, s.c. i 

ksilazinom, 5 mg/kg, s.c. Zahvat je izveden formiranjem jednog reza na sredini skrotuma. 

Koţa je odvojena od mišićnog sloja, a isti popreĉni rez je formiran i kroz mišić. Nakon 

podvezivanja semenovoda (ductus deferens), testisi su izolovani i odstranjeni. Ţivotinje su 

ostavljene sedam dana na oporavak;  

6. Sham GDX, muţjaci kod kojih je izvršena laţna operacija, kako bi se 

iskljuĉio potencijalni efekat anestezije na ispitivane parametre. Ţivotinje su prošle kroz isti 

operativni zahvat kao GDX, ali bez odstranjivanja testisa, i ostavljene sedam dana na 

oporavak. 

3. Tretman životinja 

Ţivotinje su tretirane u akutnom (jednokratnom) i hroniĉnom (sedmodnevnom) 

reţimu. Prilikom primene akutnog tretmana (1 doza), ţivotinje su tretirane: 1) 17β-estradiol 

benzoatom (E2), 2) selektivnim agonistima estradiolskih receptora ERα ili ERβ, PPT, 

odnosno DPN, i 3) neselektivnim antagonistom estradiolskih receptora, ICI 182.780, kao i 

(4) ICI 182.780 u kombinacijom sa E2 (Tabela 1). Svi ligandi rastvoreni su u dimetil 

sulfoksidu (DMSO) u dozama navedenim u Tabeli 1. Kontrolne ţivotinje tretirane su 

odgovarajućom zapreminom DMSO koji nije sadrţao ni jedan od testiranih liganada kako 

bi se iskljuĉio efekat samog nosaĉa na ispitivane enzime. 
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Tabela 1. Pregled eksperimentalnih grupa i akutnih tretmana

POL EKSPERIMENTALNE GRUPE I AKUTNI TRETMANI 

♀ 
 

INTAKTNE 

(Ž) 

Proestrus (PRO) 

ESTRUS (EST) 

DIESTRUS (DIEST) 

OVARIJEKTOMISANE 
OVX 

(bez tretmana) 

OVXK 

1 ml/kg DMSO 

OVX+E2 

33,3 µg/kg 

OVX+ICI 

2 mg/kg 

OVX+ICI+E2 

2 mg/kg + 33,3 

µg/kg 

OVX+PPT 

2,5 mg/kg 

OVX+DPN 

2,5 mg/kg 

LAŽNO 

OVARIJEKTOMISANE 

Sham OVX 

(bez tretmana) 
/ / / / / / 

♂ 

INTAKTNI 
M 

(bez tretmana) 

MK 

1 ml/kg DMSO 

M+E2 

33,3 µg/kg 

M+ICI 

2 mg/kg 

M+ICI+E2 

2 mg/kg + 33,3 

µg/kg 

M+PPT 

2,5 mg/kg 

M+DPN 

2,5 mg/kg 

ORHIEKTOMISANI 
GDX 

(bez tretmana) 
/ / / / / / 

LAŽNO 

ORHIEKTOMISANI 

Sham GDX 

(bez tretmana) 
/ / / / / / 
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Primenjena jednokratna doza (33,3 µg/kg) kod OVX ţenki, odmah nakon aplikacije 

dovodi do nadfizioloških vrednosti E2 u cirkulaciji i vraća se u fiziološki opseg nakon 24 h 

(Woolley i McEwen, 1993). Kod polno zrelih muţjaka, 24 h nakon tretmana sliĉnim 

dozama E2, koncentracija E2 u cirkulaciji ostaje i dalje višestruko povećana u odnosu na 

kontrolne ţivotinje (Obradović i sar., 2014). Doze za ICI 182.780 (Alfinito i sar., 2008), 

PPT i DPN (Mazzucco i sar., 2006; Gonzales i sar., 2008) su odabrane na osnovu 

prethodnih istraţivanja. Svi tretmani su aplicirani u jutarnjim ĉesovima, a ţivotinje su 

ţrtvovane 24 h nakon tretmana.  

Radi potvrde estrogenog efekta tretmana, nakon dekapitacije su izolovani uterusi 

ţivotinja svih eksperimentalnih grupa, ĉije su mase merene na analitiĉkoj vagi, nakon 

odstranjivanja masnog tkiva (Tabela 2). 

Tabel 2. Efekat primenjenih akutnih tretmana na masu uterusa 

TRETMAN 
MASA UTERUSA (mg ± 

SEM) 

Ž 359 ± 1 

OVX 143 ± 5 
#
 

OVXK 148 ± 4 

OVX+E2 356 ± 2* 

OVX+ICI 131 ± 5 

OVX+ICI+E2 130 ± 4 

OVX+PPT 352 ± 2* 

OVX+DPN 136 ± 1 

Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  ́0.001 u odnosu na OVX grupu i #p  0.001 u odnosu na Ţ grupu
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Prilikom ponovljenih (sedmodnevnih) tretmana, polno zreli, intaktni muţjaci i OVX 

ţenke su tretirane 17β-estradiol benzoatom (E2), 17α-estradiolom (Eα) i progesteronom 

(P4) (Tabela 3). Kao rastvaraĉ hormona korišćeno je komercijalno laneno ulje (LU), kako 

bi se izbegao neurotoksiĉni efekat DMSO pri hroniĉnim tretmanima. Kontrolne ţivotinje su 

tretirane sedam dana samo lanenim uljem (LU). Doza za E2 od 33.3 µg/kg primenjena je i 

za sedmodnevne tretmnane. Nakon sedmodnevnog tretmana E2, izmerene su nadfiziološke 

koncentracije E2 u serumu. Već nakon prve doze, dolazi do inicijalnog skoka nivoa E2 u 

cirkulaciji (~200 pg/ml), da bi nakon sedmog dana izmerena koncentracija E2 iznosila ~600 

pg/ml (Barker i Galea., 2009). S obzirom na to da 17α-estradiol nije moguće detektovati u 

cirkulaciji (Torran-Allerand i sar, 2005b), primenjena doza je ista kao i za E2, kako bi se 

efekti ovih estrogen mogli direktno porediti. Nakon jednokratnog tretmana dozom P4 od 

1.7 mg/kg, a koja je odabrana za sedmodnevni tretman, u serumu se tokom 24 h moţe 

izmeriti P4 u fiziološkom opsegu ~10ng/ml (Gibbs, 1998, 1999). Svi tretmani su aplicirani 

u jutarnjim ĉasovima, a ţivotinje su ţrtvovane 24 h nakon poslednje doze hormona. 

Tabela 3. Pregled eksperimentalnih grupa i hroničnih tretmana 

POL HRONIČNI (SEDMODNEVNI) TRETMANI 

OVX ŢENKE 
LU 

(1 ml/kg) 
Eα 

(33,3 µg/kg) 
E2 

(33,3 µg/kg) 
P4 

(1,7 mg/kg) 

INTAKTNI 

MUŢJACI 

M+LU 

(1 ml/kg) 
M+Eα 

(33,3 µg/kg) 
M+E2 

(33,3 µg/kg) 
M+P4 

(1,7 mg/kg) 
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4. Priprema sinaptozoma 

Sinaptozomska frakcija je frakcija nervnog tkiva koja se sastoji od zatopljenih 

membrana nervnih završetaka, koje okruţuju sadrţaj tipiĉan za neurone – citsol, sinaptiĉke 

vezikule i mitohondrije, i predstavlja veoma dobar model za izuĉavanje molekulskih i 

funkcionalnih karakteristika sinapsi. Sinaptozomi obavljaju deo funkcija koje se u ovom 

odeljku dešavaju in vivo: proizvode ATP, mogu oslobaĊati i preuzimati neurotransmitere, 

sadrţe enzime i sinaptiĉke vezikule kao i funkcionalne jonske kanale, transportere i 

receptore (Dunkley i sar., 2008). U kompleksu sa nervnim završetkom ostaje i 

postsinaptiĉka membrana neurona sa pridruţenim postsinaptiĉkim gustinama (eng. Post 

Synaptic Density, PSD), koja se takoĊe zatapa sa lokalnim postsinaptiĉkim sadrţajem 

(Corera i sar., 2009). Sinapse predstavljaju oko 1-2 % ukupne zapremine hipokampusa i 

sadrţe veliku koliĉinu proteina.  

 

Slika 11. Elektronska mikrografija preparata sinaptozoma (Modifikovano Corera i sar., 2009). 

pre- presinaptiĉki odeljak, post- postsinaptiĉki odeljak, PSD- postsinaptiĉke gustine, SV-sinaptiĉke 

vezikule, TV-tubularne i vezikularne strukture, pre+M- mitohondrije u presinaptiĉkom odeljku. 

S obzirom na to da neuroni ne mogu ostati intaktni nakon homogenizovanja tkiva (Slika 

12), njihovi nervni završeci se, u izotoniĉnoj sredini, otkidaju od aksona, a ćelijske 

membrane nervnih završetaka i dendritskih trnića sa kojim uspostavljaju sinapse se 

zatvaraju formirajući sinaptozom (Slika 11). Ove vezikule mogu biti preĉišćene 

centrifugiranjem na gradijentu koncentracija saharoze, Percoll-a ili Ficoll-a, a zahvaljujući 
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zadovoljavajućoj ĉistoći ove subćelijske frakcije moguće su studije odreĊenih fizioloških i 

farmakoloških aspekata sinaptiĉke funkcije (Dunkley i sar., 2008). 

 

Slika 12. Ilustracija dobijanja sinaptozoma iz homogenata nervnog tkiva (Modifikovano Wu i 

sar., 2012)  

4.1. Izolovanje neprečišćene membranske frakcije (P2) 

Ţivotinje su ţrtvovane dekapitacijom pomoću giljotine za male ţivotinje (Harvard 

Apparatus), 24 h nakon navedenih tretmana. Gruba, nepreĉišćena membranska frakcija 

(P2), izolovana je po metodi Cotman i Matthews (1971). Sve faze pripreme tkiva i sve 

ostale faze preĉišćavanja frakcija odvijale su se na 4ºC.  

Nakon izolovanja iz lobanje, mozak je ispiran u izolacionom puferu (0,32 M 

saharoza, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4), a hipokampus (Hip) je izolovan na ledu. Hipokampusi 

iz ţivotinja iste eksperimentalne grupe (3 ţivotinje po grupi) spajani su i homogenizovani u 

10 zapremina izolacionog pufera, u staklenom homogenizeru sa teflonskim klipom (zazor 

izmeĊu homogenizera i klipa je 0,20 mm). Klip je priĉvršćen na motor i homogenizacija se 

odvijala na 800 rpm sa 10 pokreta. Homogenat je, dalje, centrifugiran 10 min 1000 × g 

(Beckman, JA-20). Supernatant je odliven i saĉuvan, a talog, u kome su nehomogenizovani 

fragmenti i jedra, ispiran je sa 10 volumena izolacionog pufera, centrifugiranjem pri istim 

uslovima. Supernatanti su spajani i centrifugirani 25 min na 15 000 × g (Beckman, JA-20). 

Ovako dobijeni talog sadrţi, pored sinaptozoma i gliozoma (zatopljene delove astrocita), 

mijelin, ukupne mitohondrije i odreĊeni procenat membranskih fragmenata koji potiĉu od 
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liziranih neurona i zato je oznaĉen kao nepreĉišćeni sinaptozomalni preparat ili gruba 

membranska P2 frakcija. 

4.2. Izolovanje sinaptozoma 

Preĉišćavanje sinaptozoma izvedeno je na gradijentu Percoll-a, koji je rastvoren u 

medijumu za Percoll (0,32 M saharoza, 1 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl pH 7,4). Dobijena 

P2 frakcija se rastvara u 1-2 ml izolacionog pufera i nanosi na ranije pripremljen i ohlaĊen 

na 4 ºC, gradijent Percoll-a (3, 10 i 23 % ). Nakon centrifugiranja na 33.500 × g u trajanju 

od 5 min (Beckman, JA-20), sinaptozomi su prikupljeni iz meĊusloja 10 % i 23 % faza i 

isprani u izolacionom medijumu, centrigugiranjem 30 min na 14 000 × g (Beckman, JA-

20) (Dunkley i sar., 2008). Supernatant je odliven, a dobijeni talog, koji sadrţi preĉišćene 

hipokampalne sinaptozome je resuspendovan u izolacionom medijumu i ĉuvan na -80 C do 

korišćenja. 

5. OdreĎivanje koncentracije proteina 

Za odreĊivanje koncentracije proteina u uzorcima, korišćena je metoda Markwell-a i 

saradnika (1978) koja predstavlja modifikaciju metode po Lowry-ju (1951). U 

modifikovanoj metodi u odnosu na originalnu dodaje se natrijum-dodecil-sulfat (SDS) u 

alkalni reagens i povećava se koliĉina bakar-tartaratnog reagensa. Ova modifikacija 

omogućava primenu metode za odreĊivanje koncentracije proteina bez prethodne 

solubilizacije ili ekstrakcije lipida, kao i za uzorke koji sadrţe saharozu ili EDTA. 

Rastvori i reagensi korišćeni u ovoj metodi: 

Reagens A: 2% Na
2
CO3+ 0,4% NaOH + 0,16% Na-tartarat + 1% SDS  

Reagens B: 4% CuSO x 5H2O  

Reagens C = Reagens A: Reagens B = 100:1 

Folin-Chicalteau-ov reagens (Sigma), koji je razblaţen dejonizovanom vodom u odnosu 

1:1. 
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6. OdreĎivanje enzimske aktivnosti ektonukleotidaza 

Hidroliza ATP, ADP i AMP ispitana je u frakcijama preĉišĉenih sinaptozoma ili P2 

frakcijama izolovanim iz hipokampusa ţenki i muţjaka pacova. Metoda je u pogledu 

koliĉine enzima, koncentracije supstrata i vremena inkubacije prethodno standardizovana u 

posebnim eksperimentima, kako bi se odredili optimalni uslovi za enzimsku aktivnost i 

linearnost enzimske reakcije.  

6.1. Ispitivanje enzimske aktivnosti NTPD-aza 

Aktivnost NTPD-aza ispitana je u inkubacionoj smeši u prisustvu ATP i ADP kao 

supstrata.  

Standardna inkubaciona smeša za ispitivanje hidrolize ATP i ADP u frakciji 

preĉišćenih sinaptozoma sadrţala je sledeće komponente: 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 5 mM 

KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM glukoza, 225 mM saharoza, 150 μM ATP ili ADP, 10 μg 

proteina.  

Standardna inkubaciona smeša za ispitivanje hidrolize ATP i ADP u P2 frakciji 

sadrţala je sledeće komponente: 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1,5 mM MgCl2, 150 μM ATP ili 

ADP, 10 μg proteina. 

Ukupna zapremina inkubacione smeše je 200 μl. Probe koje sadrţe sve komponente 

osim supstrata preinkubirane su 10 min u vodenom kupatilu na 37°C. Reakcija otpoĉinje 

dodavanjem ATP ili ADP i odvijala se 10 min na 37°C, a zaustavljena je dodavanjem 22 μl 

hladne 3 M perhlorne kisline. Probe su ohlaĊene na ledu 10 min i potom odreĊena aktivnost 

enzima na osnovu koliĉine osloboĊenog proizvoda enzimske reakcije - neorganskog fosfata 

(Pi). Kao „slepe probe" (blank) sluţile su probe kojima se uzorak dodaje nakon 

zaustavljanja reakcije.  
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6.2. Ispitivanje enzimske aktivnosti ekto-5 -nukleotidaze 

Aktivnost eN ispitana je u inkubacionoj smeši u prisustvu AMP kao supstrata.  

Standardna inkubaciona smeša za ispitivanje hidrolize AMP u u frakciji preĉišćenih 

sinaptozoma sadrţala je sledeće komponente: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 5 mM KCl, 135 

mM NaCl, 1 mM MgCl2, 10 mM glukoza, 225 mM saharoza, 150 μM AMP, 10 μg 

proteina. 

Standardna inkubaciona smeša za ispitivanje hidrolize AMP u P2 frakciji sadrţala je 

sledeće komponente: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1 mM MgCl2, 150 μM AMP, 10 μg 

proteina.  

Ukupna zapremina inkubacione smeše iznosi 200 μl. Probe koje sadrţe sve 

komponente osim AMP inkubirane su 10 min u vodenom kupatilu na 37°C. Reakcija je 

otpoĉinjala dodavanjem AMP i trajala je 30 min na 37°C, a zaustavljena je dodavanjem 22 

μl hladne 3 M perhlorne kisline. Probe su ohlaĊene na ledu 10 min i potom je odreĊena 

aktivnost enzima, na osnovu koliĉine osloboĊenog proizvoda enzimske reakcije - 

neorganskog fosfata (Pi). Kao „slepe probe" (blank) sluţile su probe kojima se uzorak 

dodaje nakon zaustavljanja reakcije. Kako bi se iskljuĉio doprinos alkalne fosfataze na 

stepen hidrolize AMP, testiran je inhibitor ovog enzima, levamizol (1,0 mM) koji nije imao 

efekta. Aktivacija eN rastućim koncentracijama AMP (5-200 μM) procenjena je u istim 

uslovima kao što je prethodno opisano. 

6.3. Ispitivanje enzimske aktivnosti ekto-5´-nukleotidaze nakon in vitro 

tretmana 

Kako bi se ispitali in vitro efekti estradiola na aktivnost eN, korišćeni su sveţe 

izolovani sinaptozomi iz hipokampusa pojedinaĉnih OVX ţenki (n = 4) i muţjaka (n = 4). 

Sinaptozomi hipokampusa su inkubirani 10 min, na 37°C sa:  

 agonistima estradiolskih receptora α ili β, PPT ili DPN, u koncentracijama: 

0,1, 1, 2,5 ili 5 µM;  
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 E2 ili E-BSA u koncentracijama slobodnog E2: 10
-5

, 10
-4

. 10
-3

, 1 µM.  

PPT, DPN i E2 su rastvoreni u etanolu, ĉija je finalna koncentracija iznosila maksimalno 

0,5 %. Kako bi se iskljuĉio efekat etanola na nivo hidrolize AMP, testirane su probe koje 

sadrţe etanol, u koncentrcijama 0,5 % i manje i uporeĊene sa kontrolom. Etanol nije 

menjao nivo hidrolize AMP što je u skladu sa literaturnim podacima (Rucker i sar., 2005, 

Wink i sar., 2006). E-BSA (molarni odnos E2:BSA = 30:1) rastvoren je u Tris-HCl pH 7,4 i 

pre korišćenja u esejima filtriran kako bi se uklonio E2 koji se spontano odvojio od BSA. 

Efekat BSA na stepen hidrolize AMP testiran je na probama koje su sadrţale samo BSA. 

BSA nije ostvario efekat na nivo hidrolize AMP. Aktivnost eN praćena je kao što je 

opisano u odeljku 6.2. Pošto etanol i BSA nisu imali uticaja na nivo hidrolize AMP ni kod 

OVX ţenki niti kod muţjaka, rezultati su prikazani u odnosu na specifiĉnu aktivnost 

izmerenu u sinaptozomima OVX ţivotinja i intaktnih muţjaka (M). 

7. OdreĎivanje koncentracije neorganskog fosfata 

Hidroliza ATP, ADP i AMP praćena je merenjem koliĉine osloboĊenog Pi, prema 

modifikovanoj metodi Baykov i saradnika (1988), uz KH
2
PO

4 
kao standard. Metoda za 

odreĊivanje koncentracije fosfata metodom malahit-zelenog, zasniva se na kvantifikaciji 

zelenog kompleksa formiranog izmeĊu malahit-zelenog, molibdata i slobodnog ortofosfata. 

Obojeni kompleks formiran u reakciji sa neorganskim fosfatom odreĊuje se na osnovu 

merenja apsorbovane svetlosti (600 – 660 nm), na spektorfotometru ili ELISA ĉitaĉu. 

Primenjena metoda validna je za merenje opsega koncentracija fosfata od 0,02 – 40 μM.  

Radni rastvor dobija se mešanjem 100 zapremina reagensa A (0,1 % Malahit-zeleno i 

7,5% amonijum-molibdat u odnosu 4:1) i 1,6 zapremina reagensa B (11 % Tween 20). U 

svaki bunarić mikrotitar ploĉe uliva se 80 μl enzimske smeše i 20 μl radnog rastvora, nakon 

ĉega se ploĉa ostavlja 30 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbance obojenog kompleksa 

merene su na 650 nm, na multifunkcionalnom ĉitaĉu ploĉa (Wallac 1420 VICTOR, Perkin 

Elmer Instruments). 
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8. Ispitivanje enzimske aktivnosti tkivno nespecifične alkalne 

fosfataze 

Aktivnost tkivno-nespecifiĉne alkalne fosfataze (TNAP) ispitana je u prisustvu para-

nitrofenil fosfata (p-NPP) kao supstrata. Standardna reakcion smeša sadrţala je: 50 μg 

proteina, 0,5 M dietanolamin pH 9,8, 1 mM MgCl2 i 5 mM p-NPP u prisustvu ili bez 5 mM 

levamizola. Reakcija se odvijala 20 min na 25 C, nakon ĉega je zaustavljena dodavanjem 

0,1 M NaOH. Aktivnost TNAP prikazana je u arbitrarnim jedinicama, odnosno izraĉunata 

oduzimanjem absorbanci reakcija (merenih na 405 nm) detektovanih u probama sa i bez 

levamizola i normalizovana u odnosu na koliĉinu proteina.  

9. Elektroforetsko razdvajanje proteina i imunoblot analiza 

Proteinska ekspresija odabranih ektonukleotidaza, NTPD-aza 1, 2, 3 i eN, ispitana je 

imunoblot analizom. Analizirani su uzorci sinaptozoma i P2 frakcije izolovani iz 

hipokampusa ţivotinja ispitivanih eksperimentalnih grupa. 

9.1. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu 

Uzorci preĉišćenih sinaptozoma i P2 frakcija izolovanih iz Hip ţenki i muţjaka 

pacova, ĉije su koncentracije svedene na 2 mg/ml, pomešani su sa puferom za uzorke (5 × 

Laemmli Sample Buffer, LSB). Uzorci pripremljeni neposredno pred upotrebu, kuvani su 5 

min na 95 ºC, u neredukujućim uslovima (bez dodatka 2-merkaptoetanola) za NTPD-aze i 

eN i u redukujućim uslovima (sa 2-merkaptoetanolom) za ispitivanje svih ostalih proteina.  

Proteini su razdvojeni elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE), 

korišćenjem Mini-Protean II (Bio Rad) kompleta. Oba akrilamidna gela, gel za razdvajanje 

i koncentrovanje, pripremaju se od sledećih polaznih rastvora: Tris pufer (1,5 M Tris pH 

8,8 za gel za razdvajanje i 1 M Tris pH 6,8 za gel za koncentrovanje), 30 % akrilamid-

metilen bis-akrilamid, 10 % SDS, 10 % amonijum-persulfat i tetraetil-metilen (TEMED). 
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Proteini od interesa razdvojeni su na gelovima za koncentrovanje (5 %) i razdvajanje (8 % i 

10 %). Na gel je nanešeno po 10 ili 20 μl uzorka (20 ili 40 μg proteina, u zavisnosti od 

ispitivanog proteina) pripremljenih u LSB. Elektroforeza se odvijala u uslovima 

konstantnog napona (120 V) na sobnoj temperaturi. 

9.2. Imunoblot analiza 

Proteini iz uzoraka razdvojeni elektroforezom na gelu, preneseni su na imobilizirajući 

matriks, poliviniliden-fluoridnu membranu (engl. polyvinylidene fluoride, PVDF, Millipore, 

SAD), postupkom oznaĉenim kao imunobloting (engl. immunoblotting). Metoda se zasniva 

na kretanju pokretnih negativno naelektrisanih partikula (proteina, koji zbog pripreme u 

SDS imaju negativno naelektrisanje), ka pozitivnoj elektrodi u elektriĉnom polju. Usled 

toga proteini prelaze sa gela na membranu, koja se nalazi bliţe anodi.  

Transfer proteina odvijao se u puferu za transfer, u Mini–Trans blot sistemu (Bio 

Rad), tokom 1 h na 100 V (350 mA). Postupak nakon transfera proteina obuhvatao je: 

 Blokiranje membrane, kako bi se spreĉilo nespecifiĉno vezivanje antitela, u rastvoru 

za blokiranje – 5 % BSA (Serva) u fosfatnom puferu sa dodatkom deterdţenta 0,5 % 

Tween (engl. Phosphate Buffer Saline- Tween pH 7,4 , PBS-T) ili u Tris-puferu sa 

dodatkom deterdţenta (engl. Tris Buffered Saline- Tween pH 7,4, TBS-T); 

 Inkubacija PVDF membrane u primarnom antitelu, preko noći na 4 C. Za imunoblot 

analize korišćena su prethodno dobro okarakterisana primarna antitela. Korišćena 

antitela i primenjena razblaţenja navedena su u Tabeli 4; 

 Ispiranje nevezanih i nespecifiĉno vezanih primarnih antitela u PBS-T ili TBS-T-u (3 

× 10 min); 

 Inkubacija u sekundarnom antitelu (1 h). Sva sekundarna antitela (Tabela 5), 

spregnuta sa peroksidazom rena (engl. Horse Radish peroxidase, HRP), razblaţena su 

u PBS-T ili TBST-u u odnosu 1:10 000; 

 Ispiranje nevezanih i nespecifiĉno vezanih sekundarnih antitela u PBS-T ili TBS-T (3 

× 10 min). 
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Tabela 4. Primarna antitela korišćena u imunoblot analizi 

ANTITELO PROIZVOĐAČ, POREKLO Razblaženje 

anti-CD39 AbCam (UK), zamorac, poliklonsko 1:1000 

anti-NTPD-aza 2, klon 

BZ3-4F 

poklon prof. J. Sevigny, Université Laval, Canada, 

zec (Sevigny i sar., 2002) 
1:2000 

anti- NTPD-aza 3, klon 

Klh 14 

nekomercijalno antitelo, poklon prof. Terence 

Kirley,Univerzitet u Sinsinatiju; zec (Belcher i 

sar., 2006; Bjelobaba i sar., 2010; Grkovic i sar., 

2016) 

1:2000 

anti- CD73, klon rNu-

9LI5 

poklon prof. J. Sevigny, Université Laval, Canada, 

zec (Sevigny i sar., 2002; Fausther i sar., 2012) 
1:2000 

anti-ERα 
Santa Cruz Biotechnology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:1000 

anti-ERβ 
Santa Cruz Biotechnology (USA), koza, 

poliklonsko 
1:500 

anti-fosfo-p44/42 MAPK 

(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 

Cell Signaling Technology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:1000 

anti-p44/42 MAPK 

(Erk1/2) 

Cell Signaling Technology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:1000 

anti-fosfo-Akt (Ser473) 
Cell Signaling Technology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:1000 

anti-Akt 
Cell Signaling Technology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:200 

anti-fosfo-mTOR 

(Ser2448) 

Santa Cruz Biotechnology (USA), miš, 

poliklonsko 
1:500 

anti-mTOR 
Santa Cruz Biotechnology (USA), miš, 

poliklonsko 
1:500 

anti-sintaksin1 
Santa Cruz Biotechnology (USA), miš, 

poliklonsko 
1:5000 

anti-sinaptofizin 
Santa Cruz Biotechnology (USA), zec, 

poliklonsko 
1:500 

anti-PSD95 (klon 7E3-

1B8) 
Merck Millipore (Nemaĉka), miš, poliklonsko 1:4000 

anti- NMDARN1 Merck Millipore (Nemaĉka), zec, poliklonsko 1:1000 

anti- NCAM Merck Millipore (Nemaĉka), zec, poliklonsko 1:1000 

anti-PSA-NCAM (klon 2-

2B) 
Merck Millipore (Nemaĉka), miš, poliklonsko 1:1000 

anti-NMDARN2B Abcam (UK), miš, poliklonsko 1:1000 

anti-β-aktin 
Santa Cruz Biotechnology (USA), koza, 

poliklonsko 
1:500 
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Tabela 5. Sekundarna antitela korišćena u imunoblot analizi  

ANTITELO PROIZVOĐAČ RAZBLAŽENJE 

anti-zamorac IgG HRP 

konjugovana 
Merck Millipore (Nemaĉka) 1:10000 

anti-kozija IgG HRP 

konjugovana 
Santa Cruz Biotechnology (USA) 1:10000 

anti-zečija IgG HRP 

konjugovana 
Santa Cruz Biotechnology (USA) 1:10000 

anti-mišija IgG HRP 

konjugovana 
Santa Cruz Biotechnology (USA) 1:10000 

Proteini od interesa detektovani su metodom hemiluminiscence. Na membrane je 

apliciran luminol (engl. Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate) koji reaguje 

sa enzimom HRP na sekundarnim antitelima i dolazi do emisije fotona koja je detektovana 

na fotografskom filmu (AGFA HealthCare NV, Septestraat, Mortsel, Belgija). Aktin je 

sluţio kao interna kontrola koliĉine proteina u odnosu na koju su normalizovane dobijene 

trake ispitivanih proteina. Membrane su skenirane, a optiĉke gustine pojedinaĉnih signala 

odreĊene su u softverskom paketu ImageJ. Dobijene vrednosti su prikazane kao relativne 

jedinice, koje predstavljaju srednju vrednost optiĉkih gustina traka od interesa 

normalizovanih u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin. 

10. Ko-imunoprecipitacija 

Imunoprecipitacija (IP) je postupak detekcije i preĉišćavanja proteina korišćenjem 

nerastvorne smole (agaroza ili sefaroza) za koju je vezan protein A ili G, a za koji se vezuju 

i precipitiraju imunokompleksi nastali inkubacijom uzorka sa specifiĉnim antitelom. Ko-

imunoprecipitacija omogućava detekciju protein-protein interakcija indirektnom detekcijom 

proteina koji su u kompleksu sa specifiĉnim ciljnim proteinom. Naime, 

imunoprecipitacijom sa specifiĉnim antitelom vezuje se ciljni protein koji sa sobom ponese 

i sve proteine sa kojima je u kompleksu. Ovi imunokompleksi, se zatim, elektroforetski 
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razdvoje i elektrotransferom prenesu na membranu, gde se drugi proteini iz kompleksa 

detektuju imunoblot metodom.  

Izolovani sinaptozomi su prvo resuspendovani u puferu za imunoprecipitaciju (IPB), 

koji je sadrţao u mM: 20 Tris–HCl, pH 7,0, 50 NaCl, 1 EDTA, 1 EGTA, 50 NaF, 1 

Na3VO4, 0,1 PMSF i 10 μg/ml leupeptina, 4 μg/ml pepstatina and 0,1 U/ml aprotinina sa 1 

% Triton X-100. Uzorci su sonifikovani na ledu 30 s, a nerastvoreni materijal je uklonjen 

centrifugiranjem na 4 °C, odredjena je koncentracija proteina, deo je ostavljen na ‒ 20°C 

kao input (pozitivna kontrola), a ostatak je korisćen za IP, u koncentraciji od 1 mg/ml. 

Protein A sefaroza je inkubirana sa uzorcima 1 h na temperaturi od 4 C, na rotirajućoj 

mešalici, kako bi se preadsorbovali proteini koji imaju tendenciju da se nespecifiĉno veţu 

za protein A sefarozu. Zatim su sinaptozomi inkubirani 3 h, na 4 C sa 2 μg anti-ER  (Santa 

Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), anti-ERβ antitelom (Santa Cruz Biotechnology Inc., 

CA, USA) ili zeĉijim IgG (negativna kontrola). Imuni kompleksi su istaloţeni inkubiranjem 

uzoraka sa protein A-sefarozom 2 h, na 4 C i centrifugiranjem. Talog je ispiran 3 puta u 

IPB i input (pozitivna kontrola; uzorak resuspendovan u IPB), supernatant koji zaostaje 

nakon taloţenja kompleksa, kao i imunoprecipitati su elektroforetski razdvajani, a zatim 

preneti na PVDF membranu gde su imunokompleksi detektovani pomoću antitela na eN 

(rNu-9LI5), u razblaţenju 1:2000 u 2,5 % nemasnom mleku rastvorenom u PBS-T, kao sto 

je opisano u odeljku 9.2. 

