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Uticaj utreniranosti i polimorfizama u genima za glukokortikoidni, mineralokortikoidni
i adrenokortikotropni receptor na fiziolosku adaptaciju hipotalamo-hipofizno-

nadbubreZne osovine na hroni¢no ponavljani fizicki stress

Rezime

Uvod: Svaka forma stresa ima viSestruke efekte na ceo organizam, ali reakcije i adaptacije
razli¢itih organskih sistema zavise od mnogih faktora, a prvenstveno od samog tipa stresa.
Trening profesionalnih sportista predstavlja specificnu formu stresa koji je dobrovoljan,
intermitentan i kontrolisan, ali visokog intenziteta i kontinuirano ponavljan tokom dugog
vremenskog perioda. Adaptacije na ovu formu stresa jo§ uvek nisu u potpunosti definisane.
Kao deo neuroendokrinih odgovora na stress, hipotalamo-hipofizno-nadbubrezna (HHN)
osovina se aktivira tokom vezbanja, sa porastom nivoa kortizola kao krajnjim efektom ove
aktivacije. Hroni¢na hiperkortizolemija ima mnoge Stetne efekte, ali porast nivoa kortizola
tokom akutnog stresa je od izuzetnog znaCaja za metabolicke adaptacije, modulaciju
imunskog sistema, kardiovaskularni odgovor i remodelovanje miSi¢a. Ipak, ponavljani stress,
bilo akutni ili hroni¢ni, modulira osetljivost HHN osovine, dovode¢i do smanjenog odgovora
na akutnu stimulaciju. Ovakva alostatka adaptacija je predlozena i kod sportista. Medutim
nacini adaptacije joS uvek nisu jasni, kao 1 nivo na kome se adaptacija deSava: smanjenjem
osetljivosti nadbubrega na stimulaciju od strane adrenokortikotropnog hormona (ACTH), i/ili
mozda smanjenjem osetljivosti HHN osovine na negativnu povratnu spregu. Takode, do sada
nije ispitivano na koji nacin polimorfizmi gena za receptore hormona HHN osovine uticu
nacin odgovora na akutni fizicki stress.

Ciljevi: Ispitivali smo specifi¢nosti adaptacije HHN osovine kod profesionalnih sportista,
izlozenih ponavljanom, dugotrajnom fizickom stresu. Ispitivali smo postojanje faznog
pomeranja normalnog cirkadijalnog ritma sekrecije kortizola i ACTH. Ispitivali smo
diferencijalni odgovor HHN osovine na akutni fizicki stres u zavisnosti od utreniranosti i
postojanja polimorfizama u genima za glukokortikoidni (GR), mineralokortikoidni (MR) i
ACTH receptor. Takode, ispitivali smo osetljivost negativne povratne sprege HHN osovine.
Materijal i metode: Studijsku grupu je ¢inilo 3 grupe sportista (ukupno 55): 1) 21
vaterpolista, 2) 15 rvaca, 3) 19 odbojkaSa. Svi sportisti su se takmiCili na najviSem
nacionalnoj nivou, i ispitivani su u periodu priprema za takmicenje. Kao kontrolne grupe su

ispitani sedentarni ispitanici upareni prema godinama: 1) 20 osoba muskog pola koji nisu bili



izlozeni stresu - KN, 2) 21 osoba muskog pola izlozena psihickom stresu (studenti tokom
ispitnog roka) - KS. Svim ispitanicima je vadena krv za odredivanje: 1) jutarnjih vrednosti
kortizola i ACTH, 2) vrednosti kortizola i ACTH tokom ergospirometrijskog testa i to u 4
vremena (mirovanje, pocetak testa, maksimalno optereé¢enje, 3. minut oporavka), 3) kortizola
u deksametazonskom supresionom testu. Paralelno je vadena krv za geneticku analizu
polimorfizama u genima za GR, MR i ACTH receptor. Prisustvo polimorfizama je
detektovano metodama PCR, RFLP i sekvenciranjem DNK. Statisticka analiza je radena
koris¢enjem SPSS softvera.

Rezultati: Pokazali smo da su sportisti imali znac¢ajno viSe vrednosti kortizola u odnosu na
KN u svim tackama testa osim tokom oporavka, ali da su KN imale naglaseniji skok kortizola
tokom opterecenja (p=0.034). Takode, vrednosti kortizola tokom oporavka su padale kod
sportista, dok su jo$ uvek razle kod KN (p=0.035). Nasuprot tome, KS su imale vise vrednosti
kortizola iako bez statisticki znacajne razlike, uz atenuisan odgovor kortizola tokom stresa u
osnosu na sportiste (p=0.023). Sportisti se u odgovoru ACTH na stress nisu razlikovali ni u
odnosu na KN ni u odnosu na KS (p>0.05). Sportisti su imali zna¢ajno nize jutarnje vrednosti
kortizola u odnosu na KS (p=0.035), dok se dve grupe nisu razlikovale u nivou supresije
kortizola u prekono¢nom deskameazonskom supresionom testu (p=0.999). Sportisti sa Bcll
polimorfizmom gena za glukokortikodini receptor su dostigli nize vrednosti kortizola pri
maksimalnom naporu (p=0.046), dok je razlika u nafinu odgovora dostigla statistiCku
znacajnost kod vaterpolista (p=0.021). Postojanje N363S polimorfizma nije zna¢ajno uticalo
na odgovor kortizola kod sportista (p>0.05), ali su u grupi vaterpolista nosioci ovog
polimorfizma imali znacajan porast izmedu MAX i O (p=0.016), dok su vrednosti padale kod
onih bez polimorfizma. Sportisti nosioci N363S polimorfizma su imali znacajno vise
vrednosti ACTH tokom svih merenja u testu (p<0.05) i naglaseniji odgovor izmedu P i MAX
(p=0.027). Postojanje ovog polimorfizma nije imalo zna€ajan uticaj na odgovor kortizola i
ACTH kod obe grupe kontrolnih ispitanika (p>0.05). Ostali polimorfizmi u genima za GR,
MR i ACTHR (A3669G, CTC—CCC, -2G/C, 1807V) nisu imali uticaja na odgovor kortizola i
ACTH tokom akutnog opeterecenja.

Zakljucak: Nasi rezultati ukazuju da je nacin odgovora HHN osovine na akutno fizicko
optereCenje na kompleksan nacin uslovljen prethodnom utrenirano$¢u. Sportisti, koji su
hroni¢no izloZeni fizickom stresu, imaju atenuisan odgovor na akutno fizicko opterecenje u

odnosu na sedentarne ispitanike neizlozene stresu, ali naglaseniji u odnosu na one koje su



izloZzene psihi¢kom stresu. Postojanje polimorfizama u genima za receptore hormona HHN

osovine ima razli¢it odgovor u zavisnosti od prethodne izloZenosti stresu.

Kljuéne reci: stres, HHN osovina, polimorfizmi receptorskih gena
Nauc¢na oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Interna medicina - endokrinologija



Effect of training and polymorphisms in genes for glucocorticoid, mineralocorticoid, and
adrenocorticotropic receptor on physiological adaptation of hypothalamo-pituitary-

adrenal axis to chronic repeated physical stress

Abstract

Introduction: Any form of stress exerts profound effects on entire organism, but reactions
and adaptations of different organ systems depend on many factors, notably a type of stress
itself. Physical training of professional athletes comprises specific form of stress that is
voluntary, intermittent and controllable, but of high intensity and repeated continuously over a
long period of time. Adaptations to this form of stress are still under a lot of debate. Being a
feature of neuroendocrine responses to stress, hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is
activated during exercise, with cortisol elevation as an endpoint of this activation. Chronic
hypercortisolism has many deleterious effects, but cortisol rise during acute stress is of utmost
importance for metabolic adaptations, immune system modulation, cardiovascular responses
and muscle tissue remodeling. However, repeated stress, either acute or chronic, modulates
the HPA axis sensitivity, leading to a reduced response to acute stimulation. This allostatic
adaptation has also been proposed in athletes. Modes of this adaptation are still unclear, as
well as the exact level of adaptation: decreased adrenal sensitivity to adrenocorticotropic
hormone (ACTH) stimulation, and/or decreased HPA axis sensitivity to cortisol negative
feedback. Likewise, so far it has not been investigated in which was specific polymorphisms
in genes for receptors of hormones of HPA axis influence mode of response to acute physical
stress.

Objective: We investigated specificities of HPA axis adaptation in professional athletes,
exposed to repeated, long term physical stress. We analyzed presence of phase shift in normal
circadian rhythm of secretion of cortisol and ACTH. We investigated differential HPA axis
response to acute physical stress depending on level of training, and presence of
polymorphisms in genes for glucocorticoid (GR), mineralocorticoid (MR) and ACTH
receptor. Also, we analyzed sensitivity of HPA axis negative feedback.

Materials and methods: Study group consisted from 3 groups of professional athletes.
(altogether 55): 1) 21 waterpolo player, 2) 15 wrestlers, 3) 19 volley ball players. All athletes
competed at highest national level, and were tested during pre-competition season. Control

group consisted from sedentary subjects matched by age: 1) 20 male subjects not exposed to



stress — KN, 2) 21 male subjects exposed to psychological stress (students during exams
period) - KS. In all subjects we analyzed: 1) morning levels of cortisol and ACTH, 2) levels
of cortisol and ACTH during continuous progressive exercise stress test on a treadmill, and at
4 time points (rest, beginning of test, point of maximal strain, and during 3. minute of
recovery), 3) cortisol after overnight dexamethasone suppression test. Parallel to this, we
analyzed genetic polymorphisms in genes for GR, MR i ACTH receptor, by means of PCR,
RFLP and gene sequencing. Statistical analysis was performed with SPSS software.

Results: We have demonstrated that the athletes had significantly higher cortisol values
compared to KN in all points in test except during recovery, but KN had more pronounced
cortisol rise during strain (p=0.034). Likewise, cortisol levels were dropping during recovery
in athletes, while they were still rising in KN (p=0.035). Unlike this, KS had higher cortisol
values though without statistically significant difference, with attenuated cortisol response
compared to athletes (p=0.023). There was no difference in ACTH response to stress between
athletes and KN and KS respectively (p>0.05). The athletes had significantly lower morning
cortisol values compared to KS (p=0.035), but two groups were not different in level of
cortisol suppression after overnight dexamethasone suppression test (p=0.999). Athletes with
Bcll polymorphism of glucocorticoid receptor gene attained lower cortisol values during
maximal strain (p=0.046), but the difference in way of response was statistically significant
only in water polo players (p=0.021). Presence of N363S polymorphism did not have a
significant influence on cortisol response in athletes (p>0.05), but water polo players with this
polymorphism had significant rise between MAX and O (p=0.016), while the values were
dropping in those without polymorphism. Athletes with N363S polymorphism had
significantly higher ACTH values during all points in test (p<0.05), and a more pronounced
response between P and MAX (p=0.027). This polymorphism did not have a significant
influence on cortisol and ACTH response in both groups of athletes (p>0.05). Remaining
polymorphisms in genes for GR, MR and ACTHR (A3669G, CTC—CCC, -2G/C, 1807V) had
no influenc on cortisol and ACTH response during acute physical strain.

Conclusion: Our results demonstrate that HPA axis response to acute physical strain is
affected by previous level of training in a complex manner. The athletes, chronically exposed
to physical stress, have attenuated response to physical stress compared to sedentary controls
unexposed to any type of chronic stress, but more pronounced compared to those exposed to

psychological stress. Presence of specific polymorphisms in genes for receptors of hormones



of HPA axis has differenct influence on hormonal responses depending on previous level of

training.

Key words: stress, HPA axis, athletes, receptor gene polymorphisms
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Uvod

| UVOD

1. STRES - TERMINOLOGIJA

Gotovo ¢itav vek je protekao od kada je Walter Cannon u stru¢nu teminologiju
uveo pojam “homeostaze” a zatim Han Selye uveo pojam “stresa”, medutim 1 dalje ne
postoji univerzalna definicija stresa i stresora [1,2]. Jednu od verovatno najsire citiranih
predloZio je Bruce McEwen koji je definisao stres kao “stvarnu ili doZivljenu opasnost
za fizioloski ili psiholoski integritet (tj. homeostazu) osobe, koja dovodi do fizioloskih
i/ili bihejvioralnih odgovora [3]. Posledi¢no, svaka aktivnost, dogadaj ili stimulus koji
uzrokuje stres moze se smatrati stresorom. Kada stresor dovede do izmene u telesnim
psihofizioloskim sistemima, karakterizacija odgovora individualnog sistema moze se
smatrati stresnim odgovorom, a signalni agensi sistema stresnim medijatorima.

Uloga medijatora stresnog odgovora je da pomogne organizmu da se akomodira
i prilagodi stresoru, i time ubrza ponovno uspostavljanje homeostatskog ekvilibrijuma.
Medutim, ukoliko je stresna situacija hroni¢na, aktiviraju se fizioloSki odgovori koji
dovode do tzv. alostatskih promena. Za razliku od homeostaze koja predstavlja
stabilnost kroz konzistentnost, alostaza predstavlja sposobnost organizma da odrzi
stabilnost kroz promenu [4]. Drugim re¢ima, alostaza je aktivni process adaptacije koji
ukljucuje glavne stresne efektorne sisteme a koji pokusavaju da izmene kontrolisanu
varijablu putem predvidanja koji nivo ¢e biti potreban kako bi se dosegla anticipirana
potreba [5]. Efikasna alostaza spreava nastanak oSteCenja organizma. Obrnuto, ukoliko
su alostatski odgovori prolongirani, neadekvatni ili prekomerno stimulisani, nastaje
maladaptacija i oStecenje razli¢itih organa [6]. Prema ovom modelu, alostatsko
opterecenje predstavlja cenu koju organizam placa usled kontinuiteta nametanja da se
stalno adaptira na razli¢ite stresne (psihofizioloske) dogadaje. To znac¢i da ukoliko je
alostatsko opterecenje intenzivno i/ili perzistira, potencijalno raste rizik za nastanak
odredenih hroni¢nih poremecaja/bolesti [7].

Moze se re¢i da je u modernom drustvu izloZenost razli¢itim vrstama stresa
univerzalna kategorija, bez obzira da li se radi o negativhom stresu (distresu) ili
pozitivnom stresu (eustresu). Stres igra kriticnu ulogu u humanim interakcijama i

fiziologiji. Klinicki fokus je svakako efekat koji stres proizvodi na organizam, ali svaka



Uvod

analiza bi trebalo da ukljuéi intrinsicke karakteristike samog stresora, izmedu ostalog da
li je akutan ili hroni€an, da li je predvidiv i da li je kontrolisan. Stresor je “kontrolisan”
ukoliko jedinka moze da uspostavi nekakav bihejvioralni odgovor kako bi pokrenula ili
prekinula stimulus; sliéno ovome, stresor je “predvidiv” ukoliko se javlja u intervalima
koji su ravnomerno rasporedeni u vremenu, ili su udruzeni sa specificnom najavom,
obi¢no od strane faktora sredine [8]. Nasuprot vecini vrsta psihosocijalnog stresa koje se
ne mogu niti predvideti niti kontrolisati, fizicki stres vezan za vezbanje predstavlja
suprotan model: moze se i predvideti 1 kontrolisati.

Dodatno, iako fizicki stres, kao 1 svaki drugi, predstavlja pretnju homeostazi, za
razliku od psihosocijalnog stresa fizicki stres nije udruzen sa osecajem pretnje ili straha
[9]. Sposobnost diferencijacije izmedu bezopasnog (harmless) i Stetnog (harmful)
uticaja na homeostazu je kriti¢an faktor u podloznosti za neuropsihijatrijske poremecaje,
kao §to su posttraumatski stresni poremecaj 1 depresija. Jo§ 70-ih godina proslog veka
izneta je teza da razliiti stresori koji provociraju slicne emocije kao $to su strah i
anksioznost, dovode slicnog neuroendokrinog odgovora [10]. Ovo je dovelo do
savremene paradigme koja je zatim dokazana u vise studija, a to je da je stresni odgovor
stresor-specifican i1 da zavisi (izmedu ostalog) od nafina na koji je ugrozena
homeostaza, od toga kako jedinka percipira stresor, i od toga kako jedinka percipira
sopstvenu mogucnost da se sa stresorom izbori [11]. U bioloskom smislu, ova
specificnost nastaje usled interakcija izmedu komponenti stresnog sistema, izmedu
stresnog sistema i drugih mozdanih struktura koje su ukljucene u regulaciju emocija,
koginitivnih funkcija i ponaSanja, kao i1 osovina koje su odgovorne za reprodukciju, rast
i imunitet [12]. Na neki naéin, svaki stresor ima svoj neurohemijski “potpis”, a
adaptivni odgovor je genetski i konstituciono programiran, i konstantno se modulise

faktorima sredine.

2. ENDOKRINOLOGIJA STRESA — FOKUS NA FIZICKI STRES VEZBANJA

Fizioloski sistem koji je ekstremno reaktivan na stres je neuroendokrini sistem
(NES). StaviSe, veliki broj klini¢ara i istrazivada koristi odgovore NES kao sredstvo

procene efekata stresa i reaktivnosti organizma na njega.
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Aktivacija NES tokom bilo kog stresa, pa tako i tokom vezbanja, u osnovi je
posledica porasta potrebe somatskih tkiva za energijom. S obzirom da ¢e adrenalin
povecéati Celijsku produkciju ATP (adenozin-tri-fosfata) a Kkortizol podsticati
glikogenolizu i glukoneogenezu u jetri, logi¢no je da ¢e vezbanje dominantno
regrutovati one sisteme koji su deo tzv. fight-or-flight reakcije (“bori se ili bezi”),
odnosno simpaticki sistem i hipotalamo-hipofizno-nadbubreznu osovinu (HHN)
[13,14]. Pored ova dva dominantna sistema, u igri je kompleksan hormonski odgovor,
delom i iz efektornih organa, a u cilju kontrole i regulacije funkcije razli¢itih organskih
sistema 1 fizioloskih procesa kao Sto su kardiovaskularni 1 respiratorni sistem,
metabolizam, imunski sistem, hidratacioni status, termoregulacija, varenje, rast-
sazrevanje i reprodukcija [15]. Radi jednostavnijeg sagledavanja, neuroendokrini
odogovor na fizi¢ki stres se moze podeliti u 4 faze (slika 1): 1) nastaje tokom nekoliko
sekundi od pocetka fizickog opterecenja, karakteriSe je aktivacija simpatickog nervnog
sistema, a manifestuje se povecanim oslobadanjem kateholamina; paralelno, dolazi do
inhibicije pankreasne sekrecije insulina, a pocinje stimulacija sekrecije glukagona; 2)
druga faza pocinje unutar prvog minuta fizickog optereéenja, karakteriSe se
oslobadanjem tropnih hormona iz hipotalamusa (oslobadaju¢i hormon kortikotropina
(corticotropin relasing hormone) - CRH, oslobadaju¢i hormon hormona rasta (growth
hormone releasing hormone) — GHRH, tireotropin-oslobadaju¢i hormon (thyreotropin
releasing hormone) - TRH) koji stimuliSu sekreciju ciljnih hormona iz hipofize
(adrenokortikotropni hormon - ACTH, hormon rasta - HR i tireostimuliraju¢i hormon -
TSH); jedna od najbrzih akcija u ovoj kaskadi je HHN osovina; 3) prolongirana,
karakterisana pojacanim odgovorom simpatiko-nadbubrezne osovine pod stimulacijom
hormona hipofize i odgovorom perifernih endokrinih Zlezda koje su pod hipofiznom
subordinacijom; dodatno, tokom ove faze skeletni miSi¢i i sam sr¢ani misi¢ pocinju da
oslobadaju u cirkulaciju sopstvene hormonima slicne agense tj. citokine; hormoni i
humoralni faktori preuzimaju dominaciju u regulaciji odgovora, $to dovodi do porasta
uceS¢a kontrolnih mehanizama negativne povratne sprege; 4) kako se fizicko
opterecenje zavrsi nastupa oporavak (rani — tokom nekoliko minuta do nekoliko sati,
kasni viSe sati nakon prestanka opterecenja), tokom koga NES kao i drugi organski

sistemi pokuSavaju da povrate homeostazu mirovanja [16].
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Slika 1: Shematski prikaz odgovora NES na stres po fazama. CNS-centralni nervni sistem, PNS-periferni

nervni sistem, SNS-simpati¢ki nervni sistem, pituitary-hipofiza, adrenal medulla-nadbubrezna srz, adrenal

cortex-nadbubrezna kora, pancreas-pankreas, skeletal muscle-skeletni misi¢, vesslel-krvni sud, heart-srce,
cateholamines-kateholamini, NE-noradrenalin, E-adranalin, ACTH-adrenokortikotropni hormon, cortisol-
kortizol, CRH-kortikotropin oslobadaju¢i hormon, GHRH-oslobadaju¢i hormon hormona rasta, TRH-

tireotropin oslobadaju¢i hormon, PRL-prolaktin, 3-END-B-endorfin, GH-hormon rasta, TSH-tireotropin,

AVP-vazopresin [16]
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Stresni sistem se formalno sastoji od centralnih i perifernih komponenti.
Centralne komponente Cine: 1) parvocelularni neuroni koji sekretuju CRH, 2) neuroni
parvocelularnog nukleusa (PVN) hipotalamusa koji sekretuju AVP, 3) CRH neuroni
koji formiraju paragigantocelularne i parabrahijalne nukleuse medule i lokus ceruleusa
(LC), i 4) druge neuralne grupe u meduli i ponsu (LC/NE sistem) koje dominanto
sekretuju noradrenalin (NE). Periferne komponente ukljucuju: 1) HHN osovinu, 2)
eferentne sistemske simpatiko-adrenomedularne sisteme, i 3) komponente koje
funkcioniSu pod kontrolom parasimpatikusnog sistema [17]. Centralne i periferne
komponente stresnog sistema imaju mnogo mesta interakcije sa drugim sistemima na
multiplim nivoima (slika 2). Zaista, CRH neuroni aktiviraju LC/NE sistem i obrnuto.
Stresni sistem aktivira mezokortikalni i mezolimbicki dopaminergijski sistem nagrade,
dok od njih dobija inhibitorne signale [11,18]. Stres takode aktivira centralni nucleus
amigdala koji uCestvuje u generisanju straha i/ili ljutnje, a pozitivnom povratnom
spregom dalje deluje na stresni sistem. Hipotalamusni PVN komunicira sa arkuatnim
jedrom preko CRH neurona i indukuje oslobadanje alfa-melanocitno-stimulisuc¢eg
hormona (a-MSH) i beta-endorfina (B-endorfina) iz POMC neurona u arkuatnom jedru.
Dodatno, dve centralne komponente stresnog sistema izgleda reaguju na mnoge
neurohemijske modulatore, kao S$to su serotonin, i gama-amino-buterna Kkiselina
(GABA) i benzodiazepine, §to su sve inhibitori CRH neurona i LC/NE sistema.
Konacno, stresni sistem akutno aktivira hipokampus — organ koji ima klju¢nu ulogu u
formiranju memorije intermedijarnog trajanja — dok dobija negativan input, delimi¢o
putem negativne povratne sprege od strane cirkuliSu¢ih glukokortikoida (GC -
glucocorticoids) u sklopu HHN osovine, delimi¢no kao tonicki input od stresnog
sistema [19].

Aktiviranje stresnog sistema stimuliSe budnost a suprimira spavanje; povecava
sr€anu frekvencu 1 krvni pritisak; stimuliSe glukoneogenezu, glikogenolizu i lipolizu;
inhibira rastenje, reproduktivnu i tiroidnu osovinu; inhibira gastrointestinalni trakt na
nivou Zeluca putem vagusnog nerva, a stimuliSe na nivou debelog creva putem
sakralnog parasimpatickog nervnog sistema [20,21]. Poseban i kompleksan je efekat
stresnog sistema na imunski sistem. Nacelno 1 GC 1 kateholamini uti¢u na promet 1/ili
funkciju leukocita i akscesornih imunskih ¢éelija i suprimiraju sekreciju proinflamatornih
citokina, dok obe familije hormona indukuju sistemsku promenu sa TH1 odgovora

(¢elijski imunitet) na TH2 odgovor /humoralni imunitet) [22].
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Slika 2: Interakcije izmedu centralnih i perifernih delova stresnog sistema. CRH-kortikotropin
oslobadaju¢i hormone, LC/NE-locus ceruleus/noradrenalin sistem, Mesocortical/mesolimbic systems-
mezokortikalni/mezolimbic¢ki  sistemi,  Amygdala/hippocampus  complex-amigdala/hipokampalni
kompleks, Arcuate nucleus-arkuatno jedro, POMC-proopiomelanokortin, GABA-gama-amino-buterna
kiselina, BZD-benzodiazepin, NPY-neuropeptid Y, SP-supstanca P, Inflammatory cytokines-inflamatorni

citokini, Blood pressure-krvni pritisak, Catecholamines-kateholamini, Glucocorticoids-glukokortikoidi

[11]

Kada se izolovano posmatra efekat GC, on je u odredenom stepenu prisutan na
nivou prakti¢no svih organskih sistema. Kardiovaskularne promene su centralna odlika

adaptacije na vec¢inu fizickih stresora. Od kada je Walter Cannon 1932. godine definisao
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postulate ,fight or flight” reakcije, brza aktivacija kardiovaskularnog sistema se
dozivljava se kao sine qua non prezivljavanja fizickog stresora [23]. Dejstvo kortizola
na kardiovaskularni sistem je viSestruko. Delujuci na glukokortikoidne receptore (GR)
eksprimirane na kardiomiocitima kortizol uti¢e na sranu kontraktilnost (pozitivno
inotropno dejstvo) i masu [24]. Dejstvom na GR i mineralokortikoidne receptore (MR)
uti¢e na porast arterijskog krvnog pritiska kako delovanjem na nivou bubrega (retencija
natrijuma na nivu distalnog nefrona) tako i delovanjem na krvne sudove (smanjenje
endotel-zavisne vazodilatacije, povecanje kontraktilnosti vaskularnih glatkih miSica
poveéanjem senzitivnosti na presorne agense kao $to su kateholamini i angiotenzin 11,
povecanje sinteze angiotenzinogena) [23,24,25,26].

Drugi bitan aspekt stresnog odgovora odnosi se na metaboli¢ku adaptaciju koja
je usmerena ka mobilizaciji rezervi supstrata i njihovom preusmeravanju ka tkivima
kojima su potrebni. Kortizol stimuliSe glukoneogenezu u jetri, a s druge strane inhibira
periferni transport 1 iskoriS¢avanje glikoze. Dodatno, lipolizom iz masnih ¢elija mobilise
lipide, a inhibicijom sinteze proteina i stimulacijom proteolize u razliitim tipovima
misi¢a mobilise aminokiseline [27]. Efekat kortizola je dodatno pojacan njegovom
potencijacijom uloge kateholamina i glukagona. Krajnji rezultat je porast koncentracije

glikoze na raun katabolizma proteina 1 lipida 1 nastanak insulinske rezistencije.

3. HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-NADBUBREZNA OSOVINA

Hipotalamo-hipofizno-nadbubrezna osovina je precizno organizovan sistem
sastavljen iz tri glavna segmenta, sa osnovim ciljem da se adekvatno prevazide izazov
koji svaki stres nameée organizmu, a da se pri tom minimalizuju Stetni efekti
glukokortikoidnog ekscesa. Ovo se postize medusobnom komunikacijom izmedu samih
segmenata HHN osivne, ali kako je ve¢ receno, i komunikacijom sa ostalim segmentima
stresnog sistema, ali i odredenim strukturama centralnog nervnog sistema i periferije
(prvenstveno imunskog sistema).

Neuroni PVN hipotalamusa sekretuju neurohormone CRH i AVP koji putem
hipofizealnog portalnog sistema krvnih sudova stimuliSu prednji rezanj hipofize da
sekretuje ACTH u sistemsku cirkulaciju. Adrenokorotikotropni hormon zatim indukuje

sintezu 1 oslobadanje hormona iz kore nadbubreznih Zlezda, a prvenstveno kortizola
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[28] (slika 3). Osovina HHN ima svoj nivo aktivnosti kada je organizam u mirovanju, a

poseban nivo aktivnosti je prisutan kao odgovor na mnoge razliite cirkadijalne,

neurosenzorne, humoralne i limbicke signale [29]. Ovi signali ukljucuju i citokine

produkovane od strane imunski-posredovanih inflamatornih reakcija, kao $to su tumor

faktor nekroze o (TNFa), interleukin-1 (IL-1) i interleukin-6 (IL-6).
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Slika 3: Organizacija HHN osovine. Hypothalamus-hipotalamus; Pituitary gland-hipofiza; Adrenal
gland-nadbubrezna Zzlzeda; 5-HT-serotonin; NE-noradrenalin; CRF-kortikotropin-oslobadajué¢i faktor

(hormon), GABA-y-amino-buterna kiselina; Opioids-opiodi;