11.Izolacija RNK i RT-PCR 

11.1. Izolacija RNK 

Ukupna RNK iz hipokampusa izolovana je po modifikovanoj metodi Chomczynski i 

Sacchi (1987). Tkivo Hip iz pojedinaĉnih ţivotinja homogenizovano je u staklenom 

homogenizeru sa teflonskim tuĉkom, u 10 zapremina TRIzol reagensa (Invitrogen, SAD). 

TRIzol reagens je monofazni reagens fenola i guanidin-izotiocijanata koji razgraĊuje ćelije 

i većinu njihovih komponenti, pritom ĉuva integritet RNK. Homogenat je centrifugiran 10 
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min na 12000×g, 4 C (Eppendorf 5417). Dobijeni supernatant je dalje odvojen, inkubiran 5 

min na 30 C i mešan sa 0,2 ml hloroforma/ml supernatanta. Nakon centrifugiranja na 

12000×g, 10 min, izdvajaju se tri faze: donja, organska (hloroform), interfaza (fenol) i 

gornja vodena faza. RNK se nalazi u vodenoj fazi, dok proteini i DNK ostaju u donjoj fazi, 

odnosno, interfazi. Zapremina vodene faze obiĉno iznosi oko 60% poĉetne zapremine 

TRIzola korišćenog za homogenizaciju. 

Vodena faza je prebaĉena u nove ependorfice u koje je dodata 1 zapremina izo-

propanola i ostavljena preko noći na -20°C, kako bi se RNK staloţila. Posle inkubacije 

tokom noći, uzorci su centrifugirani (10 min/12 000 × g, 4 °C), talog RNK resuspendovan 

u 1 ml hladnog 75% etanola, i ponovo centrifugiran (5 min/12 000 × g, 4 °C). Dobijeni 

talog je osušen na vazduhu 10-15 min i rastvoren u 100 μl sterilne vode sa 0,1 % DEPC-

om. 

11.2. OdreĎivanje koncentracije RNK 

Koncentracija RNK odreĊena je spektofotometrijski na aparatu Nano Drop (Thermo 

scientific), merenjem apsorpcije uzorka na 260 nm. Preĉišćenost izolata, odnosno 

eventualna kontaminacija proteinima odreĊena je na osnovu odnosa apsorpcija na 260 i 280 

nm (OD260/OD280). Vrednost  OD260/OD280= 2 ukazuje na odsustvo proteina u analiziranom 

uzorku. Procena integriteta RNK odreĊena je elektroforezom ukupne RNK na 2 % 

agaroznom gelu u trajanju od 30 min i pri konstantnom naponu od 100 V. Prikazani 

rezultati (Slika 13) predstavljaju ukupne iRNK izolovane iz hipokampusa intaktnih 

muţjaka (M), ţenki u diestrusnoj fazi ciklusa (DIEST), ovarijektomisanih ţenki (OVX) i 

OVX ţenki nakon sedmodnevnih tretmana, a koje su korišćene u PCR analizi.  
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Slika 13. Reprezentativna elektroforeza ukupne RNK izolovane iz hipokampusa ispitivanih grupa 

ţivotinja. (objašnjenje u tekstu) 

11.3. Semi-kvantitativni RT-PCR 

Za sintezu komplementarne DNK (cDNK) iz RNK korišćen je High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, USA). Po 2 μg ukupne RNK inkubirano 

je sa 50 U enzima MultiScribe™ reverzne transkriptaze u prisustvu 10 mM dNTP, 2 μl 10× 

nasumiĉnihm prajmera, 20 U RiboLock ribonukleaznog inhibitora i 2× pufera u ukupnoj 

zapremini od 20 μl. Sintetisane cDNK ĉuvane su na -20 C do upotrebe. 

Za odreĊivanje nivoa genske ekspresije eN korišćena je reakcija lanĉanog 

umnoţavanja (engl. polymerase chain reaction, PCR), pri ĉemu je cDNK amplifikovana 

upotrebom „prajmera" karakteristiĉnih za eN i endogene kontrole (engl. housekeeping 

gene), gena za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) (Tabela 6). Za PCR 

reakciju, odgovarajuća razblaţenja uzoraka cDNK koji predstavljaju 2,5 μg totalne RNK 

pomešana su sa puferom za PCR, koji sadrţi: 10 mM dNTP, 2,1 mM MgCl2, 0,25 μM 

prajmera za eN (CD73) ili NTPD-azu 3 (NTPD3), 0,125 μM prajmera za GAPDH (Tabela 

6) i 1U Taq polimeraze (Kapa Biosystems), u ukupnoj zapremini od 25 μl. PCR proizvodi 

analizirani su na 2% agaroznom gelu sa dodatim etidijum-bromid, zajedno sa O′GeneRuler 

(Fermentas); elektoforeza je trajala 30 min pri konstantnom naponu od 100 V. Gelovi su 

snimljeni pod UV svetlom, na aparatu GelDoc 1 000 (BioRad), a signali su kvantifikovani 

u programu za analizu slika, ImageJ. Relativna koliĉina PCR proizvoda za eN 

normalizovana je u odnosu na signal GAPDH dobijen u istoj PCR reakciji.  
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Tabela 6. Sekvence "prajmera" korišćenih u RT-PCR analizi 

Gen 

pacova Sekvenca „prajmera“ (5 -   -3 ) 

Veličina 

produkta 

NTPD3 
F: 5'-CGGGATCCTTGCTGTGCGTGGCATTTCTT-3' 

R: 5'-TCTAGAGGTGCTCTGGCAGGAATCAGT-3' 
267 bp 

CD73 
F: 5'-CCCGGGGGCCACTAGCACCTCA-3' 

R: 5'-GCC TGG ACC ACG GGA ACC TT-3' 
403 bp 

GAPDH 
F: 5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3' 

R: 5'-GGCAGAGATGATGACCCTTTTGGC-3' 
332 bp 

Sekvence prajmera su preuzete od Vollmayer i saradnika (2001). 

12. Statistička analiza podataka 

Svi enzimski eseji izvedeni su u triplikatu u n ≥ 4 ponavljanja. Aktivnosti enzima 

izraţene su u nmol Pi/mg protein/min ± SEM. Promene kinetiĉkih svojstava eN procenjene 

su na osnovu kinetiĉkih parametara Vmax (maksimalna brzina) i Km (Michaelis-ova 

konstanta), koji su dobijeni transformacijom podataka kinetiĉkih analiza u prisustvu 

rastućih koncentracija supstrata, Eadie-Hofstee transformacijom (V vs. V/[S]) u 

programskom paketu Origin 8.6. Rezultati Western blot i RT-PCR analize normalizovani 

su u odnosu na odgovarajuće interne kontrole i prikazani su u relativnim jedinicama kao 

srednja vrednost ± SEM. Znaĉajnost razlika izmeĊu grupa procenjena je Student-ovim t-

testom i jednofaktorskom analizom varijanse (engl. One-way analysis of variance, 

ANOVA), uz post hoc Tukey test za multiplu komparaciju ili One–way repeated measures 

ANOVA uz Dunett´s post hoc test za poreĊenje eksperimentalnih grupa u odnosu na 

odgovarajuću kontrolu. Razlike su smatrane statistiĉki znaĉajnima za vrednosti p < 0,05. Za 

statistiĉku obradu podataka korišćen je programski paket Origin 8.6. 
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IV REZULTATI 

 

 

 

Polazeći od definisanih ciljeva, u ovoj doktorskoj disertaciji praćena je promena 

aktivnosti i ekspresije odabranih ektonukleotidaza, enzima odgovornih za vanćelijsku 

hidrolizu adeninskih nukleotida, u hipokampusu ţenki i muţjaka pacova nakon razliĉitih 

hormonskih manipulacija (estrusni ciklus, ovarijektomija, arhiektomija, sistemska 

jednokratna i ponovljena administracija 17β-estradiola, 17α-estradiola i progesterona). 

Ispitana je promena proteinske ekspresije NTPD-aze 1, NTPD-aze 2 i NTPD-aze 3, koje 

hidrolizuju nukleotide ATP i ADP, kao i promena aktivnosti i zastupljenosti ekto-5-

nukleotidaze (CD73, eN), jedinog enzima odgovornog za razgradnju AMP i nastanak 

adenozina u CNS, kao i uloga klasiĉnih estradiolskih receptora (ER  i ERβ) u modulaciji 

funkcije ovog enzima. 
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1. Uloga ženskih polnih hormona u modulaciji vanćelijskog 

metabolizma adeninskih nukleotida u sinaptozomima 

hipokampusa 

1.1. Fluktuacije ovarijalnih hormona tokom estrusnog ciklusa utiču na 

aktivnost NTPDaza u hipokampalnim sinaptozomima ženki pacova 

Promene aktivnosti NTPD-aza praćene su u hipokampalnim sinaptozomima ţenki 

pacova u pojedinaĉnim fazama estrusnog ciklusa. S obzirom na to da NTPD-aze hidrolizuju 

nukleotid tri- i -difosfate, specifiĉna aktivnost ovih enzima praćena je u prisustvu ATP i 

ADP kao supstrata. Na slici 14. prikazana je hidroliza ATP i ADP u sinaptozomima 

hipokampusa ţenki pacova tokom estrusnog ciklusa. Rezultati ANOVA testa pokazali su da 

hidroliza ATP fluktuira tokom estrusnog ciklusa ([F(2,51) = 11,99; p  0,01]). Hidroliza 

ATP znaĉajno je veća u estrusu (302,80 ± 13,10 nmol Pi/mg/min) nego u proestrusu 

(237,43 ± 9,22 nmol Pi/mg/min) i diestrusu (258,22 ± 4,69 nmol Pi/mg/min). Rezultati 

ANOVA testa su pokazali da i hidroliza ADP fluktuira tokom estrusnog ciklusa ([F(2,51) = 

6,05; p  0,01]). Hidroliza ADP prati profil hidrolize ATP i najveća je u estrusu (134,48 ± 

7,56 nmol Pi/mg/min) i znaĉajno manja u proestrusu (103,59 ± 5,03 nmol Pi/mg/min, p  

0,01). 

Doprinos endogenih ovarijalnih hormona ispitan je uporeĊivanjem hidrolize ATP i 

ADP u sinaptozomima hipokampusa OVX ţenki pacova sa aktivnostima u istom uzorku 

izolovanom iz ţenki u ispitivanim fazama estrusnog ciklusa. Rezultati ANOVA testa 

pokazali su statistiĉki znaĉajane razlike izmeĊu grupa (F(3,56) = 20,73; p  0,001] za ATP i 

[F(3,56) = 12,13; p  0,001] za ADP), pri ĉemu je kod OVX ţenki zabeleţen statistiĉki 

znaĉajan pad hidrolize ATP (153,76 ± 20,19 nmol Pi/mg/min) i ADP (59,62 ± 9,93 nmol 

Pi/mg/min) u odnosu na sve tri ispitivane faze estrusnog ciklusa intaktnih ţivotinja (Slika 

14).  
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Slika 14. Hidroliza ATP (A) i ADP (B) u sinaptozomima hipokampusa ţenki pacova po fazama 

estrusnog ciklusa i nakon ovarijektomije i ekspresija NTPD-aze 3-iRNK (C) i proteina (D). 

Specifiĉna aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost aktivnosti (nmol Pi/mg/min) ± 

SEM iz n = 2 nezavisna eksperimenata izvedenih u triplikatu. Rezultati u stubićima (C i D) 

predstavljeni su kao relativne srednje vrednosti ± SEM (normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu 

traka dobijenih za GAPDH za iRNK i β-aktin za proteinsku ekspresiju) iz n = 3 nezavisna 

eksperimenta. Nivo statistiĉke znaĉajnosti: ‒ ‒  p  0,05 i manje izmeĊu eksperimentalnih grupa. 

PRO-proestrus, EST-estrus, DIEST-diestrus, OVX-ovarijektomija. 
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Promene hidrolize ATP i ADP tokom estrusnog ciklusa kao i smanjnje hidrolize ovih 

adeninskih nukleotida nakon OVX ukazuju na modulaciju aktivnosti NTPD-aza polnim 

hormonima. Neizmenjen odnos hidrolize ATP i ADP od oko 1:0,4 u svim ispitivanim 

fazama estrusnog ciklusa kao i nakon OVX ukazuje na dominantnu aktivnost NTPD-aze 3 

u sinaptozomima hipokampusa. Zbog toga je ispitano da li se ekspresija NTPD-aze 3 menja 

nakon OVX u odnosu na ţenke u DIEST. Nisu uoĉene promene u relativnoj koliĉini totalne 

NTPD-aza3-iRNK iz hipokampusa OVX ţenki (Slika 14 C) niti promene u relativnoj 

koliĉini proteina NTPD-aze 3 u sinaptozomima hipokampusa OVX u odnosu na DIEST 

(Slika 14 D). 

1.2. Uticaj 17β-estradiola na aktivnost i ekspresiju NTPDaza 1-3 in vivo 

Uticaj E2 na vanćelijsku hidrolizu adeninskih nukleotida ispitan je praćenjem 

hidrolize ATP i ADP u sinaptozomalnoj frakciji izolovanoj iz hipokampusa OVX ţenki 

24h nakon akutnog tretmana E2 (OVX+E2). Kao što je prikazano na slici 15. došlo je do 

znaĉajnog porasta hidrolize ATP (276,40 ± 20,05 nmol Pi/mg/min; p  0,001) i ADP (76,33 

± 1,92 nmol Pi/mg/min; p  0,01) u odnosu na odgovarajuće kontrole tretirane samo 

rastvaraĉem OVXK (157,40 ± 20,05 nmol Pi/mg/min, odnosno 58,85 ± 1,71 nmol 

Pi/mg/min, redom).  

S obzirom na to da su NTPD-aze 1-3 enzimi odgovorni za vanćelijsku hidrolizu ATP 

i ADP, takoĊe su praćene promene u njihovoj relativnoj zastupljenosti u sinaptozomima 

hipokampusa OVX pacova 24 h nakon tretmana E2. Na slici 16. prikazan je reprezentativni 

imunoblot i kvantitativna analiza ekspresije NTPD-aza 1-3. Nakon tretmana E2, uoĉeno je 

statistiĉki znaĉajno povećanje zastupljenosti NTPD-aze 1 (140,40 ± 3,49; p < 0,001) i 

NTPD-aze 2 (170,20 ± 16,91; p < 0,001), dok je zastupljenost NTPD-aze 3 ostala 

nepromenjena. 

Promena nivoa hidrolize ATP i ADP nakon tretmana E2, verovatno su rezultat 

promene proteinske ekspresije NTPD-aza 1 i 2, dok izostanak promena na nivou NTPD-aze 

3 sugeriše na njegovu dominantnu ulogu u regulaciji vanćelijske koncentracije ATP u 

sinaptiĉkoj pukotini.  
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Slika 15. Hidroliza ATP (A) i ADP (B) u sinaptozomima hipokampusa OVX ţenki nakon 

tretmana E2. Specifiĉna aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) 

± SEM iz n = 2 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,01 

i manje u odnosu na grupu tretiranu rastvaracem (OVXK). 

 

Slika 16. Kvantitativna analiza ekspresije proteina NTPD-aze 1-3 u hipokampalnim 

sinaptozomima OVX pacova nakon akutnog tretmana E2. Reprezentativna imunoblot analiza 

NTPD-aze 1, NTPD-aze 2, NTPD-aze 3 (gornji deo panela). Grafici prikazuju relativnu 

zastupljenost proteina (normalizovanu u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin) ± 

SEM, iz n = 3 nezavisna ponavljanja. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p ʹ 0,001, u odnosu na 

kontrolnu grupu (OVXK). 
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1.3. Variranje nivoa ovarijalnih hormona tokom estrusnog ciklusa 

moduliše aktivnost i ekspresiju ekto-5 -nukleotidaze u hipokampalnim 

sinaptozomima ženki pacova 

Ekto-5´-nukleotidaza je jedini enzim koji katalizuje defosforilaciju AMP do 

adenozina u CNS. Promene u aktivnosti eN praćene su u hipokampalnim sinaptozomima 

ţenki pacova u pojedinaĉnim fazama estrusnog ciklusa, u prisustvu AMP kao supstrata. 

Aktivnost enzima fluktuira tokom estrusnog ciklusa ([F(2,69) = 69,13; p  0,001]); najniţa 

hidroliza AMP zabeleţena je u proestrusu (32,7 ± 1,25 nmol Pi/mg/min), a gotovo dva puta 

veća u diestrusu (68,72 ± 2,72 nmol Pi/mg/min) (Slika 17). Sa druge strane, detektovan je 

suprotan obrazac proteinske ekspresije, relativna zastupljenost proteina eN najveća je u 

proestrusu, dok je najniţa u diestrusu ([F(2,27) = 7,79; p  0,01]).  

Doprinos endogenih ovarijalnih hormona ispitan je na osnovu stepena hidrolize AMP 

u sinaptozomima hipokampusa nakon bilateralne ovarijektomije ţenki pacova. Rezultati 

ANOVA testa pokazali su statistiĉki znaĉajne razlike izmeĊu grupa (aktivnost ([F(3,80) = 

53,50; p < 0,001], Slika 17A; proteinska ekspresija [F(3,35)=12,515; p < 0,001], Slika 

17B). Nakon OVX, izmerena aktivnost eN (37,66 ± 4,15 nmol Pi/mg/min) sliĉna je 

aktivnosti u proestrusu i znaĉajno je niţa od one izmerene u diestrusu, dok proteinska 

ekspresija eN ostaje nepromenjena u odnosu na diestrus. 

Dobijeni rezultati ukazuju na to da postoje razlike u regulaciji aktivnosti i proteinske 

ekspresije eN polnim hormonima tokom estrusnog ciklusa u hipokampalnim 

sinaptozomima ţenki pacova. 
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Slika 17. Hidroliza AMP (A) i imunoblot analiza ekspresije eN (B) tokom estrusnog ciklusa i 

nakon OVX. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SEM iz n = 3 nezavisna eksperimenta. 

Reprezentativna imunoblot analiza eN (donji deo panela); vrednosti optiĉke gustine normalizovane 

su u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin. Nivo statistiĉke znaĉajnosti  

┤ p  0,05 i manje; PRO-proestrus, EST-estrus, DIEST-diestrus, OVX-ovarijektomija.  
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1.4. Kinetička analiza aktivnosti ekto-5 -nukleotidaze u hipokampalnim 

sinaptozomima OVX ženki 

S obzirom na to da je u prethodnim analizama uoĉen suprotan obrazac promena 

aktivnosti i proteinske ekspresije eN u sinaptozomima izolovanim iz OVX ţenki i ţenki u 

diestrusu, u narednim eksperimentima analizirani su kinetiĉki parametri enzimske 

aktivnosti eN. Praćene su promene brzina enzimske reakcije (specifiĉne aktivnosti) u 

funkciji rastućih koncentracija supstrata (5-200 µM AMP). Michaelis-Menten-ovi grafikoni 

inicijalnih brzina reakcija u odnosu na rastuće koncentracije AMP prikazani su na slici 18. 

Kinetiĉki parametri Km i Vmax izraĉunati su na osnovu Eadie-Hofstee transformacija 

(ubaĉeni grafikoni) podataka iz Michaelis-Menten-ovih grafikona (Tabela 7).  

PoreĊenjem kinetiĉkih parametara za DIEST i OVX ţivotinje moţe se zakljuĉiti da je 

ovarijektomija dovela do povećanja afiniteta eN za supstrat, ali i do smanjenja maksimalne 

brzine rekacije (Vmax), što za rezulatat ima nepromenjenu enzimsku efikasnost eN nakon 

OVX u odnosu na ţenke u DIEST, što ukazuje na nepromenjenu produkciju adenozina. 

Tabela 7. Vrednost kinetičkih parametara Km i Vmax za hidrolizu AMP u hipokampalnim 

sinaptozomima OVX ţenki  

 Km  

(µmol/l) 

Vmax  

(nmol Pi/mg/min) 
Vmax/Km 

DIEST 47,44 ± 4,01 129,85 ± 5,83 2,73 

OVX 26,88 ± 2,79 * 76,41 ± 2,79 * 2,88 

Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,001 u odnosu na ţenke u diestrusnoj fazi ciklusa (DIEST) 
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Slika 18. Michaelis-Menten-ovi grafikoni zavisnosti inicijalnih brzina od koncentracije AMP kod 

ţenki u diestrusnoj fazi ciklsua (A) i OVX pacova (B). Aktivnost enzima praćena je u prisustvu 

rastućih koncentracija AMP (5-200 µM). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost (nmol 

Pi/mg/min) ± SEM iz n = 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Ubaĉeni linearni Eadie-

Hofstee grafikoni V vs. V/[S].  
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1.5. Modulacija aktivnost i ekspresije eN 17β-estradiolom - uloga ERα i 

ERβ 

U skladu sa primarnim ciljem ove doktorske teze, OVX ţenke su akutno tretirane 

17β-estradiolom, nakon ĉega je zabeleţen porast hidrolize AMP (75,54 ± 4,53 nmol 

Pi/mg/min, p < 0,001) u odnosu na kontrolu (47,38 ± 3,99 nmol Pi/mg/min), kao i 

povećanje relativne koliĉine proteina eN (136,6 ± 5,2 %; p < 0,001) u odnosu na netretirane 

OVX ţenke.  

Uloga klasiĉnih estradiolskih receptora (ER  i ERβ) u uoĉenoj modulaciji aktivnosti i 

ekspresije eN analizirana je nakon tretmana OVX ţenki neselektivnim antagonistom 

estradiolskih receptora (ICI 182.780), 2 h pre tretmana estradiolom (ICI+E2). Efekti 

pretratmana ICI antagonistom utvrĊeni su poreĊenjem aktivnosti eN kod OVX ţivotinja 

koje su tretirane samo ICI. S obzirom na to da tretman OVX ţivotinja ICI antagonistom ili 

ICI antagonistom i E2 nije izazvao promenu aktivnosti eN u odnosu na OVX ţivotnje 

(Slika 19A), zakljuĉeno je da su receptori ER  i ERβ ukljuĉeni u modulaciju aktivnosti 

sinaptiĉke eN.  

Stoga su u daljim eksperimentima OVX ţivotinje tretirane selektivnim agonistima 

estradioloskih receptora, kako bi se ispitala pojedinaĉna uloga ER u modulaciji eN. Nakon 

tretmana selektivnim agonistom ER  (PPT, 68,70 ± 3,51 nmol Pi/mg/min) i ERβ (DPN, 

72,69 ± 5,41 nmol Pi/mg/min) aktivnost eN je porasla u sliĉnoj meri kao nakon tretmana 

E2 (Slika 19A), Ovaj nalaz ukazao je na to da je efekat E2 u povećanju aktivnosti eN 

posredovan aktivacijom oba tipa ER receptora. 

Nakon navedenih tretmana praćen je i profil proteinske ekspresije eN (Slika 19B). 

Akutni tretmani ICI i ICI+E2 smanjili su ekspresiju eN (za oko 25%, p<0.01 i 28%, 

p<0.05, redom). Tretman E2 (136,6 ± 5,2 %; p < 0,001) i PPT (132,6 ± 7,8 %; p < 0,001) 

izazvali su statistiĉki znaĉajno povećanje relativne zastupljenosti eN. Budući da je kod 

ţivotinja tretiranih ICI i ICI+E2 spreĉena aktivacija ERα i ERβ, došlo je do statistiĉki 

znaĉajnog smanjenja proteinske ekspresije eN, što moţe ukazivati na neophodnost 

aktivnosti jednog ili oba ER za bazalnu ekspresiju eN. 
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Slika 19. In vivo efekat E2 i uloga ER u modulaciji (A) aktivnosti i (B) proteinske ekspresije eN u 

sinaptozomima hipokampusa OVX ţenki. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SEM iz n 

= 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Reprezentativna  imunoblot analiza eN (donji deo 

panela); vrednosti optiĉke gustine normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-

aktin. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,05 i manje u odnosu na grupu tretiranu OVXK. 
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Rezultati dobijeni primenom agonista i antagonista ukazuju na regulaciju/modulaciju 

eN koordinisanom aktivnošću ER, ali i na potencijalni mehanizam delovanja E2. Estradiol, 

aktivacijom ERα, povećava proteinsku ekspresiju eN u sinaptiĉkim membranama što 

dovodi i do povećanja hidrolize AMP. 

1.6. Uloga ER  i ERβ u modulaciji aktivnosti eN in vitro 

Razliĉiti efekti agoniste ERβ (DPN) na aktivnost i ekspresiju sinaptiĉke eN u in vivo 

eksperimentima objašnjeni su u narednim eksperimentima u kojima je efekat agonista 

praćen in vitro. Sveţe izolovani sinaptozomi inkubirani su u prisustvu PPT, DPN, E2 i E-

BSA kao sto je opisano u poglavlju Materijali i Metode (Slika 20 A-D). 

Inkubacija sinaptozoma sa PPT nije promenila nivo hidrolize AMP. Na osnovu ovog 

rezultata moţe se zakljuĉiti da je uoĉeno povećanje aktivnosti i ekspresije eN nakon 

tretmana E2 in vivo posredovano ERα receptorom i moguće, transkripcionom i 

translacionom aktivacijom eN. Sa druge strane, na sinaptozomima koji su inkubirani u 

prisustvu DPN, izmerena je dva puta veća hidroliza AMP u poreĊenju sa kontrolnom 

grupom (38,29 ± 2,09 nmol Pi/mg/min; p  0,001).  

Preĉišćeni sinaptozomi su dalje inkubirani sa rastućim koncentracijama E2 in vitro, 

pri ĉemu je izmerena znaĉajno veća hidroliza AMP u prisustvu svih ispitivanih 

koncentracija E2 (p  0,001). Sinaptozomi su takoĊe inkubirani sa E-BSA, konjugatom 

17β-estradiola koji ne moţe proći kroz ćelijsku membranu.  

S obzirom na to da su sinaptozomi funkcionalno specijalizovani fragmenti ćelija, 

odvojeni od jedra i de novo sinteze proteina, ovi rezultati sugerišu da efekat E2 na 

biohemijske karakteristike eN aktivacijom ERβ nije genomski i verovatno je indukovan 

direktnim alosteriĉnim akcijama ERβ/E2 na eN. E-BSA nije imao nikakvog efekta na 

hidrolizu vanćelijskog AMP, što ukazuje da E2 mora proći  kroz ćelijsku membranu da bi 

aktivirao potencijalne genomske i negenomske efekte na eN.  
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Slika 20. In vitro efekat E2 i ER na aktivnost sinaptičke eN. Nivo hidrolize AMP je odreĊena 

nakon inkubacije preĉišćenih hipokampalnih sinaptozoma OVX ţenki sa (A) PPT, (B) DPN, (C) E2 

i (D) E-BSA. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) ± SEM iz n = 4 

nezavisna eksperimenata izvedena u triplikatu. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,01 i manje u 

odnosu na specifiĉnu aktivnost izmerenu u sinaptozomima OVX ţivotinja.  
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1.7. Fizička interakcija eN i ER u sinaptozomima hipokampusa OVX 

ženki 

U daljem toku eksperimenata testirana je hipoteza da su efekti E2 na eN uslovljeni 

direktnom interakcijom ovog hormona na enzimski molekul. Stoga je izveden eksperiment 

kojim je ispitano da li ER stupa u fiziĉku interakciju sa eN molekulom. Specifiĉnost 

antitela za ER  i ERβ ispitana je imunoblot analizom. Poliklonsko antitelo na ER , 

detektuje jednu specifiĉnu traku na 65 kDa, dok je primarno antitelo na ERβ detektovalo 

traku na oko 50 kDa koja odgovara molekulskoj masi ERβ, ali i traku na oko 65kDa (Slika 

21A). Kako je pokazano prisustvo ER  i ERβ-sliĉnog proteina u frakciji sinaptozoma 

izolovanoj iz hipokampusa OVX ţenki, ova antitela su dalje korišćena za ko-

imunoprecipitaciju. Ovom analizom utvrĊeno je da su oba ER u fiziĉkoj interakciji sa 

molekulom eN u sinaptozomima OVX, kao i u sinaptozomima E2 ţenki (Slika 21B).  

Ovi rezultati ukazuju da su membranski ER u kompleksu sa eN kako u OVX tako i u 

sinaptozomima OVX ţenki nakon tretmana E2. 

 

Slika 21. Fizička interakcija eN i ER u hipokampalnim sinaptozomima OVX ţenki i nakon 

tretmana E2. (A) Proteinska ekspresija ER  i ERβ u hipokampalnim sinaptozomima OVX ţenki. 

(B) Reprezentativni imunoblot koimunoprecipitacije eN sa ER  i ERβ. Uzorci preĉišćenih 

sinaptozoma su podvrgnuti imunoprecipitaciji sa anti-ER , -ERβ ili IgG antitelom, nakon ĉega je 

uraĊena imunoblot analiza precipitata sa anti-eN antitelom. Input-preĉišćeni sinaptozomi pre 

solubilizacije i imunoprecipitacije. 
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2. Uticaj 17β-estradiola na aktivnost i ekspresiju 

ektonukleotidaza u hipokampalnim sinaptozomima mužjaka 

pacova 

Brojna istraţivanja bave se efekatima ţenskih polnih hormona na organizaciju i 

funkciju sinapsi u hipokampusu ţenki sisara, dok su rezultati koji se odnose na ispitivanje 

uticaja na organizaciju sinapsi muţjaka znatno reĊi. Nedavno je pokazano da E2 indukuje 

spinogenezu i porast gustine trnolikih izraštaja u hipokampusu muţjaka. Brojne studije 

ukazuju da ţenski polni hormoni mogu ostvariti pozitivne efekte u neurološkim stanjima 

muţjaka. Proširivanje i produbljivanje nauĉnih saznanja o mehanizmima delovanja ţenskih 

polnih hormona u muškom mozgu znaĉajno bi doprineo i eventualnoj sigurnijoj primeni 

steroidnih hormona u terapiji pojedinih oboljenja CNS.  

2.1. Uticaj gonadektomije na hidrolizu adeninskih nukleotida 

Uticaj endogenih hormona testisa na aktivnost ektonukleotidaza praćen je u 

hipokampalnim sinaptozomima muţjaka, sedam dana nakon orhiektomije, GDX (Slika 22). 

S obzirom na to da nisu uoĉene statistiĉki znaĉajne promene hidrolize nukleotida nakon 

eksperimentalnog uklanjanja testisa, zakljuĉeno je da cirkulišući gonadni hormoni ne utiĉu 

na aktivnost ektonukleotidaza. Stoga su u daljim eksperimentima efekti E2 praćeni na 

intaktnim muţjacima, primenom istih doza E2 koje se korišćene i na ţenkama.  
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Slika 22. Hidroliza ATP (A), ADP (B) i AMP (C) u sinaptozomima hipokampusa muţjaka nakon 

bilateralne gonadektomije. Specifiĉna aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost 

(nmol Pi/mg/min) ± SEM iz n = 2 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Sham GDX- laţno 

operisani muţjaci, GDX-orhiektomisani muţjaci. 

2.2. Uticaj E2 na aktivnost i ekspresiju NTPD-aza 1-3 u sinaptozomima 

hipokampusa mužjaka pacova 

Uticaj 17β-estradiola na aktivnost ektonukleotidaza praćen je merenjem hidrolize 

ATP i ADP u frakciji preĉišćenih hipokampalnih sinaptozoma muţjaka, 24 h nakon 

jednokratne injekcije E2. Nivo hidrolize ATP i ADP znaĉajno je smanjen kod tretiranih 

muţjaka (82,8 ± 7,4 nmol Pi/mg/min za ATP; p < 0,001 i 16,7 ± 1,9 nmol Pi/mg/min za 

ADP; p < 0,001) u poreĊenju sa kontrolnom grupom (159,0 ± 3,7 nmol Pi/mg/min za ATP i 

27,1 ± 1,1 nmol Pi/mg/min za ADP) (Slika 23). 

Na istim uzorcima praćene su promene zastupljenosti NTPD-aze 1-3. Uoĉeno je 

statistiĉki znaĉajno smanjenje zastupljenosti NTPD-aze 1 (63,5 ± 3,9 %; p  0,001) i 

NTPD-aze 2 (80,2 ± 1,1 %; p < 0,05), dok je nivo proteina za NTPD-azu 3 ostao 

nepromenjen (Slika 24). Moţe predpostaviti da je smanjena hidroliza ATP i ADP nakon 

tretmana E2, uzrokovana smanjenjem ekspresije NTPD-aze 1 i NTPD-aze 2 u 

hipokampusnim sinaptozomima muţjaka pacova. 
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Slika 23. Hidroliza ATP (A) i ADP (B) u sinaptozomima hipokampusa muţjaka pacova nakon 

tretmana E2. Specifiĉna aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) 

± SEM iz n = 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Statistiĉka znaĉajnost *p  0,001 u 

odnosu na kontrolnu grupu (MK).  

 

Slika 24. Kvantitativna analiza ekspresije proteina NTPD-aze 1-3 u hipokampalnim 

sinaptozomima muţjaka pacova nakon akutnog tretmana E2. Reprezentativna  imunoblot analiza 

NTPD-aze 1, NTPD-aze 2, NTPD-aze 3 (gornji deo panela). Grafici prikazuju relativnu 

zastupljenost proteina (normalizovanu u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin) ± 

SEM, iz n = 3 nezavisna ponavljanja. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  ́0,05 i manje, u odnosu na 

kontrolnu grupu (MK).  
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2.3. Uticaj 17β-estradiola na aktivnost tkivno nespecifične alkalne 

fosfataze 

S obzirom na to da jednokratni tretman E2 dovodo do smanjenja aktivnosti NTPD-

aza, što moţe dovesti do akumulacije ATP u sinaptiĉkoj pukotini i ekscitotoksiĉnosti, 

ispitana je i aktivnost TNAP, enzima koji takoĊe katalizuje defosforilaciju adeninskih 

nukleotida u vanćelijskom prostoru. Izmerena je gotovo tri puta veća aktivnost enzima 

nakon jednokratnog tretmana E2 u sinaptozomima hipokampusa muţjaka (14,8 ± 2,2 

OD405nm/mg; p < 0,001) u odnosu na kontrolne vrednosti (4,4 ± 1,9 OD405nm/mg) (Slika 25). 

Povećana aktivnost TNAP ukazuje da se, i pored smanjene aktivnosti NTPD-aza, 

adeninski nukleotidi efikasno uklanjanjaju iz sinaptiĉke pukotine. 

 

Slika 25. Aktivnost TNAP. Aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost ± SEM 

(arbitrarne jedinice), iz n = 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Nivo statistiĉke 

znaĉajnosti *p  0,001 u odnosu na kontrolnu grupu (MK). 
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2.4. Uticaj 17β-estradiola na aktivnost i ekspresiju eN u sinaptozomima 

hipokampusa mužjaka pacova 

Suprotno nalazima dobijenim na ţenkama, kod muţjaka je uoĉeno smanjenje 

hidrolize AMP u frakciji preĉišćenih sinaptozoma izolovanih iz hipokampusa, 24 h nakon 

tretmana E2. Izmereno je znaĉajno smanjenje hidrolize AMP (56,93 ± 1,56 nmol 

Pi/mg/min; p  0,01) u odnosu na kontrolnu grupu (MK) (74,69 ± 2,33 nmol Pi/mg/min), 

dok isti tretman nije doveo do promene relativne koliĉine proteina eN (Slika 26).  

 

Slika 26. In vivo efekat E2 na aktivnost (A) i  proteinsku ekspresiju (B) sinaptičke eN muţjaka 

pacova. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) ± SEM iz n = 3 nezavisna 

eksperimenta. Reprezentativna imunoblot analiza eN (desni deo panela); vrednosti optiĉke gustine 

normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin (normalizovane u odnosu na 

optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin). Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  ́ 0,01 u odnosu na 

kontrolnu (MK) grupu.  
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2.5. Kinetička analiza aktivnosti ekto-5 -nukleotidaze u sinaptozomima 

hipokampusa mužjaka pacova nakon tretmana E2 

Priroda uoĉenih razlika u aktivnosti eN nakon tretmana E2, a bez promena u 

relativnoj koliĉini proteina izuĉena je analizom kinetiĉkih parametara enzimske aktivnosti 

eN. Praćene su promene brzina enzimske reakcije (specifiĉne aktivnosti) u funkciji rastućih 

koncentracija supstrata (5-200 µM AMP). Michaelis-Menten-ovi grafikoni zavisnosti 

brzine enzimske reakcija od koncentracije AMP prikazani su na Slici 27A. Kinetiĉki 

parametri Km i Vmax izraĉunati su na osnovu Eadie-Hofstee transformacije podataka iz 

Michaelis-Menten-ovih grafikona (Slika 27B).  

 

Slika 27. Promena kinetičkih parametara eN u hipokampalnim sinaptozomima muţjaka pacova 

nakon tretmana E2. (A) Michaelis-Menten-ovi grafikoni zavisnosti inicijalnih brzina od 

koncentracije AMP kod kontrolnih muţjaka tretiranih DMSO (MK) i E2 (M+E2) i (B) linearni 

Eadie-Hofstee grafikoni V vs. V/[S]. Aktivnost enzima praćena je u prisustvu AMP u opsegu 

koncentracija 5-200 µM. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) ± SEM 

iz n = 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu.  

Nakon akutnog tretmana E2, nije došlo do promene maksimalne brzine hidrolize 

AMP (Vmax), dok je vrednost Km znaĉajno veća u odnosu na kontrolu (Tabela 8), što 

ukazuje na smanjenje afiniteta enzima prema supstratu. Ove promene Km i Vmax 
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uslovljavaju smanjenje katalitiĉke efikasnosti enzima u sinaptozmima hipokampusa 24 h 

nakon tretmana E2.  

Porast vrednosti Km i nepromenjena vrednost Vmax ukazuju da je aktivnost eN 

kompetitivno inhibirana, mogućim delovanjem kompleksa E2/ER na katalitiĉko mesto 

enzima. 

Tabela 8. Vrednost kinetičkih parametara Km i Vmax za hidrolizu AMP u sinaptozomima 

hipokampusa muţjaka nakon tretmana E2 

 Km (µmol/l) 
Vmax 

(nmol Pi/mg/min) 
Vmax/Km 

MK 47,70 ± 4,61 107,39 ± 4,85 2,27 

M+E2   61,75 ± 8,93* 103,53 ± 6,70  1,66* 

Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  ́0,01 u odnosu na kontrolnu grupu (MK) 

2.6. Uloga ER  i ERβ u modulaciji aktivnost i ekspresije eN u 

sinaptozomima hipokapusa mužjaka pacova 

Potencijalni mehanizam estradiolom indukovanog smanjenja aktivnosti eN izuĉen je 

u narednom eksperimentu u kojem je jedna grupa muţjaka tretirana neselektivnim 

antagonistom ER, ICI 182.780, a druga ICI 182.780 u kombinaciji sa E2. Kako je 

prikazano na slici 28., sam ICI ne dovodi do promena u aktivnosti eN, dok je E2, apliciran 

nakon ICI doveo do smanjene hidrolize AMP (62,35 ± 2,69 nmolPi/mg/min; p  0,05) u 

odnosu na kontrolnu grupu MK (74,69 ± 2,33 nmol Pi/mg/min) i na grupu tretiranu samo 

ICI 182.780 (79,38 ± 2,73 nmol Pi/mg/min). Primenom selektivnih agonista ispitana je 

pojedinaĉna uloga ER u modulaciji aktivnosti sinaptiĉke eN. Nakon tretmana PPT i DPN, 

nivo hidrolize AMP znaĉajno je smanjen (53,69 ± 2,48 nmol Pi/mg/mini, 61,03 ± 2,35 

nmolPi/mg/min, redom) do nivoa hidrolize izmerene nakon tretmana E2.  
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Slika 28. Doprinos ER u modulaciji aktivnosti sinaptičke eN muţjaka pacova. Vrednosti su 

prikazane kao srednja vrednost ± SEM iz n = 2 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Nivo 

statistiĉke znaĉajnosti *p  0,05 i manje u odnosu na grupu tretiranu DMSO (MK);  #p  0,05 u 

odnosu na ICI grupu (M+ICI). 

Ovi rezultati ukazuju na to da E2 moţe dovesti do modulacije aktivnosti eN 

koordinisanom aktivacijom klasiĉnih ER, kao i pokretanjem mehanizama nezavisnih od 

ERα i ERβ, a bez uticaja na relativnu koliĉinu proteina eN u sinaptozomima hipokampusa. 

2.7. Uloga ER  i ERβ u modulaciji aktivnosti sinaptičke eN mužjaka 

pacova in vitro 

Kako bi se objasnili efekti agonista ER  i ERβ na aktivnost eN u sinaptozomima 

izolovanim iz hipokampusa muţjaka pacova, njihov efekat je praćen i in vitro. Sveţe 

izolovani sinaptozomi su inkubirani sa rastućim koncentracijama PPT, DPN, E2 i E2 

konjugovanim sa BSA (E-BSA) (Slika 29 A-D). Hidroliza AMP znaĉajno je smanjena 

nakon inkubacije sinaptozoma sa PPT i DPN (p  0,001, Slika 29A,B) u poreĊenju sa 

kontrolom. Kada su sinaptozomi tretirani PPT smanjenje aktivnosti eN zavisi od 



74 

 

primenjene doze, dok je pri inkubaciji sa DPN stepen hidrolize bio 2 puta manji nezavisno 

od primenjene doze. Moţe se predpostaviti da je promena nivoa hidrolize AMP in vivo 

posledica ER - i ERβ-posredovanog efekta E2 na eN nezavistan od de novo sinteze i 

verovatno je indukovan direktnim alosternim akcijama ER β/E2 na eN.  

 

Slika 29. In vitro efekat E2 i ER na aktivnost sinaptičke eN. Nivo hidrolize AMP je odreĊena 

nakon inkubacije preĉišćenih hipokampalnih sinaptozoma muţjaka pacova sa (A) PPT, (B) DPN, 

(C) E2 i (D) E-BSA. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) ± SEM iz n = 4 

nezavisna eksperimenta izvedenih u triplikatu. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,01 i manje u 

odnosu na u odnosu na specifiĉnu aktivnost izmerenu u sinaptozomima intaktnih muţjaka (M).  
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Inkubacija sinaptozoma sa E2 dovodi do znaĉajnog smanjenja aktivnosti eN pri svim 

testiranim koncentracijama E2. Sinaptozomi su takoĊe inkubirani sa E-BSA, konjugatom 

17β-estradiola koji ne prolazi kroz ćelijsku membranu. Niţe koncentracije E-BSA (10
-11

, 

10
-10

 M) nisu uticale na aktivnost eN dok su više koncentracije (10
-9

 i 10
-8

 M), dovele do 

smanjenog stepena hidrolize, što ukazuje da se, pri višim koncentracijama, E2 moţe vezati 

za membranske receptore sa aktivnim mestom na spoljašnjoj strani membrane ili 

membranska vezujuća mesta za estradiol (engl. membrane-associated binding sites), koji 

mogu dovesti do modulacije biohemijskih karakteristika eN. 

2.8. Jednokratni tretman E2 dovodi do sinaptičkih rearanžmana u 

hipokampusu mužjaka 

Pokazano je da estradiol ima znaĉajnu ulogu u formiranju novih i reorganizaciji 

postojećih sinapsi u mozgu ţenki sisara. Ovaj efekat estradiola posredovan je signalnim 

putevimaa koji dovode do povećanja ekspresije sinaptiĉkih proteina ili njihove preraspodele 

unutar sinaptiĉkog kompartmana. Da bismo ispitali da li estradiol u apliciranoj dozi dovodi 

do sinaptiĉkih rearanţmana i u hipokampusu muţjaka, praćena je aktivacija ERK1/2, Akt, 

mTOR signalnih puteva i ekspresija pre- i postsinaptiĉkih markera, sinaptofizina (SYP) i 

sintaksina 1 (Syn1), s jedne, odnosno PSD95 proteina s druge strane. TakoĊe smo izuĉavali 

ekspresiju NR1 i NR2B subjedinica glutamatnog receptora i NCAM glikoproteina, koji 

predstavljaju funkcionalne markere formiranja trnolikih izraštaja. 

Uoĉeno je znaĉajno povećanje nivoa foeforilacije mTOR (178,98 ± 16,25%; p < 

0,001) nakon tretmana E2, što ukazuje na aktivaciju ovog signalnog puta, dok aktivacija 

ERK1/2 i Akt signalnih molekula nije uoĉena (Slika 30).  
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Slika 30. Kvantitativna analiza ekspresije signalnih molekula u sinaptozomima hipokampusa 

muţjaka nakon akutnog tretmana E2. Reprezentativni snimci imunoblota uraĊeni sa antitelima na 

fosfo-Akt, ukupni Akt, fosfo-ERK1/2, ukupni ERK1/2, fosfo-mTOR, ukupni mTOR. Rezultati su 

predstavljeni kao relativne srednje vrednosti ± SEM (normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu 

traka dobijenih za β-aktin) iz n = 3 nezavisna eksperimenata. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,001 

u odnosu na kontrolnu grupu (MK). 
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Kako je prikazano na Slici 31. isti tretman doveo je do povećanja ekspresije kljuĉnih 

proteina za formiranje i sazrevanje sinapsi. Jedan od prvih dogaĊaja u procesima 

spinogeneze i sazrevanja sinapsi je grupisanje adaptornog proteina PSD95 koji će dalje 

ostvarivati interakcije sa subjedinicama NMDA receptora (Gerrow i sar., 2006; Sheng i 

Kim, 2011). Tretman E2 doveo je do povećanja sinaptiĉke ekspresije PSD95 (134 ± 8,51; p 

 0,01), kao i subjedinica NMDA receptora, NR1 (136,33 ± 6,47 %; p  0,01) i NR2B 

(135,86 ± 11,21 %; p  0,01). TakoĊe, zabeleţeno je i povećanje ekspresije presinaptiĉkih 

markera SYP (122,63 ± 6,03 %; p  0,05) i Syn1 (153 ± 9,79 %; p  0,001; Slika 31). Ovi 

proteini imaju kljuĉnu ulogu u formiranju i transportu sinaptiĉkih vezikula i indikatori su 

sinaptogeneze, sinaptiĉke potencijacije i jaĉanja sinapsi (Sudhof, 1995; Glantz i sar., 2007). 

Praćena je i ekspresija NCAM i PSA-NCAM, membranskih proteina vaţnih za 

procese sinaptogeneze, regeneracije, ćelijske adhezije i neuronske plastiĉnosti u 

hipokampusu. Pokazano je da u hipokampalnim sinaptozomima nije došlo do promene 

ekspresije NCAM-180 i -140 kDa (rezultati nisu prikazani). MeĊutim, jednokratni tretman 

je doveo do ekspresije PSA-NCAM-140 izoforme, koja nije detektovana u kontrolnim 

uzorcima (Slika 31).  

Moţe se reći da E2 inicira remodelovanje i formiranje novih sinapsi u hipokampusu 

muţjaka pacova i ovi procesi su u osnovi uoĉenog smanjenja stepena hidrolize adeninskih 

nukleotida u sinaptozomima muţjaka pacova. 
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Slika 31. Kvantitativna analiza promena ekspresije pre- i postsinaptičkih markera sinaptogeneze 

u sinaptozomima hipokampusa muţjaka, nakon akutnog tretmana E2. Reprezentativni snimci 

imunoblota uraĊeni sa antitelima na SYP, Syn1, PSD95, subjedinicu NMDA receptora, NR1 i 

NR2B, NCAM i PSA-NCAM. Rezultati su predstavljeni kao relativne srednje vrednosti ± SEM 

(normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za β-aktin) iz n = 3 nezavisna 

eksperimenta. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  0,05 i manje u odnosu na kontrolnu grupu (MK). 

  



79 

 

3. Efekat sedmodnevnog tretmana steroidnim hormonima na 

aktivnost i ekspresiju eN u hipokampusu OVX ženki i mužjaka 

pacova 

Nakon ispitivanja potencijalne modulacije/regulacije eN estradiolom u OVX 

ţenkama i efekata akutnog tretmana E2 na aktivnost i proteinsku ekspresiju ovog enzima u 

sinaptozomima izolovanim iz hipokampusa muţjaka, praćeni su efekti sedmodnevnog 

tretmana ţenskim polnim hormonima u totalnoj membranskoj frakciji izolovanoj iz 

hipokampusa OVX ţenki i muzjaka pacova. Ovakav tretman je odabran jer se ĉesto koristi 

pri ispitivanju neuroprotektivnih efekata polnih hormona E2 ili P4. Takodje je, za epimer 

E , pokazano da poseduje neuroprotektivni potencijal delujući nezavisno od klasiĉnih ER, 

u sliĉnim koncentracijama i dozama kao i E2 (Moos i sar., 2009). S obzirom da su već 

decenijama prisutni opreĉni rezultati o neuroprotektivnom potencijalu E2, koji je i izrazito 

feminizirajući hormon, traga se za jedinjenjem kojim bi se efekti estrogena farmakološki 

odvojili. Poznato je da Eα ispoljava slabe feminizirajuće efekte i smatra se da moţe biti 

prikladan kandidat za kliniĉka testiranja zbog izostanka negativnih efekata koji se javljaju 

nakon tretmana E2. Kao osnova za dalja istrazivanja u tom smeru, cilj je bio ispitati kakvi 

su efekti ovih hormona na eN enzim ĉijom aktivnošću nastaje adenozin, jedan od 

najvaţnijih neuromodulatora i neuroprotektivnih molekula u CNS.  

3.1. Bazalna ekspresija ekto-5 -nukleotidaze u hipokampusu pacova –

polne specificnosti i efekat ovarijektomije 

Polno-specifiĉne razlike u ekspresiji eN ispitane su na nivou iRNK, ekspresije 

proteina eN i specifiĉne aktivnosti (Slika 32). Razlike su uoĉene samo na nivou aktivnosti 

eN, pri ĉemu je izmerena aktivnost kod polno zrelih muţjaka skoro 2 puta veća (82,7 ± 2,0 

nmol Pi/mg/min; p  0,001) u odnosu na aktivnost izmerenu kod ţenki u diestrusu (43,3 ± 

1,4 nmol Pi/mg/min). Kako bi se utvrdio doprinos endogenih hormona, navedeni parametri 
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su praćeni kod ţenki pacova nakon bilateralne ovarijektomije. OVX je dovela samo do 

diskretnog povećanja proteinske ekspresije eN (17,6 ± 3,6  %; p  0,05). 

Moţe se, dakle, reći da razlike meĊu polovima postoje samo na nivou aktivnosti eN u 

totalnoj membranskoj frakciji hipokampusa pacova. 

 

Slika 32. Polno specifične razlike i efekat ovarijektomije na iRNK (A), proteinsku ekspresiju (B) i 

aktivnost (C) eN u hipokampusu muţjaka i ţenki pacova. Rezultati u stubićima predstavljeni su 

kao relativne srednje vrednosti ± SEM (normalizovane u odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih 

za GAPDH za iRNK i β-aktin za proteinsku ekspresiju) iz n = 3 nezavisna eksperimenta. Specifiĉna 

aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost (nmol Pi/mg/min) ± SEM. Nivo statistiĉke 

znaĉajnosti *p  ́0,05 i manje, u odnosu na ţenke u diestrusnoj fazi ciklusa (DIEST). M-intaktni 

muţjaci, DIEST-ţenke u diestrusnoj fazi ciklusa, OVX-ovarijektomija. 
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3.2. Uticaj sedmodnevnog tretmana steroidnim hormonima na relativnu 

količinu eN-iRNK, proteina i hidrolizu AMP u hipokampusu OVX ženki i 

mužjaka pacova 

Sedmodnevni tretmani steroidnim hormonima nisu doveli do promena karakteristika 

aktivnosti eN u hipokampusu muţjaka, ni na jednom ispitivanom nivou (iRNK [F(3,27) = 

1,059; p = 0,383], ekspresija proteina [F(3,28) = 2,929; p = 0,051], aktivnost [F(3,53) = 

0,596; p = 0,621]) (Slika 33. A, C, E). S druge strane, kod OVX ţenki (Slika 33. B, D, E), 

sedmodnevni tretman Eα nije doveo do promena ekspresije eN, dok je tretman ovarijalnim 

hormonima, E2 i P4, izazvao promene. Naime, hroniĉan tretman E2 izazvao je statistiĉki 

znaĉajan porast ekspresije eN, kako na nivou iRNK (17.6 ± 3.6 %; [F(3,31) = 6,635; p = 

0,0014], Tucky test p  ́0,001), tako i u pogledu aktivnosti enzima ([F(3,59) = 8,761; p = 

0,00007], Tucky test p ʹ 0,05, 51,8 ± 2,5 nmol Pi/mg/min) u odnosu na kontrolnu grupu 

(40,70 ± 1,7 nmol Pi/mg/min). Ekspresija eN na proteinskom nivou, meĊutim, znaĉajno je 

smanjena, za oko 35 %, nakon tretmana E2 ( [F(3,26) = 4,092; p = 0,0166] Tucky test p ʹ 

0,05).   

Nakon sedmodnevnog tretmana P4 zabeleţeno je smanjenje proteinske ekspresije 

eN za oko 30% (p  ́ 0,05), kao i povećenje nivoa hidrolize AMP (49,8 ± 1,7 nmol 

Pi/mg/min; p  ́0,05), dok promene na nivou iRNK nisu detektovane.  

Moţe se zakljuĉiti da E2 i P4 ispoljavaju razliĉite efekte na nivou genske ekspresije 

eN u hipokampusu OVX ţenki pacova, dok iste efekte ispoljavaju na nivou relativne 

koliĉine proteina i aktivnosti eN. Za razliku od ţenki, u hipokampusu intaktnih muţjaka, 

nakon hroniĉnih tretmana steroidnim hormonima, nije zabeleţena promena eN ni na 

jednom ispitivanom nivou. 
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Slika 33. Uticaj sedmodnevnog tretmana steroidnim hormonima na ekspresiju eN. Ekspresija eN 

je odreĎena na nivou iRNK, proteina i aktivnosti kod muţjaka (A,C,E) i OVX ţenki (B,D,E). 

Rezultati u stubićima predstavljeni su kao relativne srednje vrednosti ± SEM (normalizovane u 

odnosu na optiĉku gustinu traka dobijenih za GAPDH za iRNK i β-aktin za proteinsku ekspresiju) 

iz n = 3 nezavisna eksperimenta. Specifiĉna aktivnost enzima predstavljena je kao srednja vrednost 

(nmol Pi/mg/min) ± SEM. Nivo statistiĉke znaĉajnosti *p  ́0,05 i manje, u odnosu na kontrolnu 

grupu tretiranu uljem (M+LU odn. LU).  
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V DISKUSIJA 

 

 

Strukturna plastiĉnost hipokampusa veoma je vaţna za njegovu funkcionalu 

adaptaciju u odgovoru na razliĉite stimuluse iz spoljašnje sredine ili fiziološke procese, 

ukljuĉujući i promene u nivoima polnih hormona. Tokom estrusnog ciklusa kod ţenki 

pacova, ali i nakon tretmana hormonima, а posebno nakon aplikacije E2, promene u 

koncentracijama polnih hormona u hipokampusu utiĉu na promene u veliĉini, morfologiji i 

gustini sinapsi, ekscitabilnosti neurona, sinaptiĉkoj transmisiji u glutamatskim sinapsama i 

sinaptiĉkoj plastiĉnosti, što dovodi do poboljšanja u procesima uĉenja koji zavise od 

hipokampusa, ali deluje i na glijske ćelije koje direktno utiĉu na formiranje i odrţavanje 

sinaptiĉkih konatakata.  

Kako je opisano u uvodu, ATP u CNS ima ulogu brzog ekscitatornog 

neurotransmitera i kotransmitera koji moduliše oslobaĊanje i funkcionisanje drugih 

neurotransmitera (pregled u Burnstock, 2007), ali i gliotransmitera i signalnog molekula 

koji uĉestvuje u komunikaciji izmeĊu ćelija CNS, kao i trofiĉkog faktora koji kontroliše 

razviće neuronske mreţe i sinaptiĉku platsiĉnost. Vanćelijski ATP je kratkoţiveći molekul 

koji se brzo defosforiliše u vanćelijskom prostoru do adenozina, setom ektonukleotidaza 

(NTPD-aze i eN). Adenozin je potentni neuromodulator i homeostatski regulator u CNS, 

koji reguliše neurotransmisiju, sinaptiĉku plastiĉnost i procese uĉenja i memorije, delujući 

preko svojih adenozinskih receptora. Analizom literaturnih podataka koji se odnose na 
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purinsku signalizaciju moţe se zakljuĉiti da je hipokampus struktura sa najvećim nivoom 

aktivnosti eN (Bjelobaba i sar., 2009; Nagata i sar., 1984; Nedeljković i sar., 2006), 

najniţom aktivnošću enzima adenozin deaminze (Geiger i Nagy, 1986; Yamamoto i sar., 

1987) i najniţom relativnom koliĉinom ENT1 (Anderson i sar., 1999) meĊu ispitivanim 

moţdanim strukturama, što ukazuje na visoke vanćelijske koncentracije adenozina u ovom 

moţdanom regionu (Pani i sar., 2014). Ovo potvrĊuju i nalazi koji govore u prilog tome da 

je distribucija P1 receptora u korelaciji sa visokim koncentrcijama adenozina, budući da je 

hipokampus jedan od regiona sa najvećom ekspresijom A1R (Rudolphi i sar., 1992). 

S obzirom da su polni hormoni odgovorni za polnu diferencijaciju mozga, ali i 

ĉitavog organizma, moţe se pretpostaviti da su potencijalne polne razlike u aktivnosti 

razliĉitih signalnih sistema, ukljuĉujući ATP i adenozina, indukovane polnim hormonima. 

Kako bi se proširila saznanja o potencijalnim polnim razlikama u aktivnosti ĉlanova 

purinske signalizacije, u ovoj tezi ispitan je uticaj hormonskog statusa i potencijalni 

mehanizam regulacije/modulacije sinaptiĉkih NTPD-aza i eN, 17β-estradiolom u 

hipokampusu muţjaka i ţenki pacova, jer do danas nije poznato da li neki od ţenskih 

polnih hormona direktno moduliše/reguliše ove komponente purinskog transmiterskog 

sistema. TakoĊe, ispitivani su efekati pojedinaĉnih polnih hormona na komponente ovog 

izuzetno vaţnog signalnog sistema u CNS oba pola. 

1. 17β-estradiol pozitivno reguliše NTPD-azu 1 i 2 u 

sinaptozomima hipokampusa OVX ženki pacova 

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da se nivo hidrolize ATP 

i ADP menja tokom estrusnog ciklusa: najviši stepen hidrolize i ATP i ADP zabeleţen je u 

estrusu u odnosu na proestrus i diestrus. Razlike izmeĊu nivoa hidrolize verovatno leţe u 

razliĉitim intrahipokampalnim koncentracijama E2 i P4, koje lokalno variraju zajedno sa 

koncentracijama u cirkulaciji (Kato i sar., 2013). Moţe se reći da je stepen hidrolize i ATP i 

ADP najveći u estrusu, kada nivoi hormona i E2 i P4 opadaju. S obzirom na to da su za 

vanćelijsku hidrolizu ATP i ADP odgovorne NTPD-aze 1-3, doprinos svake od njih, kao i 
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mehanizam njihove regulacije tokom estrusnog ciklusa ostaju predmet narednih 

istraţivanja. 

Fluktuacije u hidrolizi ATP i ADP tokom estrusnog ciklusa ukazuju na modulaciju 

NTPD-aza polnim hormonima. Kako bi se ispitao doprinos hormona poreklom iz gonada 

na aktivnost NTPD-aza, praćena je vanćelijska hidroliza ATP i ADP nakon bilateralne 

ovarijektomije i aplikacije jedne doze E2. Nivo hidrolize ATP i ADP kod OVX ţivotinja 

znaĉajno je smanjen u sinaptozomima hipokampusa u odnosu na ispitivane grupe estrusnog 

ciklusa. MeĊutim, dobijeni rezultati nisu u saglasnosti sa literaturnim podacima. Naime, 

Rucker i saradnici (2005) nisu zabeleţili promene u nivou hidrolize ATP i ADP u 

hipokampalnim sinaptozomima nakon OVX, dok je u prethodnoj studiji iz naše laboratorije 

hidroliza ATP u preĉišćenim sinaptiĉkim membranama nakon OVX bila povećana 

(Nedeljković i sar., 2000). Razlog ovih neslaganja moţe biti u metodološkom pristupu, 

naĉinu pripreme frakcija kao i niţoj senzitivnosti ranije primenjivanih metoda za 

odreĊivanje koncentracija neorganskog Pi. 

Jedna doza E2 bila je dovoljna da anulira efekte OVX. Iako su podaci o regulaciji 

ekspresije i de novo sinteze NTPD-aza 1 i 2 oskudni, u skladu sa navedenim podacima 

moţe se pretpostaviti da je porast ekspresije sinaptiĉkih NTPD-aze 1 i 2, posledica direktne 

regulacije ekspresije ovih enzima estradiolom. Literaturni podaci ukazuju na to da gustina 

sinapsi nakon jednokratnog tretmana poĉinje da raste, te tako porast nivoa hidrolize nakon 

tretmana E2 moţe biti i posledica povećane ekspresije NTPD-aze 1 i 2 u novoformiranim 

sinapsama. Sa druge strane proteinska ekspresija NTPD-aze 3 se nije promenila nakon 

tretmana E2. Literaturni podaci (Cunha, 2001; Robson i sar., 2006), kao i izmereni odnos 

hidrolize ATP i ADP u hipokampalnim sinaptozomima OVX ţenki od oko 1:0,4 govore u 

prilog NTPD-aze 3 kao glavnog enzima ove familije u sinaptiĉkom odeljku, a ĉija se 

aktivnost i proteinska ekspresija ne menjaju 24 h nakon tretmana E2. U prilog navedenom 

ide i studija Kiss i saradnika (2009) koji su pokazali da, nakon aplikacije E2, dolazi do 

prolaznog porasta relativne koliĉine proteina NTPD-aze 3, da bi se nakon 24 h proteinska 

ekspresija vratila na nivo kao i pre tretmana. Ova promena je u saglasnosti sa 

metabolizmom E2 nakon egzogene aplikacije: nivo E2 raste u cirkulaciji, da bi se nakon 24 

h vratio na nivo izmeren pre tretmana (Wooley i McEwen, 1993). TakoĊe, rezultati 
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prikazani u ovoj tezi su pokazali da ne postoje promene u genskoj niti u proteinskoj 

ekspresiji NTPD-aze 3 izmeĊu OVX i ţenki u diestrusu. Zajedno, ovi rezultati ukazuju da 

NTPD-aza 3 nije pod direktnom regulacijom cirkulišućih ţenskih polnih hormona, pa ni 

estradiola, već je on verovatnije modulator ovog enzima. Stabilnost ovog enzima je, 

izgleda, neophodna zbog njegove vaţne uloge u autonomnim funkcijama i obrascima 

ponašanja koji su regulisani hormonima, kao što su ishrana, ciklus spavanja i budnosti i 

reprodukcija (Belcher i sar., 2006). Moţe se, dakle, reći da je promena nivoa hidrolize ATP 

i ADP, nakon tretmana E2, rezultat izmenjene proteinske ekspresije NTPD-aza 1 i 2, dok 

izostanak promena na nivou NTPD-aze 3 ukazuje na dominantnu ulogu ovog enzima u 

regulaciji sinaptiĉke funkcije. 