POMC-proopiomelanokortin; ACTH-

adrenokortikotropni hormon; 3-LPH-B-lipotropin; B-endorphin-B-endorfin; cortisol-kortizol [28]
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Kada su u pitanju modulatorni signali iz mozga, neki od njih imaju inhibitorni
efekat (npr. y-amino-buterna kiselina - GABA i opioidi), a neki imaju ekscitatorni
efekat na PVN (npr. noradrenalin i serotonin) [28]. Kao odgovor na stimulaciju, klju¢no
je oslobadanje CRH, koji svoje efekte ostvaranjem na dva tipa svojih receptora, od kojih
su receptori tipa 1 (CRHR1) bogato eksprimirani u mozgu i hipofizi [30]. Vezivanje
CRH za CRHR1 dovodi do stimulacije adenilat ciklaze i posledi¢nog aktiviranja cAMP
puta koji kulminira oslobadanjem ACTH iz hipofiznih kortikotropnih ¢elija. Vazopresin
funkcioniSe kao dodatak dejstvu CRH na stimulaciju sekrecije ACTH. Sam po sebi je
slab stimulator ACTH, ali kada deluje u kombinaciji sa CRH, krajnji efekat je veci nego
Sto bi se mogao dobiti prostim aditivnim efektom oba hormona [31]. Vazopresin deluje
preko V1b receptora (poznatih i kao V3 receptori) na kortikotropima. Vezivanje AVP
za V1b aktivira fosfolipazu C kuplovanjem za Gq proteine. Aktivacija fosfolipaze C

stimuliSe protein kinazu C, rezultiraju¢i u potencijaciji oslobadanja ACTH (slika 4).
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Slika 4: Ekspresija i raspored specifi¢nih receptora hormona HHN osovine. Hypothalamus-hipotalamus;
Pituitary-hipofiza; Adrenal-nadbubrezna Zlezda; PVN-paraventrikularno jedro; AVP-arginin-vazopresin,
CRF-kortikotropin oslobadaju¢i hormone; Portal system-portalni sistem; Anterior lobe-prednji rezanj
hipofize; CRFR1-CRH receptor tipa 1; IP3-inozitol-3-fosfat; DAG-diacil glicerol; ACTH-
adrenokortikotropni hormon; MC2-R-melanokortinski receptor tipa2; Glucocorticoids-glukokortikoidi
[30]
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Kortikotropne ¢elije prednjeg reznja hipofize produkuju ACTH selektivnim
proteolitickim procesiranjem proopiomelanokortina (POMC), koji je primarni sekretorni
produkt ovih ¢elija (slika 5). Ovo cepanje, nastalo pod dejstvom enzima prohormon
konvertaza 1, rezultira u nastanku i sekreciji N-terminalnog peptida, ACTH139 i B-
lipotropin Kortikotropi ne poseduju prohormon konvertazu 2, enzim neophodan za
nastanak o-MSH (a-melanostimuliraju¢eg hormona) iz ACTH, kao u slucaju

melanotrofa intermedijarnog lobusa ili POMC neurona u hipotalamusu [32].
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Slika 5: Procesiranje proopiomelanokortinskog molekula [33]

Adrenokortikotropni hormon se vezije za specificne receptore MC2R
(melanokortinski receptori tipa 2) locirane na celijama zone fascikulate u Kori
nadbubreznih Zlezda (slika 4). Aktivacija MC2R stimuliSe cAMP put koji indukuje
steroidogenezu i sekreciju glukokortikoida, mineralokortikoida i androgenih steroida
[34]. Preciznije, ACTH promovise konverziju holesterola u 5-5 pregnenolon S§to je
inicijalni korak u biosintezi glukokortikoida. Dodatno, i kao $to mu samo ime kaze,
ACTH ima kriti¢nu ulogu u trofi¢koj potpori adrenalnog korteksa. U odsustvu ACTH,
kora nadbubrega podleze apoptozi i gubi sekretornu sposobnost [35]. Obrnuto, hroni¢na
ACTH stimulacija dovodi do porasta u veli€ini, broju éelija i sekretornoj aktivnosti zone
fascikulate [36].

Osnovni glukokortikoid produkovan u humanim c¢elijama zone fascikulate
nadbubrega je Kkortizol. Kortizol svoje bioloske efekte ostvaruje aktivacijom
intracelularnih kortikosteroidnih receptora: 1) mineralokortikoidni receptor (MR), ili tip
1 kortikosteroidnih receptora, i 2) glukokortikoidni receptor (GR), ili tip 2

10
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kortikosteroidnih receptora. Glukokortikoidni receptori su ubikvitarno eksprimirani, i u
perifernim tkivima i u mozgu, imaju mali afinitet a visoku senzitivnost: MR su
eksprimirani samo u pojedinim tkivima, na periferiji dominantno u regijama dejstva
aldosterona (bubreg, kolon), a u mozgu u ograni¢enom broju regiona, imaju Vvisok
afinitet a nisku senzitivnost [37]. Vezivanje kortizola za specifi¢ne receptore je u velikoj
meri regulisano ekspresijom i delovanjem enzima 1) 11p-hidroksisteroid dehidrogenaza
tip 1 (11B-HSD1) koja regeneriSe aktivni kortizol iz neaktivnog kortizona, 1 2) 11p-
hidroksisteroid dehidrogenaza tip 2 (11B-HSD2), koja konvertuje kortizol u kortizon
[38].

Pored sistemskih perifernih efekata, cirkulisu¢i GC imaju izuzetno vaznu ulogu
u kontroli nivoa aktivnosti HHN osovine, i to delovanjem negativnom povratnom
spregom na segmente viseg ranga. Ovo je neophodno kako bi se pod kontrolom drzali
dominantno kataboli¢ki efekti GC, a koji zahtevaju strogu kontrolu kako organizam ne
bi pretrpeo dugoro¢ne izmene metaboliCke funkcije koje mogu imati veoma negativne
posledice. Ova inhibicija se ispoljava u nekoliko vremenskih domena, kao brza,
odlozena (ili intermedijarna) i spora povratna sprega [39]. Prva dva tipa su vezana za
inhibiciju stimulisane HHN aktivnosti (vezano i za cirkadijalnu i stresom-indukovanu
HHN aktivnost), dok spora povratna sprega odrazava hroni¢nu izloZenost
glukokortikoidima tokom dana ili nedelja, a odnosi se i na bazalnu i na stimulisanu
aktivnost. Efekat negativne povratne sprege se ispoljava i na nivou adenohipofize i na
nivou hipotalamusa, ali i na nivou drugih mozdanih struktura koje komuniciraju sa
stresnom osovinom.

Iako su neki MR prisutni na ¢elijama adenohipofize, GR efekti dominiraju na
nivou hipofize, dok je inhibicija mozdano-hipofizne jedinice regulisana preko MR [40].
Kao i na nivou kortikotropa, PVN i ostatak hipotalamusa eksprimiraju samo GR.
Najveca ekspresija MR je na nivou hipokampusa i septuma, sa umerenim nivoima na
nivou amigdala, nukleusima kranijalnih nerava, i na autonomnim putevima kao $to su
nukleus solitarnog trakta (NTS) i nukleus ambiguus. Glukokortikoidni receptori su
eksprimirani na velikom broju mozdanih nukleusa, ukljucujuci i mnoge regije ekspresije
MR.

Afinitet MR im omogucava da budu eksenzivno zauzeti na niskim cirkuliSu¢im
koncentracijama glukokortikoida, i smatra se da su bitni za ambijetalne signalne procese

(npr. kontrola bazalne sekrecije tokom cirkadijalnog ciklusa) [41]. Nasuprot tome, GR

11
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se okupira samo tokom perioda visokih cirkuliSuéih vrednosti GC, kao Sto se desava
tokom stresa. Imaju¢i u vidu ovakav profil, nije iznenaduju¢e da je vecina GC
mehanizama negativne povratne sprege posredovana preko GR [42].

Interesantno je da kvalitativno razli¢ite povratne sprege, brza i spora, zapravo
predstavljaju odraz razli¢itih efekata GC na molekularnom nivou. Spora povratna
sprega se ostvaruje klasi¢nim vezivanjem GC za intracelularne GR, koji se nakon
aktivacije translociraju u jedro i vezuju sa specificnim genskim sekvencama nazvanim
GRE (glucocorticoid-responsive elements — elementi responsivni na glukokortikoide) i
na taj nacin aktiviraju ili suprimiraju transkripciju ciljnih gena [43]. Za ispoljavanje
genomske inhibicije je potrebno par sati. Medutim, najmo¢nija inhibicija HPA osovine
nastaje unutar par minuta od stimulacije [44]. Ovaj vremenski okvir je prekratak da bi
bio posredovan genomskim efektima, i zapravo je posredovan negenomskim dejstvima
[45]. Receptor koji posreduje negenomskim efektima jo$ uvek nije sa sigurno$éu
definisan, ali aktuelno se smatra da su u pitanju dve forme GR: membranska forma
klasicnog GR (mGR) i1 neklasicni GR, takode vezan za plazma membranu [46].
Vezivanje GC za ove membranske receptore na PVN CRH neurone pokrece
intracelularnu  kaskadu koj mobiliSe sintezu endokanabinoida. Oslobadanje
endokanabinoida zatim indukuje presinapticku inhibiciju oslobadanja glutamate, Sto
smanjuje neuralnu aktivnost parvocelularnih neurona [47]. Osim na nivou PVN, vazna
mesta delovanja negativne povratne sprege su i hipokampus, kao i prelimbicka i
medijalna regija prefrontalnog korteksa [48].

Poremecaj homeostaze GC, opisan u razli¢itim psihijatrijskim bolestima, delom
je posledica i poremecaja na nivou negativne povratne sprege. Nizi nivoi kortiola
opisani kod pacijenata sa posttraumatskim stresnim poremecaje (PTSP) udruzeni su sa
pojatanom negativhom povratnom spregom, koja nacelno zna¢i nize bazne nivoe
kortizola nakon deksametazonske supresije [49]. Suprotno, kod pacijenata sa
depresijom je pokazano da odredena subpopulacija ispoljava deficitarnu GC inhibiciju
HPA osovine negativnhom povratnom spregom, manifestovano odsustvom adekvatne
supresije nakon primene deksametazona. Sli¢no je opisano i U animalnim modelima
hroni¢nog stresa, maternalne deprivacije ili knock-down (gasenja) GR na nivou
limbickih struktura. Kao rezultat ovih poremecaja u kvalitetu negativne povratne sprege,
postoji tendencija ka poviSenim baznim nivoima kortizola u deprsiji, a snizenim u

PTSP.
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4. AKTIVACIJA HHN OSOVINE - VARIJACIJE | MODULACIJA

Sustinski posmatrano, krajnji cilj aktivacije HHN osovine je porast nivoa GC
(prvenstveno kortizola) koji zatim sluze za mobilizaciju adekvatne koli¢ine energije,
potrebne za zadovoljenje aktuelnih potreba. Glukokortikoidi su klju¢ni za mobilizaciju
energije i njenu distribuciju mnogim organskim sistemima, a potrebni su da obezbede
dostupnost energije ¢ak i u odsustvu stresa [50]. Drugim reCima, ova funkcija nije
ekskluzivno vezana za stres, tj. stresni odgovor nije nuzno primarna funkcija HHN
osovine.

Tzv. bazna aktivacija HHN osovine vezana je za diurnalni, tj. cirkadijalni ritam.
Ovaj ritam zapravo anticipira cirkadijalne ritmove u aktivnosti, sa pikom sekrecije i
koncentracije GC unutar perioda od 2-4h oko budenja, a nadirom koji se javlja u
slicnom vremenskom okviru nakon pocetka spavanja. Kod ljudi koji su normalno
diurnalno aktivni, pik sekrecije kortizola se deSava rano ujutru, a nadir oko 23 h [51].
Interesanto je da je kod glodara koji su aktivni no¢u ovaj ciklus obrnut. Cirkadijalni
ritam se javlja u odsustvu svetlosti i zavisi od hipotalamusnog suprahijazmatskog
nnukleusa (SCN), i nezavisno od njega, od unosa hrane [52,53]. Hipotalamo-hipofizno-
adrenalna osovina ispoljava cirkadijalnu ritmi¢nost u odstustvu GC, ali nivo aktivnosti i
amplituda su visoko senzitivni na inhibiciju negativhom povratnom spregom. Niske
vrednosti GC potrebne da normalizuju cirkadijalni nadir ukazuje da bi regulacija
negativnom povratnom spregom u ovo doba dana mogla biti posredovana MR [54].
Adekvatna regulacija cirkadijalne pik HHN aktivnosti zahteva i GR i MR. Ovaj efekat
je konzistentan sa predvidenim kapacitetom GR da vezuje vece koncentracije GC, koje
su i prisutne u ovom period.

Stresni odgovor se moze smatrati “specijalnim slucajem” stimulacije HHN
osovine, koji pojac¢ava energetski nivo kada je to potrebno za adaptivne procese. Pri
tome, stres moze biti pravi ili dozivljeni. Kako je ve¢ spomenuto, HHN odgovor zavisi
od modaliteta stresora [48]. Dominantan efekat ima intenzitet stresora: visok intenzitet i
dugo trajanje delovanja stresora (npr. inflamatorni stimulus) tipi¢no izazivaju produzene
odgovore srazmerno potrebi da se ogranice imunski odgovori. Kra¢i odgovori se tipi¢no
sre¢u nakon izlozenosti psiholoskim stresorima [50].

Sliéni postulati vaze i kada je u pitanju odgovor HHN osovine na vezbanje.

Kada je u pitanju aerobno vezbanje, vezbanje izdrzljivosti (endurance) najvazniji
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modulatori odgovora su dokazano intenzitet i trajanje [55]. Minimum intenziteta
vezbanja (prag) potreban da bi se produkovao kortizol kao odgovor HHN osovine je
60% VO2max; nakon ovog praga, za vezbanje preko 60% VOomax, koncentracija
plazma kortizola raste linearno sa intenzitetom vezbanja [56]. Ispod ovog praga
intenziteta, tj. tokom laganog, prolongiranog vezbanja, koncentracija ACTH i kortizola
moze da poraste, ukoliko se prede prag trajanja koji je oko 90 minuta vezbanja na 40%
VO,max. Oba ova praga su nezavisna od nivoa utreniranosti. Drugim recima, kada se
vezbanje sprovede slicnim relativnim intenzitetom kod utreniranih i neutreniranih
ispitanika, pragovi intenziteta i trajanja za vezbanjem-indukovano oslobadanje kortizola
su sli¢ni [56].

I drugi specificni faktori moduliSu odgovor kortizola na vezbanje: hipohidracija,
obroci i doba dana. Nezavisno od spoljasnjeg termalnog stresa, hipohidracija (do 4.8%
gubitka telesne mase) potencijalno naglasava vezbanjem-indukovan porast kortizola.
Ovo pojacanje odgovora verovatno rezultuje iz povecane unutraSnje temperature i
povecane kardiovaskularne potrebe usled smanjenja plazma volumena [57]. Obroci
takode stimuliSu oslobadanje kortizola kod ljudi. VeZbanje neposredno nakon obroka
dovodi do oslabljenog odgovora kortizola, a obrnuto, postprandijalni skok kortizola je
oslabljen prethodnim vezbanjem [58]. Konacno, odgovor kortizola je znacajno
modulisan periodom dana, Koji uti¢e na stepen porasta (veci je porast uvece nego ujutru)
ali ne i maksimalni odgovor na vezbanje, pa zanemarivanje doba dana prilikom analize
rezultata moze dovesti do pogresnih interpretacija [59].

Kada se tokom dana treninzi sprovode nekoliko puta dnevno, vreme oporavka
izmedu treninga takode moZe uticati na odgovor HHN osovine na naredne treninge. U
jednom eksperimentu su treninzi elitnih sportista sprovodeni u trajanju od 75 minuta na
75% VO2max [60]. Odgovor kortizola i ACTH je bio naglaseniji kada je naredna sesija
sprovodena nakon 3 h nego nakon 6 h. Pojacanje HHN aktivnosti se desilo uprkos
kompletno normalizovanim vrednostima kortizola 1 ACTH izmedu dve sesije veZbanja.
Ovi podaci podrzavaju hpotezu da je trajanje odmora izmedu prvog i drugog treninga
znacajna determinanta magnitude odgovora kortizola nakon reaktivacije HHN osovine.
Konac¢no, kako kortizol takode priprema organizam za slede¢u epizodu veZbanja
(konsolidovanjem rezervi glikogena u miSi¢ima i gaSenjem misi¢nih inflamatornih

reakcija), kada se akutna epizoda intenzivnog ili prolongiranog vezbanja zavr§i, nivo

14



Uvod

kortizola moze da se vrati na vrednosti pre vezbanja sa odlaganjem. Ovo odlaganje ne
prelazi 150 minuta nakon zavrsetka vezbanja.