2. 17β-estradiol pozitivno reguliše ekto-5'-nukleotidazu u 

hipokampalnim sinaptozomima OVX ženki pacova aktivacijom 

klasičnih estradiolskih receptora 

U ovoj doktorskoj tezi, pokazano je da aktivnost i proteinska ekspresija eN variraju 

tokom estrusnog ciklusa u hipokampalnim sinaptozomima ţenki pacova. Aktivnost eN je 

najveća u diestrusu, pri smanjenoj intrahipokampalnoj koncentreaciji E2 i povećanoj 

koncentraciji P4 (Kato i sar., 2013), a kao rezultat povećane aktivnosti eN i produkcija 

adenozina bi trebalo da bude povećana, dok je u proestrusu (lokalna koncentracija E2 

najviša, P4 niska) specifiĉna aktivnost eN najniţa. Sa druge strane, zabeleţen je reciproĉan 

obrazac proteinske ekspresije eN i to: najveća relativna koliĉina eN zabeleţena je u 

prostrusu, a nešto niţa u estrusu i diestrusu sto ukazuje na to da E2 indukuje ekspresiju 

ovog enzima u sinaptiĉkim završecima hipokampusa. Inaĉe, uoĉeni razliĉiti trendovi 

izmeĊu aktivnosti i ekspresije eN nisu neuobiĉajeni (Stanojević i sar., 2011; Brisevac i sar., 

2012; Da Silva i sar., 2012), s obzirom da se aktivnost eN moţe menjati kao rezultat 

promena kinetiĉkih parametara, a ne nuţno zbog promena u relativnoj koliĉini proteina. Sa 

druge strane, eN, pored katalitiĉke uloge, ima funkciju i adhezivnog molekula koji 

uĉestvuje u procesima ćelijske migracije, sinaptiĉke plastiĉnosti i remodelovanja 
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(Zimmerman, 1992; Zimmerman i sar., 2012). Tako ovi rezultati ukazuju da suptilne 

promene na nivou eN, mogu biti deo kompleksne molekulske mreţe koja uĉestvuje u 

sinaptiĉkim rearanţmanima, a koji se dešavaju tokom estrusnog ciklusa kod pacova (Kato i 

sar., 201; Frick i sar., 201).  

Doprinos cirkulišućih polnih hormona poreklom iz gonada u regulaciji aktivnosti i 

relativne koliĉine sinaptiĉke eN, dalje je ispitan nakon ovarijektomije ţivotinja. Iako je nivo 

cirkulišućih polnih hormona znaĉajno smanjen nakon OVX, u hipokampusu se odvija 

intenzivna lokalna sinteza polnih hormona zahvaljujući kojoj intrahipokampalna 

koncentracija E2 ostaje na istom nivou kao i u diestrusu. (Kato i sar., 2013). Isto tako i 

relativna koliĉina eN je nepromenjena u sinaptiĉkom kompartmanu OVX ţenki u odnosu 

na diestrus. MeĊutim, izmerena aktivnost eN je skoro dva puta niţa od one u diestrusu i 

posledica je promena u kinetiĉkim parametarima enzima. Ovarijektomija je dovela do 

povećanja afiniteta eN za supstrat, ali i do smanjenja maksimalne brzine rekacije (Vmax), što 

za rezulatat ima nepromenjenu enzimsku efikasnost eN nakon OVX u odnosu na ţenke u 

diestrusu, što dalje ukazuje na nepromenjenu produkciju adenozina. U prilog ovoj 

predpostavci ide i preliminarni rezultat koji je pokazao da ne dolazi do promena u relativnoj 

koliĉini A2A receptora nakon OVX (rezultat nije prikazan), a koji je funkcionalo povezan 

sa eN (Augusto i sar., 2013).  

Potencijalni mehanizam regulacije/modulacije eN estradiolom u sinaptiĉkom odeljku 

hipokampusa OVX ţenki ispitan je nakon tretmana E2 ali i nakon aplikacije neselektivnog 

antagoniste ERα i ERβ i njihovih selektivnih agonista. Tretman jednom dozom E2 doveo je 

do povećanja stepena hidrolize AMP i relativne koliĉine proteina eN. Kako su klasiĉni 

estradiolski receptori, ERα i ERβ, lokalizovani u sinaptiĉkom odeljku (Nishio i sar., 2004; 

Tabatadze i sar., 2013; Sellers i sar., 2015a, 2015b) testirana je hipoteza da E2 svoje efekte 

ostvaruje aktivacijom klasiĉnih ER. Aplikacija neselektivnog agoniste ERα i ERβ, ICI 

182.780, potvrdila je ukljuĉenost klasiĉnih ER u modulaciji/regulaciji sinaptiĉke eN. S 

obzirom na to da su tretmani ICI i ICI+E2 doveli do smanjenja proteinske ekspresije eN 

moţe se pretpostaviti da je aktivnost klasiĉnih ER neophodna za bazalnu ekspresiju eN 

proteina. Selektivni agonist ERα, PPT, doveo je do povećanja kako aktivnosti, tako i 

proteinske ekspresije eN, dok je tretman DPN (selektivni agonista ERβ) doveo do 
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povećanja aktivnosti eN, bez promena u relativnoj koliĉini proteina eN. Ovi rezultati 

ukazuju na ukljuĉenost oba estradiolska receptora u modulaciji sinaptiĉke eN ali i na 

razliĉite mehanizme njihovog delovanja. U oba sluĉaja, E2 mora proći ćelijsku membranu 

kako bi aktivirao klasiĉne ER, što je pokazano na sinaptozomima inkubiranim sa E-BSA, 

konjugatom E2 koji ne moţe proći kroz ćelijsku membranu.  

Klasiĉni model po kome E2 ispoljava svoje efekte ukljuĉuje prolazak E2 kroz 

ćelijsku membranu i njegovo vezivanje za unutarćelijske receptore, koji se dalje 

transportuju u jedro i vezuju za specifiĉne ERE sekvence u promotorskom regionu ciljnog 

gena. Ultrastrukturna lokalizacija ERα ukazuje na to da, aktivacija ERα moţe dovesti i do 

genomskih i do negenomskih efekata E2 (Milner i sar., 2001, 2005). Iako promotorski 

region gena za eN (Nt5e) ne sadrţi specifiĉnu ERE sekvencu (Hansen i sar., 1995; Spychala 

i sar., 2004), mnogobrojne studije ukazuju na mogućnost interakcije ERα sa 

transkripcionim faktorima Ap-1 i Sp1 (Jones i sar., 2002; Zelinski i sar., 2002; Vivar i sar., 

2010) za koje je pokazano da su aktivni na nivou promotora NT5E gena (Spychala i sar., 

1999; Carroll i sar., 2006). Tako E2, aktivacijom ERα, verovatno pokreće transkripciju 

Nt5e gena, de novo sintezu proteina i kao rezultat povećane koliĉine proteina povećana je i 

aktivnosti eN. Drugi potencijalni mehanizam ukljuĉuje direktnu aktivaciju signlnih puteva, 

kao npr. protein kinaze C (Sellers i sar., 2015a), za koji je pokazano da dovodi i do 

povećanja ekspresije eN (Spychala i sar., 1997, 1999). 

Za razliku od ERα, rezultat aktivacije ERβ je povećanje aktivnosti eN. Predpostavlja 

se da ERβ posreduje u brzim, tzv. ne-genomskim efektima E2 (Millner i sar., 2005). ERβ 

(kao i ERα) moţe biti lokalizovan sa unutrašnje strane ćelijske membrane, gde je fiziĉki i 

funkcionalno povezan sa kaveolinom, glutamatskim receptorima, receptorima za tirozin 

kinazu i aktivira signalne puteve koji zavise od povećanog Ca
2+

 i NO, a koji dovode do 

razliĉitih fizioloških promena u ćelijama (Sellers i sar., 2015a). S obzirom na to da je i eN u 

fiziĉkoj interakciji sa proteinom kaveolinom (Sadej i sar., 2006) i takoĊe lokalizovan u 

lipidnim splavovima kao i ER, moguće je da ERβ intereaguje direktno sa eN i tako dovede 

do alosternih modifikacija enzima koje utiĉu na njegovu aktivnosti (Misumi i sar., 1990; 

Schicker i sar., 2009). Dakle, na potencijalnu direktnu interakciju eN i ERα/β ukazuje 

njihova anatomska lokalizacija – oba proteina su lokalizovana u lipidnim splavovima 



89 

 

sinaptiĉkih membrana, ali i rezultat koimunoprecipitacije, koji je ovo delimiĉno potvrdio. 

Rezultati koimunoprecipitacije moţda nisu u potpunosti specifiĉni za ERβ, s obzirom na to 

da dostupna antitela na ERβ prepoznaju i protein(e) koji nije ERβ (Snyder i sar., 2010). 

Zbog toga, rezultate ovih eksperimenata treba prihvatiti sa rezervom. 

Nedavno je pokazano da E2, aktivacijom ERβ (ali ne i ERα), dovodi do povećanja 

broja dendritskih trnića, koji mogu uspostaviti funkcionalne sinaptiĉke kontakte (Sellers i 

sar., 2015b). TakoĊe, pokretanje signalnih puteva aktivacijom ovog receptora dovode do 

brzih promena na nivou glutamatske neurotransmisije (Liu i sar., 2008; Kramar i sar., 

2009). Sa druge strane, aktivacija A2A receptora adenozinom koji je rezultat aktivnosti eN, 

takodje je neophodna za pokretanje plastiĉnih promena na nivou ekscitatornih sinapsi 

(Cunha, 2008) jer dovodi do pojaĉanog oslobaĊanja glutamata i aktivacije NMDA 

receptora. Tako, uoĉeno povećanje aktivnosti eN aktivacijom ERβ ukazuje na brzu 

regulaciju sinaptiĉke transmisije pri sinaptiĉkim rearanţmanima koji se dešavaju pod 

uticajem E2. Aktivacija A2A receptora usled visokofrekventne produkcije adenozina, koja 

se dešava kada je aktivnost eN povećana, u ovom sluĉaju nakon tretmana E2, moţe pojaĉati 

BDNF signalizaciju (Sebastiao i sar., 2011) kao i mehanizam dugotrajne potencijacije, i 

tako doprineti procesima sinaptiĉke plastiĉnosti (Rebola i sar., 2008; Costenla i sar., 2010) 

koji su takoĊe regulisani E2 i aktivacijom njegovih receptora (Frankfurt i Luine, 2015; 

Frick i sar., 2015; Arevalo i sar., 2015; Sellers i sar., 2015a). 

I dok doprinos ERα i ERβ na nivou genske ekspresije i/ili translacije proteina familije 

ektonukleotidaza zahteva dodatna istraţivanja, rezultati ukazuju na to da svaki od receptora 

ima razliĉitu ulogu u fiziologiji neurona, sinaptiĉkoj plastiĉnosti i procesima ponašanja 

zavisnim od hipokampusa (Frankfurt i Luine, 2015; Frick i sar., 2015; Sellers i sar., 2015a). 

Rezultati ove doktorske teze govore u prilog tome da poznati efekti E2 na nivou 

funkcionalnih karakteristika sinapsi u hipokampusu, mogu delom biti posledica zapaţenih 

efekata na nivou eN, glavnog enzima odgovornog za vanćelijsko formiranje adenozina u 

CNS.  
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3. Sinaptički rearanžmani indukovani 17β-estradiolom praćeni 

su promenama u ekspresiji ektonukleotidaza u hipokampalnim 

sinaptozomima mužjaka pacova 

Kao što je već opisano, ATP i finalni produkt njegove vanćelijske defosforilacije, 

adenozin, imaju vaţnu ulogu u kontroli ekscitatorne glutamatske neurotransmisije u 

hipokampusu (Burnstock, 2007; Koles i sar., 2016), a vanćelijska koncentracija ATP i 

drugih adeninskih nukleotida/nukleozida je fino regulisana aktivnošću ektonukleotidaza 

(Zimmerman i sar., 2012). Medjutim, informacije o uticaju ţenskih ali i muških polnih 

hormona na ove grupe enzima kod muţjaka su takoĊe oskudne. Rezultati prikazani u ovoj 

tezi ukazuju da hormoni poreklom iz testisa muţjaka ne utiĉu na stepen hidrolize 

adeninskih nukleotida. Poznato je da nakon bilateralne kastracije dolazi do znaĉajnog 

smanjenja nivoa testosterona i dihidrotestosterona (DHT), kako u cirkulaciji, tako i u 

hipokampusu (Hojo i sar., 2009), za razliku od E2, ĉiji nivo u hipokampusu ostaje veoma 

visok a pod ĉijim su uticajem NTPD-aze i eN što smo prethodno pokazali kod ţenki 

pacova. Moţe se zakljuĉiti da sinaptiĉke ektonukleotidaze nisu pod direktnim uticajem  

testosterona poreklom iz gonada i njegovog potentnijeg metabolita DHT. 

S obzirom na to da se intaktni, polno zreli muţjaci veoma ĉesto koriste za ispitivanje 

neuroprotektivnih efekata hormona u modelima neurodegeneracije (kako bi se izbegle 

fluktuacije hormona tokom estrusnog ciklusa kod ţenki) jedan od ciljeva ove doktorske 

teze bio je ispitati efekat E2 na vanćelijski metabolizam adeninskih nukleotida u frakciji 

preĉišćenih sinaptozoma hipokampusa intaktnih muţjaka. Tretman E2 doveo je do 

smanjenja proteinske ekspresije i/ili aktivnosti NTPD-aze 1, NTPD-aze 2 i eN, što ukazuje 

na smanjenu aktivnost enzimskog lanca koji hidrolizuje vanćelijski ATP, a što moţe 

rezultovati povećanim odnosom ATP:adenozin u vanćelijskom prostoru. Ovi rezultati su 

neoĉekivani, s obzirom na to da je pokazano da E2 dovodi do povećanja aktivnosti eN u 

hipokampalnim sinaptozomima OVX ţenki pacova. Razlike u efektima E2 meĊu polovima 

verovatno leţe u razliĉitim intrahipokampalnim koncentracijama E2, koja je mnogo veća 

kod muţjaka u odnosu na ţenke u svim fazama estrusnog ciklusa ali i nakon OVX (Hojo i 
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sar., 2009; Kato i sar., 2013). Uoĉene razlike mogu biti i posledica razliĉitog metabolizma 

E2 kod muţjaka i ţenki. Kod gonadektomisanih ţenki, primenjena doza E2 dovodi do 

nadfizioloških koncentracija E2 u cirkulaciji, a metaboliše se 24 h nakon aplikacije 

(Wooley i McEwen, 1993), za razliku od muţjaka, kod kojih ista doza E2 dovodi do 

povećanja koncentracije E2 u cirkulaciji iznad fizioloških vrednosti, a povećana vrednost 

ostaje i 24 h nakon aplikacije (Obradovic i sar., 2014).   

U sinaptozomima muţjaka, aplikacija E2 dovodi do smanjenja aktivnosti NTPD-aze 

1, NTPD-aze 2 i eN, ali i povećanja aktivnosti TNAP. Odnos hidrolize ATP:ADP od oko 

1:0.2 u frakciji preĉišćenih sinaptozoma hipokampusa muţjaka pre i nakon tretmana E2, 

ukazuje na aktivnost NTPD-aze 3 kao glavne ektonukleotidaze prisutne u sinapsama 

(Cunha, 2001; Robson i sar., 2006), što je uoĉeno i kod OVX ţenki. Imunohistohemijske 

studije su, takoĊe,  potvrdile lokalizaciju NTPD-aze 3 na sinaptiĉkim strukturama (Belcher 

i sar., 2006; Kiss i sar., 2009; Bjelobaba i sar., 2010; Grkovic i sar., 2016). Na osnovu 

dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da E2 smanjuje aktivnost sinaptiĉkih NTPD-aze 1 

i 2, ali ne utiĉe na aktivnost i ekspresiju NTPD-aze 3. Kinetiĉke karakteristike NTPD-aze 3 

su izmeĊu NTPD-aze 1 i 2, što rezultuje prolaznom akumulacijom ADP u sinaptiĉkoj 

pukotini. Aktivacija ADP-senzitivnih purinoreceptora, P2Y1 i P2Y13, koji se eksprimiraju 

u distalnim domenima aksona pospešuje formiranje sinaptiĉkih kontakata (del Puerto i sar., 

2012, 2013) dok ovi nukleotidi mogu biti razgraĊeni aktivnošću tkivno nespecifiĉne alkalne 

fosfataze (TNAP) ĉija je aktivnost u ovim uslovima znaĉajno povećana. Pokazano je da je 

TNAP ukljuĉen u procese formiranja i sazrevanja sinapsi i zato znaĉajno povećanje 

aktivnosti ovog enzima moţe biti pokazatelj sinaptiĉkih rearanţmana (Hanics i sar., 2012; 

Sebastian-Serrano i sar., 2015), ali i efikasne eliminacije viška ATP iz vanćelijskog 

prostora. Aktivnost TNAP je funkcionalno povezana sa P2X7 receptorm, pri ĉemu TNAP 

spreĉava aktivaciju P2X7 receptora, hidrolizujući ATP u njegovoj neposrednoj blizini, a 

samim tim i inhibiciju formiranja sinapsi (Diez-Zaera i sar., 2011; Sebastian-Serrano i sar., 

2015). 

Dalje, rezultati ukazuju da tretman E2 dovodi do smanjene aktivnosti eN, bez uticaja 

na njegovu proteinsku ekspresiju. Već je opisano da promene u aktivnosti eN ne zavisi od 

relativne koliĉine ovog enzima (Stanojevic i sar., 2011; Brisevac i sar., 2012). Naime, 
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smanjenje nivoa hidrolize AMP nakon tretmana E2 u hipokampalnim sinaptozomima 

muţjaka pacova, nije posledica promena na nivou transkripcije proteina eN, već promena 

kinetiĉkih parametara enzima. Iako nakon tretmana E2 maksimalna brzina enzimske 

reakcije ostaje nepromenjena, dolazi do smanjenja afiniteta eN za supstrat što dovodi do 

smanjene enzimske efikasnosti eN. Dobro je poznato da su ATP i ADP kompetitivni 

inhibitori eN (Cunha, 2001). Zato je moguće da povećana koncentracija ATP i ADP u 

sinaptiĉkoj pukotini, a kao rezultat smanjene aktivnosti NTPD-aza 1 i 2, dovodi do 

„upozoravajuće“ inhibicije eN, bez promena u relativnoj koliĉini proteina.  

Nakon tretmana neselektivnim antagonistom i selektivnim agonistima ER, moţe se 

pretpostaviti da su u modulaciji sinaptiĉke eN pored klasiĉnih, ukljuĉeni i mehanizmi 

nezavisni od aktivacije klasiĉnih ERα i ERβ, što je i potvrĊeno in vitro eksperimentima u 

preĉišćenoj frakciji sinaptozoma hipokampusa muţjaka. E2 se moţe vezati za membranske 

receptore sa aktivnim mestom na spoljašnjoj strani membrane, kakav je GPR30, i/ili 

membranska vezujuća mesta za E2 (engl. membrane-associated binding sites), koji mogu 

dovesti do modulacije biohemijskih karakteristika eN. MeĊutim, taĉan mehanizam 

modulacije i kako oni intereaguju sa familijom NTPD-aza i vanćelijskim metabolizmom 

ATP, ostaje predmet daljih istraţivanja.  

Da bi se ispitalo šta je u pozadini uoĉenih promena u aktivnosti i proteinskoj 

ekspresiji NTPD-aza i eN, tj. da li E2 kod muţjaka inicira procese koji dovode do 

formiranja novih sinapsi, praćeni su signalni putevi i proteinska ekspresija sinaptiĉkih 

proteina koji su neophodni za proces spinogeneze. S obzirom na to da vanćelijski ATP i 

adenozin imaju vaţnu ulogu tokom sinaptogeneze i sinaptiĉke plastiĉnosti, 

ektonukleotidaze mogu imati vaţnu ulogu u procesima sinaptiĉkih rearanţmana koji se 

dešavaju kod muţjaka nakon tretmana E2 podjednako brzo kao i kod ţenki (Leranth i sar., 

2003, Frick i sar., 2015, Jacome i sar., 2016), a ĉiji mehanizam još uvek nije poznat. 

Rezultati pokazuju da tretman E2 dovodi do povećanja ekspresije kljuĉnih sinaptiĉkih 

proteina u hipokampusu intaktnih muţjaka, što ukazuje na formiranje nezrelih sinpsi.   

Poznato je da E2 aktivacijom membranskih ER u kratkom vremenskom intervalu i 

aktiviraju signalne molekule koji dovode do brze lokalne sinteze proteina i indukuju 

sinaptiĉke rearanţmane, kao što je mTOR signlni put, a koji pokreću brojne kinaze, 
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ukljuĉujući ERK 1/2 i Akt (Fortress i sar., 2013; Sellers i sar., 2015a, 2015b; Tuscher i sar., 

2016). U saglasnosti sa već poznatim rezultatima, rezultati prikazani u ovoj tezi pokzuju da 

su aktivne forme ERK1/2 i Akt nepromenjene, dok je aktivirani, fosforilisani mTOR 

protein prisutan i 24h nakon tretmana E2, što ukazuje na odvijanje lokalne sinteze proteina 

u hipokampusu intaktnih muţjaka. Povećanje proteinske ekspresije SYP i Syn1, kao i 

PSD95, NR1 i NR2B, ukazuje na to da E2 dovodi do spinogeneze i sinaptiĉkih 

rearanţmana, što je u saglasnosti sa prethodnim in vitro studijama na presecima mozga 

muţjaka (Srivastava i sar., 2008; Smith i sar., 2009; Potier i sar., 2015; Sellers i sar., 

2015b). Procesi sinaptiĉkih rearanţmana zavise od interakcija izmeĊu ćelija i ćelija sa 

vanćelijskim matriksom, a koje se ostvaruju adhezivnim molekulima kakav je NCAM. 

Poznato je da estrogeni regulišu proces polisijalinacije proteina NCAM tokom estrusnog 

ciklusa u hipotalamusu ţenki pacova (Tan i sar., 2009). Rezultati pokazuju da E2 nije 

doveo do promena ukupne ekspresije proteina NCAM, ali je indukovao polisijalinaciju 

izoforme NCAM 140kDa, što je još jedan od pokazatelja formiranja nezrelih sinapsi (Cox i 

sar., 2009). Ovi rezultati, zajedno sa već publikovanim studijama (Jacome i sar., 2016; 

Frick i sar., 2015), ukazuju na to da tretman E2 aktivira molekulsku mašineriju neophodnu 

za formiranje novih sinaptiĉkih kontakata i kod intaktnih muţjaka, što moţe rezultovati 

remodelovanjem neuronskih kola i poboljšanju kognitivnih funkcija (Frick i sar., 2015; 

Sellers i sar., 2015a). 

Moţe se reći da jednokratni tretman E2 dovodi do negativne regulacije enzimskog 

lanca odgovornog za vanćelijsku hidrolizu ATP u sinaptiĉkoj pukotini. Aplikacija jedne 

doze E2 smanjuje proteinsku ekspresiju NTPD-aze 1 i 2, povećava aktivnost TNAP i 

odrţava dominantnu sinaptiĉku funkciju NTPD-aze 3, što ide u prilog predpostavci o 

specifiĉnoj ulozi ektonukleotidaza u E2-indukovanim sinaptiĉkim rearanţmanima i 

formiranju dendritskih trnolikih izraštaja.  
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4. Efekat ponovljenih (sedmodnevnih) tretmana Eα, E2 i P4 na 

ekspresiju eN u hipokampusu mužjaka i OVX ženki  

Adenozin je veoma potentan neuromodulator i homeostatski regulator u CNS, ĉije 

promene u vanćelijskoj sredini mogu uticati na aktivnost P1 receptora, a samim tim i na 

preuzimanje i oslobaĊanje drugih neurotransmitera kao što su glutamat i acetilholin (Gomes 

i sar., 2011). Pošto je eN jedini enzim u CNS odgovoran za vanćelijsko formiranje 

adenozina, a rezultati jednokratnog tretmana su pokazali da je modulisan/regulisan 

estradiolom, praćen je efekat sedmodnevnog Eα, E2 i P4 na nivou ekspresije iRNK, 

proteina i aktivnosti eN u hipokampusu muţjaka i OVX ţenki. Ovakav tretman je odabran 

jer se ĉesto koristi pri ispitivanju neuroprotektivnih efekata polnih hormona E2 ili P4 

(Stanojlovic i sar., 2015a, 2015b). Takodje je pokazano da prirodni epimer E2, Eα, 

poseduje neuroprotektivni potencijal delujući nezavisno od klasiĉnih ER, u sliĉnim 

koncentracijama i dozama kao i E2 (Moos i sar., 2009).  

Doprinos cirkulišućih polnih hormona na ekspresiju i aktivnost eN u totalnim 

membranama hipokampusa ţenki prvo je ispitan nakon bilateralne ovarijektomije ţenki. 

Iako je ovarijektomija, dovela do blagog povećanja relativne koliĉine proteina eN, 

ekspresija iRNK i aktivnost enzima je ostala nepromenjena u odnosu na intaktne ţenke u 

diestrusnoj fazi ciklusa. Za razliku od ovih rezultata, u preĉišćenoj sinaptozomalnoj frakciji 

nije uoĉena promena u relativnoj koliĉini proteina eN nakon OVX. Ove razlike ukazuju na 

to da je uloga polnih hormona u modulaciji/regulaciji ekspresije eN specifiĉna za tip ćelija, 

s obzirom na to da totalna membranska frakcija, korišćena u ovim eksperimentima sadrţi 

pored sinaptozoma, i membrane neurona i astrocita, a poznato je da je eN mnogo 

zastupljenija u astrocitima (Brisevac i sar., 2012; Zimmermann, 1992). Tako, povećana 

relativna koliĉina proteina eN u membranama hipokampusa nakon OVX moţe ukazivati na 

promene u ekspresiji eN u astrocitima. Iako je pokazano da jednokratni tretman E2 dovodi 

do smanjenja aktivnosti eN u sinaptozomima hipokampusa muţjaka, ni jedan od 

primenjenih hormona nije doveo do promena u aktivnosti i ekspresiji eN. Poznato je da je 

nakon ponovljenog tretmana E2, nivo ovog hormona znaĉajno viši i u cirkulaciji i u 
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hipokampusu u odnosu na koncentracije u kontrolnim ţivotinjama (Barker i Galea, 2009). 

Izostanak efekata u totalnoj membranskoj frakciji hipokampusa muţjaka pacova moţda se 

moţe objasniti adaptacijama eN na promene hormonskog statusa, nastale nakon 

ponovljenih tretmana.  

Isto tako, nakon ponovljenih (sedmodnevnih) tretmana, Eα, nije doveo do promena 

ekspresije eN ni na jednom ispitivanom nivou (ekspresija iRNK, reltivna koliĉina proteina, 

aktivnost eN) kod OVX ţenki. E  ima mali afinitet za vezivanje za klasiĉne ER i 

pretpostavlja se da svoje efekte ispoljava primarno vezujući se za ER-X (Torran Allerand, 

2005). S obzirom na to da ER-X nije detektovan u adultima, već se primarno eksprimira 

tokom razvića i u patološkim stanjima CNS (Torran Allerand, 2005), izostanak efekata 

nakon ponovljenog tretmana E , kod oba pola je oĉekivan. Sa druge strane, ponovljeni 

tretman E2 doveo je do povećanja iRNK za eN i smanjenja relativne koliĉine proteina kod 

OVX ţenki, dok ponovljeni tretman P4 nije imao efekta na nivou eN-iRNK, ali je doveo do 

smanjenja relativne koliĉine eN u odnosu na kontrolu. Moţe se predpostaviti da E2 i P4 

ispoljavaju razliĉite efekte na nivou procesa transkripcije i translacije, a efekti mogu 

zavisiti od njihove intrahipokampalne koncentracije. MeĊutim, taĉni mehanizmi regulacije 

ostaju predmeti daljih istraţivanja. Poznato je da steroidni hormoni deluju direktno na 

transkripciju ciljnih gena, vezujući se za klasiĉne, jedarne receptore, koji su i transkripcioni 

faktori koji se aktiviraju ligandima, ili indirektno interakcijom sa drugim transkripcionim 

faktorima (Mani i Oyola, 2012; Sellers i sar., 2015a, 2015b; Singh i sar., 2013; Tetel i sar., 

2009). Kako je već opisano, steroidni hormoni regulišu aktivnost AP-1 i Sp1 

transkripcionih faktora (Faivre i sar., 2008; Jones i sar., 2002; Vivar i sar., 2010), koji su 

aktivni na nivou promotora eN gena (Spychala i sar., 1999). 

Hroniĉni tretmani E2 i P4, u trajanju od sedam dana, doveli su do povećanja nivoa 

hidrolize AMP u hipokampusu. Poznato je da nakon OVX koncentracija E2 u hipokampusu 

opada, dok nakon ponovljenog tretmana koncentracija E2 znaĉajno raste (Barker i Galea, 

2009). MeĊutim, ne treba zanemariti ĉinjenicu da dobijeni rezultati mogu biti posledica 

samo poslednje aplikovane doze, s obzirom na to da je koncentracija E2 nakon tretmana 

prolazno povećana i da se E2 metabliše u toku 24 h (Wooley i McEween, 1993). Sa druge 

strane, funkcionalni eN enzimi su homodimeri sa razliĉitim obrascima glikozilacije 
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(Misumi i sar., 1990), koji mogu uticati na kinetiĉke parametre enzima. Uoĉene promene u 

aktivnosti eN nakon ponovljenih tretmana polnim hormonima, mogu biti posledica 

izmenjene glikozilacije proteina što moţe biti objašnjenje u sluĉajevima kada nema 

korelacije izmeĊu eN genske/proteinske ekspresije i enzimske aktivnosti (Bavaresco i sar., 

2007; Brisevac i sar., 2012; Da Silva i sar., 2012; Grkovic i sar., 2014; Stanojevic i sar., 

2011). TakoĊe, moguće je da egzogeno aplicirani polni hormoni modulišu aktivnost eN 

tako što, indirektno, utiĉu na specifiĉne regulatorne faktore ili signalne puteve koji menjaju 

topografiju i konformaciju proteina (Zimmermann, 1992), kao što je pokazano u ćelijskim 

linijama kancera dojki (Spychala i sar., 2004). Pored toga, dimeri eN stupaju u meĊusobne 

interakcije, interakcije sa drugim ektonukleotidazama, P1 i P2 receptorim i nukleozidnim 

transporterima i formiraju hetero-oligomerne komplekse (Schicker i sar., 2009) koji mogu 

fino modulisati aktivnost eN. Tako, topologija komponenti purinskog sistema na ćelijskoj 

membrani, kao i interakcija sa drugim molekulima, koji mogu biti ciljna mesta delovanja 

hormona, mogu biti odgovorni za promene aktivnosti eN koje su uoĉene nakon ponovljenih 

tretmana hormonima. 