VezZbanje sa otporom, tj. vezbanje snage (resistance) je takode potentan stimulus
HHN osovine. Dva glavna faktora modulisu odgovor HHN osovine na vezbe snage:
intenzitet i volumen (broj setova x broj ponavljanja x inenzitet) vezbanja. Protokoli
snage, umerenog do visokog intenziteta, visokog volumena, koji opterecuju velike
miSi¢ne grupe 1 koji ukljuuju kratke periode odmora, dovode do najveceg porasta
ACTH 1 kortizola [61]. Uloga kortizola tokom veZzbi snage je viSestruka: zadovoljavanje
velikih metabolickih potreba, remodelovanje miSi¢a s obzirom da kortizol reguliSe
proteinski sastav misi¢a (inhibicija sinteze proteina, a stimulacija degradacije proteina),
uticaj na neuromuskularnu funkciju [62].

Tip miSiéne kontrakcije takode moze modulisati odgovor HHN osovine na
vezbanje snage. Podizanje tereta tokom vezbe dinamickog otpora zahteva produkciju
sile tokom skra¢enja miSi¢ca (koncentricna kontrakcija), dok spuStanje tereta
(ekscentri¢na kontrakcija) zahteva produkciju sile tokom produzenja misi¢a. Trening
snage se obicno izvodi sa koncentricnim i ekscentricnim kontrakcijama pri istom
konstantnom opterec¢enju. EkscentriCan trening ima nekoliko prednosti kada je u pitanju
sli¢no miSi¢no opetereenje: tokom vezbi snage, efekat gravitacije i mehanicke osobine
sarkomera 1 vezivnog tkiva skeletnih miSi¢a dozvoljavaju vece miSi¢no opterecenje
tokom ekscentricne misi¢ne kontrakcije (produzenje misica) nego kod koncentricne
(skra¢enje misica) [63]. Prema tome, ima dokaza da prilikom slicnog misSi¢nog
opterec¢enja, nivo kortizola tokom vremena raste manje prilikom koncentri¢nih nego
prilikom ekscentricnih miSiénih aktivnosti [61].

Posmatrajuci stres uopsteno, postoje i drugi modulatori stresnog odgovora.
Mozda najizrazeniji fizioloski modulatori HHN osovine su gonadalni steroidi. Veliki
broj studija je potvrdio znacajnu polnu razliku i u veli¢ini i u trajanju stresnih odgovora
u zavisnosti od muskih (testosteron) i Zenskih (estradiol — E2) polnih hormona,
medutim, rezultati nisu konzistnentni. Inicijalne studije su demonstrirale da testosteron
inhibira reaktivnost na stres, a estradiol je pojadava [64,65]. Zivotinje u estrusu (visok
estradiol) i proestrusu (visok estradiol i visok progesterone) imale su povisen bazni
kortikosteron, visi pik kortikosterona pri naporu, i odloZenu normalizaciju vrednosti na
baznu. Bitno je i to da je izgleda mesto delovanja E2 nadbubrezna Zlezda, tj. E2

povecava osetljivost nadbubrega na ACTH.
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Ovaj seksualni dimorfizam je demonstriran i kod ljudi, medutim ima i odredenih
nepoklapanja u zaklju¢cima razli¢itih studija. U inicijalnim studijama nisu
demonstrirane razlike u responsivnosti HHN u zavisnosti od menstrualnog ciklusa,
medutim koriS¢enje standardizovanih stresnih protokola je potvrdilo znadajnu
varijabilnost, sa generalno ve¢om responsivno$éu u lutealnoj fazi [66]. Odgovor
salivarnog kortizola u lutealnoj fazi je sli¢an odgovoru kod muskaraca, i kod obe ove
grupe ve¢i od odgovora u folikularnoj fazi 1 kod Zena koje su koristile oralne
kontraceptive [67]. Sli¢ne vrednosti ACTH kod Zena u folikularnoj i zena u lutealnoj
fazi govore u prilog povecane adrenalne senzitivnosti. Takode, vrednosti ACTH su bile
vece kod muskaraca u odnosu na sve grupe Zena, Sto ukazuje da je hipotalamusni
odgovor na stress izrazeniji kod muSkaraca nego kod Zena. Medutim, razlika u
vrednostima salivarnog kortizola se gubi kada se poredi odgovor plazma kortizola,
dakle vezanog za kortizol-vezujuéi-globulin (CBG - cortisol binding globulin), ¢ija
sinteza direktno zavisi od estrogena i ovo makar delimi¢no objaSnjava razliku u
odgovoru salivarnog kortizola. Nasuprot ovim rezultatima, najveca sprovedena studija
do sada demonstrirala je da su u odnosu na Zene u folikularnoj fazi menstrualnog
ciklusa muskarci imali naglaseniji odgovor na psiholoski stress test od strane i ACTH i
salivarnog i plazma kortizola [68]. Jo$ su interesantniji rezultati koji su pokazali da
postoje razlike u odgovoru na neke vrste stresora izmedu gonadektomisanih Zivotinja
oba pola: u slucaju pojedinih stresora, gonadektomisane Zenke su imale naglaseniji
odgovor HHN osovine [69]. Ovo ukazuje da polni dimorfizam u stresnom odgovoru
nije prosta posledica polnih hormona, ve¢ po svemu sudeci i razlika na nivou visih
struktura centralnog nervnog sistema.

Godine starosti takode imaju izuzetno veliki uticaj na funkcionisanje HHN
osovine, kako u nestimulisanim, tako i u stimulisanim uslovima. Nakon perioda dobre
responsivnosti na stres videne kod novorodencadi, kroz detinjstvo se ispoljava period
tzv. hiporeaktivnosti na stres, ¢iji stepen i trajanje izgleda zavise od roditeljske brige i
socijalne stimulacije [70]. Starenje pojacava bazalnu aktivnost HHN osovine i1 njen
odgovor na stres [71]. Smatra se da je ovo posledica gubitka negativne povratne sprege,
primarno kroz gubitak GR na nivou hipokampusa [72].

Kona¢no, HHN osovina i imunski sistem su usko recipro¢no povezani.
Receptori za nekoliko citokina su demonstrirani na nadbubreznim zlezdama, na

anteriornom reznju hipofize i odredenim mozdanim strukturama [73]. Vecina citokina
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stimuliSe HHN osovinu, a poviSen nivo citokina, naro¢ino IL-6 (interleukin-6), je
konstatovan i u situacijama neimunskih stresora, i doprinosi aktivnosti HHN osovine
[74].

5. ADAPTACIJA HHN OSOVINE — FOKUS NA VEZBANJE

Hroni¢na izloZenost stresu dovodi do znaCanjih promena i na nivou bazne
funkcije HHN osovine i na nivou njene responsivnosti na stres: 1) povecana je
ekspresija CRH 1 AVP, a povecana je i ekscitabilnost CRH neurona u PVN, 2) povec¢ana
je CRH/AVP kolokalizacija 1 oslobadanje CRH u eminenciju medijanu i1 portnu
hipofiznu cirkulaciju, 3) poveéana je ekspresija gena za CRHR1 i V1b, i senzitivnost na
CRH i AVP na nivou hipofiznih kortikotropa, 4) dolazi do adrenalne hipertrofije i
pojacane adrenalne senzitivnosti na ACTH [75]. Sve promene su konzistentne sa
povecanim potencijalom HHN osovine za aktivaciju.

Uprkos ponavljanoj izlozenosti stresu, stresni odgovor HHN osovine na novi
stresor se ili odrzava ili je pojacan, Sto ukazuje na postojanje mehanizama koji aktiviraju
HHN osovinu uprkos pojatanom signalu negativne povratne sprege koji generiSu
epizodi¢na ili kumulativna izlozenost GC [76]. I1zlozenost prethodnom stresoru pojacava
GC ogovor na narednog stresora, Sto dovodi do brzeg pocetka oslobadanja GC 1 viseg
pika GC na sukcesivni stimulus. Ovaj process se naziva facilitacija i posredovana je
makar delom porastom oslobadanja ACTH ili pojac¢anom osetljivos¢u nadbubrega [77].

Medutim, ponavljana izloZenost istom stresoru (tzv. homotipski stresor), moze
dovesti do habituacije HHN odgovora, karakterisane smanjenim GC odgovorom tokom
vremena [78]. Da li ¢e doc¢i do habituacije zavisi najpre od prirode stresora. Pa se tako
odgovor na “ozbiljnije” stresore (kao §to je npr. ponavljana izloZenost predatoru)
odrzava tokom vremena. Pokazano je i da je habituacija ceS¢a u slucaju psiholoskih
stresora, koji su dominantno procesivni stresori, a ne kod sistemskih stresora koji
uklju¢uju neposrednu fizicku opasnost [79]. Habituacija ima bitan evolutivni znacaj jer
snizavanjem odgovora na stresore koji nisu zivotno ugrozavajuci, omogucava
konzerviranje energije i resursa [80]. U ekstremnim situacijama, odsustvo habituacije na

ponavljani psiholoski stres kod ljudi moZe biti uzrok poremecajima kao Sto su depresija
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I posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) [81]. Rezultati istrazivanja ukazuju da je pad
u aktivnosti HPA osovine posredovan MR [82].

Ovakva vrsta alostatske adaptacije je svojevremeno opisana i kod sportista: u
poredenju sa sedentarnim ispitanicima odgovor HHN osovine utreniranih osoba na
akutno fizicko opterecenje je atenuisan kada se normalizuje prema apsolutno
primenjenom opterecenju [83]. Odgovor ACTH i kortizola na akutno opterecenje nakon
6 nedelja treniranja je bio snizen kod pacova koji su vezbali umerenim intenzitetom
[84]. Nakon treninga izdrZljivosti, kod osoba koje nisu pretrenirane, porast kortizola
izazvan vezbanjem se odrzava 120-150 minuta i nakon toga se vrednosti vracaju na one
pre vezbanja. Ima dokaza da je sekrecija kortizola suprimovana u no¢i nakon dana kada
se sprovodi aerobni trening [85]. Dodatno, $to je vezbanje tokom dana bilo intenzivnije,
to je, to je supresija sekrecije kortizola tokom no¢i bila intenzivnija.
Dvadesetcetvoro¢asovni urinarni slobodni kortizol UFC (urinary free cortisol) je bio u
referentnom opsegu kod sportista tokom dana kada su trenirali/takmicili se [86].
Takode, ove vrednosti se nisu znacajno razlikovale u odnosu na neutrenirane ispitanike
[87]. Nesto je drugacije kod anaerobnog vezbanja (vezbe snage): kortiozol kraée ostaje
povisen, i nema znacajne prekonoc¢ne supresije sekrecije kortizola [88].

Jedan od vaznih aspekata redovnog vezbanja je taj da je konsekutivni stresni
odgovor na razli¢ite Zivotne stresore atenuisan kod osoba koje su u treningu. Atenuisan
odgovor na psihosocijalni stressor je potvrden kod Zena koje su bile fizicki aktivne u
poredenju sa Zenama koje su bile vise sedentarne [89]. Ove 1 slicne studije su dovele do
razmatranja da bi fizicko vezbanje moglo biti deo terapijskih protokola u bavljenju
zdravstvenim problemima izazvanim stresom.

Posebne situacije su dva aspekta prekomerne utreniranosti (overreaching — OR i
overtraining — OT). Oba stanja nastaju nakon vezbanja koje je ekscesivnog intenziteta
ili trajanja i kao takvo dovodi do neadekvatnih neuroendokrinih stresnih odgovora [90].
I OR 1 OT nastaju odna kada stress veZbanja nametne organizmu napor koji je u biti
Stetan (drugim recima, nametne mu ekscesivan alostatski teret). Posledi¢no, ovo mozZe
indukovati maladaptaciju kod sportista i kompromitovati njihovu sposobnost da se dalje
takmice. Neuroendokrini stresni odgovor u OR/OT je dvofazni: inicijalnu hiperaktivnu
fazu prati kasna hipoaktivna faza [91,92]. Interesantno, u nekim situacijama tokom OR,
ukoliko se sportistima obezbedi kratkotrajan period odmora i oporavka, moze zapravo

do¢i do kompenzacije sa adaptacijom koja je veca nego uobicajeno, i moze doc¢i do
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poboljsanja atletskih performansi [93]. Neuroendokrina hipoaktivna faza izgleda
korespondira sa tackom OT 1/ili manifestacijama OT sindroma. Kako process napreduje,
neuroendokrina funkcija postaje suprimovana za odredene hipotalamusne, hipofizne i
nadbubrezne hormone (ACTH, LH, FSH, kateholamini i kortizol). Ovo stanje je daleko
ozbiljnije i zahteva nedelje ili mesece da bi se sportista oporavio i povratio normalnu

endokrinu funkciju.

6. PERIFERNI EFEKTI HORMONA HHN OSOVINE - FOKUS NA
RECEPTORE

Svi hormoni uklju¢eni u stresni odgovor svoja periferna dejstva ostvaruju
vezivanjem za specifi¢ne receptore.

Kao §to je ve¢ re€eno, kortizol svoje bioloSke efekte ostvaruje aktivacijom
intracelularnih kortikosteroidnih receptora: 1) mineralokortikoidni receptor (MR), ili tip
1 Kortikosteroidnih receptora, i 2) glukokortikoidni receptor (GR), ili tip 2
kortikosteroidnih receptora. GR su ubikvitarno eksprimirani, imaju mali afinitet a
visoku senzitivnost, dok su MR eksprimirani samo u pojedinim tkivima, imaju visok
afinitet a nisku senzitivnost. Vezivanje kortizola za specificne receptore je u velikoj
meri regulisano ekspresijom i delovanjem enzima 1) 11B-hidroksisteroid dehidrogenaza
tip 1 (11B-HSD1) koja regeneriSe aktivni kortizol iz neaktivnog kortizona, i 2) 11p-
hidroksisteroid dehidrogenaza tip 2 (11p-HSD2), koja konvertuje kortizol u kortizon
[94].

I GR 1 MR su znacajno eksprimirani u kardiovaskularnom sistemu, ukljuc¢ujuci
zid krvnih sudova i miokard, a u eksperimentalnim modelima na srcu pacova i ljudi
dokazani su niski nivoi 118-HSD1 i 11p-HSD2 [95]. Kardiovaskularne promene su
centralna odlika adaptacije na ve¢inu fizickih stresora. Od kada je Walter Cannon 1932.
godine definisao postulate ,.fight or flight* reakcije (,,bori se ili beZi*), brza aktivacija
kardiovaskularnog sistema se dozivljava se kao sine qua non prezivljavanja fizickog
stresora [23]. Dejstvo kortizola na kardiovaskularni sistem je viSestruko. Delujuci na
GR eksprimirane na kardiomiocitima kortizol uti¢e na sr¢anu kontraktilnost (pozitivno
inotropno dejstvo) i masu [94]. Dejstvom na GR i MR uti¢e na porast arterijskog krvnog

pritiska kako delovanjem na nivou bubrega (retencija natrijuma na nivu distalnog
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nefrona) tako i delovanjem na krvne sudove (smanjenje endotel-zavisne vazodilatacije,
povecanje kontraktilnosti vaskularnih glatkih miSi¢a povecanjem senzitivnoSti na
presorne agense kao S$to su kateholamini i angiotenzin II, povecanje sinteze
angiotenzinogena) [23,94,95,96].

Drugi bitan aspekt stresnog odgovora odnosi se na metabolicku adaptaciju koja
je usmerena ka mobilizaciji rezervi supstrata i njihovom preusmeravanju ka tkivima
kojima su potrebni. Kortizol stimuliSe deponovanje glikogena 1 glukoneogenezu u jetri,
a s druge strane inhibira periferni transport 1 iskoriS¢avanje glikoze. Dodatno, lipolizom
iz masnih ¢elija mobilise lipide, a inhibicijom sinteze proteina i stimulacijom proteolize
u razli¢itim tipovima misi¢a mobilise aminokiseline [97]. Efekat kortizola je dodatno
pojacan njegovom potencijacijom uloge kateholamina i1 glukagona. Krajnji rezultat je
porast koncentracije glikoze na rac¢un katabolizma proteina i lipida i nastanak insulinske
rezistencije.

Metabolicka uloga kortizola kao posledicu ima i1 promenu telesnog sastava.
Kortizol stimuliSe diferencijaciju adipocita, promoviSu¢i adipogenezu putem
transkripcione aktivacije klju¢nih gena diferencijacije kao §to su geni za lipoproteinsku
lipazu, glicerol-3-fosfat dehidrogenazu i leptin. Dugotrajni efekat je stimulacija
deponovanja masnog tkiva visceralno 1 centralno, $to se moZe objasniti veCom
ekspresijom GR i 113-HSD1 u omentalnom u odnosu na subkutano masno tkivo [96].
Na nivou miSi¢nog tkiva, kortizol izaziva atrofiju (ali ne nekrozu) i smanjuje sintezu
proteina.

Iz prethodnog se vidi da Sirok dijapazon funkcija kortizola uti¢e na svaki aspekt
homeostaze bilo u mirovanju bilo u stresu, ukljuc¢ujuci i veliki broj gena eksprimiranih
od strane imunog sistema [98]. Priroda fizioloskog odgovora ali i senzitivnost variraju
medu vrstama, osobama, tkivima, ¢elijskim tipovima, pa ¢ak i1 tokom celijskog ciklusa,
usled postojanja mnogobrojnih nivoa regulacije funkcije ubikvitarno rasprostranjenih

GR, kao i usled svih efekata ispoljenih vezivanjem za MR.

6.1. GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Glukokortikoidni receptor je gotovo ubikvitarno eksprimiran u organizmu, tj.

gotovo da nema tkiva bez ekspresije GR. Detektuje se i u gotovo svim regijama u
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mozgu, sa narocito visokom ekspresijom na nivou hipokampusa [99]. Ekspresija GR je
potvrdena ¢ak i na nivou kore nadbubrezne Zlezde, a naro¢ito u nivou zone reticularis
[100,101,102].

Glukokortikoidni receptor pripada filogenetski konzerviranoj superfamiliji
nuklearnih hormonskih receptora koji funkcionisu kao ligand-zavisni transkripcioni
faktori [103]. Kao i drugi ¢lanovi ove superfamilije, GR ima karakteristi¢nu strukturu
sastavljenu iz tri domena: 1) N-terminalni domen, odgovoran za aktivaciju ciljnih gena i
interakciju sa transkripcionim faktorima; 2) DNK-vezuju¢i domen, koji ucestvuje i u
translokaciji receptora u jedro, receptorskoj dimerizaciji, i transaktivaciji; 3) C-
terminalni domen, koji fukcioniSe kao ligand-vezuju¢i domen a ucestvuje i u
stabilizaciji receptora u vezanom i nevezanom stanju, kao i u interakciji sa
transkripcionim faktorima. Slobodan GR se nalazi u citoplazmi ¢elija i to u vidu
multiproteinskog kompleksa sastavljenog od receptora, dva molekula hsp90 (heat-shock
proteine 90), hsp70, hsp56, hsp40, molekula p23 i imunofilina. Nakon vezivanja
liganda dolazi do konformacione promene koja omogucava oslobadanje GR od hsp,
njegovu aktivaciju i translokaciju u jedro. U jedru GR homodimerizuje, prepoznaje i
intereaguje sa specificnim genskim sekvencama nazvanim GRE (glucocorticoid-
responsive elements) i aktivira ili suprimira transkripciju ciljnih gena. Aktivacija i
represija ciljnih gena mogu nastati i indirektno, putem interakcije GR sa drugim
transkripcionim faktorima (npr. STAT, NFkB, AP-1, Smad3) [100]. S obzirom da je GR
kodiran od strane jednog gena, evolutivnho je favorizovan nastanak razliCitih
receptorskih izoformi koje su obezbedile specificnije stimuluse na ¢eliju, u smislu 1
¢elijske i tkivne specifi¢nosti [104].

Gen za GR je lociran na hromozomu 5g11-q13, i ubikvitarno rasprotranjen u
¢elijama ljudskog organizma (slika 6). Sastoji od 10 egzona (1-8, 9a i 9pB), pri cemu
protein kodirajuci regioni po¢inju od 2. egzona. Promotorski region (kojih ima najmanje
3 razli¢ita tipa) sadrzi oko 15 jedinstvenih veznih mesta za transkripcione faktore, §to
sve omogucava razli€itu regulaciju ekspresije GR proteina u razli¢itom signalnom
okruZenju. Varijabilnosti doprinosi i alternativno secenje (splicing) na nivou 9. egzona.
U zavisnosti da li se u kona¢noj informacionoj RNK (iRNK) nadu 9a ili 9B egzon,
nastaju dve izoforme GR, GRa i GRB [105]. GRa vezuje klasi¢ne receptorske agoniste,

dok th GR ne vezuje i ne intereaguje sa GRE, ali ispoljava inhibitorni efekat na GRa.
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Slika 6: Gen glukokortikoidnog receptora i glukokortikoidni receptor

Na modulaciju aktivnosti GR utiCu i mnoge post-translacione promene kao
fosforilacija, ubikvitinacija i sumoilacija (SUMO-small ubiquitin-related modifier),
mutacije gena za GR, 1 specificni polimorfizmi ovog gena, koje su poslednjih godina
predmet intenzivnog proucavanja. Polimorfizmi gena za GR su detektovani 1 u
egzonima i u intronima. Egzonski dovode do promena u sastavu aminokiselina u
zavrSnom proteinu, a intronski uti¢u na regulaciju ekspresije samog gena (alternativni
nacini 1 efikasnost prepisivanja gena, aktivnost promotora, efikasnost translacije ili
skra¢ivanje gotovog proteina ubacivanjem stop kodona). Razli¢iti polimorfizmi se ¢esto

javljaju u kombinaciji, a 3 najviSe ispitivana su Bcll, N363S i ER23/22EK (slika 7).

transactivation DNA-binding | ligand-binding
domain domain domain

5’ 3

— 2 HHEEIE

A A A A A A A

Tthill ER22/23EK N363S Bell R477H I559N V571A A 4bp D641V G679S V7291

3'- splice site

Slika 7: Polimorfizmi (bele strelice) i mutacije (crne strelice) gena za glukokortikoidni receptor

Znacaj ovih polimorfizama za nastanak razli¢itih patoloskih poremecaja bio je

predmet istrazivanja mnogih studija koje su ispitivale parametre osetljivosti HHA
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osovine, indeks telesne mase, arterijski krvni pritisak, markere metabolickog sindroma 1
gustine kostiju. Sve ove studije imaju uglavnom konkordantne rezultate, ali i odredena
nepoklapanja. Bcll i N363S polimorfizmi se generalno smatraju udruzenim sa
povecanom osetljivoséu na glukokortikoide. Ovo je pokazano povec¢anom osetljivoséu
HHN osovine na supresiju deksametazonom (0.25 mg DEX), ve¢im indeksom telesne
mase i asocijacijom sa postojanjem abdominalne visceralne gojaznosti kod nosilaca
ovih polimorfizama [106]. Nasuprot tome, ER22/23EK polimorfizam se generalno
smatra udruzenim sa povec¢anom rezistencijom na glukokortikode, $to je u studijama
demonstrirano smanjenim odgovorom na deksametazonsku supresiju i povoljnijim
metaboli¢kim profilom i telesnim sastavom [107].

Medutim, pojedine studije nisu dokazale ovakve asocijacije. Studija na
nemackoj kohorti pacijenata sa depresijom je ispitivala uticaj postojanja ER22/23EK,
N363S i Bcll polimorfizama na odgovor kortizola i ACTH na deksametazonsku
supresiju a zatim stimulaciju sa CRH, medutim nije potvrden zna¢ajan uticaj genotipa
[108]. Jak uticaj postojanja N363S i Bcll polimorfizama je potvrden u odgovoru HHN
osovine na psihosocijalni stres u kohorti blizanaca muskog pola [109]. Nosioci N363S
su imali ja¢i odgovor kortizola na psihosocilajni test, kao i nakon stimulacije sa ACTH;
nasuprot tome, homozigotni nosioci Bcll polimorfizma su imali nizi odgovor kortizola u
poredenju sa kontrolom. Interesantno, efekat navedenih polimorfizama je kod Zena
potpuno suprotan: Zene nosioCi polimorfizma N363S su imale gotovo suprimovan
odgovor kortizola, dok su homozigoti za G/G BclI polimorfizam imale najviSe vrednosti
kortizola [110].

Odredene diskrepance u nalazima mogu se objasniti ¢injenicom das u studije
uglavnom sprovodene na ogranicenom broju ispitanika razli¢itih etni¢kih pripadnosti.
Takode, moZe se ocekivati da ¢e izmenjeni GR razli¢ito funkcionisati u razli¢itom
genskom miljeu, karakterisanom razli¢itim panelima gena sa razli¢itim efektima na
sposobnost GR da obavi svoju funkciju [99].

Kada je u pitanju fizicko veZbanje, nishodna ekspresija GR je pokazana kod
hroni¢nog treninga izdrzljivosti kod pacova, i to na nivou jetre, a nakon akutnog
vezbanja na nivou srca i bubrega [111]. Promena je bila proporcionalna intenzitetu i
optere¢enju vezbanja, pri ¢emu su sve promene bile reverzibilne. Slican efekat je

potvrden i kod ljudi na nivou GR eksprimiranih na perifernim leukocitima [112]. Nivo
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snizenja ekspresije GR na perifernim leukocitima je bio proporcionalan prethodnom

intenzitetu vezbanja [113].

6.2. MINERALOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Mineralokortikoidni receptor funkcioniSe kao komplementarni receptor
glukokortikoidnom u zajednickoj regulaciji funkcije HHN osovine. Za razliku od
ubikvitarno eksprimiranog GR (i kada je u pitanju mozak), MR je dominantno
eksprimiran u limbi¢kim regijama, kao Sto su hipokampus ili amigdala [114]. U
hipokampusu, MR su kolokalizovani sa GR. S obzirom na visok afinitet MR za GC,
zauzetost ovih receptora ligandom je visoka i u bazalnim (nestimulisanim, nestresnim)
okolnostima [115]. Zbog toga se dugo smatralo da MR tokom stresnog odgovora
dominantno sluzi da pojaca funkcionalnost GR za vezivanje GC, a da nema nezavisnu
ulogu. Medutim, poslednja saznanja ukazuju da MR ispoljava brze efekte na
neurotransmisiju 1 sinapticku plasti¢nost hipokampusa i amigdala u situaciji stresnih
okolnosti, i to brzim negenomskim efektima kortizola putem MR Kkoji su locirani na
plazma membrani [116]. Dodatno, nedavno je potvrdeno da tokom akutnog stresa dolazi
do konkomitantnog vezivanja MR 1 GR za iste GRE, pri ¢emu se oba receptora vezuju
kao homo- ili heterodimeri [117]. Ovo je postavilo MR na vazno mesto u analizi
moderatora stresnog odgovora.

Pored centralnog nervnog sistema, MR je eksprimiran u mnogim tkivima kao $to
su bubrezi, debelo crevo, srce, smede masno tkivo i znojne Zlezde. U epitelijalnim
tkivima njegova aktivacija dovodi do ekspresije proteina koji reguliSu transport vode i
jona (dominantno epitelijalni natrijumski kanal ili ENaC, Na/K pumpa, serumska i
glukokortikoidima indukovana kinaza SGKI1), dovode¢i do reapsorpcije natrijuma i
posledi¢nog povecéanja ekstracelijskog volumena i povecanja krvnog pritiska, a sa druge
strane do povecanja ekskrecije kalijuma kako bi se odrzala normalna koncentracija soli
u organizmu [118]. Ovi efekti su dominantno posredovani aldosteronom, naroc¢ito na
nivou bubrega, gde se aldosteron sa visokim afinitetom vezuje za MR usled visoke
aktivnosti 11p-HSD2 na nivou bubrega, a koja katabolizuje kortizol u inaktivni
metabolit kortizon. Nasuprot bubrega, u mozgu je visoko eksprimirana 113-HSD1 koja

obezbeduje visoku koncentraciju aktivnog kortizola iz inaktivnih 11-keto derivata.
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Takode, zbog odsustva kortizol konvertujuéeg enzima aldosteron sintaze, u mozgu su
niske koncentracije aldosterona [119]. Zbog toga je kortizol glavni ligand za MR
eksprimirane u mozgu.

Ekstenzivna ekspresija MR je pokazana u masnom tkivu, gde ima ulogu u
njegovom razvoju i metabolizmu, kao i u produkciji proinflamatornih medijatora [120].
U srcu, ekspresija MR na makrofagima predstavlja vazan faktor koji doprinosi
inflamaciji nakon infarkta miokarda [121]. Ima dokaza da neuronalna ekspresija MR
ima anti-apoptotsku i regulatornu ulogu smanjuju¢i smrt neuronalnih ¢elija nakon
globalne cerebralne ishemije [122]. Sa starenjem ekspresija MR u CNS se smanjuje, §to
rezultira gubitkom HHN-inhibicije, i hroni¢nim porastom nivoa kortizola [123].

Mineralokortikoidni receptor je kodiran od strane NR3C2 gena lociranog na
hromozomu 4q31.1. i sastoji se od 10 egzona Kkoji se prostiru u rasponu od otprilike 450
kB (slika 8).

5 [T [1o] - s [ ? -3
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NTD " .DBD LBD

Protein ! - .,
1 167 445 - 601 677 . 984

AF-1a AF-1b | | [AF-2]
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Phosphorylation Y42Y73[Y119 Y502 AS&CHA A
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Sumoylation K89 K399K428 K494 K953
Acetylation K677
Ubiquitylation K367 K715

Slika 8: Gen MR, iRNK i protein, sa prikazom funkcionalnih domena i pridruzenih posttranslacionih
modifikacija [124] — objasnjenje u tekstu

Gen se sastoji od 10 egzona, ukljucujuci i prva dva koji su netranslacioni (1o i
1B). Translaciono startni kodon je lociran 2 bazna para (bp) pocev od 2. egzona, dok je
stop kodon lociran na 9. egzonu [124]. Multiple izoforme IRNK generisane

alternativnom transkripcijom ili razli¢itim secenjem se prevode (transliraju) u razlicite
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proteinske varijante. Receptor se sastoji od razli¢itih funkcionalnih domena (activatin
function AF-1a, AF-1b i AF-2) i nuklearnih lokalizacionih signala (NLSO, NLS1 i
NLS2), kao i jednog nuklearnog signala za eksportaciju (NES). Na slici 8 su prikazane i
pozicije aminokiselina koje su mete za fosforilaciju, sumoilaciju i ubikvitinaciju.