5. Potencijalne polne specifičnosti u metabolizmu vanćelijskih 

adeninskih nukleotida u hipokampusu  

Dosadašnji rezultati istraţivanja metabolizma vanćelijskih adeninskuh nukleotida u 

CNS ukazuju na to da se komponente adenozinskog sistema razlikuju meĊu polovima, po 

svojoj koncentraciji, eskspresiji, distribuciji (Kovacs i sar., 2011). Zbog postojanja 

navedenih razlika moguće je da nukleotidi i nukleozidi imaju vaţnu ulogu u polno-

specifiĉnim adaptacijama mozga u odgovoru na razliĉite stimuluse, meĊutim neophodna su 

dodatna istraţivanja na ovom polju kako bi se eventualne polne razlike potvrdile ili 

opovrgle. 

Ukoliko se uporede aktivnosti ispitivanih ektonukleotidaza u frakciji preĉišćenih 

sinaptozoma hipokampusa moţe se zakljuĉiti da se one razlikuju meĊu polovima. Naime, 

stepen hidrolize ATP i ADP znaĉajno je niţi u sinaptozomima muţjaka u odnosu na 
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intaktne ţenke u ispitivanim fazama estrusnog ciklusa. Stepen hidrolize ATP kod muţjaka 

odgovara izmerenoj hidrolizi kod OVX ţenki, dok je stepen hidrolize ADP skoro dva puta 

manji, što moţe biti objašnjeno razliĉitim doprinosima pojedinaĉnih ektonukleotidaza koje 

su zaduţene za vanćelijsku hidrolizu ATP i ADP, ne samo u neuronima već i u astrocitima 

koji su funkcionalni partneri sinapsama, a za koje se zna da bogato eksprimiraju NTPD-azu 

2 (Wink i sar., 2006).  

Nakon tretmana E2, u hipokampalnim sinaptozomima OVX ţenki dolazi do 

povećanja stepena hidrolize ATP i ADP, što moţe biti posledica povećanja ekspresije 

NTPD-aza 1 i 2. Suprotno, kod muţjaka je uoĉen niţi nivo hidrolize ATP i ADP nakon 

tretmana E2, verovatno kao posledica smanjenja relativne koliĉine NTPD-aza 1 i 2 u 

sinaptiĉkom odeljku.  

Bazalna aktivnost eN u sinaptozomima hipokampusa muţjaka odgovara aktivnosti 

izmerenoj kod ţenki u diestrusnoj fazi ciklusa, ali je mnogo veća u poreĊenju sa nivoom 

kod OVX ţenki. TakoĊe, razliĉiti su mehanizmi kojim E2 moduliše/reguliše eN u 

sinaptozomima muţjaka i ţenki pacova. Naime, E2 slobodnom difuzijom ulazi u ćeliju gde 

aktivira ER  i dovodi do povećanja relativne koliĉine proteina i aktivnosti eN, dok 

aktivacija ERβ, verovatno alosteriĉnom modulacijom eN u sinptozomima hipokampusa 

OVX ţenki, dovodi do promena u aktivnosti ovog enzima. Sa druge strane, E2 kod 

muţjaka, osim aktivacije klasiĉnih ER, verovatno dovodi do aktivacije i GPR30 i/ili 

nespecifiĉnih vezujućih mesta za E2 na membrani ćelija, pri ĉemu smanjuje i stepen 

hidrolize ATP i ADP koji su kompetitivni inhibitori eN i na taj naĉin moduliše aktivnost 

eN, a bez promena u ekspresiji proteina.  

Razlike u efektima E2 meĊu polovima verovatno leţe u razliĉitim 

intrahipokampalnim koncentracijama E2, koja je mnogo veća kod muţjaka u odnosu na 

ţenke u svim fazama estrusnog ciklusa kao i nakon OVX (Hojo i sar., 2009; Kato i sar., 

2013). Dalje, razlike mogu biti posledica i razliĉitog metabolizma E2 kod muţjaka i ţenki. 

Kao što je već navedeno u prethodnim delovima teksta, kod gonadektomisanih ţenki, 

primenjena doza E2 dovodi do pojave nadfiziološke koncentracije E2 u cirkulaciji, koji se 

metaboliše 24 h nakon aplikacije (Wooley i McEwen, 1993), za razliku od muţjaka, kod 

kojih se nakon apliciranja iste doze E2, povećana koncentracija ovog hormona zadrţava u 
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cirkulaciji i nakon 24 h (Obradovic i sar., 2014). Razlike u efektima E2 izmeĊu muţjaka i 

ţenki mogu biti rezultat izraţenih razlika u morfologiji i fiziologiji hipokampusa koji su 

posledica polne diferencijacije mozga tokom pre- i postnatalnog perioda razvića (pregled u 

Gillies i McArthur, 2010).   

Pored frakcije preĉišćenih sinaptozoma, u eksperimentima je korišćena i totalna 

membranska frakcija koja pored sinaptozoma sadrţi i membrane neurona i astrocita, ali i 

fragmente ostalih ćelija CNS. Skoro 2,5 puta veća aktivnost eN izmerena je u totalnim 

membranama hipokampusa muţjaka pacova u odnosu na ţenke u disetrusnoj fazi ciklusa 

što se razlikuje od rezultata u frakciji preĉišćenih sinaptozoma. Ova razlika u specifiĉnim 

aktivnostima eN moţe se pripisati astrocitima koji ĉine bar trećinu totalne membranske 

frakcije, a koji u velikoj meri eksprimiraju eN.  

Na kraju, moţe se reći da su ispitivane ektonukleotidaze u hipokampusu muţjaka i 

ţenki pacova regulisane/modulisane 17β-estradiolom. Pošto se nivo hidrolize adeninskih 

nukleotida nije promenio nakon GDX u sinaptozomima hipokampusa muţjaka pacova, 

moţe se zakljuĉiti da aktivnost ektonukleotidza koje su zaduţene za vanćelijsku hidrolizu 

ATP, ADP i AMP nisu pod kontrolom testosterona i DHT poreklom iz gonada muţjaka. 

TakoĊe, intrahipokampalna koncentracija muških polnih hormona znaĉajno opada nakon 

GDX, dok se koncentracija E2 ne menja znaĉajno (Hojo i sar., 2009). Zato se moţe 

predpostaviti da su ektonukleotidaze u sinapsama hipokampusa oba pola, regulisane E2 ili 

samim procesima koje E2 inicira. Egzogeno aplicirani E2 aktivira razliĉite mehanizme i 

izaziva suprotne efekate na nivou enzima koji uĉestvuju u vanćelijskom metabolizmu 

adeninskih nukleotida u hipokampusu muţjaka i OVX ţenki pacova, a šta je u osnovi ovih 

razlika i da li polne razlike zaista postoje, ostaje predmet daljih istraţivanja.  

  



99 

 

 

VI ZAKLJUČCI 

 

 

Saglasno postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije i dobijenim rezultatima 

izvedeni su sledeći zakljuĉci: 

1. Aktivnost i ekspresija ektonukleotidaza u sinaptiĉkim odeljcima hipokampusa ţenki 

pacova pod regulatornom su kontrolom endogenih hormona jajnika. Na ovaj zakljuĉaj jasno 

ukazuju sledeći nalazi: 

 Aktivnost ispitivanih ektonukleotidaza, NTPD-aza 1-3 i eN, u sinaptozomima 

hipokampusa ţenki pacova diskretno fluktura tokom estrusnog ciklusa: hidroliza 

ATP i ADP najinteznivnija je u estrusu, dok je hidroliza AMP najveća u diestrusu 

kada je ekspresija eN proteina najniţa;  

 Uklanjanje jajnika kao primarnog izvora ţenskih polnih hormona, smanjuje 

aktivnost ektonukleotidaza, odnosno hidrolizu ATP, ADP i AMP u sinaptozomima 

hipokampusa ţenki. Uoĉena razlika u hidrolizi AMP izmeĊu OVX i ţenki u 

diestrusu, a bez promene u koliĉini proteina, posledica je promena kinetiĉkih 

parametara: nakon OVX afinitet eN za supstrat raste, maksimalna brzina enzimske 

reakcije opada, što za rezultat ima nepromenju enzimsku efikasnost u odnosu na 

diestrus. 

 Jednokratni tretman E2 povećava ekspresiju NTPD-aze 1, NTPD-aze 2 i eN u 

sinaptozomima hipokampusa OVX ţenki, a ne utiĉe na ekspresiju NTPD-aze 3;  
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 Efekti estradiola u regulaciji eN posredovani su koordinisanom aktivnošću 

unutarćelijskih estradiolskih receptora, ERα i ERβ. Aktivacija ER , stimuliše 

aktivnost i proteinsku ekspresiju eN, dok aktivacija ERβ dovodi do povećanja 

aktivnosti eN, verovatno direktnom interakcijom ovih proteina i alosternom 

modulacijom eN. 

2. E2 moduliše vanćelijski metabolizam adeninskih nukleotida u sinaptozomima 

hipokampusa muţjaka pacova: 

 Nije uoĉen direktan efekat testosterona i njegovog metabolita DHT u 

modulaciji/regulaciji vanćelijskog metabolizma adeninskih nukleotida u 

sinaptozomima hipokampusa muţjaka pacova; 

 E2 smanjuje proteinsku ekspresiju i/ili aktivnost NTPD-aza 1, 2 i eN, ali ne menja 

relativnu zastupljenost NTPD-aze 3 u sinaptozomima hipokampusa muţjaka. 

 E2 povećava aktivnost TNAP koja razgraĊuje ATP i ADP iz sinaptiĉke pukotine. 

E2, uprkos smanjenju aktivnosti NTPD-aza, ne izaziva štetnu akumulaciju ovih 

nukleotida, jer se stimulacijom TNAP efikasno eliminiše višak ATP iz sinaptiĉke 

pukotine nastao smanjenjem aktivnosti NTPD-aza 1-2, odnosno višak ADP koji se 

akumulira usled nepromenjene aktivnosti NTPD-aze 3;  

 E2 ostvaruje kompetitivni tip inhibicije eN, što se zakljuĉuje na osnovu smanjenja 

afiniteta ovog enzima prema susptratu, uz nepromenjenu maksimalnu aktivnost 

enzimske reakcije. Postojanje kompetitivne inhibicije aktivnosti eN u prisustvu E2 

ukazuje na moguću interakciju E2/eN u membrani;  

 Aktivnost eN je modulisana posredstvom unutarćelijskih ER, ali i pokretanjem 

mehanizama nezavisnih od ER  i ERβ.  

3. Ponovljeni (sedmodnevni) tretmani estradiolom (E2) i progesteronom (P4) i 17 -

estradiolom (E ) ne dovode do promena ekspresije eN u hipokampusu muţjaka pacova. 

4. Ponovljeni (sedmodnevni) tretmani E2, P4 i E  menjaju ekspresiju eN i 

metabolizam adeninskih nukleotida u hipokampusu ţenki pacova: 

 E2 i P4 povećavaju aktivnost eN, uz istovremeno smanjenje ekspresije ovog 

proteina u hipokampusu OVX ţenki pacova; 

 Eα ne ostvaruje uticaj na aktivnost/ekspresiju eN ni na jednom ispitivanom nivou.  
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5. UporeĊivanjem efekata hormona na uzorcima muškog i ţenskog mozga pacova, 

nisu utvrĊene jasne razlike izmeĊu polova u pogledu hormonske regulacije 

ektonukleotidaza u hipokampusu: 

 NTPD-aza 1, NTPD-aza 2 i eN su modulisane/regulisane E2, dok NTPD-aza 3 nije 

pod kontrolom ţenskih polnih hormona u sinaptozomima hipokampusa oba pola; 

 Efekti E2 na nivou eN su specifiĉni za tip ćelija; 

 Uoĉene razlike meĊu polovima mogu se pripisati razliĉitim mehanizmima kojima 

E2 ostvaruje svoje efekte na ektonukleotidaze u sinaptozomima hipokampusa, a 

koji verovatno zavise od intrahipokampalne koncentracije i razliĉitog metabolizma 

E2 kod ţenki i muţjaka.  

Na osnovu svega izloţenog moţe se reći da su ispitivane ektonukleotidaze u 

sinaptiĉkim odeljcima hipokampusa pod finom i sloţenom kontrolom endogenih hormona 

jajnika. Imajući u vidu mnogobrojne uloge vanćelijskog ATP i adenozina kao signalnih 

molekula, kao i ĉinjenicu da NTPD-aza 1 i eN, pored katalitiĉke, imaju i funkciju 

adhezionih molekula, rezultati ove doktoske disertacije ukazuju da bi ispitivani enzimi 

mogli biti ukljuĉeni u procese sinaptiĉkih rearanţmana i odrţanju konektivnosti unutar 

kognitivnih mreţa hipokampusa. TakoĊe, promene u funkcionalnosti ispitivanih enzima, 

mogu predstavljati jedan od mehanizama adaptacije hipokampusa u odgovoru na mnoga 

fiziološka i afiziološka stanja koja se odlikuju promenom nivoa ţenskih polnih hormona u 

cirkulaciji (pubertet, trudnoća, menopauza, hirurško uklanjanje jajnika). TakoĊe, rezultati 

ukazuju i na moguće mehanizme delovanja i efekte 17β-estradiola u zamenskim terapijama 

oba pola.  
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Abstract—17b-Estradiol (E2) crucially affects several pro-

cesses in the hippocampus of both sexes. E2 acts upon

estradiol receptors ERa and ERb, influencing target gene

expression and/or modulates intracellular signaling cas-

cades. Another potent modulator of hippocampal function

is nucleoside adenosine, the final product of ectonucleoti-

dase cascade, enzymes which hydrolyze extracellular ATP

to adenosine. The last and rate-limiting step of the hydroly-

sis is catalyzed by membrane-bound ecto-50-nucleotidase
(eN). Previous findings obtained on adenosine metabolism

in brain suggest that eN may be modulated by ovarian ster-

oids. Therefore, the present study reports that the activity

and protein abundance of membrane-bound eN fluctuates

across the estrus cycle in the hippocampal synaptosomes

of female rats. Further, we analyzed the role of E2 and its

intracellular receptors on the expression of eN in ovariec-

tomized females. We found that E2 upregulated eN activity

and protein abundance in the hippocampal synaptosomes.

Application of nonspecific ER antagonist, ICI 182,780 and

selective ERa and ERb agonists, PPT and DPN, respectively,

demonstrated the involvement of both receptor subtypes in

observed actions. Selective ERa receptor agonist, PPT,

induced upregulation of both the protein level and activity

of eN, while application of selective ERb receptor agonist,

DPN, increased only the activity of eN. In both cases, E2

entered into the intracellular compartment and activated

ER(s), which was demonstrated by membrane impermeable

E2–BSA conjugate. Together these results imply that E2-

induced effects on connectivity and functional properties

of the hippocampal synapses may be in part mediated

through observed effect on eN. � 2016 IBRO. Published by

Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: ecto-50-nucleotidase (CD73), 17b-estradiol, estra-
diol receptors a and b, synaptosomes, hippocampus.

INTRODUCTION

Accumulating data reveal that gonadal steroids have

crucial role in the regulation of several processes in the

hippocampus including synaptic plasticity, cognition,

neuroprotection, hyperalgesia and homeostasis

(Spencer et al., 2008; Gillies and McArthur, 2010;

Scharfman and MacLusky, 2014). For instance, density

of synapses in the CA1 hippocampal field increases at

proestrus and decreases after experimentally induced

ovariectomy (Frick et al., 2015). Similarly, expression of

synaptic proteins, synaptic efficacy and density, synapto-

genesis, neurotransmission and hippocampus-dependent

learning and memory (Frankfurt and Luine, 2015; Frick

et al., 2015; Sellers et al., 2015a) are all affected by circu-

lating or exogenously administered estradiol. Estradiol

acts upon several intracellular and plasma membrane

estradiol receptors (ERs), including canonical and alter-

natively transcribed isoforms of ERa and ERb, which

affect gene expression (Aenlle et al., 2009), intracellular

signaling (Dominguez et al., 2009; Witty et al., 2012;

Arevalo et al., 2015) and synaptic plasticity (Frankfurt

and Luine, 2015; Frick et al., 2015; Sellers et al., 2015a)

in the target cells.

Another potent modulator of hippocampal function is

nucleoside adenosine (Sperlagh and Vizi, 2011). It affects

neurotransmission, synaptic plasticity, learning and mem-

ory (Cunha, 2008; Gomes et al., 2011; Sperlagh and Vizi,

2011; Sebastiao and Ribeiro, 2015) by acting at inhibitory

A1 and facilitatory A2A adenosine receptors. Adenosine in

the synaptic cleft arises as a final product of extracellular

hydrolysis of adenosine triphosphate (ATP). Neurons,

together with other cells of the nervous system, are able

to synthesize ATP and to pack it in the synaptic vesicles

as a co-transmitter (Burnstock, 2007; Sperlagh and Vizi,

http://dx.doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.03.022
0306-4522/� 2016 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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2011) or to release it massively in conditions of hypoxia or

injury (Burnstock, 2007). Upon the release, ATP modu-

lates synaptic transmission by acting at either ligand-

gated P2X channels or G-coupled P2Y receptor and is

sequentially catabolized by the action of ectonucleoti-

dases. Ectonucleoside triphosphate diphosphohydro-

lazes (NTPDase1-3) hydrolyze ATP to ADP and AMP

(Cardoso et al., 2015). The last and rate-limiting step of

ATP conversion is catalyzed by ecto-50-nucleotidase
(eN, CD73), which hydrolyzes AMP to adenosine

(Zimmermann, 1992; Zimmermann et al., 2012). The

enzyme displays affinity for AMP in low micromolar range

and is feed-forward inhibited by high extracellular ATP

concentration, which results in a delayed, ‘burst-like’ pro-

duction of adenosine (Cunha, 2001). It was shown that

synaptically eN-mediated formation of extracellular ade-

nosine is responsible for the local activation of A2A recep-

tors (Cunha, 2008; Augusto et al., 2013).

Ecto-50-nucleotidase is a glycosylphosphatidylinositol

(GPI)-linked membrane-bound glycoprotein, localized in

lipid rafts and with the active site facing extracellular

compartment. It is associated with the surface of

migrating and immature nerve cells during brain

development and with a subset of synapses during

synaptogenesis and synaptic remodeling (Zimmermann,

1992). In the adult brain, eN is widely expressed

(Bjelobaba et al., 2007), predominantly at astrocytes

(Cammer et al., 1985; Zimmermann, 1992; Langer

et al., 2008; Bjelobaba et al., 2011), although the expres-

sion has also been demonstrated in purified hippocampal

nerve terminals (Cunha et al., 1992; Grkovic et al., 2014).

The enzyme protein is heavily glycosylated at five poten-

tial N-glycosylation sites (Misumi et al., 1990), whereas

the type and number of glycan molecules attached to

the protein core determine the molecular size and kinetics

of eN variants in different physiological and pathological

conditions (Vogel et al., 1991; Zimmermann, 1992;

Cunha et al., 2000; Grkovic et al., 2014; Lavrnja et al.,

2015).

The findings obtained on purine metabolism in the

brain suggest that eN is a part of complex molecular

network which may be modulated by ovarian steroids

(Nedeljkovic et al., 2000; Rucker et al., 2005; Kiss et al.,

2009). Based on these findings, we hypothesized that

estradiol has potential to modulate the activity and

expression of eN in hippocampal synapses. In the present

study we demonstrated variations in eN activity and pro-

tein expression in the hippocampal synaptosomes during

the estrous cycle, after ovariectomy and after in vivo
administration of 17b-estradiol (E2). We have found that

regulatory action of E2 is mediated by estrogen

receptor-a and -b.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials

Analytical grade salts and buffer reagents, 17b-estradiol
3-benzoate (E2), b-estradiol 6-(o-carboxy-methyl) oxime:

bovine serum albumin (E2–BSA), adenosine

monophosphate (AMP) were purchased from Sigma

Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Estradiol

receptor agonists 1,3,5-tris(4-hydroxyphenyl)-4-propyl-1

H-pyrazole (PPT), 2,3-bis(4-hydroxyphenyl)-propionitrile

(DPN) and nonselective estrogen receptor antagonist 7a
,17b-[9-[(4,4,5,5,5-Pentafluoropentyl)sulfinyl]nonyl]estra-
1,3,5(10)-triene-3,17-diol (ICI 182,780) were purchased

from Tocris Bioscience (Ellisville, MO, USA). E2-BSA

was filtered before use to eliminate free E2.

Animals

All experiments were conducted using ten-week-old

female Wistar rats (200–250 g) obtained from local

colony. Care was taken to minimize the pain and

discomfort of used animals (Guide for Care and Use of

Laboratory Animals, NIH Publication No. 80-23,

Bethesda, MD, U.S.A). Research procedures were

approved by Ethical Committee for the Use of

Laboratory Animals of VINČA Institute of Nuclear

Sciences, Belgrade, Serbia (Application No. 02/11).

Animals were housed (3–4/cage) under standard

conditions: 12-h light/dark regime, constant ambient

temperature (22 ± 2 �C) and free access to food and

water.

Experimental groups and treatments

Twelve intact females (n= 4/stage of estrous cycle) were

used to assess the fluctuation in eN activity and

expression in hippocampal synapses throughout the

estrous cycle. The estrous cycle stages were monitored

between 9 and 10 am during two weeks and only the

animals with regular 4–5 days cycle were included in

experiments. Rats were assigned to one of the three

estrous stages: proestrus, estrus and diestrus according

to relative proportion of epithelial nucleated cells,

squamous cells and leukocytes in vaginal smears.

Another group of females was subjected to bilateral

ovariectomy (OVX) through one dorsal incision under

ketamine (50 mg/kg) s.c. and xylazine (5 mg/kg) s.c.

anesthesia. Three weeks after the removal of ovaries,

animals were randomly divided into seven groups (6–9

rats/group) and treated as follows: (1) OVX group,

without further treatment; (2) control group (Veh),

received an injection of DMSO used as a solvent; (3)

E2 rats, injected with one dose of 17b-estradiol
benzoate (33.3 lg/kg); (4) ICI group, injected with a

non-selective ER antagonist, ICI 182,780 (2 mg/kg); (5)

ICI + E2 group, received an injection of ICI 182,780,

2 h prior to E2 administration (2 mg/kg + 33.3 lg/kg);
(6) PPT group, received an injection of a selective

ERa agonist PPT (2.5 mg/kg); (7) DPN group, received

an injection of a selective ERb agonist DPN (2.5 mg/

kg). Level of circulating E2 rises sharply immediately

after administration of indicated dose of E2 and

decreases to physiological level within 24 h (Woolley

and McEwen, 1993). The doses of ICI 182,780

(Alfinito et al., 2008), PPT and DPN (Mazzucco et al.,

2006; Gonzales et al., 2008) were chosen based on

the previous studies. The drugs were applied in the

morning (9:00 am) and animals were sacrificed 24 h

after the treatment.
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Uteri were removed after decapitation and weighted

without associated fat, to evaluate estrogenic effects of

applied treatments. Mean weights are presented in

Table 1.

Synaptosomes preparation

After decapitation with a small animal guillotine (Harvard

Apparatus, Holliston, MA, USA), hippocampi from the

same experimental group (three/group) were pooled for

synaptosomal isolation starting with 10 volumes of ice-

cold medium (0.32 M sucrose, 5 mM Tris–HCl, pH 7.4)

and homogenized in a Teflon/glass homogenizer

(clearance 0.20 mm) at 900 rpm. A crude nuclear

fraction and cell debris were removed by centrifugation

at 1000�g for 10 min. Collected supernatants were

further centrifuged at 10,000�g for 20 min to obtain

crude membrane pellet, and after re-suspension in

isolation medium, layered on a discontinuous sucrose-

Percoll gradient (consisting 3, 10 and 23% (v/v) of

Percoll in a medium containing 0.32 M sucrose and

1 mM EDTA, pH 7.4). The mixture was centrifuged at

33,500�g for 5 min (Dunkley et al., 2008). The synapto-

somes were collected from the interfaces between 10%

and 23% Percoll layers and washed in the isolation med-

ium. All steps of preparation were carried out at 4 �C. The
samples were prepared fresh-daily or kept at �80. The

protein content was determined according to the modified

Lowry method (Markwell et al., 1978), using bovine serum

albumin (BSA) as a standard.

Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-
PCR

The expression analysis of eN-mRNA was performed by

a semiquantitative RT-PCR assay as described

previously (Grkovic et al., 2014). In brief, the total RNA

extraction from hippocampi of vehicle- and E2-treated

OVX females (n= 3/group) were performed using TRIzol

reagent (Invitrogen, USA), in accordance with the manu-

facturer’s instructions. The complementary DNA (cDNA)

species were synthesized using First Strand cDNA Syn-

thesis Kit (Fermentas, Lithuania), according to the manu-

facturer’s instructions. The cDNAs were amplified using

primers designed for the amplification of eN (F: 50-CCC
GGGGGCCACTAGCACCTCA-30; R: 50-GCCTGGAC

CACGGGAACCTT-30), together with a housekeeping

gene, glyceraldehide-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH, F: 50-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-30;
R: 50-GGCAGAGATGATGACCCTTTTGGC-30). For poly-
merase chain reaction (PCR), appropriate dilutions of

cDNA samples representing 2.5 lg of total RNA were

mixed with PCR buffer containing 10 mM deoxyribonucle-

oside triphosphate, 2.1 mM MgCl2, 0.25 lM primers for

eN, 0.125 lM primers for GAPDH, and 1-U Taq poly-

merase (Kapa Biosystems), in a total volume of 25 ll.
The cDNAs were amplified for 28 cycles (Thermal Cycler,

Eppendorf), using the following conditions: denaturation

94 �C/45 s, annealing 58 �C/1 min, extension

72 �C/1 min, and final extension 72 �C/7 min. The PCR

products were analyzed on a 2% agarose gel and visual-

ized under UV light using ethidium bromide. The intensity

of PCR products was quantified using ImageJ software

package. The relative units related to eN were normalized

against to respective GAPDH products obtained in the

same PCR reaction.

Ecto-50-nucleotidase assay

eN assay was carried out in the reaction medium

containing 1 mM MgCl2, 50 mM Tris–HCl buffer, pH 7.4

and 10 lg of proteins in a final volume of 200 ll. The

reaction was initiated by the addition of 150 lM AMP.

Following 30 min of incubation at 37 �C, the reaction

was stopped by the addition of 22 ll of 3 M perchloric

acid (PCA), chilled on ice and assayed for released

inorganic phosphate (Pi) (Baykov et al., 1988). Controls

with the addition of prepared enzymes after PCA were

used to correct non-enzymatic hydrolysis of the sub-

strates. The optical density was estimated at 650 nm

using 96-well plates in a microplate reader (Wallac 1420

VICTOR, Perkin Elmer Instruments, Waltham, MA,

USA). Incubation times and protein amounts were chosen

in order to ensure the linearity of the reaction. To discard

the influence of alkaline phosphatase on AMP hydrolysis,

the classical inhibitor of this enzyme, levamisole

(1.0 mM), was tested and showed no impact on AMP

hydrolysis. Kinetic properties of eN in the presence of

increasing AMP concentrations (5–200 lM) were deter-

mined in the same reaction mixture.

To evaluate the effect of E2 on synaptic eN activity

in vitro, we used freshly isolated synaptosomes

obtained from hippocampus of individual OVX females

(n= 4). Synaptosomes were incubated for 10 min at

37 �C with the one of the following treatments: PPT or

DPN in concentration of 0.1, 1, 2.5 or 5 lM; E2 or E2–

BSA in concentration of free estradiol: 10�5, 10�4, 10�3,

1 lM. PPT, DPN and E2 were dissolved in ethanol in

final concentration of 0.5%, while E2–BSA in Tris–HCl,

pH 7.4. Control tubes contained an equivalent amount

of final concentration of ethanol alone (0.5% or less)

which did not alter enzymatic activities. For E2–BSA

probes, control tubes contained an equivalent amount of

BSA alone as in the reaction mixtures.

All samples were run in triplicate in six independent

determinations, with two independent synaptosome

preparations or on freshly isolated synaptosomes

gained from individually hippocampi of OVX females.

Data are presented as mean activity (nmol Pi/mg/min)

± SEM.

Table 1. Estrogenic effects of applied treatments on uterine weight

Treatment Mean weight (mg) ± SEM

OVX 143 ± 5

OVX+ DMSO 148 ± 4

E2 356 ± 16*

ICI 131 ± 5

ICI + E2 130 ± 4

PPT 352 ± 15*

DPN 136 ± 11

* indicates significant level p< 0.001 compared to OVX group.
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SDS–PAGE and immunoblotting

Equivalent amounts of samples (40 lg of proteins),

diluted with Laemmli sample buffer in non-reducing

conditions, were resolved on 8% SDS–PAGE

electrophoresis and transferred on

polyvinylidenedifluoride (PVDF) membranes (0.45 lm,

Millipore, Germany) as described previously (Grkovic

et al., 2014). After blocking in 5% non-fat milk (NFM) in

PBS-T overnight at 4 �C, the membranes were incubated

at room temperature with primary rabbit anti-rat eN anti-

body ((rNu-9lI5; ectonucleotidases-ab.com), 1:2000 dilu-

tion in 2.5% NFM in PBS-T), previously characterized

and validated (Fausther et al., 2012). The support mem-

branes were re-probed with goat anti-rat b-actin antibody

(1:3000; Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), used

as a loading control. For immunodetection of the estrogen

receptors, rabbit anti-rat ERa (1:1000 in TBS-T) and rab-

bit anti-rat ERb (1:500, in TBS-T) were used (both pur-

chased from Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA).

Visualization of the bands was performed on X-ray films

(AGFA HealthCare NV, Septestraat, Mortsel, Belgium)

with the use of chemiluminescence (Immobilon Western

Chemiluminescent HRP substrate, Millipore, Darmstadt,

Germany), after incubating support membranes in goat

anti-rabbit or donkey anti-goat horseradish peroxidase

conjugated IgG antibody (1:10,000 dilution; Santa Cruz

Biotechnology Inc., CA, USA). Bands were scanned by

a computer-based laser scanner, while quantification

was performed by integrating band areas using ImageJ
software package. The optical density of eN band was

normalized to optical density of b-actin band from the

same lane. For each sample, the average of six separate

determinations performed on two different synaptosomal

preparations was taken as final density (±SEM) of the

sample. Quantified data were than expressed relative to

mean density obtained for control, arbitrarily defined as

1.0.

Co-immunoprecipitation

For co-immunoprecipitation, the synaptosomes were

resuspended in the immunoprecipitation buffer (IPB;

containing in mM: 20 Tris–HCl, pH 7.0, 50 NaCl, 1

EDTA, 1 EGTA, 50 NaF, 1 Na3VO4, 0.1 PMSF, and

10 lg/ml leupeptin, 4 lg/ml pepstatin and 0.1 Unit/ml

aprotinin) with 1% Triton X-100. The samples were

sonicated on ice for 30 s, and insoluble material was

removed by centrifugation at 4 �C. A sample was

collected for determining protein concentration, another

was stored at �20 �C as input (positive control) and the

rest was processed for IP at a dilution of 1 mg/ml.

Protein A Sepharose beads were incubated with the

sample for 1 h at 4 �C under rotation to preabsorb any

protein that nonspecifically binds to the protein A

Sepharose beads. The supernatant was recovered by

centrifugation to discard non-solubilized as well as

protein A absorbed proteins and 2 lg of anti-ERa
antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA),

anti-ERb antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA,

USA) or irrelevant rabbit IgGs (as a negative control)

were added and incubated for 3 h at 4 �C under rotation.

To pull-down the immune complexes, samples were

then incubated with protein A Sepharose beads for 2 h

at 4 �C and centrifuged. The pellets were washed

several times in IPB and the input, the supernatant of

pulldowns, as well as immunoprecipitates were

separated by SDS–PAGE, transferred to PVDF and

probed with rabbit anti-rat eN antibody ((rNu-9lI5),

1:2000 dilution in 2.5% NFM in PBS-T).