Slicno kao i kod GR, sekvenciranjem egzona gena za MR identifikovno je

nekoliko polimorfizama (SNP, single nucleotide polymorphisms) [125].
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Slika 9: Vazni SNP u genu za MR i odgovarajuéi haplotipovi [126] — objasnjenje u tekstu

Analiza haplotipova je pokazala da postoje dva bloka: jedan u 5’ regionu a drugi
u 3’ regionu [126]. Haplotipovi i njihov uticaj na senzitivnost MR na ligand prakti¢no
zavise od dva prominentna SNP: MR-1180V (rs5522) i MR-2G/C (rs2070951).
Visokofrekventni MR-1180V (frekvenca minornog alela (G) je 12%) je lociran na
2.egzonu i menja primarnu strukturu MR proteina. Ovaj SNP dovodi do
aminokiselinske zamene izoleucina u valin u N-terminalnom domenu proteina, i uti¢e
na transaktivacioni potencijal MR in vitro [127]. Drugi SNP koji je testiran je MR-2G/C
(frekvenca minornog alela je 50%) i lociran je dva nukleotida pre prvog translacionog
startnog mesta na MR. C-alel ovog SNP verovatno dovodi do veée ekspresije MR

proteina, povecane transaktivacije i1 aktivnosti u porecenju sa G-alelom [128].
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Ova dva uobicajena SNP se pojavljuju kao deo bloka 1 haplotipova, a u prirodi
se javljaju kao 3 uobiCajena haplotipa (Cetvrti prakti¢no nije dokazan). Ovi haplotipovi
takode uti¢u na funkcionalnost MR 1 ¢esto se koriste u klini¢ki studijama. Do sada je
pokazano u in vitro uslovima da GA haplotip (haplotip 1) pokazuje znafajno nizu
maksimalnu transaktivaciju i nizu ekspresiju proteina u poredenju sa CA i CG
haplotipovima (haplotip 2 i haplotip 3) [129]. Najvisa aktivnost je demonstrirana kod
haplotipa 2, nesto visa od haplotipa 3.

Ovi nalazi su ukazali na moguc¢nost da ovi SNP i haplotipovi mogu imati i in
vivo posledice. Pokazano je da nosioci G-alela MR-2C/G SNP imaju povisen odgovor
kortizola pri budenju [130]. Nosioci C-alela (CA i CG haplotip) imaju ve¢u ekspresiju
MR i samim tim povecanu toni¢ku inhibiciju koja rezultira u nizim baznim vrednostima
kortizola. Medutim, ovaj rezultat nije konzistentno potvrden, tj. u kohorti od 218
zdravih dobrovoljaca nije utvrden efekat ovih polimorfizama na odgovor kortizola pri
budenju [125].

Kada je u pitanju odgovor na psihosocijalni stress, pokazano je da nosioci CA
haplotipa imaju pojacan stresni odgovor, na osnovu skoka vrednosti ACTH 1 plazma 1
salivarnog kortizola [131]. Nasuprot tome, nosioci GA haplotipa su imali oslabljen
stresni odgovor. Medutim, i u ovom slucaju ima nekonzistentnih nalaza, pa tako nije
potvrden znacajan uticaj polimorfizama u MR-1180V SNP na stresni odgovor kod 64
zdrave osobe [132].

6.3. ADRENOKORTIKOTROPNI RECEPTOR

Svi melanokortinski peptide — petptidi nastali iz proopiomelanokortina (POMC)
kao $to su ACTH, a-MSH, B-MSH, y-MSH, 8-MSH, selektivno se vezuju za porodicu
G-protein kuplovnih receptora, a koji se nazivaju melanokortinski receptori [133].
Melanokrotiznski receptori (MCR) posreduju u endokrinim, neuronalnim i parakrinim
efektima, razlikuju se prema specificnosti za odredeni melanokortinski peptid, kao 1
specifi¢nosti prema antagonistima i lekovima [134]. Postoji 5 poznatih tipova MCR: 1)
MCIR: udruzen sa pigmentacijom, 2) MC2R: poznat i kao ACTH receptor, s obzirom
da je specifican samo za ACTH; 3) MC3R; 4) MC4R: defekti u ovom receptori dovodi

do autozomno-dominantne gojaznosti, odgovorne za oko 6% svih slu¢ajeva rano nastale
£0]J g 1
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gojaznosti; 5) MC5R (Tabela 1). Svi navedeni receptori neselektivno vezuju antagoniste
agouti-related peptide (AgRP) i agouti signaling peptide (ASIP).

Tabela 1: Klju¢ne odlike melanokortinskih receptora

Receptor Osnovno mesto ekspresije Preferenca liganda FizioloSka uloga

MC2R adrenalni korteks ACTH adrenalna
steroidogeneza

MC4R o-MSH>ACTH regulacija apetita

ACTH-adrenokortikotropni hormone, GIT-gastrointestinalni trakt, MC-melanokortin,
MSH-melanocit-stimuliSu¢i hormone, R-receptor

Adrenokortikotropni receptor MC2R ima klju¢nu ulogu u funkcionisanju HHN
osovine. Adrenokortikotropin (ACTH) osloboden iz kortikotropnih c¢elija prednjeg
reznja hipofize vezuje se za MC2R na ¢elijama kore nadbubreznih Zlezda kao njegov
jedini prirodni agonista. Aktivacija MC2R signalizira ¢elijama zone fasciculate
adrenalne kore da sintetisu i sekretuju GC. Pored ove, osnovne funkcije, vezivanjem za
MC2R ACTH stimuliSe i produkciju androgena iz zone retikularis, a ovo se postize
poveCanjem preuzimanja holesterola u mitohondrije, 1 pojaanjem ekspresije
steroidogenih enzima [135]. Uloga ACTH u stimulaciji adrenalnog rasta je bila jedna od
oblasti kontroverze; hipofizektomija je udruZena sa atrofijom adrenalne kore, dok su
stanja ACTH ekscesa (kao S§to je KuSingova bolest) udruzena sa adrenalnom
hiperplazijom. Kasnije studije su potvrdile neophodnost delovanja kosekretovanog
mitogena, po svemu sudeci nastalog iz N-terminalnog dela POMC prekursora [136].

Humani MC2R gene je lociran na hromozomu 18p11.2 i sastoji se od dva
egzona, od kojih egzon 1 ne podleZe translaciji. Tokom poslednjih nekoliko godina
identifikovano je nekoliko polimorfizama u promotorskim regionima MC2R gena, ali je
njihov fizioloski znacaj jo§ uvek nejasno definisan. Neki od ovih polimorfizama (-
184A, rs2186944) imaju protektivno dejstvo protiv heroinske zavisnosti [137]. Cetiri
druga polimorfizma (rs1893219, rs1893220, rs2186944 i -2T>C) su se pokazala
znacajnim za procenu terapijskog odgovora na ACTH u lecenju pojedinih formi

encefalopatije i infantilnih spazama [138]. Primena ACTH inhibira produkciju i
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oslobadanje CRH, koji tokom ranog perioda zivota dovodi do smrti neurona vezanih za
ucenje 1 memoriju [139]. TCCT haplotip rezultira u povecanoj ekspresiji MC2R i
pojacanom odgovoru na ACTH.

Jedan od najbolje ispitanih je polimorfizam na promotorskom mestu inicijacije

transkripcije, na poziciji -2bp, a koji menja konsenzus sekvencu iz C GAG CTC ATT C
u C GAG CCC ATT C (CTC—CCC, ili -2T>C) (slika 10) [140]. Ovaj SNP je udruzen
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Slika 10: Gen ACTH receptora (MC2R) sa oznacenim mestom inicijacije transkripcije i lokalizacijom
polimorfizma CTC u CCC [140]

sa snizenjem promotorske aktivnosti in vitro i sa sniZzenjem sekrecije kortizola nakon
produzene stimulacije od strane ACTH in vivo. Odnos ACTH/kortizol nakon stimulacije
sa ACTH je bio nizi kod homozigotnih nosilaca CCC/CCC. Isti SNP je takode udruzen
sa viSim nivoom dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona i plazma ACTH kod
dece sa prevremenom adrenarhom [141]. U istoj studiji, bazni odnos ACTH/kortizol je
u kontrolnoj grupi bio znacajno visi kod osoba sa polimorfizmom, §to ukazuje na
smanjenu osetljivost na ACTH. Sli¢no, homozigotni nosioci ovog polimorfizma imali
su znacajno niZi skok DHEA u odnosu na homozizoge sa normalnim alelom nakon

Sestocasovne stimulacije sa ACTH, dok se bazne koncentracije DHEA nisu razlikovale

medu grupama [142].
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Il CILJEVI RADA

1. Ispitati diferencijalni odgovor hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine na akutni

fizi¢ki stres u zavisnosti od utreniranosti

2. Ispitati prisustvo faznog pomeranja normalnog cirkadijalnog ritma sekrecije kortizola

i ACTH kod profesionalnih sportista.

3. Ispitati diferencijalni odgovor hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine na akutni
fiziCki stres u zavisnosti od postojanja polimorfizama u genima za GR, MR i ACTH

receptor.

4. Ispitati razliku izmedu profesionalnih sportista i sedentarnih ispitanika u osetljivosti

hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine na negativnu povratnu spregu
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11 METODOLOGIJA

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, Kolegijuma Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti
metabolizma i Kolegijuma Klinike za kardiologiju Klinickog centra Srbije. Sprovedena
je u Klinickom centru Srbije, u Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti
metabolizma 1 Klinici za kardiologiju. Svi ispitanici su dali pismeni pristanak za
ucestvovanje u studiji. Sve procedure su sprovedene u skladu sa etickim preporukama
sadrzanim u Helsinskoj deklaraciji. Zbog primene 1 mg deksametazona u okviru
studijskog protokola, dobijena je pismena saglasnost Antidoping agencije Republike

Srbije (ADAS) i testiranje je obavljeno uz pracenje ove agencije.

1. ISPITANICI

U okviru studije su ispitane tri grupe profesionalnih sportista muskog pola
(ukupno 55 sportista): 1) 21 vaterpolista, 2) 15 rvaca, i 3) 19 odbojkasa. Svi sportisti su
se takmi€ili u najviSem nacionalnom rangu, trenirali su najmanje 15 sati nedeljno i
ispitivani su u periodu intenzivnih treninga (tokom priprema za takmicenje). Sve 3
podgrupe su imale kombinovani protokol treniranja koji ukljucuje i dinamicko 1 staticko
opterecenje, 1 prema klasifikaciji sportova, a prema stepenu zastupljenosti dinamicke i
staticke komponente, okarakterisani su kao D3S2 (vaterpolisti), D2S3 (rvaci) i D2S1
(odbojkasi) [143].

Kao kontrolne grupe su ispitani sedentarni ispitanici upareni prema godinama: 1)
20 osoba muskog pola koji nisu bili izloZzeni vidljivom stresu — KN (uobicajene,
redovne Zivotne okolnosti, bez liéne percepcije znacajnog stresa), 2) 18 osoba muskog
pola aktuelno izlozenih psihi¢kom stresu (studenti medicine tokom ispitnog roka) - KS.
Svi kontrolni ispitanici su se sportom bavili maksimalno na rekreativnom nivou.

Svi ispitanici su bili zdravi, nepusaci i normotenzivni. Kriterijumi iskljuenja za
kortikosteroide i bilo koje preparate za pojacavanje snage, izdrzljivosti ili miSicne mase,

postojanje porodicne anamneze za naprasnu sréanu smrt.
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2. STUDIJSKI PROTOKOL

Ispitivanja iz studijskog protokola su organizovana tokom 3 odvojena dana:

1) prvog dana je u jutarnjim ¢asovima (8:00-9:00h) vadena krv za odredivanje baznih
vrednosti kortizola i ACTH. Istovremeno je uziman i jedan uzorak krvi za geneticku
analizu polimorfizama gena za GR (Bcll, ER22/23EK, N3633S i A3669G), polimorfizama
gena za MR (-2G/C i 1180V) i polimorfizma promotorskog regiona gena za MC2R. Krv za
analize je uzimana na$te, svim ispitanicima je savetovano da ne jedu nista posle 20h
prethodnog dana 1 da u tom periodu nemaju fizicku aktivnost (ukljucujuéi i trening
sportista). Ispitanicima je uzimana standardna klinicka medicinska anamneza uz
obavljanje internistickog pregleda. U ovom delu studijskog protokola su ucestvovali
odbojkasi i kontrole izlozene psihickom stresu;

2) drugog dana je raden ergospirometrijski test sa uzimanjem uzoraka krvi za analizu
nivoa kortizola i ACTH. U ovom delu studijskog protokola su ucestvovali svi ispitanici;
3) tre¢eg dana je u jutarnjim ¢asovima (8:00-9:00h) vadena krv za odredivanje kortizola
nakon S$to su ispitanici prethodno veée u periodu 23:00-24:00h uzimali 1 mg
deksametazona peroralno (Dexason tbl.). U ovom delu studijskog protokola su

ucestvovali odbojkasi i kontrole izloZene psihi¢kom stresu.

2.1. ERGOSPIROMETRIJA

Svim ispitanicima je sprovedeno ergospirometrijsko testiranje (aparat
Ergospirometry Schiller CX200) progresivnim kontinuiranim testom maksimalnog
optereCenja na pokretnoj traci koriS¢enjem metoda udah-po-udah, radi procene
maksimalne potro$nje kiseconika (VO2 max) kao mere funkcionalnog kapaciteta.
Protokol ukljucuje 3 minuta mirovanja, 2 minuta pri brzini od 6km/h i nagibu trake od
2%, 2 minuta pri brzini od 9km/h i nagibu trake od 2%, a zatim uz porast nagiba od 2%
na svakih 2 minuta dok se ne dostignu kriterijumi za maksimalni test, nakon ¢ega sledi 3
minuta oporavka. Test je smatran maksimalnim ako je zadovoljeno bar dva od sledeca
tri kriterjjuma: 1) dostignut je plato u potrosnji kiseonika (porast potroSnje kiseonika
manji od 1.5ml/kg/min), 2) RER (respiratory exchange ratio) je dostigao vrednost od

1.1, 3) dostignuta vrednost sr¢ane frekvence je ve¢a od 95% od maksimalne predvidene
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na osnovu godina (220-starost u godinama). Protokol je odreden pretestiranjem 9
ispitanika kako bi se optimizovalo trajanje testa (8-12 min), a u skladu sa vaze¢im
preporukama [144]. Testiranje je obavljano u istom periodu dana (12:00-15:00 h), s
obzirom da su u tom periodu najmanje cirkadijalne varijacije hormona HHN osobine,
kao i zbog toga Sto je to vreme blisko odgovaralo uobicajenom periodu treninga
sportista.

Ispitanicima su praceni: sréana frekvenca (f, min™), arterijski krvni pritisak (TA,
mmHg), frekvenca disanja (BF, min™), potrosnja kiseonika (VO,, ml/min), oslobadanje ugljen-
dioksida (VCO,, ml/min) i respiratorni koli¢nik (RER). Svim ispitanicima je plasiran venski put
u kubitalnu venu (braunila) i u 4 razli¢ita vremenska trenutka uzimani Su uzorci Krvi za
hormonske analize: 1) u mirovanju (M), 2) neposredno pred pocetak testa (P), u
trenutku kada je ispitanik pozicioniran na traku, 3) na kraju testa, tj. u trenutku
maksimalnog opterecenja (MAX), 4) u 3. minutu opravka (O). Tokom svakog vadenja

krvi izvadeno je 10 ml krvi.