Data analysis

Results are presented as mean ± SEM. Kinetic analysis

of eN activity was performed by computer-assisted least

square fitting of the data to the Michaelis–Menten

equation, while kinetic parameters Vmax (apparent

maximum activity) and Km (apparent Michaelis constant)

values were calculated from Eadie-Hofstee semi-

reciprocal plot of V versus V/[S], using Origin 8.0

software package. Data from more than one condition

were analyzed with a one-way ANOVA followed by

Tukey’s multiple-comparison post hoc test or by

Dunnett’s post hoc test (for comparison with specific

controls). The values of p< 0.05 or less were

considered statistically significant.

RESULTS

Fluctuations of gonadal steroids across the estrus
cycle affect activity and expression of eN in
hippocampal synaptosomes

The rate of eN activity was assessed in hippocampal

synaptosomes isolated from female rats in distinct

phases of the estrus cycle. The enzyme activity showed

cyclic fluctuations across the estrus cycle ([F(2,69)
= 69.13, p< 0.001], Fig. 1A). The lowest eN activity

was measured at proestrus (32.79 ± 1.25 nmol Pi/mg/

min), whereas twofold higher eN activity was detected

at diestrus (68.72 ± 2.72 nmol Pi/mg/min). The eN

protein abundance, on the other hand, showed the

opposite pattern of variation (Fig. 1B). The abundance

of eN protein in the hippocampal synaptosomes was the

highest at proestrus and lowest at diestrus ([F(2,27)

= 7.789, p< 0.01]). To further asses the role of

ovarian steroids, the same measurements were

performed in OVX rats (Fig. 1). The overall ANOVA

revealed a significant main effect of group (activity

[F(3,80) = 53.50, p< 0.001], Fig. 1A; protein level

[F(3,35) = 12.515, p< 0.001], Fig. 1B). It appeared that

eN activity in OVX rats (37.66 ± 4.15 nmol Pi/mg/min,

p< 0.001) was considerably lower than at diestrus and

similar to the activity at proestrus, whereas the protein

abundance in OVX and diestrus animals were

equivalent. These findings together indicated that the

activity and expression of eN in the hippocampal

synaptosomes were differentially regulated by the

ovarian steroid(s) across the estrus cycle.

Variations in eN activity were further analyzed in

respect to the enzyme kinetic properties. The enzyme

activity was assayed in the hippocampal synaptosomes,

in the presence of raising AMP concentration (5–

200 lmol/l). Kinetic parameters, Vmax and Km were
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calculated from the Eadie-Hofstee transformation of the

data from the Michaelis–Menten plots (Table 2).

Comparison of the kinetic data obtained for OVX and

diestrus animals, revealed that notably lower eN activity

in OVX animals was accompanied by twofold higher

enzyme substrate affinity, which resulted in comparable

catalytic efficiency of enzyme between OVX and

diestrus rats.

The role of E2, ERa and ERb on the expression of eN
in hippocampal synaptosome in vivo

To dissect the role of E2 in observed fluctuations of eN

across the estrus cycle, the expression analysis was

performed in OVX animals treated with a single dose of

E2 (33.3 lg/kg) (Fig. 2). Fig. 2A shows moderate

increase of total eN-mRNA level in the hippocampal

region of OVX rats (p< 0.01) compared to vehicle-

treated OVX controls. In the purified hippocampal

synaptosomes, significant increase in the eN activity

(75.56 ± 4.53 nmol Pi/mg/min, p< 0,001, Fig. 2B) and

eN protein abundance (136.6 ± 5.2%, p< 0.001,

Fig 2C) were obtained in rats 24 h after the treatment,

compared to vehicle-treated OVX controls.

To assess the role of estradiol receptors in E2-

induced upregulation of synaptic eN, the animals were

treated systemically with the nonspecific ER antagonist,

ICI 182.780, before E2 injection (ICI + E2) (Fig. 2). As

shown in Fig. 2B, ICI prevented E2-induced increase of

the eN activity, by returning the AMP hydrolysis to the

level determined in vehicle-treated control (47.38

± 3.99 nmol Pi/mg/min), while the modest

downregulation of eN expression was observed in both

groups (by 25%, p< 0.01 and 28%, p< 0.05,

respectively, Fig. 2C) relative to vehicle-treated control.

These data suggest the involvement of ER(s) in

observed effects of E2. To further elucidate the

involvement of ER(s), animals were treated with the

specific ER agonists PPT, which specifically acts upon

ERa and DPN, which agonizes the actions of ERb. As
shown in Fig. 2B, both ER agonists replicated the effect

of E2 on the level of eN activity, whereas only PPT

induced upregulation of eN protein expression (132.6

± 7.8%, Fig. 2C). These data suggest that E2, by

acting at ERa, upregulates synaptic eN protein

abundance, exhibiting the genomic action.

Role of ERa and ERb on the E2-induced eN
upregulation in vitro

To explain differential effects of ERb agonist, DPN, on the

activity and expression of eN in vivo (Fig. 2), the outcome

of same ER agonist treatment was explored in vitro
(Fig. 3). Hippocampal synaptosomes isolated from OVX

animals were incubated with indicated concentration of

the agonist for 10 min at 37 �C and eN activity was

assayed in the same manner as described before. The

rate of eN activity was not altered in the synaptosomes

incubated with PPT (0.1–5 lM) (Fig. 3A), confirming that

Fig. 1. Activity and expression of eN in the hippocampal synapto-

somes across the estrous cycle and after ovariectomy. AMP

hydrolysis (A) and eN protein level with a representative immunoblot

(B) were determined as described in Material and Methods with 40 lg
proteins per lane. The data are the mean ± SEM. (|—|) p< 0.05 (or

less) indicates differences between estrous cycle groups analyzed

with a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple-comparison

test. Proestrus – PRO; estrous – EST; diestrous – DIEST; ovariec-

tomy – OVX.

Table 2. Kinetic parameters Km, Vmax, Vmax/Km for eN activity after

OVX

Km (lmol/l) Vmax (nmol Pi/mg/min) Vmax/Km

DIEST 47.44 ± 4.01 129.85 ± 5.83 2.73

OVX 26.88 ± 2.79* 76.41 ± 2.79* 2.88

* indicates significance level of p< 0.001 compared to diestrus phase.
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ERa-mediated action of E2 are essentially due to RNA

synthesis/transcription. On the other hand, in

synaptosomes incubated with DPN, twofold higher eN

activity was detected in comparison to vehicle-treated

control samples (Fig. 3B). Since synaptosomes are

subcellular structures divided of nucleus and de novo
protein synthesis, these results suggest that ERb-
mediated E2 action on eN activity was non-genomic in

nature and probably induced by a direct allosteric action

of E2/ERb on eN enzyme protein.

Purified hippocampal synaptosomes were further

incubated with E2 in vitro. Noticeable increase in eN

activity was demonstrated in full range of E2

concentrations tested. The synaptosomes were also

incubated with E2–BSA, which is membrane

impermeable E2 conjugate. The results shown in

Fig. 3D demonstrate that E2–BSA did not exhibit the

potential to increase eN activity, indicating that E2 must

cross the cell membrane to induce both genomic, as

well as non-genomic effect on eN.

Physical association of eN and ERs in the
hippocampal synaptosomes

To test the hypothesis that E2 affects eN activity by direct

interaction with the eN membrane protein, we further

explored whether ER receptors have ability to establish

physical interactions with membrane-bound eN protein.

The specificity of the anti-ERa and -ERb antibodies in

the hippocampal synaptosomes was examined by

Western blot analysis. Immunoblotting using primary

antibodies against ERa, revealed the presence of one

major band at approximately 65 kDa (Fig 4A), while

primary antibodies against ERb detected a band at

Fig. 2. In vivo effect of estradiol and estradiol receptors on synaptic eN activity and protein level. eN-mRNA level (A) in the hippocampal region from

ovariectomized (OVX) female rats after systemic administration of single dose of E2. The AMP hydrolysis (B) and eN protein abundance with

representative immunoblot (C, D) were determined in hippocampal synaptosomes obtained from ovariectomized (OVX) female rats after systemic

administration of single dose of E2, ICI, ICI + E2, PPT and DPN, as described in Material and Methods. The data are the mean ± SEM. *p< 0.05,
**p< 0.01, ***p< 0.001 indicate differences to vehicle-treated control (Veh), analyzed with a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple-

comparison test.
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about 50 kDa that corresponded to the ERb. Additionally,
this antibody sometimes detected one more band at

about 65 kDa (Fig. 4A). However, results showed that

ERb-like protein was present in the synaptosomal

fraction as well as ERa (Fig. 4A). Available antibodies

were further used for co-immunoprecipitation analysis,

which demonstrated that both ERs establish interaction

with eN in the vehicle-treated as well as E2-treated

synaptosomes, where the pull-down of ERa/b co-

immunoprecipitated with eN (Fig. 4B).

Fig. 3. In vitro effects of estradiol and estradiol receptors on synaptic eN activity. The AMP hydrolysis was assessed after incubation of

hippocampal synaptosomes obtained from OVX females with various concentrations of (A) PPT, (B) DPN, (C) E2 and (D) E2-BSA. Bars represent

mean activity (nmol Pi/mg/min) ± SEM. Data were analyzed using a one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple-comparison post hoc test.
*p< 0.01 or less, indicates significant difference compared to corresponding control (C).

Fig. 4. Physical association of eN and ERs in the hippocampal synaptosomes. (A) ERa and ERb protein expression were assessed in hippocampal

synaptosomes obtained from OVX females (B) Representative immunoblot of the co-immunoprecipitation of eN with either ERa or ERb.
Hippocampal synaptosomal lysates were subjected to immunoprecipitation with ERa, ERb, or control antibodies (rabbit IgGs), with subsequent

immunoblotting of the precipitated fraction with an eN antibody. Input refers to the hippocampal synaptosomal lysate alone before solubilization and

immunoprecipitation. Synaptosomes were obtained from either OVX females without or with systemic administration of E2 (OVX+ E2), as

indicated.
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DISCUSSION

A membrane-bound eN is the major enzyme

dephosphorylating AMP to adenosine in the central

nervous system, and therefore responsible for the last

enzymatic step in the formation of extracellular ATP-

derived adenosine, which selectively activates A2A

receptors (Augusto et al., 2013). Here, we have shown

that the activity and protein abundance of eN, fluctuates

across the estrus cycle in the hippocampal synaptosomes

of female rats. Thus, together with decreasing levels of

estradiol and increasing levels of progesterone in the

female hippocampus throughout estrous cycle (Kato

et al., 2013), observed increase in the activity of eN indi-

cates efficient production of adenosine. But, only when

extracellular levels of ATP and ADP decrease below the

threshold of eN inhibition, adenosine is formed in a con-

siderable amount (Cunha, 2001). Since the production

of AMP is possibly altered across the estrous cycle, it is

difficult to conclude whether the modulated eN activity,

which was measured in vitro, will or will not result in chan-

ged extracellular adenosine in vivo. However, reciprocal
trends between eN activity and protein level were demon-

strated, such that the highest specific activity of the

enzyme was detected at diestrus, when the abundance

of the enzyme protein was low. It is already demonstrated

in several physiological contexts that the rate of eN activ-

ity does not necessarily correlate with the enzyme protein

abundance (Stanojevic et al., 2011; Brisevac et al., 2012;

Da Silva et al., 2012) and that the activity of eN may

increase or decrease due to changes in kinetic properties

rather than variations in the enzyme abundance. Interest-

ingly, besides hydrolysis of AMP, eN was also reported to

function as cell adhesion molecule, involved in recogni-

tion, migration, synaptic plasticity and remodeling

(Zimmermann, 1992; Zimmermann et al., 2012). There-

fore, fluctuations of eN activity across the estrous cycle

suggest that subtle alterations of eN may be part of the

complex molecular network that effectuates synaptic rear-

rangements which normally occur during the estrous

cycle in rats (Kato et al., 2013). In accordance with the

data that level of estradiol in the female hippocampus

showed a peak at proestrus and decrease in estrus and

diestrus (Kato et al., 2013), our result that synaptic eN

protein was the most abundant at proestrus and slightly

decreased in estrus and diestrus, indicates that estradiol

regulates its synaptic level.

The role of ovarian steroids in the regulation of eN

activity and expression was further demonstrated in

OVX rats. Although the circulating hormones are

depleted, the synthesis of intrahippocampal estradiol

(Fester et al., 2012) in OVX females is significant, with

level identical to the level at diestrus (Kato et al., 2013).

Thus, it is not unexpected that eN protein abundance in

the hippocampal synaptosomes of OVX females was

comparable with the abundance at diestrus, but with two-

fold lower activity due to the changed kinetic parameters.

However, catalytic efficiency of enzyme remained

unchanged between diestrus and OVX females indicating

that adenosine is generated in sufficient amount. In sup-

port of this assumption, our preliminary study indicates

that A2A receptors remain unaffected after OVX (unpub-

lished results) while previous report of Augusto and

coworkers (2013) showed tight functional association

between eN and A2A receptors.

As our data showed that E2 per se increased total eN-

mRNA in hippocampal region, we further investigated

regulation of eN in the hippocampal synaptosomes after

E2 application. E2 upregulated both the activity and

protein abundance of eN in the hippocampal

synaptosomes. Since both estradiol receptors, ERa and

ERb are present in the synaptosomal fraction (Nishio

et al., 2004; Tabatadze et al., 2013; Sellers et al.,

2015a,b), we further tested the hypothesis that the E2-

induced effects on synaptic eN were mediated through

the activation of ER(s). Application of nonspecific ER

antagonist ICI 182,780 and selective ERs agonists con-

firmed the involvement of ERs in the observed actions

of E2. It was evidenced that ERa agonist, PPT, upregu-

lated both the protein abundance and activity of eN. On

the other hand, ERb agonist, DPN, affected only the activ-

ity, with no effect on eN protein abundance. This suggests

that E2 regulates synaptic eN, activating both ERa and

ERb, but through different mechanisms. In both cases,

E2 crosses synaptosomal membrane, enters the intracel-

lular compartment and activates ER(s), which was

demonstrated with the use of membrane impermeable

E2–BSA conjugate (Stevis et al., 1999).

The classic paradigm of ERs function involves binding

to specific proximal estrogen responsive elements (EREs)

and subsequent gene expression. Ultrastructural

localization suggests that ERa serves as both a

genomic and non-genomic transducer of estrogen

actions in hippocampal region (Milner et al., 2001,

2005). Although promotor region of eN gene (NT5E) does

not contain the specific EREs (Hansen et al., 1995;

Spychala et al., 2004), a number of reports documented

that ERa may regulate the activity of AP-1 and Sp1 tran-

scription factors (Jones et al., 2002; Zelinski et al., 2002;

Vivar et al., 2010), which are active at NT5E gene pro-

moter (Spychala et al., 1999; Carroll et al., 2006). There-

fore, the effects induced by E2 through ERa most likely

involve transcription of NT5E gene, de novo synthesis

of eN protein and consequent increase in the enzyme

activity. The other possible mechanisms of E2 action in

this respect include direct activation of multiple kinase

pathways, like protein kinase C (Sellers et al., 2015a),

which has been shown to increase the expression of eN

(Spychala et al., 1997, 1999) as well as specific signal

transduction pathways which induces de novo local pro-

tein synthesis (reviewed in Sellers et al., 2015a).

In contrast to ERa, activation of ERb resulted in

enhanced eN activity, without affecting the synaptic eN

protein level. It is believed that ERb largely mediates

fast, non-genomic signaling of E2 (Milner et al., 2005).

ERb (as well as ERa) may be anchored to the plasma

membrane and functionally or physically coupled to cave-

olins, glutamate receptors, receptor tyrosine kinases and

non-receptor kinases to activate Ca2+ and NO signaling

and initiate different cellular effects (Sellers et al.,

2015a). More importantly, since eN is co-expressed with

caveolins (Sadej et al., 2006) and localized in lipid rafts,

ERb may interact directly with the eN protein to induce
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allosteric modification of the enzyme activity (Misumi

et al., 1990; Schicker et al., 2009). The intrinsic interaction

between eN and ERa/b is supported by their exact spatial

distribution, as well as by their enrichment and physical

proximity in the hippocampal synaptosomes, which were

partly documented by co-immunoprecipitation analysis.

Since available antibodies against ERb also recognize

some protein(s) other than known ERb variants (Snyder

et al., 2010), the results of experiments utilizing these

antisera should be taken with appropriate caution and

co-immunoprecipitation data might not be completely

specific for ERb.
It was recently reported that estradiol, via ERb (but not

ERa), increases the number of dendritic spines, capable

of establish functional synaptic connections (Sellers

et al., 2015b). Moreover, signaling through ERb induces

rapid effects on glutamatergic transmission (Liu et al.,

2008; Kramar et al., 2009). Since stimulation of A2A

receptors by eN-derived adenosine are selectively

engaged to assist the implementation of synaptic plastic

changes in excitatory synapses (Cunha, 2008) by

increasing glutamate release, facilitating NMDA

receptor-mediated responses, desensitizing presynaptic

inhibitory modulation of systems like A1 receptors or

cannabinoid receptors (Cunha, 2008; Gomes et al.,

2011; Sperlagh and Vizi, 2011; Sebastiao and Ribeiro,

2015), observed increased eN activity through ERb sug-

gests rapid regulation of synaptic transmission in addition

to estrogen-regulation of the number of physical connec-

tions between neurons. Activation of A2A receptors upon

burst-like high-frequency stimulation by increased eN-

derived adenosine after estradiol application might facili-

tate brain-derived neurotrophic factor-induced signaling

(Sebastiao et al., 2011) as well as long-term potentiation,

contributing to an intracellular cascade that affects synap-

tic plasticity (Rebola et al., 2008; Costenla et al., 2010),

processes that are also mediated by E2 and its receptors

(Frankfurt and Luine, 2015; Frick et al., 2015; Arevalo

et al., 2015; Sellers et al., 2015a).

In summary, we found that: (a) E2 upregulated eN

activity and protein abundance in the hippocampal

synaptosomes of female rats; (b) application of

nonspecific ER antagonist, ICI 182,780 and selective

ERa and ERb agonists, PPT and DPN, respectively,

demonstrated the involvement of both receptor subtypes

in the observed actions; (c) E2 through ERa induced

upregulation of both the protein level and activity of eN,

while acting through ERb, E2 increased only the activity

of eN; (d) in both cases, E2 had to enter into the

intracellular compartment, to activate ER(s),

demonstrated by membrane impermeable E2–BSA

conjugate. While the relative contributions of ERa and

ERb on gene transcription or protein translation awaits

further study, reports on the differential effects of ERa
and b activation on signaling molecules suggest that

each receptor has differential contributions to neuronal

physiology, synaptic plasticity and hippocampal-

dependent behavior (Frankfurt and Luine, 2015; Frick

et al., 2015; Sellers et al., 2015a). Our initial evaluation

supports that regulatory estradiol action at the activity

and protein abundance of eN is mediated by estrogen

ERa and ERb in the hippocampal synaptosomes. The

results further imply that the known effects of E2 on con-

nectivity and functional properties of the hippocampal

synapses may be in part mediated through the observed

effect on eN, which is the main source of extracellular

adenosine.
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N. Mitrović et al. / Neuroscience 324 (2016) 286–296 295

http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0255
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0255
http://refhub.elsevier.com/S0306-4522(16)00245-1/h0255


Sellers KJ, Erli F, Raval P, Watson IA, Chen D, Srivastava DP

(2015b) Rapid modulation of synaptogenesis and spinogenesis by

17beta-estradiol in primary cortical neurons. Front Cell Neurosci

9:137.

Snyder MA, Smejkalova T, Forlano PM, Woolley CS (2010) Multiple

ERbeta antisera label in ERbeta knockout and null mouse tissues.

J Neurosci Methods 188:226–234.

Spencer JL, Waters EM, Romeo RD, Wood GE, Milner TA, McEwen

BS (2008) Uncovering the mechanisms of estrogen effects on

hippocampal function. Front Neuroendocrinol 29:219–237.

Sperlagh B, Vizi ES (2011) The role of extracellular adenosine in

chemical neurotransmission in the hippocampus and Basal

Ganglia: pharmacological and clinical aspects. Curr Top Med

Chem 11:1034–1046.

Spychala J, Mitchell BS, Barankiewicz J (1997) Adenosine

metabolism during phorbol myristate acetate-mediated induction

of HL-60 cell differentiation: changes in expression pattern of

adenosine kinase, adenosine deaminase, and 5’-nucleotidase. J

Immunol 158:4947–4952.

Spychala J, Zimmermann AG, Mitchell BS (1999) Tissue-specific

regulation of the ecto-50-nucleotidase promoter. Role of the camp

response element site in mediating repression by the upstream

regulatory region. J Biol Chem 274:22705–22712.

Spychala J, Lazarowski E, Ostapkowicz A, Ayscue LH, Jin A, Mitchell

BS (2004) Role of estrogen receptor in the regulation of ecto-50-
nucleotidase and adenosine in breast cancer. Clin Cancer Res

10:708–717.

Stanojevic I, Bjelobaba I, Nedeljkovic N, Drakulic D, Petrovic S,

Stojiljkovic M, Horvat A (2011) Ontogenetic profile of ecto-50-
nucleotidase in rat brain synaptic plasma membranes. Int J Dev

Neurosci 29:397–403.

Stevis PE, Deecher DC, Suhadolnik L, Mallis LM, Frail DE (1999)

Differential effects of estradiol and estradiol-BSA conjugates.

Endocrinology 140:5455–5458.

Tabatadze N, Smejkalova T, Woolley CS (2013) Distribution and

posttranslational modification of synaptic ERalpha in the adult

female rat hippocampus. Endocrinology 154:819–830.

Vivar OI, Zhao X, Saunier EF, Griffin C, Mayba OS, Tagliaferri M,

Cohen I, Speed TP, Leitman DC (2010) Estrogen receptor beta

binds to and regulates three distinct classes of target genes. J Biol

Chem 285:22059–22066.

Vogel M, Kowalewski HJ, Zimmermann H, Janetzko A, Margolis RU,

Wollny HE (1991) Association of the HNK-1 epitope with 50-
nucleotidase from Torpedo marmorata (electric ray) electric

organ. Biochem J 278(Pt 1):199–202.

Witty CF, Foster TC, Semple-Rowland SL, Daniel JM (2012)

Increasing hippocampal estrogen receptor alpha levels via viral

vectors increases MAP kinase activation and enhances memory

in aging rats in the absence of ovarian estrogens. PLoS One 7:

e51385.

Woolley CS, McEwen BS (1993) Roles of estradiol and progesterone

in regulation of hippocampal dendritic spine density during the

estrous cycle in the rat. J Comp Neurol 336:293–306.

Zelinski DP, Zantek ND, Walker-Daniels J, Peters MA, Taparowsky

EJ, Kinch MS (2002) Estrogen and Myc negatively regulate

expression of the EphA2 tyrosine kinase. J Cell Biochem

85:714–720.

Zimmermann H (1992) 5’-Nucleotidase: molecular structure and

functional aspects. Biochem J 285(Pt 2):345–365.

Zimmermann H, Zebisch M, Strater N (2012) Cellular function and

molecular structure of ecto-nucleotidases. Purinerg Signal

8:437–502.

(Accepted 8 March 2016)
(Available online 14 March 2016)
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a b s t r a c t

Ecto-50-nucleotidase (eN), a membrane rate-limiting enzyme of the purine catabolic pathway, catalyzes
the conversion of AMP to adenosine involved in the regulation of many brain physiological and patholog-
ical processes. Since gender fundamentally determines hormonal milieu in the body and brain, it is rea-
sonable to assume that sex differences in the activity of various signaling systems, including adenosine,
may be generated by gonadal steroids. Thus, we examined expression of eN as a component of adenosine
signaling system in the basal state in cerebral cortex and hippocampus of male and female rats at gene,
protein and functional level, as well as in the state of gonadal hormone deprivation, induced by
ovariectomy (OVX), whereas impact of steroid hormones was explored after repeated administration
of 17a-estradiol, 17b-estradiol and progesterone for seven consecutive days. Results showed regional
and sex-related differences in basal eN activity level, with the highest AMP hydrolysis observed in the
hippocampus of male rats. Furthermore, ovarian steroids do not contribute to basal gene eN expression
or the activity in cortical and hippocampal region of female rats. However, protein eN expression was
increased in OVX rats in both investigated region. Investigated exogenous steroids had no influence on
eN expression in male brain, while in OVX females alterations in eN activity were induced. The observed
effects in female rats were different between examined regions e.g. in cortex, applied treatments pre-
dominantly decreased whereas in hippocampus increased eN activity. Based on the presented results,
eN exerts regional and sex-related response in basal state as well as after treatment with female gonadal
hormones, however the exact mechanisms of sex steroids actions on eN remain unclear and should be
fully explored.

� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Purine nucleoside adenosine acts as potent signaling molecule
with critical role in controlling numerous functions in the central
nervous system (CNS). It is ubiquitous homeostatic molecule, the
key link between brain bioenergetics and neuronal and astrocytic
network homeostasis (Diogenes et al., 2014). In the CNS, adenosine
also acts as a neuromodulator, controlling the flow of information
between neurons mainly acting through its presynaptic inhibitory
A1 receptors (Cunha, 2005; Dunwiddie and Masino, 2001). In
conditions of metabolic injury induced by hypoxia, inflammation

or ischemia, adenosine exerts anti-inflammatory and immunosup-
pressive actions and brings on tissue adaptation, by acting at its
A2A and A2B receptor subtypes (Eltzschig et al., 2013). Adenosine
is thus involved in the regulation of many physiological and
pathological processes, from regulation of arousal and sleep,
learning and memory and neuroprotection to immunomodulation,
susceptibility to seizures, psychiatric disorders and neurodegener-
ative diseases (Boison et al., 2012; Cunha, 2005; Dunwiddie and
Masino, 2001; Gomes et al., 2011).

Adenosine in the extracellular space originates either from the
intracellular compartment, from which is transported via
bi-directional facilitative nucleoside transporters (ENTs) or arises
in the extracellular compartment as a final product of extracellular
ATP hydrolysis, catalyzed by ectonucleotidases. In the rat brain, the
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ectonucleotidase family comprises ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase1-3 (E-NTPDase1-3) and ecto-nucleotide pyro
phosphatase/phosphodiesterase1-3 (E-NPP1-3) which hydrolyze
ATP or ADP to AMP, as well as ecto-50-nucleotidase (eN), that cat-
alyzes the final step of dephosphorylation of AMP to adenosine. eN
is the key enzyme in this pathway, since its feed-forward inhibition
by ATP and ADP controls the timing and rates of extracellular
adenosine formation (Zimmermann, 1992; Zimmermann et al.,
2012). Also, it is the predominant enzyme able to dephosphorylate
extracellular AMP into adenosine in the brain (Lovatt et al., 2012).

In the adult brain, eN is located at the surface of neurons, astro-
cyte, microglial and endothelial cells (Bjelobaba et al., 2007, 2011;
Cammer et al., 1985; Grkovic et al., 2014; Langer et al., 2008;
Stanojevic et al., 2011; Zimmermann, 1992). The enzyme belongs
to the cluster of differentiation family (CD73) and functions as cell
adhesion molecule implicated in a variety of processes, including
cell growth, adhesion, recognition and migration (Vogel et al.,
1991; Zimmermann et al., 2012). The enzyme protein is heavily
glycosylated at five potential N-glycosylation sites (Misumi et al.,
1990), whereas type and the number of glycan molecules attached
to the protein core determine the molecular size and kinetics of eN
variants in different physiological and pathological conditions
(Cunha et al., 2000; Grkovic et al., 2014; Lavrnja et al., 2015;
Misumi et al., 1990; Vogel et al., 1991; Zimmermann, 1992).

Previous findings collected on purine metabolism in the brain
suggest that components of adenosine signaling system, i.e. adeno-
sine levels, transporters, receptors and metabolic enzymes are not
evenly distributed in CNS and are modulated by sex and age
(Kovacs et al., 2011). The same applies for eN activity in the CNS,
which notably increases with age in all brain areas tested so far
(Fuchs, 1991; Grkovic et al., 2014; Mackiewicz et al., 2006;
Stanojevic et al., 2011) and differs between males and females
(de Paula Cognato et al., 2005; Rucker et al., 2004). Moreover, eN
is part of complex molecular network which is shown to be under
the control of ovarian steroids (Kiss et al., 2009; Nedeljkovic et al.,
2000; Rucker et al., 2005). Taken together these data suggest that
the effects of adenosine in the CNS vary with age and sex, but it
is uncertain whether the differences rely on genetic program or
depend on sex differences in physiological parameters, such as
circulating gonadal and non-gonadal steroids, or both.

Accumulating experimental and epidemiological data indicate
that female gonadal steroids, besides their usual effects in repro-
ductive tissues, modulate a wide variety of functions in the CNS,
including development, neurotransmission, synaptic plasticity,
learning, memory, mental state and mood as well as neuroprotec-
tion in pathological states (Gillies and McArthur, 2010). The ovar-
ian steroids and their metabolic derivates have been shown to
attenuate oxidative injury, inhibit neuroinflammation and excito-
toxicity in the brain and protect neurons from cell death in numer-
ous experimental animal models that mimic neuropathological
aspects of human dysfunction (Dykens et al., 2005; Habib and
Beyer, 2015; Moos et al., 2009). Cellular responses induced by
the most potent female gonadal steroids, 17b-estradiol (E2b) and
progesterone (PG), are mediated through their nuclear estrogen
(ERs) and progesterone receptors (PRs), which function as
transcription factors that selectively modulate gene expression in
target cells. Besides these ‘‘classical” intracellular receptors,
membrane-bound receptors were described to mediate fast, non-
genomic cellular responses to E2b and PG (Sellers et al., 2015;
Singh et al., 2013). Thus, steroid hormones could alter brain func-
tion through a combination of non-genomic and genomic effects
on different brain regions, sub-regions and cell types. This raises
the possibility that estrogen effects might be pharmacologically
separable through the use of selective estrogen response
modulators and 17a-estradiol may be one such compound. The
17a-estradiol (E2a), natural non-gonadal epimer of E2b, operates

via mechanisms independent of classical ERs and elicits a rapid
activation of multiple signaling proteins (Dykens et al., 2005;
Moos et al., 2009). It is also steroid with potent anti-oxidative
and neuroprotective actions in models of neurodegenerative
disease and brain damage with less feminizing effects in males
(Moos et al., 2009; Toran-Allerand et al., 2005).

All listed steroids are recognized as neurotrophic factors,
neuroprotective and psychoprotective agents and estrogen- and
progesterone-based therapies are promising for brain disorders
that affect both genders (Gillies and McArthur, 2010; Moos et al.,
2009; Roof and Hall, 2000). However, less is known about their
effects at components of purinergic signaling in the rat brain.
Although most data about steroid effects are derived from studies
in females, there is rising recognition about their effects in the
male CNS. Since biological sex determines the presence and levels
of circulating sex hormones, in the view of the roles of adenosine in
a regulation of normal and pathological functions in the CNS, the
present study is aimed to explore expression of eN with respect
to sex aspects and interactions with female steroid hormones in
cerebral cortex and hippocampus. Basal expression of eN in inves-
tigated brain regions of both sexes was determined at gene, protein
and biochemical activity level, whereas effects of female sex ster-
oids were explored after repeated administration of E2a, E2b and
PG for seven consecutive days.

2. Materials and methods

2.1. Materials

All chemicals were purchased from Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA), and were of analytical grade.

2.2. Animals

All experiments were conducted using adult male (300–350 g)
and female (250–280 g) rats of Wistar strain obtained from local
colony. Animal procedures were approved by Ethical Committee
for the Use of Laboratory Animals of VINČA Institute of Nuclear
Sciences, Belgrade, Serbia, (02/11) as being in accordance with
the Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication
No. 80-23). Animals were housed (3–4/cage) under standard condi-
tions: 12 h light/dark regime, constant ambient temperature
(22 ± 2 �C) and had free access to food and water.