2.2. HORMONSKE ANALIZE

Svi uzorci krvi su centrifugirani, nakon ¢ega je izdvojen serum i zamrznut na -
80°C do analize. Sve hormonske analize su radene u duplikatu.

Kortizol je odredjivan radioimunoesejem (CORT-CT2, CIS Biolnternational,
Gif-Sur-Yvette Cedex, Francuska) sa donjom granicom osetljivosti eseja 4.6nmol/l.
Serumska koncentracija ACTH je odredjivana imunoradiometrijskom metodom (ELSA-
ACTH, CIS Biolnternational, Gif-Sur-Yvette Cedex, Francuska) sa donjom granicom

osetljivosti eseja 2 ng/l.

2.3 GENETICKA ANALIZA

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je izolovana iz limfocita, a potom
umnoZavana pomocu lan¢ane polimerazne reakcije (polymerase chain reaction-PCR).
Karakterizacija intronskog Bcll polimorfizma (rs41423247) radena je

koris¢enjem PCR sa analizom polimorfizma duzine restrikcionog fragmenta (restriction
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fragment length polymorphysm-RFLP). Za anlizu je koris¢en Bcll restrikcioni enzim
(Fermentas UAB; Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania). Kra¢i restrikcioni
fragment koji predstavlja normalnu varijantu alela je obelezen sa G, a duzi restrikcioni
fragment koji oznaCava polimorfizam je obelezen sa C. Normalna varijanta Bcll
restrikcionog fragmenta odnosno nepostojanje Bcll polimorfizma (wild type) je
predstavljeno genotipom GG, heterozigotnost genotipom GC a homozigotnost kao CC.

Analiza ER22/23EK polimorfizma u egzonu 2 (rs6189 i rs6190) je sprovedena
istom metodom, s tim $to koris¢éen Mnll restrikcioni enzim (Fermentas UAB; Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania). Normalna varijanta alela je oznacena sa G, a
polimorfizam sa A. Normalan genotip (wild type) je prikazan genotipom GG,
heterozigotnost za ER22/23EK polimorfizam kao GA, a homozigotnost kao AA.

Koristili smo alel-specificni PCR za detekciju N363S (rs6195) polimorfizma u
drugom egzonu gena za GR. Produkti ove reakcije su bili kontrolni fragment od 306 bp
u svakoj cevcici u kojoj je bio prisutan alel koji odgovara specificnom prajmeru (363M
ili 363W). Normalna varijanta alela je obeleZzena sa A, a fragment koji oznaCava
polimorfizam je obelezen sa G. Nepostojanje N363S polimorfizma (wild type) je
oznaceno genotipom AA, hegerozigotnost za N363S polimorfizam genogipom AG, a
homozigotnost kao GG.

Nukleotidni polimorfizam A3669G (rs6198) lociran na 3’ kraju egzona 9 GR je
karakterisan sekvenciranjem nakon PCR umnoZzavanja koris¢enjem sekvenatora ABI
PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Normalna
varijanta alela je obelezena sa A, a fragment koji oznacava polimorfizam je obelezen sa
G. Nepostojanje A3669G polimorfizma (wild type) je oznaceno genotipom AA,
heterozigotnost za A3669G polimorfizam genotipom AG, a homozigotnost kao GG.

Za detekciju prisustva polimorfizma unutar mesta inicijacije transkripcije
ACTH-rereptorskog promotora (CTC—CCC), koristili smo PCR sa RFLP. PCR
produkti su digestirani sa Sacl restrikcionim enzimom (Fermentas UAB; Thermo Fisher
Scientific). Normalna varijanta alela je obelezena sa T, a fragment koji oznafava
polimorfizam je obelezen sa C. Nepostojanje ACTHR polimorfizma (wild type) je
oznaceno genotipom TT, heterozigotnost genotipom TC, a homozigotnost kao CC.
Rezultati koji su dobijeni putem RFLP ili alel-specificnog PCR-a za sve polimorfizme
gnea za GR i ACTHR, potvrdeni su sekvenciranjem na ABI PRISM® 3130 Genetic

Analyzer aparatu.
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Kada je u pitanju gen za MR (NR3C2), analizirana su dva polimorfizma: -2G/C
(rs2070951) i 1180V (rs5522). Karakterizacija oba ova polimorfizma je sprovedena
sekvenciranjem umnozenih DNK fragmenata metodom automatskog sekvenciranja
(“metoda terminacije sinteze lanca”, “dideoksi metoda”). U slucaju polimorfizma -
2G/C, normalna varijanta alela je obelezena sa G, a polimorfizam je oznacen sa C.
Nepostojanje -2G/C polimorfizma (wild type) je oznaceno genotipom GG,
heterozigotnost genotipom GC, a homozigotnost genotipom CC. U slucaju
polimorfizma 180, normalna varijanta alela je oznacena sa A, a polimorfizam sa G.
Nepostojanje 1180V polimorfizma (wild type) je oznaCeno genotipom AA,

heterozigotnost genotipom AG, a homozigotnost genotipom GG.

3. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka obrada podataka je radena pomocu softvera SPSS (SPSS for
Windows, 21.0). Vrednost statistickih analiza od p<0.05 je smatrana znaCajnom, a
p<0.01 visoko znaCajnom.

Kontinuirane varijable koje su imale normalnu raspodelu su prikazivane kao
aritmeticka sredina (SD-standardna devijacija) a ukoliko su predstavljale jednokratno
merene parametre analizirane su parametrijskim testovima: Studentov T-test i
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA). Kontinuirane varijable koje nisu imale
normalnu raspodelu su predstavljane kao medijana (IQR-interkvartalni raspon) i
analizirane su neparametarskim testovima: Mann-Whitney test i Kruskall-Wallis test. Za
analizu promene vrednosti hormona tokom optereéenja koris¢ena je jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) sa ponavljanim merenjima. Varijable koje nisu bile
normalno rasporedene, inicijalno su logaritamski transformisane radi postizanja
normalnosti. Unutar-grupne razlike su analizirane univarijantnim testovima, uz
koris¢enje Greenhause-Geiser korekcije ukoliko nije bio zadovoljen kriterijum
sfericnosti (Mauchly W, p>0.05).

Kategori¢ke varijable su analizirane primenom y>-testa ukoliko su bili
zadovoljeni kriterijumi (makar jedna ocekivana vrednost je 1 i viSe od 20% ocekivanih
vrednosti je manje od 5), odnosno Fisherov-og testa tacne verovatnoce ako nisu bili

zadovoljeni navedeni kriterijumi.
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Za analizu korelacija izmedju varijabli sa normalnom raspodelom koris¢en je

Pearson-ov koeficijent korelacije (r), a za varijable bez normalne raspodele Spearman-

ov ro koeficijent korelacije (p).
Za utvrdivanje znacajnih prediktora kontinuiranih varijabli koriS¢ena je
univarijantna linearna regresiona analiza. Analiza je sprovedena koris¢enjem

pojedinacnog forsiranog unosa (Enter).
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IV REZULTATI

Analizirano je 55 sportista (21 vaterpolista, 15 rvaca, 19 odbojkasa) uparenih
prema starosti sa 38 sedentarnih osoba muskog pola (20 kontrola neizlozenih stresu i 18

kontrola izloZenih psihi¢kom stresu) (Tabela 1).

Tabela 1. Opste karakteristike muskih ispitanika

Vaterpolisti  Rva¢i | Odbojkasi KN
Starost 21.0(6) 230(2) 225(5  21.0(3) 230(1) 0.758
| (godine)

rezultati su prikazani kao medijana (IQR); KN, kontrole neizloZene stresu; KS, kontrole izloZene
psihickom stresu

1. AKUTNO FIZICKO OPTERECENJE — ERGOSPIROMETRIJSKI TEST

Ispitanici su se ocekivano razlikovali u parametrima utreniranosti. Sportisti su
imali znacajno ve¢u maksimalnu potrosnju kiseonika pri naporu u odnosu na obe grupe
kontrolnih ispitanika (p<0.001 u odnosu na KN i p=0.012 u odnosu na KS), dok se
kontrolne grupe medusobno nisu razlikovale (p=0.089) (grafik 1).
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Grafik 1. Razlike u maksimaloj potrosnji kiseonika (VO2max) izmedu sportista i

kontrola. KS, kontrole izloZene psihickom stresu; KN, kontrole neizlozene stresu; *,
statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na sportiste
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Sportisti su imali znacajno nizu sréanu frekvencu u mirovanju i na pocetku testa
u poredenju sa kontrolama (u mirovanju p<0.001, na pocetku testa p=0.007). Tokom
testa i pracenog perioda oporavka, izgubile su se sve razlike u sr¢anim frekvencama

(p>0.05 za sva merenja) (grafik 2).
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Grafik 2: Razlike u vrednostima sr¢ane frekvence tokom testa. fb, bazna frekvenca; fp,
frekvenca na pocetku testa; fmax, frekvenca pri maksimalnom optereCenju; fo3,
frekvenca u 3. minutu oporavka; *, statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na sportiste

1.1. ODGOVOR KORTIZOLA TOKOM ERGOSPIROMETRIJSKOG TESTA

Tabela 2 prikazuje pojedinacne vrednosti kortizola tokom testa kod sportista.

Tabela 2: Razlike u pojedina¢nim vrednostima kortizola tokom testa kod sportista

\Y R O p
kortizol m  247.6 (98.3) 293.8 (183.1)  310.5(135.5) 0.042
(nmol/l)
kortizol p 290.1(219.3) 369.5(230.5)  381.5(144.0) 0.309
(nmol/l)
kortizol max 402.4 (246.6)  470.9 (360.4)  408.0 (147.5) 0.558
(nmol/l)
kortizol 0 387.2(250.7)  428.0(365.2)  349.6 (170.6) 0.347
(nmol/l)

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje; p, poletak testa; max, maksimalno
opterecenje; 0, 3. minut oporavka
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Sportisti iz sve tri grupe se medusobno nisu razlikovali u pojedina¢nim
vrednostima kortizola osim kada su u pitanju vrednosti u mirovanju, i to na racun
razlike koja je postojala izmedu vaterpolista i1 rvaca (p=0.018) i vaterpolista i odbojkasa
(p=0.029), dok se rvaci i odbojkasi medusobno nisu razlikovali (p=0.856).

Svi sportisti su imali znacajan odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog
testa (vreme F1597=26.89, p<0.001), ali se grupe medusobno nisu razlikovale u nacinu

odgovora (vremexgrupa Fs.104=1.967, p=0.124) (grafik 3).
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Grafik 3: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista razli¢itih
disciplina. V, vaterpolisti; R, rvaci; O, odbojkasi; M, mirovanje; P, poCetak testa; MAX,
maksimalno optereéenje; O, 3. minut oporavka

Sportisti su u odnosu na kontrole neizlozene stresu imali znac¢ajno vise vrednosti

kortizola tokom svih tacaka testa, izuzev u 3. minutu oporavka (tabela 3).

Tabela 3: Razlike u pojedinaénim vrednostima kortizola izmedu sportista i kontrola
neizoloZenih stresu

S KN p
kortizol m (nmol/l) 277.7 (114.2) 166.7 (180.7) 0.001
kortizol p (nmol/l) 331.6 (189.6) 174.2 (145.8) <0.001
kortizol max (nmol/l) 411.5 (245.9) 334.2 (282.2) 0.038
kortizol o (nmol/l) 391.5 (286.0) 360.4 (216.3) 0.150

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); S, sportisti; KN kontrole neizlozene stresu; m, mirovanje; p,
pocetak testa; max, maksimalno opterecenje; 0, 3. minut oporavka

39




Rezultati

Pored znaCajnog porasta u vremenu (Fi1s00=71.87, p<0.001), grupe su se
razlikovale u obrascu odgovora (vremexgrupa Fisee=5.41, p=0.010). Razlika je
postojala izmedu P i MAX (F1=7.213, p=0.010), kada je naglaseniji odgovor registrovan
kod kontrola, i izmedu MAX i O (F1=7.91, p=0.007), kada su vrednosti kortizola polako
pocele da padaju kod sportista, dok su jo$ uvek rasle kod kontrola (grafik 4).
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Grafik 4: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista i kontrola
neizloZenih stresu. KN, kontrole neizlozene stresu; M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno optere¢enje; O, 3. minut oporavka; *, statistiCki znaCajna razlika
izmedu sportista i kontrola

Isto je u skladu sa registrovanim zna¢ajnim razlikama u procentima promene
nivoa kortizola izmedu P i MAX (p=0.010) i MAX i O (p=0.015) (grafik 5).
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Grafik 5: Razlike u procentima promene kortizola tokom testa izmedu sportista i
kontrola neizlozenih stresu. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX, maksimalno
opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statistiCcki znacajna razlika u odnosu na sportiste
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Kod sportista je pored neuroendokrine registrovana i metabolicka adaptacija, s
obzirom da je u ovoj grupi potrosnja kiseonika u odnosu na KN bila znacajno veca u
svim tackama testa osim tokom anticipacije, a nevezano za razliku pri maksimalnom

optereéenju koja je konkretno posledica razlike u utreniranosti (tabela 4).

Tabela 4: Razlike u pojedinac¢nim vrednostima potro$nje kiseonika izmedu sportista i
kontrola neizolozenih stresu

| S KN p
VO, m (ml/min/kg) 4.8 (1.9) 3.3(1.2) 0.002
VO, p (ml/min/kg) 5.2 (1.7) 5.0 (1.9) 0.740
VO, max (ml/min/kg) 49.7 (7.4) 39.2 (4.2) <0.001
VO, 0 (ml/min/kg) 10.2 (2.7) 8.5 (2.6) 0.018

vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SD); KS, kontrole neizoloZene stresu; m, mirovanje; p,
pocetak testa; max, maksimalno optereéenje; 0, 3. minut oporavka

Kada su u pitanju parametri utreniranosti, nivoi kortizola u svim tackama testa
su znacajno korelisali samo sa sréanom frekvencom na pocetku testa (tabela 5), koja je

bila i prediktor vrednosti kortizola u razli¢itim tackama testa (tabela 6)

Tabela 5: Korelacije izmedu vrednosti kortizola i parametara utreniranosti sportista i
kontrola neizloZenih stresu

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 kortm 1 0.797%+ 0.602%* 0.572+% 0.181 0.153 0.372%x  0.051 .0140
2 kortp 1 0.836x* 0.767+x 0.223 0.028  0.209%* -0.041 0.110
3 kort max 1 0.953*«+ 0.112 0.095 0.259% 0.081 0.171
4 korto 1 0.029 0.053 0.260+ 0.121 0.245
5 VO;max 1 -0.019  -0.088 -0.198  -0.380x=*
6 fM 1 0.569#* 0.104 0.160
7 fP 1 0.342x%x* 0.327*
8 fMAX 1 0.537*x*
9 fO 1

VO;max, maksimalna potrosnja kiseonika; f, srana frekvenca; m, mirovanje; p, pocetak testa; max,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisticki znacajna korelacija; **, visoko statisti¢ki
znacajna korelacija

Tabela 6: Linearna regresiona analiza predikcije vrednosti kortizola od strane fm

F p B | Beta 95%ClI
kortizol m 11.7 0.001 3.71 0.399 1.5-5.9
kortizol p 4.2 0.044 2.49 0.245 0.1-4.9
kortizol max 6.9 0.010 3.89 0.309 0.9-6.8
kortizol o 5.4 0.023 3.58 0.286 0.5-6.6

fm, sréana frekvenca u mirovanju; m, mirovanje; p, pocetak testa; max, maksimalno opterec¢enje; O, 3.
minut oporavka
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Kada je u pitanju odnos izmedu sportista i kontrola koje su bile izlozene
psihickom stresu, kontrolni ispitanici su imali viSe vrednosti kortizola u svim tackama
testa. Ova razlika je bila znacajna u mirovanju i tokom anticipacije, dok se znacajnost

razlike izgubila tokom samog testa opterecenja (tabela 7).