2.3. Experimental groups and treatments

In the first part of the experiment, male (n = 9) and female rats
(n = 27) were used to assess differences in eN expression associ-
ated with its mRNA, protein and functional level related to gender
and basal hormonal state. Female rats were subdivided into
3 groups (n = 9/group): one group of females was subjected to
bilateral ovariectomy (OVX) through a dorsal incision under ether
anesthesia (OVX), second group was sham-operated under the
anesthesia, without removal of ovaries (sham) and nine age-
matched intact animals in a diestrus were used as a control since
circulation levels of both estradiol and progesterone are low in this
state of estrus cycle (Smith et al., 1975). OVX and sham animals
were left to recover and sacrificed 3 weeks after the surgery.

In the second part of the experiment, another set of males and
OVX females was randomly divided into 4 groups (n = 9–12/group)
receiving subcutaneous injection of 17b-estradiol (E2b, 33.3 lg/kg),
17a-estradiol (E2a, 33.3 lg/kg), progesterone (PG, 1.7 mg/kg) or
equal amount of vehicle (commercial flaxseed oil) for 7 consecutive
days. It has been shown that these doses results in physiological
serum levels of about �50 pg/ml for estradiol (physiological is
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5–50 pg/ml) and about �10 ng/ml for progesterone (normal is
7–18 ng/ml) (Barker and Galea, 2009; Gibbs, 1998, 1999). The dose
chosen for E2bwas also used for E2a allowing for direct comparison
of effects between estrogens. 17a-estradiol is undetectable in
serum, but is found in the brain of adult rodents (Toran-Allerand
et al., 2005).

2.4. Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-PCR

The gene expression analysis of eN was performed by a
semi-quantitative RT-PCR assay as previously described (Grkovic
et al., 2014). Briefly, rats were decapitated with a small animal
guillotine (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), the brains were
removed and cerebral cortices and hippocampi were dissected and
immediately frozen in liquid nitrogen. The total RNA extraction
was performed using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) in accordance with the manufacturer’s instructions while
complementary DNA (cDNA) species were synthesized using High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). cDNAs were amplified using primers designed
for the amplification of eN (F: 50-CCCGGGGGCCACTAGCACCTCA-30;
R: 50-GCCTGGACCACGGGAACCTT-30) together with reference gene
glyceraldehide-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, F: 50-AAGGT
GAAGGTCGGAGTCAACG-30; R: 50-GGCAGAGATGATGACCCTTTTG-
GC-30).

For RT-PCR analysis, appropriate dilutions of cDNA samples rep-
resenting 2.5 lg of total RNA were mixed with PCR buffer contain-
ing 10 mM deoxyribonucleoside triphosphate, 2.1 mM MgCl2, 1U
Taq polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and 0.25 lM primers for eN or 0.125 lM primers for GAPDH in
total volume of 25 ll. Preliminary optimization experiments were
carried out to determine amounts of cDNA for non-saturating con-
ditions and number of amplification cycles to achieve linear ampli-
fication (30 cycles), under the following conditions: denaturation
94 �C/45 s; annealing 58 �C/1 min; extension 72 �C/1 min; final
extension 72 �C/7 min.

PCR products were analyzed on 2% agarose gels together with
O’GeneRuler (Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) and visualized
under UV light using ethidium bromide. The intensity of PCR prod-
ucts was quantified using ImageJ software package. The relative
units related to the eN were normalized based on respective
GAPDH products obtained in same PCR reaction. The results are
expressed as mean ± SEM, from at least six separate measurements
performed on three different mRNA isolations from three animals
per group.

2.5. Preparation of membrane fraction

After decapitation, cerebral cortices and hippocampi from the
same experimental group (3 brains/group) were pooled for
preparations of crude membrane fraction that contains a bulk of
synaptosomes and other membrane fragments, such as glial cells
and neuronal membranes (Cotman and Matthews, 1971).
Dissected brain tissues, were placed in 10 vol of ice cold isolation
buffer (0.32 M sucrose, 5 mM Tris-HCl, pH 7.4) and homogenized
in a Teflon/glass homogenizer (clearance 0.20 mm) by 20 gentle
up and down strokes at 900 rpm. A crude nuclear fraction and cell
debris were removed by centrifugation at 1000g for 10 min.
Supernatants were decanted while pellets were additionally
re-suspended in the same volume of isolation buffer and
centrifuged for a second time under same conditions. Collected
supernatants were further centrifuged at 10,000g for 20 min to
obtain crude membrane pellet that was finally re-suspended in
5 mM Tris-HCl, pH 7.4. All steps of preparation were carried out
at 4 �C. The protein content was determined using bovine serum
albumin as a standard (Markwell et al., 1978).

2.6. Immunoblotting

Rabbit anti-rat ecto-50-nucleotidase antibody (rNu-9lI5) used in
this study has been previously characterized and validated
(Fausther et al., 2012). Aliquots of the membrane fractions were
prepared with Laemmli sample buffer in non-reducing conditions
(without b-mercaptoethanol), boiled for 30 min at 37 �C and equiv-
alent amounts (40 lg of proteins) were resolved on 8% SDS-PAGE
electrophoresis and transferred on polyvinylidenedifluoride
(PVDF) membranes (0.45 lm, Millipore, Germany). After blocking
in 5% non-fat milk (NFM) in PBS-T overnight at 4 �C, the mem-
branes were incubated at room temperature with primary rabbit
anti-rat eN antibody (1:1000 dilution in 2.5% NFM in PBS-T,
www.ectonucleotidases-ab.com). Negative control was performed
by the omission of the primary antibody as well as incubation with
pre-immune serum (Pre-rNu-9lI5) which confirming the specificity
of primary antibody. All membranes were re-probed with goat
anti-rat b-actin antibody (1:3000; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA,) as a loading control. Visualization of bands was per-
formed on X-ray films (AGFA HealthCare NV, Septestraat, Mortsel,
Belgium) with the use of chemiluminescence (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP substrate, Millipore, Darmstadt, Germany),
after incubating the membranes in goat anti-rabbit or donkey anti-
goat horseradish peroxidase conjugated IgG antibody (1:10,000
dilution; Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). Densitometric
analysis was performed using ImageJ software package while opti-
cal density of each eN band was normalized to appropriate optical
density obtained for b-actin. Results are expressed as mean ± SEM,
from at least six separate measurements performed on two or
three different membrane fraction isolations.

2.7. eN assay

eN assay was performed in the reaction medium containing
1 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4 and 10 lg of proteins
in a final volume of 200 ll. The reaction was initiated by the addi-
tion of 150 lM AMP. Following 30 min of incubation at 37 �C, the
reaction was stopped by the addition of 22 ll of 3 M perchloric
acid (PCA), reaction mixtures were than chilled on ice and assayed
for released inorganic phosphate (Pi) (Baykov et al., 1988). The
supernatant was withdrawn and an aliquot (80 ll) was mixed with
the 20 ll of malachite green reagent (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany). Controls with the addition of prepared enzymes after
PCA were used to correct non-enzymatic hydrolysis of the sub-
strates. The optical densities were estimated at wavelength of
650 nm using 96 well plates positioned in a microplate reader
(Wallac 1420 VICTOR, Perkin Elmer Instruments, Waltham, MA,
USA). From these optical density values, specific eN activities were
calculated using appropriate calibration curve obtained with dilu-
tions of a phosphate standard solution. To discard the influence of
alkaline phosphatase on AMP hydrolysis, the classical inhibitor of
this enzyme, levamisole (1.0 mM), was tested and had no effect
upon AMP hydrolysis. Incubation times and protein concentrations
were chosen in order to ensure the linearity of the reaction. All
samples were run in triplicate in at least six independent
determinations, performed on two or three different
membrane preparations. Data are presented as mean activity
(nmol Pi/mg/min) ± SEM.

2.8. Data analysis

Results are presented as the mean ± SEM. Data with one
condition and one variable were analyzed with Student’s t test. A
one-way analysis of variance (one-way ANOVA) followed by
Tukey’s post hoc test was used to determine the significant
changes in investigated expression parameters (mRNA, protein
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and functional level): the comparison were performed between
vehicle-treated controls and corresponding hormone treated ani-
mals, in all experimental groups, using Origin 8.0 software package
while p < 0.05 was considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Basal expression of eN in the cerebral cortex and hippocampus

Sex-related differences in basal expression of eN were assessed
at mRNA, protein and AMPase activity levels in cortical and
hippocampal tissues of intact male and female rats as well as sham
and OVX females. Since sham operation did not induce any signif-
icant effect on expression of eN, data were not discussed and
included in the graphs.

In the cortex, eN expression at mRNA (Fig. 1A), the protein
(Fig. 1C) and the biochemical activity levels (Fig. 1E) were compa-
rable between the sexes. In the hippocampal area, a difference was
observed at AMPase activity level (Fig. 1F), as males exhibited
almost twofold higher basal eN activity (82.7 ± 2.0 nmol
Pi/mg/min, p < 0.001) than diestrus female rats (43.3 ± 1.4
nmol Pi/mg/min).

To assess the role of gonadal status in basal expression of eN,
the parameters were compared between intact and OVX female
rats. As shown in Fig. 1, in both brain areas ovariectomy altered
neither mRNA abundance (Fig. 1A, B) neither activity (Fig. 1E, F),
while it led to modest up-regulation of eN at the protein level in
both cortex (31.2 ± 4.1%, p < 0.001, Fig. 1C) and hippocampus
(17.6 ± 3.6%, p < 0.05, Fig. 1D).

3.2. Effect of repeated hormone administration on eN expression in the
cerebral cortex

In male rats, administrated sex steroids did not affect cortical
expression of eN at any analyzed level (one-way ANOVA: mRNA
[F(3,20) = 3.089; p = 0.050], protein [F(3,20) = 2.143; p = 0.127],
activity [F(3,47) = 0.973; p = 0.413], Fig. 2A, C, E respectively). In
the cerebral cortex of OVX females, the overall ANOVA of
eN-mRNA level revealed a significant main effect of group
[F(3,27) = 8.089; p = 0.0004, Fig. 2B], but not of eN protein level
[F(3,27) = 1.131; p = 0.354, Fig. 2D]. The only exception was PG,
which slightly down-regulated mRNA in OVX animals
(28.9 ± 5.6%, Tukey’s post hoc test p < 0.05) in respect to
vehicle-treated control (Fig. 2B). In the membranes isolated
from OVX females, E2a and PG produced significant effects at eN
activity (one-way ANOVA:[F(3,72) = 5.279; p = 0.0025], Tukey’s
post hoc test p < 0.05; Fig. 2F), inducing 15–25% decrease in AMP
hydrolysis (29.5 ± 1.4 nmol Pi/mg/min, 27.5 ± 1.9 nmol Pi/mg/min,
respectively) compared to vehicle-treated OVX animals
(36.6 ± 1.6 nmol Pi/mg/min), while E2b had no impact on investi-
gated parameter.

3.3. Effect of repeated hormone administration on eN expression in the
hippocampus

Similar to observed results for male cortex, applied treatments
did not affect eN expression in hippocampal tissue of male rats
(one-way ANOVA: mRNA [F(3,27) = 1.059; p = 0.383], protein
[F(3,28) = 2.929; p = 0.051], activity [F(3,53) = 0.596; p = 0.621],
Fig. 3A, C, E). However, the effects induced by the steroids in female
rats were different between cortical and hippocampal area. In OVX
rats, E2a was ineffective, whereas ovarian steroids, E2b and PG,
induced complex effects at the mRNA, protein and function level.
Namely, E2b up-regulated mRNA (one-way ANOVA [F(3,31) =
6.635; p = 0.0014], Tukey’s post hoc test p < 0.001, Fig. 3B) and

increased AMP hydrolysis (one-way ANOVA [F(3,59) = 8.761;
p = 0.00007], Tukey’s post hoc test p < 0.05, 51.8 ± 2.5 nmol Pi/mg/
min) in respect to vehicle-treated control (40.70 ± 1.7 nmol Pi/mg/
min, Fig. 3F) while significantly decreased eN protein abundance
for about 35% (one-way ANOVA [F(3,26) = 4.092; p = 0.0166],
Tukey’s post hoc test p < 0.05, Fig. 3D). Although similar trends
were detected following PG treatment, decreased at protein level
for about 30% (Tukey’s post hoc test p < 0.05, Fig. 3D) and increased

Fig. 1. Basal eN expression in the cerebral cortex and hippocampus. Expression of
eN assessed at mRNA (A, B), protein (C, D) and biochemical activity (E, F) level in the
cortex and hippocampus of male (white bars), intact female (light gray bars) or OVX
female (gray bars) rats. The abundance of eN-transcript was determined in the
cortical (A) and hippocampal (B) tissue by RT-PCR. Bars represent mean ± SEM of eN
mRNA (relative to GAPDH). Samples are from three animals per each group
(1brain/group/isolation). eN protein expression in the membrane preparations
isolated from cortex (C) and hippocampus (D) was assessed by Western blot
analysis. Bars represent mean relative eN abundance ± SEM from at least 6 separate
determinations, from three independent plasma membrane preparations (3
brains/group/isolation). The activity of eN was assessed by determining the level
of liberated inorganic phosphate (Pi) in the membrane preparations isolated from
cortex (E) or hippocampus (F). Bars represent mean specific activity (nmol Pi/mg/
min) ± SEM from at least 6 separate determinations performed in triplicate, from
three independent plasma membrane preparations (3 brains/group/isolation).
Significance levels: *p < 0.05, ***p < 0.001 (Student’s t test) indicate statistical
difference from intact females.
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AMP hydrolysis (49.8 1.7 nmol Pi/mg/min, Tukey’s post hoc test
p < 0.05, Fig. 3F), the changes were not observed at mRNA level.

4. Discussion

Results presented herein demonstrate (a) regional and
sex-related differences in eN function, with the highest AMPase

activity observed in the hippocampus of male rats; (b) treat-
ments with the sex steroids do not alter eN expression in the
male cerebral cortex and hippocampus; (c) the ovariectomy
was unable to alter basal gene eN expression or the activity
in cortex and hippocampus of female rats, while induced slight
increase in eN protein level in cortical and hippocampal
membranes; (d) the main effects of treatments with the sex
steroids were alterations in eN activity in the OVX females: in
the cortex, the predominant effect of the applied treatments

Fig. 2. Effect of repeated hormone administration on eN expression in the cerebral
cortex. Expression of eN assessed at mRNA, protein and biochemical level in
cerebral cortex of male (A, C, E) and OVX female (B, D, F) rats. (A, B) The abundance
of eN transcript was determined by RT-PCR. Bars represent mean relative eN
abundance ± SEM. Samples are from three animals per each group (1 brain/group/
isolation). (C, D) Levels of eN protein in membrane preparation were assessed by
Western blot. Bars represent mean relative eN abundance ± SEM from at least 6
separate determinations, from two or three independent plasma membrane
preparations (3 brains/group/isolation). (E, F) The AMP hydrolysis was assessed
by determining the level of liberated inorganic phosphate (Pi). Bars represent mean
specific activity (nmol Pi/mg/min) ± SEM from at least 6 separate determinations
performed in triplicate, from two or three independent plasma membrane
preparations (3 brains/group/isolation). Dot lines represent mean ± SEM (gray area)
in appropriate control animals (C, vehicle-treated animals). Significance levels:
*p < 0.05 (ANOVA followed by Tukey’s post hoc test), indicate statistical difference
from appropriate control group (C).

Fig. 3. Effect of repeated hormone administration on eN expression in the
hippocampus. Expression of eN assessed at mRNA, protein and biochemical level
in hippocampus of male (A, C, E) and OVX female (B, D, F) rats. (A, B) The
abundance of eN transcript was determined by RT-PCR. Bars represent mean
relative eN abundance ± SEM. Samples are from three animals per each group
(1brain/group/isolation). (C, D) Levels of eN protein in membrane preparation
were assessed by Western blot. Bars represent mean relative eN abundance ± SEM
from at least 6 separate determinations, from two or three independent plasma
membrane preparations (3 brains/group/isolation). (E, F) The AMP hydrolysis was
assessed by determining the level of liberated inorganic phosphate (Pi). Bars
represent mean specific activity (nmol Pi/mg/min) ± SEM from at least 6 separate
determinations performed in triplicate, from two or three independent plasma
membrane preparations (3 brains/group/isolation). Dot lines represent mean ± SEM
(gray area) in appropriate control animals (C, vehicle-treated animals).
Significance levels: *p < 0.05, ***p < 0.001 (ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test), indicate statistical difference from appropriate control group (C).
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was decrease in eN activity, while in the hippocampus the pre-
dominant effect was increase in eN activity.

In line with what was previously known, our study confirmed
the presence of regional and sex-related differences in eN activity.
In male rats, more than 2.5-fold higher AMP hydrolysis was
observed in the hippocampus compared to the cortex, whereas this
difference was not observed in the intact females. On the other
hand, no apparent sex differences were observed in the expression
levels and eN activity in the cortical area. Comparative analysis of
available data regarding regional distribution of purinergic system
components suggests that hippocampus exhibits the highest eN
activity (Bjelobaba et al., 2009; Nagata et al., 1984; Nedeljkovic
et al., 2006), together with the lowest adenosine deaminase
activity (Geiger and Nagy, 1986; Yamamoto et al., 1987) and
ENT1 abundance (Anderson et al., 1999) among brain areas tested,
which together indicate high extracellular adenosine levels in this
brain area (Pani et al., 2014). Distribution of adenosine receptors
also correlates with high extracellular adenosine levels, as the hip-
pocampus is one of the A1R-richest regions in the brain (Rudolphi
et al., 1992). Taken together these comparative data point to high
activity and functional importance of adenosine signaling in male
hippocampus, although how it is related to hippocampal function
or sex differences on performance, remains unknown. As support
of listed above, treatments with the sex steroids did not alter eN
expression in the male cerebral cortex and hippocampus, at any
of investigated levels. A possible explanation may be also found
in the complex endogenous hormonal milieu and their interactions
in the investigated brain regions (Barker and Galea, 2009; Kato
et al., 2013).

To unveil the role of circulating female sex steroids in basal
expression of eN in female cerebral cortex and hippocampus, the
expression levels were compared between intact and OVX female
rats. Although ovariectomy induced modest up-regulation of eN
protein level at membrane fractions of both investigated brain
area, the rate of eN activity and gene expression remained equiva-
lent in intact and OVX rats. Like many GPI-anchored proteins, eN
may have functions other than its catalytic activity, such as cell
adhesion. There is considerable evidence that the eN is associated
with the neuronal surface during synaptic plasticity and remodel-
ing (Zimmermann, 1992; Zimmermann et al., 2012). Thus, the
increased abundance of eN after ovariectomy possibly participate
in the cellular contacts and substrate selection during dendritic
spine densities alterations and synaptic rearrangement caused by
ovariectomy (Frankfurt and Luine, 2015). However, Rucker and
co-workers (2005) demonstrated that eN activity was increased
in cortical, but not in the purified hippocampal synaptosomes fol-
lowing ovariectomy. This discrepancy may imply that the effects of
circulating sex steroids on eN expression are cell type-specific,
since crude membrane preparations used in this study contains
synaptosomes, neuronal and astroglial membranes, whereas the
latest abundantly express eN (Brisevac et al., 2012;
Zimmermann, 1992). Taken together, we did not find the evidence
that ovaryectomy affect eN expression and the activity in the
female cortex and hippocampus, at least not at the transcriptional
level in relation to diestrus females.

In general, results demonstrated steady levels of eN gene
expression after repeated administration of steroid hormones in
the OVX females. However, E2b treatment induced up-regulation
of eN-mRNA and reversed the increase of eN protein abundance
promoted by ovariectomy in the hippocampus. Increased eN pro-
tein abundance promoted by ovariectomy was not reverted in
the cerebral cortex of OVX females after steroid hormone
treatment. In the context of endogenous hormonal milieu in the
investigated structures, it has been found that ovariectomy
reduced estradiol concentration in the female hippocampus but
not in the cortex, and repeated exogenous treatment with estradiol

increased its content to level above intact animals in the cerebral
cortex but not in hippocampus (Barker and Galea, 2009). The cere-
bral cortex and hippocampus differs in the uptake, storage or
metabolism of steroids arriving from the periphery (Barker and
Galea, 2009) which may underlines different effects on eN expres-
sion. Furthermore, repeated treatment with PG induced slight
decrease of eN-mRNA, without altering in protein abundance at
the cortical membranes of OVX females, while decreased eN pro-
tein abundance in hippocampal membranes without altering
mRNA. It is well-known that gonadal steroids can act either
directly, by binding to nuclear receptors which act as ligand-
activated transcriptional factors that selectively modulate target
gene expression, or indirectly, by interacting with other classes
of transcription factors and DNA modifying proteins through com-
plex protein–protein interactions (Mani and Oyola, 2012; Sellers
et al., 2015; Singh et al., 2013; Tetel et al., 2009), again regulating
gene expression. In the support of the later, a number of reports
document that steroids through its receptors, may regulate the
activity of AP-1 and Sp1 transcription factors (Faivre et al., 2008;
Jones et al., 2002; Vivar et al., 2010), which are active at eN gene
promoter (Spychala et al., 1999).

Furthermore, our results demonstrated that the treatments
with sex steroids induced regional- and sex-different effects on
eN activity in the rat cerebral cortex and hippocampus. Specifically,
application of sex steroids did not affect eN properties at mem-
branes of cerebral cortex and hippocampus of the males but they
induced significant and opposite effects in the investigated regions
of OVX females. Except slightly decreased of AMP hydrolysis in the
cortical membranes of OVX females, probably through the non-
genomic mechanisms activated at the membranes of cerebral cor-
tex (Dykens et al., 2005; Moos et al., 2009), E2a treatment did not
affect the eN properties. In the cortex of OVX animals, PG also
reduced the rate of AMP hydrolysis. On the other hand, in the hip-
pocampus, the E2b and PG increased hydrolysis of AMP. However,
with only two exceptions with modest transcriptional effects, the
treatments used in this study did not affect eN gene transcription,
but they rather interfered with the eN activity, pointing to other
mechanisms which are independent of de novo transcription.
Namely, functional eNs are a homodimers with highly diverse
pattern of glycosylation (Misumi et al., 1990), that could influence
the enzyme kinetic properties. Alterations in eN activity after hor-
mone treatment may be regulated on a longer timescale, possibly
by different pattern of glycosylation, suggests that this might also
be the case in situations in which lack of correlation between eN
gene/protein expression and enzyme activity was observed
(Bavaresco et al., 2007; Brisevac et al., 2012; Da Silva et al., 2012;
Grkovic et al., 2014; Stanojevic et al., 2011). Also, it is possible that
exogenously administered sex steroids modulate eN activity by
interfering with specific regulatory factor(s) or signaling cascade
(s), as shown in several breast carcinoma cell lines (Spychala
et al., 2004) and changes the enzyme protein conformation and
topography (Zimmermann, 1992). In addition, eN dimers associate
with each other and with other ectonucleotidases, P1 and P2 recep-
tors and nucleoside transporters to form hetero-oligomeric com-
plexes (Schicker et al., 2009) that contribute to eN fine-tuning.
Thus, topology of purinergic components at the cell surface as well
as other molecules, that could be a subject to changes after hor-
monal application, might be responsible for changes in the eN
activity we observed after hormone treatments.

As adenosine in the extracellular space arises from the action of
eN, modulation in eN expression and function could alter adeno-
sine production and adenosine receptors activation as well as
release and uptake of other neurotransmitters, such as acetyl-
choline and glutamate (Gomes et al., 2011). Disturbance in activity
and expression of eN and other nucleoside metabolic enzymes
might cause metabolic diseases that are accompanied by

N. Mitrović et al. / General and Comparative Endocrinology 235 (2016) 100–107 105



neurological or psychological symptoms and mental retardation.
Furthermore, a better understanding of brain sex dimorphism as
well as sex-specific responses to steroid hormones is essential for
full translational potential of promoting human health. The present
study demonstrates that expression of eN assessed on mRNA,
protein and functional level could be influenced by gender,
administrated hormones and brain region. This opens a question
of steroid hormones regulation of complex purinergic signaling
machinery and further study on the exact mechanism(s) responsi-
ble for the effects of investigated sex steroids on eN is currently
ongoing in our laboratory.
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A B S T R A C T

Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase3 (NTPDase3) is membrane-bound ecto-enzyme which
hydrolyzes extracellular ATP, thus modulating the function of purinergic receptors and the pattern of
purinergic signaling. Here we analyzed the developmental expression of NTPDase3 in female
hypothalamus, cerebral cortex and hippocampal formation at different postnatal ages (PD7-PD90) by
qRT-PCR and immunohistochemistry. In hypothalamus and hippocampus, a similar developmental
profile was seen: NTPDase3 gene expression was stable during postnatal development and increased in
adults. In the cortex, upregulation of NTPDase3 mRNA expression was seen at PD15 and further increase
was evidenced in adults. Immunohistochemical analysis at PD7 revealed faint neuronal NTPDase3
localization in a dorsal hypothalamus. The immunoreactivity (ir) gradually increased in PD15 and PD20,
in clusters of cells in the lateral, ventral and dorsomedial hypothalamus. Furthermore, in PD20 animals,
NTPDase3-ir was detected on short fibers in the posterior hypothalamic area, while in PD30 the fibers
appeared progressively longer and markedly varicose. In adults, the strongest NTPDase3-ir was observed
in collections of cells in dorsomedial hypothalamic nucleus, dorsal and lateral hypothalamus and in
several thalamic areas, whereas the varicose fibers traversed entire diencephalon, particularly
paraventricular thalamic nucleus, ventromedial and dorsomedial hypothalamic nuclei, the arcuate
nucleus and the prefornical part of the lateral hypothalamus. The presumably ascending NTPDase3-ir
fibers were first observed in PD20; their density and the varicose appearance increased until the
adulthood. Prominent enhancement of NTPDase3-ir in the hypothalamus coincides with age when
animals acquire diurnal rhythms of sleeping and feeding, supporting the hypothesis that this enzyme
may be involved in regulation of homeostatic functions.

ã 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Extracellular adenosine triphosphate (ATP) acts as gliotrans-
mitter, neurotransmitter, neuromodulator and trophic factor,
controlling excitability, transmission and synaptic plasticity
(Cunha and Ribeiro, 2000; Rodrigues et al., 2005) during both
embryonic and postnatal development of the central nervous
system (CNS) (Dias et al., 2013; Wieraszko, 1996; Zimmermann,
2006). By acting at two distinct classes of P2 receptors, ligand-
gated P2X1-7 and G-protein coupled P2Y1-13 (Burnstock, 2007),
extracellular ATP induces myriad of cellular actions in the CNS (for
review, see Burnstock 2007; Zimmermann et al., 2012). The effects
induced by ATP are under control of ectonucleotidase enzyme
family, which catalyze sequential hydrolysis of extracellular ATP to
ADP, AMP and adenosine (Zimmermann et al., 2012).

Abbreviations: ATP, adenosine triphosphate; ADP, adenosine diphosphate; Arch,
arcuate nucleus; chp, choroid plexus; CM, central medial thalamic nucleus; D3V,
third ventricle; DMC, compact part of dorsomedial hypothalamic nucleus; DMD,
dorsomedial hypothalamic nucleus; DMV, ventral part of dorsomedial hypotha-
lamic nucleus; Hip, hippocampus; IMD, intermmediodorsal thalamic nucleus; LH,
lateral hypothalamus; LSI, lateral septal nucleus; M2, secondary motor area; MHb,
medial habenular nucleus; MoDG, molecular layer of dentate gyrus; PH, posterior
hypothalamic nucleus; PHD, posterior hypothalamic area; Pir, piriform cortex; PVP,
paraventricular thalamic nucleus; Rh, rhomboid thalamic nucleus; VMH, ventro-
medial hypothalamic nucleus; VPM, ventral posteromedial thalamic nucleus; S2,
secondary somatosensory cortex; slm, stratum lacunosum moleculare.
* Corresponding author at: Department of Molecular Biology and Endocrinology,

VIN�CA Institute of Nuclear Sciences, University of Belgrade, Mike Petrovi�ca Alasa 12-
14, 11001 Belgrade, Serbia.

E-mail address: istanojevic@vinca.rs (I. Grkovi�c).
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In the rat brain, the ectonucleotidase family includes ecto-
nucleoside triphosphate diphosphohydrolases1-3 (NTPDase1-3),
which hydrolyze ATP and ADP to AMP, and ecto-50-nucleotidase
(eN), which catalyzes the final step of the conversion of AMP to
adenosine. Individual members of NTPDase family differ in several
respects, including their substrate preferences. Specifically,
NTPDase1 uses ATP and ADP equally well to produce AMP, while
NTPDase2 preferentially dephosphorylates ATP to ADP.
NTPDase3 is the functional intermediate between the previous
two, as it hydrolyzes both ATP and ADP with a molecular ratio of
about 1:0.3 (Smith and Kirley, 1998), leading to transient
accumulation of ADP (Kukulski et al., 2005). Therefore,
NTPDase2 and NTPDase3 produce agonists which act at ADP-
sensitive purinoceptors, such as P2Y1, P2Y12 and P2Y13 (Abbrac-
chio et al., 2006).

Members of ectonucleotidase family have a wide distribution in
the brain, although individual members exhibit marked regional
and cell-type specific localization (Bjelobaba et al., 2007; Braun
et al., 2000; Langer et al., 2008; Wang and Guidotti, 1998; Wink
et al., 2006). Among NTPDases expressed in the brain, the most
restricted and exclusively neuronal localization is observed for
NTPDase3. Somatic NTPDase3 localization was observed only in
the midline regions of the brain: in the thalamus and hypothala-
mus, the medulla oblongata (Belcher et al., 2006) and in the spinal
cord (Vongtau et al., 2011). NTPDase3-expressing neuronal fibers
are abundantly present in the midline regions of the brain, while
scattered NTPDase3 positive axon-like processes with prominent
varicosities were also observed in the cerebral cortex, hippocam-
pus and basal ganglia (Belcher et al., 2006; Bjelobaba et al., 2010). It
should be noted that nearly all of the NTPDase3-immunoreactive
(ir) hypothalamic neurons and the vast majority of NTPDase3-ir
fibers express hypocretin-1/orexin-A, suggesting its role in the
autonomic and hormone-regulated behaviors, such as food intake,
sleep-wake cycle, and reproduction (Belcher et al., 2006). The
involvement of the enzyme in the reproductive behaviors is further
substantiated with the finding that in females, the expression of
NTPDase3 in the sex-related regions of the medial and lateral
hypothalamus can be modulated by exogenously administrated
17b-estradiol (Kiss et al., 2009). Considering that the hypothala-
mus, cerebral cortex and hippocampus are highly estrogen
responsive brain regions, the present study has been designed
to investigate the developmental profile of NTPDase3 expression in
the female rat brain. We also wanted to test if ovariectomy
influences the expression levels of NTPDase3 in the selected brain
regions of an adult female rats. Because regional and local
distribution of individual NTPDases crucially affects the type
and extent of P2 receptor signaling, essential for normal brain
functioning, it is important to determine whether the
NTPDase3 contributes to the control of nucleotide-mediated
signaling during postnatal development.

Results of our study show that, although NTPDase3 mRNA is
already present at PD7, NTPDase3-ir that resembles the enzyme
localization in the adult appears in the lateral hypothalamic areas
only at the end of third postnatal week (PD20), at about the time
when the animals acquire the adult-like diurnal rhythms of feeding
and sleeping behavior. This implies that the developmentally
regulated expression of NTPDase3 and ATP signaling may be
important in the regulation of the homeostatic mechanisms
involved in sleeping and feeding.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Female rats of Wistar strain from a local colony of VIN�CA
Institute of Nuclear Science breeding stock were used in all

experiments. All procedures were carried out in accordance with
the principles from Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(NIH publication no. 80-23), and the Ethical Committee for the Use
of Laboratory Animals of VIN�CA Institute of Nuclear Sciences,
University of Belgrade, Belgrade, Serbia, (02/11) approved the
protocols. Animals were housed under standard conditions: 12 h
light/dark regime, constant ambient temperature (22 � 2 �C) and
free access to food and water.

Females were organized in the following groups: postnatal 7-
(PD7), 15- (PD15), 20- (PD20), 30- (PD30) and 90- (adult) days old
rats. Rats in PD7, PD15 and PD20 groups were kept in the litter,
while the animals in PD30 and adults were weaned at the 21st
postnatal day and kept 3/cage. At each postnatal group, rats (n = 9)
were selected from at least five separate litters (reducing litter size
uniformly).

Adult rats were divided into 3 groups: OVX group (n = 9/group)
was subjected to bilateral ovariectomy through one dorsal incision
under ketamine (50 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) anesthesia. The
same procedure was conducted on the sham group (n = 6/group),
without removal of ovaries. Intact (n = 14) animals taken in diestrus
phase of the estrous cycle were used as a control. Vaginal lavage
was performed between 9 and 10 am during two weeks and the
stage was determined by evaluating relative proportion of
epithelial nucleated cells, squamous cells and leucocytes in vaginal
smears. The presence of leukocytes in the smear indicated diestrus.
Only those animals with regular 4–5 days cycle were included. OVX
and sham animals were sacrificed 3 weeks after the surgery. Since
sham operation had not induced any significant effect on the
expression of NTPDase3, those data were not discussed or included
in the graphs.

2.2. Preparation of subcellular fractions

Subcellular localization of NTPDase3 and specificity of the
antibodies used in the immunohistochemical study was tested by
Western blot analysis, after resolving sample proteins by SDS-PAGE
electrophoresis. Crude membrane fraction (P2), gliosomes, syn-
aptosomes, purified synaptic plasma membranes, synaptic mito-
chondria and the cytosolic fractions were isolated from whole
cerebral cortex and hippocampal formation of adult female rats by
differential centrifugation on discontinuous Percoll gradient
(Dunkley et al., 2008; Moutsatsou et al., 2001). Due to small
sample size, the only fraction prepared from the dissected
hypothalamic tissue was the P2 fraction.

Cortices, hippocampi and hypothalami were dissected and
homogenized in 10 vols of ice cold isolation buffer (0.32 M sucrose,
5 mM Tris–HCl, pH 7.4) in a Teflon/glass homogenizer (clearance
0.20 mm) at 900 rpm. Crude nuclear fraction and cell debris were
removed by centrifugation at 1000g for 10 min. Supernatants were
collected and centrifuged at 17000g for 20 min in order to obtain
crude membrane fraction (P2). The P2 pellet isolated from the
hypothalamus was lysed in hypo-osmotic solution (5 mMTris–HCl,
pH 7.4), aliquoted and kept on �80 �C until use. P2 fractions
isolated from the cortices and hippocampi were resuspended in
the isolation buffer, placed on a discontinuous Percoll (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany) gradient (2, 6, 15, and 23% v/v of Percoll
in 0.32 M sucrose and 1 mM EDTA, pH 7.4) and centrifuged at
35,000g for 5 min. The bands containing gliosomal (Glio) and
synaptosomal (Syn) fractions were removed from 2 to 6% and 15–
23% Percoll interface, respectively, diluted in the isolation buffer
and pelleted by centrifugation at 14,000g for 20 min at 4 �C to
remove myelin. The synaptosomal fraction was re-suspended in
5 mMTris–HCl, pH 7.4, centrifuged at 15,000g for 20 min at 4 �C.
Supernatant was collected as synaptic cytosol (Cit), while the
pellet was placed on a discontinuous sucrose gradient (0.32, 0.8,
1.0, and 1.2 M in 5 mM Tris–HCl, pH 7.4) and centrifuged at 90,000g
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for 2 h. Synaptic plasma membrane (SPM) fraction was collected
from the 1.0/1.2 M sucrose interface, while the pellet containing
synaptic mitochondria (Mit) and both fractions were resuspended
in 5 mM Tris–HCl, pH 7.4, centrifuged and resuspended in sample
loading buffer for immunoblotting. All steps were carried out at
4 �C.

In order to validate the effective separation of sub-cellular
fractions, Western blot analysis was used to determine the
abundance of well-known astrocyte (glial fibrillary acid protein)
and synapse marker proteins (synaptophysin, syntaxin, PSD-95)
between gliosome and synaptosome samples as well as synaptic
plasma membrane, mitochondrial and cytoplasmic marker pro-
teins (Na,K-ATPase, synaptic membrane protein; heat shock
protein-60, a mitochondrial matrix protein; a-tubulin, cyto-
plasmic protein).

The protein content was determined using bovine serum
albumin (BSA) as a standard (Markwell et al., 1978).

2.3. Western blot analysis

Western blot analysis was performed as previously described
(Grkovic et al., 2014). Briefly, equivalent amounts (40 mg of
proteins) were resolved by SDS-PAGE electrophoresis (4–8%) and
transferred onto PVDF support membranes (0.45 mm, Millipore,
Germany). After washing in TBST (50 mM Tris–HCl pH 7.4, 150 mM
NaCl, 0.05% Tween 20), the membranes were blocked in 5% BSA in
TBST for 1 h. The membranes were then incubated with rabbit anti-
rat NTPDase3 (KLH14 antisera; a kind gift from Dr. T.L. Kirley,
University of Cincinnati, OH, USA) or goat anti-b-actin antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA), both 1:2000 in
TBST, overnight at 4 �C. After washing with TBST, membranes were
incubated with appropriate secondary antibodies conjugated to
horseradish peroxidase (1:10000 in TBST, Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Inc. Dallas, Texas, USA). Visualization of the bands was
performed on X-ray films (AGFA HealthCare NV, Septestraat,
Mortsel, Belgium) with the use of chemiluminescence (Immobilon
Western Chemiluminescent HRP substrate, Millipore, Darmstadt,
Germany). Densitometric analysis was performed using ImageJ
software package while optical density of each NTPDase3 band was
normalized to appropriate optical density obtained for b-actin. The
results acquired from six separate measurements isolated from
three animals are expressed as mean � SEM.

2.4. Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-PCR and qRT-
PCR

The gene expression analysis of NTPDase3 was performed by a
semi-quantitative RT-PCR assay as previously described (Grkovic
et al., 2014). The total RNA extractions from whole hypothalamus,
cerebral cortex and hippocampal formation were performed using
TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance with
the manufacturer's instructions while complementary DNA
(cDNA) species were synthesized using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). cDNAs were amplified using primers designed for the
amplification of NTPDase3 (f: 50-CGGGATCCTTGCTGTGCGTGG-
CATTTCTT-30; r: 50-TCTAGAGGTGCTCTGGCAGGAATCAGT-30), to-
gether with reference gene glyceraldehide-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, f: 50-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-30;
r: 50-GGCAGAGATGATGACCCTTTTGGC-30).

For polymerase chain reaction (PCR), appropriate dilutions of
cDNA samples representing 2.5 mg total RNA were mixed with PCR
buffer containing 10 mM deoxyribonucleoside triphosphate,
2.1 mM MgCl2, 0.25 mM primers for NTPDase3, 0.125 mM primers
for GAPDH and 1-U Taq polymerase (Kapa Biosystems, Wilming-
ton, Massachusetts, USA), in a total volume of 25 ml. The cDNAs

were amplified for 28 cycles (Thermal Cycler, Eppendorf), using the
following conditions: denaturation 94 �C/45 s, annealing 58 �C/
1 min, extension 72 �C/1 min, and final extension 72 �C/7 min. The
PCR products were analyzed on a 2% agarose gel and visualized
under UV light using ethidium bromide. Densitometry of PCR
products was performed with ImageJ software package and
relative NTPDase3 band intensity was normalized to GAPDH.

Quantitative real-time PCR was performed using SYBR Green
(Applied Biosystems) and QuantStudioTM 3 System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) using the following thermal profile
parameters for both examined genes: 2 min at 50 �C, 10 min at
95 �C, 15 s at 95 �C and 1 min at 60 �C (last two steps repeated in
40 cycles). NTPDase3 gene expression levels were determined by
the comparative 2^ (-delta Ct) quantification method, using
GAPDH as a reference gene. Samples obtained from 5 animals
for each experimental group were ran in duplicate. Across the
investigated groups, GAPDH gene expression remained stable,
justifying its use as a reference gene. The following primers were
used: NTPDase3: (f) 50-ACGGTTACAGCACCACCTTC, (r) 50-
ACAGCTGTGGGTCACCAGTT-30; GAPDH: (f) 50-GTGGACCT-
CATGGCCTACAT-30 (r) 50-GGATGGAATTGTGAGGGAGA-30. The
results are expressed as mean � SEM.

2.5. Tissue processing and immunohistochemistry

Brains from examined postnatal groups (n = 3–4/group) were
carefully removed from the skulls and fixed overnight in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). After
cryoprotection in graded sucrose, brains were frozen in 2-methyl
butane and kept at �70 �C until sectioning on cryotome. Sections,
25-mm thick, were mounted on gelatin-coated slides, dried for 2 h
at room temperature and stored at �20 �C until use.

NTPDase3 immunolabeling was performed according to the
procedure previously described (Bjelobaba et al., 2010). Briefly,
non-specific binding was reduced with 5% normal donkey serum in
0.01 M phosphate buffered saline pH 7.4 (PBS).
NTPDase3 antiserum in 5% normal donkey serum in PBS (1:500)
was applied for 1 h, at room temperature. Horseradish peroxidase
conjugated secondary donkey anti-rabbit antibody (1:200; Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) was used and the
reaction product was visualized with 303-diaminobenzidine (DAB,
Dako, Glostrup, Denmark) according to manufacturer instructions.
Negative control was performed by omitting the
NTPDase3 antisera. Additional negative control was done using
the pre-immune serum (supplied also by Dr. T.L. Kirley). In both
cases, staining did not result in specific labeling. After dehydration
and clearing, sections were mounted with DPX Mounting medium
(Fluka, Buchs, Switzerland) and examined under Zeiss Axiovert
microscope (Zeiss, Jena, Germany). Neuroanatomical regions were
identified and labeled according to the rat brain atlas (Paxinos and
Watson, 2005).

Double labeling procedures were performed as follows: after
incubation in NTPDase3 antibody, secondary donkey anti-rabbit
Alexa Fluor 555 antibody (1:200 dilution; Invitrogen, Carlsbad, CA)
was applied for 2 h. The sections were washed in PBS and incubated
in the primary antibodies: mouse anti-syntaxin1 (1:200 dilution;
Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, Texas, USA) or mouse anti-
postsynaptic density protein 95 (PSD-95; 1:200 dilution; Millipore,
Billerica, MA, USA). Secondary donkey anti-mouse Alexa Fluor 488
(1:200 dilution; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was applied for 2 h.
Bovine serum albumin (BSA, Serva, Heidelberg, Germany) was
used to block the unspecific labeling as 1% solution in PBS. All
primary and secondary antibodies were diluted in 1% BSA in PBS
and separately applied. Antigen retrieval step in the heated citrate
buffer (pH 6) and tissue permeabilization with 0.3% Triton X-100 in
PBS were performed in order to enhance the staining. The sections
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were mounted in mowiol (Calbiochem, Darmstadt, Germany) and
examined under the Zeiss Axiovert fluorescent microscope (Zeiss,
Jena, Germany) equipped with a camera and EC Plan-Apochromat
100� objective, using the Apotome system to obtain optical
sections. Images were sized, cropped and their brightness and
contrast were adjusted in Photoshop CS.

2.6. Data analyses

The results from PCR and Western blot analyses were presented
as mean � SEM. Significance of difference between the data
obtained from intact and OVX female groups was determined
using Student’s t test. A one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s post hoc test (considering p < 0.05 as
significant) was used to determine the significant changes in
messenger RNA (mRNA) abundance between different age groups.

3. Results

3.1. Antisera specificity

The validity of the NTPDase3 antisera in the rat brain fractions
was confirmed by Western blot analysis after resolving particulate
subcellular fractions isolated from hypothalamus (Fig. 1A), cortex
(Fig. 1B) and hippocampus (Fig. 1C) by SDS-PAGE gel electropho-
resis. One major band at approximately 80 kDa was detected in the
crude membrane fraction (P2), together with two faint bands at

�25 and 250 kDa. In accordance with the previously described
localization of NTPDase3 in astrocytes and neurons (Belcher et al.,
2006; Wink et al., 2006; Kiss et al., 2009; Bjelobaba et al., 2010), we
found that NTPDase3 was more abundant in synaptosomal (Syn)
and synaptic plasma membrane (SPM) fractions than in gliosomal
(Glio) and synaptic mitochondrial (Mit) fractions, whereas the
band was absent from the cytosolic fractions (Cyt). When the pre-
immune serum was used, 80 kD band could not be detected,
further confirming that this bend corresponds to fully glycosylated
NTPDase3 membrane protein.

3.2. Syntaxin-1 and PSD-95 double immunofluorescence

Since NTPDase3 protein was detected in the Syn and SPM
fractions, which both contain presynaptic and postsynaptic
membrane compartments, fine synaptic localization of
NTPDase3 was next determined by means of double immunofluo-
rescence histochemistry, using the antibodies against syntaxin, as
a marker of a presynaptic compartment and PSD-95, as a marker of
a postsynaptic compartment. NTPDase3-immunofluorescence was
only sporadically observed in association with the fluorescence
corresponding to syntaxin (Fig. 1D a-c), whereas much more
frequently with the fluorescence corresponding to PSD-95 (Fig. 1D
d-f), indicating that NTPDase3-expressing varicosities more often
represent postsynaptic elements of the synapses. However, the
vast majority of NTPDase3-ir did not co-localize with neither of the
two synaptic markers.

Fig. 1. (A–C) Specificity of polyclonal NTPDase3 antisera. The subcellular fractions were obtained from hypothalamus (A), cortex (B) and hippocampus (C). One major
NTPDase3 band at � 80 kDa was detected in the P2, Syn and SPM and faint band in Glio and Mit fractions, together with two faint bands at �25 and 250 kDa. When the pre-
immune serum was applied, 80 kDa-band could not be detected. (D) Double immunofluorescent staining of NTPDase3 and synaptic markers. (a–c) Representative set of high
magnification optical sections of cortex showing NTPDase3 (red fluorescence, a, d) and syntaxin or PSD-95 (green fluorescence, b, e) expression. Overlaid images (c, f) reveal
sporadic expression of NTPDase3 in the presynaptic compartment and more frequent expression of NTPDase3 on postsynaptic elements of the synapses. Scale bar applies to
all images: 10 mm. (E and F) Expression of NTPDase3 assessed at mRNA (E) and protein (F) level in the hypothalamus, cortex and hippocampus of control (C, white bars) or OVX
(gray bars) female rats. Bars represent mean � SEM. No significant changes in NTPDase3 mRNA and protein content could be detected in any investigated region. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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3.3. NTPDase3 expression in hypothalamus, cerebral cortex and
hippocampus of intact and OVX females

To evaluate the influence of ovarian steroids on NTPDase3 gene
and protein expression we used OVX and control females. As
shown in Fig. 1, OVX affected neither mRNA (Fig. 1E), nor the
protein abundance of NTPDase3 (Fig. 1F) in adult female
hypothalamus, cortex or hippocampus. Therefore, subsequent
immunohistochemical study was performed in intact female rats
at different postnatal ages.

3.4. NTPDase3-mRNA expression in developing hypothalamus,
cerebral cortex and hippocampus

Developmental profile of NTPDase3 gene expression was
investigated in samples obtained from the hypothalamus, cerebral
cortex and hippocampus at different postnatal ages (Fig. 2). The
one-way ANOVA detected a significant effect of age on NTPDase3-
mRNA expression [hypothalamus: F = 8.554; p < 0.001: cerebral
cortex: F = 51.411, p < 0.001; hippocampus: F = 14.088; p < 0.001].
In the hypothalamus, NTPDase3-mRNA levels were stable during
postnatal development and significantly increased in the adults
(p < 0.001, Fig. 2A). In the cerebral cortex, more than twofold
increase in NTPDase3-mRNA abundance between PD7 and PD15
(p < 0.01) was evidenced, with further increase seen in adults
(Fig. 2B). Although lower than in hypothalamus and cortex, the
expression of NTPDase3-mRNA in the hippocampal formation was
stable during development and significantly increased only in
adult rats (p < 0.001; Fig. 2C).

3.5. Developmental pattern of NTPDase3 expression in the brain

Immunohistochemical analysis using the NTPDase3 antisera
revealed restricted distribution of this enzyme in the rat brain. The
distribution of NTPDase3-ir in the rat regions of interest through
postnatal development and adults is shown in Table 1.

In coronal brain sections at PD7, faint NTPDase3-ir was
observed in neurons in a dorsal hypothalamus, while ir fibers
were not observed. Weak NTPDase3-ir was observed sporadically
at neuronal cell bodies in the restricted diencephalic and limbic
structures, such as sub-regions of the hypothalamus and the
septohippocampal nucleus (data not shown).

In PD15 sections, slightly more NTPDase3-ir cell bodies were
detected in midline diencephalic regions (Fig. 3). Similar to what
was detected at PD7, ependymal lining of the dorsal part of third
ventricle (D3V) was strongly positive for NTPDase3, including
the cells of the choroid plexus (chp). Prominent ir was also
observed in the cluster of cells located in the medial habenular
nucleus (MHb) and molecular layer of dentate gyrus (MoDG),
while scattered ir cells were observed in the pyramidal layer of
the hippocampus. In the hypothalamus, the highest density of
NTPDase3-ir neuronal cell bodies were observed in the
ventromedial (VMH) and dorsomedial hypothalamic nucleus
(DMD), arcuate nucleus (Arch) and lateral hypothalamus (LH),
whereas only faint and scattered ir profiles were observed in the
rhomboid thalamic nucleus (Rh, Fig. 3). In cortical structures,
specific ir profiles were not observed.

In sections obtained at PD20, stronger ir was observed when
compared to PD15. Highly scattered thin NTPDase3-ir fibers were
also seen mostly in the superficial layers of the cortex (Fig. 4).

Fig. 2. NTPDase3 gene expression in the hypothalamus (A), cerebral cortex (B), and hippocampus (C) at different ages, relative to GAPDH. Bars represent mean � SEM. Letters a
b c and d indicate significance level of p < 0.05 or less compared with PD7, PD15, PD20 and PD30, respectively.

Table 1
Distribution of NTPDase3-ir in the rat brain at different postnatal ages.

cell bodies varicose fibers

Brain region PD7 PD15 PD20 PD30 Adult PD7 PD15 PD20 PD30 Adult

Cerebral cortex – – – – – – + + ++ ++
Piriform cortex – – – – – – – – ++ ++
Hippocampal formation

Dentate girus – + – – – – – + + ++
Hippocampus – + – – – – – + ++ ++
Septohippocampal nucleus – – – – – – – + ++ ++

Choroid plexus + ++ +++ +++ ++ – – – – –

D3V ++ ++ +++ – – – – + + +
Medial habenular nucleus – ++ +++ – – – – – ++ +++
Paraventricular thalamic nucleus – – + – – – – + ++ +++

Hypothalamus
Medial zone + +++ +++ ++ + – – ++ ++ +++
Arcuate nucleus – ++ ++ ++ ++ – + + ++ ++
Lateral hypothalamic area – ++ +++ +++ ++ – – + ++ +++
Posterior hypothalamic nucleus – – – – – – + ++ ++ ++

Symbols designate no detectable (�), faint (+), moderate (++), and high (+++) levels of immunoreactivity. PD, postnatal day
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Strong labeling of pial surface and the choroid plexus of the third
ventricle were seen. Highly ir cell clusters were detected in the
medial habenular nucleus (MHb), ventral (DMV) and compact part
(DMC) of dorsomedial hypothalamic nucleus and arcuate nucleus
of the hypothalamus (Arch, Fig. 4). Rare ir fibers with small
varicosities were observed in the hypothalamus, along the wall of
the third ventricle, in the posterior hypothalamic area (PHD) and
paraventricular thalamic nucleus (PVP, Fig. 4).

In PD30 sections, similar to what was observed at previous age
point, clusters of ir cell bodies were seen in the hypothalamic
nuclei around the third ventricle, including arcuate nucleus (Arch),
posterior hypothalamic nucleus (PH) and dorsal part of the
posterior hypothalamic area (PHD) as well as in lateral hypothala-
mus (LH, Fig. 5). Interestingly, ir cell bodies were not observed in
the medial habenular region, although markedly labeled cell in the
region were detected at the previous age point. Strong NTPDase3-ir
labeled chp of the third ventricle (Fig. 5). Starting from PD30,
increasing number of progressively longer NTPDase3-ir fibers with
prominent varicosities were observed in the cortical areas,
including the secondary motor area (M2), secondary somatosen-
sory cortex (S2) and piriform cortex (Pir) as well as in the
hippocampus (Hip, Fig. 5). Immunopositive fibers with varicosities
were also seen in hypothalamic, thalamic and epithalamic regions,
particularly along the midline of the brain.

At the adult stage, markedly stronger ir was detected in all
regions of the forebrain. Scattered immunoreactive profiles were
observed in the cortical structures including S2 and Pir as well as in
the Hip, as previously described by Belcher et al. (2006). Besides

the diencephalic regions with strong ir localized at the cell bodies,
immunopositive cell bodies were observed in the lateral hypo-
thalamus (LH, Fig. 6). High density of long NTPDase3-ir varicose
fibers was detected in all areas of the hypothalamus, including the
perifornical part of the lateral hypothalamus. Particularly long
NTPDase3-positive fibers were seen in the dorsal posterior
hypothalamic area (PHD), paraventricular thalamic nucleus
(PVP) and along midline of the diencephalon, such as interme-
diodorsal thalamic nucleus (IMD), central medial thalamic nucleus
(CM) and ventral posteromedial thalamic nucleus (VPM), as well as
in the lateral septal nucleus (LSI, Fig. 6) and nucleus of the vertical
limb of the diagonal band.

4. Discussion

The aim of present study was to describe developmental
pattern of NTPDase3 expression in the female rat brain. Expression
and localization of NTPDase3 in the brain were analyzed by
qRT-PCR and immunohistochemistry. The validity of
KLH14 antisera to NTPDase3 was previously established (Belcher
et al., 2006) and here confirmed by Western blot analysis. The
antisera marked one major ir band at about 80 kDa, which was
absent after probing the blots with the pre-immune serum. The
same approach verified that NTPDase3 had almost exclusive
membrane localization, including localization in specialized
postsynaptic membrane subdomain.

It was shown previously that 17b-estradiol treatment induces
the protein expression of NTPDase3 in both medial and lateral
hypothalamus of OVX adult females (Kiss et al., 2009). Our results
however, revealed that OVX in adult rats does not influence gene or
protein NTPDase3 expression. Together, these results imply that
the basal expression of NTPDase3 is not affected by the lack of
circulating estradiol, although the protein gets promptly upregu-
lated in its presence. We therefore hypothesize that circulating
17b-estradiol does not drive the developmental changes in
NTPDase3 expression, but rather serves as its modulator. However,
the increase of NTPDase3 gene expression that we observe in adult
rats most probably occurs at the time of puberty. Further studies
should elucidate whether there are changes in hypothalamic
NTPDase3 gene and protein expression across the estrous cycle and
compares it with the expression in males.

Analysis of developmental pattern of NTPDase3-mRNA expres-
sion showed that the enzyme was expressed at PD7, when
NTPDase3-ir was observed sporadically at neuronal cell bodies in
the restricted diencephalic and limbic structures, such as sub-
regions of the hypothalamus and the septohippocampal nucleus,
while fibers expressing NTPDase3 were not observed. Although the
expression of the NTPDase3-mRNA was stable from PD7 to PD30,
significant NTPDase3-ir was detected after PD20. The somatic
NTPDase3 labeling gradually increased until the end of the third
postnatal week, particularly in the collections of cells in the lateral,
ventral and dorsomedial hypothalamus. At PD20, short, marginally
varicose NTPDase3 containing fibers appeared in the posterior
hypothalamic area, while at PD30 the fibers became longer with
prominent varicosities and extended along the midline of the
whole diencephalon. In the adult animals, prominent NTPDase3-ir
appeared at neuronal cell bodies in the restricted thalamic nuclei.
The strongest somatic NTPDase3-ir was observed in the lateral
hypothalamus of adult animals, whereas the complete area was
traversed with NTPDase3-ir varicose fibers. Specifically, clusters of
neurons in the dorsomedial hypothalamic nucleus, dorsal and
lateral hypothalamic areas and at the thalamus/hypothalamus
junction strongly expressed NTPDase3, whereas NTPDase3-ir
fibers were spread throughout the entire diencephalon, particu-
larly in the paraventricular thalamic nucleus, ventromedial and
dorsomedial hypothalamic nuclei, the arcuate nucleus and the

Fig. 3. NTPDase3 staining in the coronal brain section obtained from PD15 animals.
Ependymal lining of the dorsal part of third ventricle (D3 V) and choroid plexus
(chp) exhibit strong NTPDase3-ir. Cluster of NTPDase3-ir cells in the medial
habenular nucleus (MHb) and molecular layer of dentate gyrus (MoDG). Faint ir
profiles were observed in the rhomboid thalamic nucleus (Rh). Strongly labeled
NTPDase3 cell bodies observed in the dorsomedial (DMD) and ventromedial
hypothalamic nucleus (VMH), lateral hypothalamus (LH), arcuate nucleus (Arch).
Scale bar: 20 mm.

I. Grkovi�c et al. / Journal of Chemical Neuroanatomy 77 (2016) 10–18 15



perifornical part of the lateral hypothalamus. Available in situ
hybridization data suggests that in mouse, NTPDase3 is expressed
in collections of cells in the pons (Website:ã 2015 Allen Institute
for Brain Science. Allen Brain Atlas [Internet]. Available from:
http://www.brain-map.org). The localization of NTPDase3-mRNA
positive neurons supports previous suggestions that this enzyme is
involved in regulation of ATP signaling in auditory neurotransmis-
sion (Vlajkovic et al., 2006). Therefore, at least some of the
NTPDase3-ir fibers that are observed in the thalamus may originate
from more posterior structures.

In the cortex, NTPDase3-ir gradually increased over time in
accordance with the trend of an increase in gene expression. The
labeling of cell bodies was seen only in the hypothalamus, although
NTPDase3-mRNA was also present in the hippocampus, while the
highest NTPDase3-mRNA expression was observed in the cortex.
This suggests that in these structures the NTPDase3 protein
expression is below the limit of detection by immunohistochem-
istry, or that NTPDase3 mRNA gets actively transported from
hypothalamus trough axonal projections to hippocampus and
cortex.

Beginning with PD7 and during maturation, prominent
NTPDase3-ir was observed at cells of the choroid plexus as well
as strong enzyme histochemical staining of this area (our
unpublished observation), also shown by others in the adults
(Gampe et al., 2012; Langer et al., 2008). The choroid plexus is
innervated by adrenergic and cholinergic neurons (Lindvall and
Owman, 1981) which use ATP as co-transmitter (e.g. Burnstock,

2007). ATP can also be released from other types of cells and
through P2X receptors, it may regulate the function of choroid
plexus and cerebrospinal fluid composition (Xiang and Burnstock,
2005). Therefore, NTPDase3 may be an important regulator of ATP
availability for P2X receptors in the choroid plexus.

Overall distribution of NTPDase3 containing cells and fibers in
the adult rat brain overlaps with the expression pattern of
hypocretin-1/orexin-A (H/O) (Belcher et al., 2006; Nambu et al.,
1999; Peyron et al., 1998). Specifically, H/O neurons have been
located in discrete regions of lateral hypothalamic areas, from
which they project varicose fibers throughout the neuraxis,
innervating the cortex, thalamus, hypothalamus, brainstem, and
spinal cord (Bittencourt and Elias, 1998; Peyron et al., 1998). Of
particular interest is H/O innervation of the regions controlling
behavioral states, including feeding behavior and sleep regulation
(Tsujino and Sakurai, 2009) which are established gradually in the
early postnatal period (Redman and Sweney, 1976). The hypotha-
lamic pattern of NTPDase3 expression obtained in the present
study was also consistent with the pattern of H/O expression in the
hypothalamus during postnatal development of male rats (Stoya-
nova et al., 2010; Yamamoto et al., 2000). Similarly to what we find
for NTPDase3, H/O containing cells can be observed in two-week
old rats (Sawai et al., 2010; Steininger et al., 2004; Stoyanova et al.,
2010) and their number gradually increase towards the ninth
postnatal week (Sawai et al., 2010). However, the density of
varicose H/O fibers peaks between second and third postnatal
week and then remains at constant level throughout the adulthood

Fig. 4. NTPDase3 staining in the coronal brain section obtained from PD20 animals. Scattered ir profiles were observed in superficial layers of secondary motor area (M2) and
secondary somatosensory cortex (S2). Strong ir labels pial surface and the choroid plexus of the third ventricle (chp). NTPDase3-ir cells in the medial habenular nucleus (MHb)
and at cells lining the third ventricle. Highly ir cells clusters in the ventral (DMV) and compact part (DMC) of dorsomedial hypothalamic nucleus, arcuate nucleus (Arch) and ir
fibers with small varicosities (arrows) in the posterior hypothalamic area (PHD). Scale bar: 50 mm; S2 = 10 mm.
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(Steininger et al., 2004). Therefore, detectable protein expression
of NTPDase3 starts at the time when the H/O projection system
seems to be fully mature and coincides with the developmental
shift in two important autonomic functions, feeding and sleep-
wake behavior. Specifically, by the end of the third postnatal week

pups establish adult-like diurnal rhythms of feeding and sleeping
behavior, shifting their feeding from light to dark (Redman and
Sweney, 1976) and establishing sleeping during the light period
(Frank and Heller, 1997a,b). Appearance of NTPDase3 at H/O
containing hypothalamic structures at that particular develop-
mental stage, suggests that NTPDase3 might be involved in this
developmental shift.

In summary, our study shows that NTPDase3 is expressed in the
cells of lateral hypothalamic areas and at varicose axonal
projections extending from the hypothalamus during third
postnatal week, at about time when the animals acquire the
adult-like diurnal rhythms of feeding and sleeping behavior.
Further studies aimed to examine the modulatory role of
NTPDase3 system during development may increase understand-
ing of the role of ATP in regulation of autonomic functions.
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Fig. 5. NTPDase3 staining in the coronal brain section obtained from PD30 animals. Immunopositive fibers with prominent varicosities were observed in secondary motor
area (M2), secondary somatosensory cortex (S2), piriform cortex (Pir) as well as in the hippocampus (Hip). Long NTPDase3-ir fibers with prominent varicosities (arrows) were
observed in the thalamic and hypothalamic regions. Strong NTPDase3-ir labels choroid plexus (chp) of the third ventricle (D3V). Highly ir cell clusters in the dorsal part of
posterior hypothalamic area (PHD), posterior hypothalamic nucleus (PH), lateral hypothalamus (LH) and arcuate nucleus (Arch). Scale bar: 50 mm; Hip, LH = 10 mm.

Fig. 6. NTPDase3 staining in the coronal brain section obtained from adult animals.
Long NTPDase3-ir varicose fibers were seen in posterior hypothalamic area (PHD),
paraventricular thalamic nucleus (PVP) and along midline of the diencephalon: in
intermmediodorsal thalamic nucleus (IMD), central medial thalamic nucleus (CM),
lateral septal nucleus (LSI). Prominent NTPDase3-ir cells could be observed in the
lateral hypothalamus (LH). Scale bar: 20 mm.
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