Tabela 7: Razlike u pojedina¢nim vrednostima kortizola izmedu sportista i kontrola
izlozenih prihickom stresu

| S KS p
kortizol m (nmol/l) 275.9 (118.2) 388.2 (225.2) <0.001
kortizol p (nmol/l) 321.5 (188.5) 414.1 (143.8) 0.008
kortizol max (nmol/l) 409.8 (247.3) 544.5 (269.2) 0.153
kortizol o (nmol/l) 391.5 (286.1) 509.0 (294.2) 0.193

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, potetak testa; max, maksimalno
opterecenje, o, 3. minut oporavka

Isto je u skladu sa razlikom u nac¢inu odgovora kortizola tokom ergospirometrije
(vreme F1614=24.98, p<0.001, vremexgrupa Fi1614=3.68, p=0.038), sa naglasenijim
odgovorom sportista izmedu P i MAX, mada razlika nije dostigla statisticku znacajnost
(F1=3.54, p=0.065) (grafik 6). Isto je u skladu sa registrovanim procentima promene
nivoa kortizola izmedu P 1 MAX (p=0.080) (grafik 7).
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Grafik 6: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista i kontrola
izlozenih psiholoskom stresu. KS, kontrole izloZene stresu; M, mirovanje; P, pocetak
testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka
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sportisti KS

Grafik 7: Razlike u procentima promene kortizola izmedu P i MAX izmedu sportista i
kontrola izloZenih stresu. KS, kontrole izloZene psiholoskom stresu

Nasuprot KN, kontrole izloZene psihickom stresu su se u odnosu na sportiste
razlikovale samo u maksimalnoj potro$nji kiseonika (tabela 8). Nivoi kortizola su
korelisali sa sréanom frekvencom na pocetku testa i u 3. minutu oporavka (tabela 9). I

fp 1 fo su bile znacajni prediktori svih vrednosti kortizola (tabele 101 11)

Tabela 8: Razlike u pojedina¢nim vrednostima potro$nje kiseonika izmedu sportista i
kontrola izlozenih psihickom stresu

| S KS p
VO, m (ml/min/kg) 4.8 (2.8) 5.7 (2.9) 0.170
VO, p (ml/min/kg) 5.3 (2.4) 5.8 (2.5) 0.352
VO, max (ml/min/kg) 51.3 (11.2) 45.1 (10.5) <0.001
VO, 0 (ml/min/kg) 10.0 (2.4) 10.7 (6.2) 0.259

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); KS, kontrole izlozene psihickom stresu; m, mirovanje; p,
pocetak testa; max, maksimalno opterecenje; 0, 3. minut oporavka

Tabela 9: Korelacije izmedu vrednosti kortizola i parametara utreniranosti sportista i
kontrola izlozenih stresu

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 kortM 1 0.706#x 0.573+x (0.568+%+ -0.135 0.414*% 0.510+«+ 0.106 0.405%*
2 kortP 1 0.834#x 0.779++ -0.036  0.238+ 0.371+x 0.077 0.282+
3 kort MAX 1 0.965%+ -0.013 0.158  0.338«x 0.217  0.378x*x*
4 kortO 1 -0.046 0.109 0.317+ 0.181  0.406%*
5 VO;max 1 -0.096 -0.137  -0.070  -0.445%x
6 fM 1 0.702%+  0.062 0.303x*
7 fpP 1 0.291  0.408#=*
8 fMAX 1 0.583x*
9 fO 1

P, pocetak testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisti¢ki znacajna korelacija;
*#_visoko statisticki znacajna korelacija
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Tabela 10: Linearna regresiona analiza predikcije vrednosti kortizola od strane fm

F p B Beta 95%ClI
kortizol m 16.5 <0.001 3.82 0.459 1.9-5.7
kortizol p 11.7 0.001 3.18 0.398 1.3-5.1
kortizol max 11.2 0.001 3.95 0.391 1.6-6.3
kortizol o 7.7 0.008 3.61 0.344 0.9-6.2

fm, sr¢ana frekvenca u mirovanju; m, mirovanje; p, pocetak testa; max, maksimalno opterecenje; O, 3.
minut oporavka

Tabela 11: Linearna regresiona analiza predikcije vrednosti kortizola od strane fo
| F p B Beta 95%ClI

kortizol m 10.1 0.002 3.24 0.375 1.2-5.3
kortizol p 7.4 0.008 2.72 0.327 0.7-4.7
kortizol max 14.5 <0.001 4.63 0.441 2.2-7.0
kortizol o 11.7 0.001 4,51 0.412 1.9-7.2

fo, sréana frekvenca u 3. minutu oporavka; m, mirovanje; p, pocetak testa; max, maksimalno opterecenje;
O, 3. minut oporavka

Prethodni rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim kada su medusobno
uporedene dve kontrolne grupe (KN 1 KS). Kontrole izloZene psihickom stresu su imale

znacajno viSe vrednosti kortizola u svim tackama testa (tabela 12).

Tabela 12: Razlike u pojedina¢nim vrednostima kortizola izmedu kontrola neizlozenih
stresu 1 kontrola izlozenih psihi¢kom stresu

KN KS p

kortizol m (nmol/l) 166.7 (180.7) 388.2 (225.2) <0.001
kortizol p (nmol/l) 174.2 (145.8) 414.1 (143.8) <0.001
kortizol max (nmol/l) 334.2 (282.2) 544.5 (269.2) 0.007
kortizol o (nmol/l) 360.4 (216.3) 509.0 (294.2) 0.015

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); KN, kontrole neizlozene stresu; KS, kontrole izloZene
psihi¢kom stresu; m, mirovanje; p, po¢etak testa; max, maksimalno optere¢enje; 0, 3. minut oporavka

Obe grupe su imale znacajan odgovor kortizola tokom testa (F1604=31.50,
p<0.001), ali su se razlikovale u obrascu odgovora (F1604=10.88, p<0.001). Razlika je
postojala izmedu P i MAX (F1=9.75, p=0.004), kada je naglaseniji odgovor registrovan
kod kontrola neizloZenih stresu, i izmedu MAX i O (F1=4.60, p=0.039), kada su
vrednosti kortizola polako pocele da padaju kod kontrola izlozenih psihi¢kom stresu,

dok su jos uvek rasle kod kontrola neizlozenih stresu (grafik 8).
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Grafik 8: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola neizloZenih
stresu i kontrola izlozenih psihi¢kom stresu. KN, kontrole neizloZene stresu; KS,
kontrole izloZzene psihi¢kom stresu; M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX, maksimalno

opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisticki znacajna razlika u nacinu odgovora
izmedu KN i KS

U skladu sa pretpostavkom o nivou utreniranosti, dve grupe su Se prema

potrosnji kiseonika razlikovale samo u mirovanju i oporavku (tabela 13).

Tabela 13: Razlike u pojedina¢nim vrednostima potroSnje kiseonika izmedu sportista i
kontrola izlozenih psihickom stresu

KN KS p

VO, m (ml/min/kg) 3.2 (1.7) 5.7 (2.9) <0.001
VO, p (ml/min/kg) 45 (2.8) 5.8 (2.5) 0.290
VO, max (ml/min/Kg) 39.7 (5.9) 45.1 (10.5) 0.099
VO, 0 (ml/min/kg) 8.4 (2.7) 19.7 (6.2) 0.018

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); KS, kontrole izlozene psihickom stresu; m, mirovanje; p,
pocetak testa; max, maksimalno opterecenje; 0, 3. minut oporavka

1.2. ODGOVOR ACTH TOKOM ERGOSPIROMETRIJSKOG TESTA

U grupi sportista, razlika u vrednostima ACTH u M i P je postojala na ra¢un
znacajno visih vrednosti kod odbojkasa u odnosu na vaterpoliste (p=0.016 za M,

odnosno p=0.039 za P), kao i u odnosu na rvace (p=0.005 za M, odnosno p=0.015 za P)
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(tabela 14). Vaterpolisti i rvaci se nisu razlikovali u vrednostima ACTH (p>0.05 za sve

tacke testa).

Tabela 14: Razlike u pojedina¢nim vrednostima ACTH kod sportista

| \Y R 0 p
ACTH m (ng/l) 17.4 (23.1) 15.1 (13.1) 35.2 (37.0) 0.014
ACTH p (ng/l) 23.4 (34.3) 17.6 (15.1) 47.0 (68.8) 0.036
ACTH max (ng/l)  68.5 (128.5) 46.9 (45.5)  76.3 (126.8) 0.102
ACTH o (ng/l) 118.0 (166.5)  67.8(158.3)  142.1 (178.0) 0.378

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
optereéenje, o, 3. minut oporavka

Uprkos razlikama u pojedina¢nim vrednostima ACTH, nije bilo razlike u na¢inu
odgovora ACTH tokom testa (vreme F2105=119.58, p<0.001, vremexgrupa Fs.210=2.168,
p=0.968) (grafik 9). Nasuprost promeni vrednosti kortizola, vrednosti ACTH su tokom

oporavka nastavile da rastu.

—&¢—vaterpolisti
150 rvaci

ACTH (ng/l)

100 - === odbojkasi

Grafik 9: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod 3 razliite grupe
sportista. M, mirovanje; P, pocetak testa;, MAX, maksimalno optereéenje; O, 3. minut
oporavka

Posmatrajuci sportiste grupno, nije bilo znacajne razlike u pojedinacnim
vrednostima ACTH tokom testa u poredenju sa kontrolama neizlozenim stresu (tabela
15). Kao i prethodno, registrovan je znacajan skok ACTH kroz vreme i to u obe grupe
(F1.978=201.98, p<0.001), ali u nac¢inu odgovora nije bilo razlike izmedu sportista i KN
(F1.976=0.278, p=0.755) (grafik 10).
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Tabela 15: Razlike u pojedina¢nim vrednostima ACTH izmedu sportista i kontrola
neizolozenih stresu

S KN p
ACTH m (ng/l) 19.0 (20.5) 25.6 (22.2) 0.100
ACTH p (ng/l) 20.2 (36.0) 29.1 (30.2) 0.144
ACTH max (ng/l) 66.5 (113.4) 107.8 (173.9) 0.125
ACTH o (ng/l) 108.2 (154.1) 146.1 (164.2) 0.083

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecenje, 0, 3. minut oporavka
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Grafik 10: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod sportista i kontrola
neizlozenih stresu. KN, kontrole neizloZene stresu; M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

Kontrole izloZene psihi¢kom stresu su imale viSe vrednosti ACTH u odnosu na
celokupnu grupu sportista, a sliéno kao i kada su u pitanju vrednosti kortizola, ovo je
bilo znaajno u mirovanju, i na granici znacajnosti na pocetku testa (tabela 16).
Registrovana razlika poticala je od znacajno viSih vrednosti ACTH kod kontrola
izloZenih psihickom stresu u odnosu na vaterpoliste (p=0.007 za M, p=0.052 za P,
p=0.728 za MAX, p=0.839 za O) i u odnosu na rvace (p=0.001 za M, p=0.003 za P,
p=0.123 za MAX, p=0.502 za O), dok nije bilo zna¢ajne razlike u odnosu na odbojkase
(p=0.650 za M, p=0.711 za P, p=0.385 za MAX i p=0.588 za O).
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Tabela 16: Razlike u pojedina¢nim vrednostima ACTH izmedu sportista i kontrola
izolozenih psihickom stresu

S KS p
ACTH m (ng/l) 19.0 (20.5) 34.9 (26.2) 0.017
ACTH p (ng/l) 20.2 (36.0) 37.3(34.4) 0.051
ACTH max (ng/l) 66.5 (113.4) 102.6 (86.5) 0.634
ACTH o (ng/l) 108.2 (154.1) 142.5 (155.5) 0.797

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, poCetak testa; max, maksimalno
optereéenje, o, 3. minut oporavka

Sli¢no kao 1 kod kortizola, registrovana je razlika u nafinu odgovora
ACTH tokom testa (vreme F1.954=113.39, p<0.001, vremexgrupa F1.954=4.365, p=0.016)
(grafik 11). Ova razlika je postojala na racun naglaSenijeg odgovora sportista u odnosu

na ovu grupu kontrola (P vs MAX: F1=4.420, p=0.040).
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Grafik 11: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod sportista i kontrola
izloZenih psihickom stresu. KS, kontrole izloZzene psihi¢ckom stresu; M, mirovanje; P,

pocetak testa; MAX, maksimalno optere¢enje; O, 3. minut oporavka; *, statisticki
znacajna razlika u na¢inu odgovora izmedu sportista 1 KS

Isto je u skladu sa ve¢im procentom promene vrednosti ACTH izmedu pocetka

testa i maksimalnog opterecéenja kod sportista (p=0.042) (grafik 12).
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Grafik 12: Razlika u procentu promene vrednosti ACTH izmedu sprotista i kontrola
izloZenih stresu. KS, kontrole izloZene psihiCkom stresu; *, statisticki znacajna razlika

2. BAZNE (JUTARNJE) VREDNOSTI KORTIZOLA | ACTH

Poredene su jutarnje vrednosti kortizola izmedu odbojkasa 1 kontrola izloZenih

psihickom stresu.

kortizola u odnosu
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Sportisti su imali statisticki znaCajno nize 1 jutarnje vrednosti

na ove ispitanike (p=0.001) (grafik 13).

al
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Grafik 13: Razlika u baznim vrednostima kortizola izmedu odbojkasa i kontrola
izloZenih psihi¢kom stresu; *, statisti¢ki znacajna razlika

Medutim, nije bilo znacajne razlike u jutarnjim vrednostima ACTH izmedu dve

grupe (p=0.118) (g

rafik 14).
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Grafik 14: Razlika u baznim vrednostima ACTH izmedu odbojkasa i kontrola izloZzenih
psihickom stresu

3. DEKSAMETAZONSKA SUPRESIJA

Sportisti i psihickom stresu izlozene kontrole nisu se razlikovali u vrednostima
kortizola nakon deksametazonske supresije sa 1 mg deksametazona (p=0.339) (grafik
15).
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Grafik 15: Razlika u vrednostima kortizola nakon deksametazonske supresije izmedu
odbojkasa i kontrola izloZenih stresu.
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4. GENETICKA ANALIZA

4.1. GENOTIP GLUKOKORTIKOIDNOG RECEPTORA

Analiza polimorfizma gena za glukokortikoidni receptor je izvrSena kod svih
ispitanika. S obzirom da je ER22/23EK polimorfizam detektovan samo kod jednog

ispitanika, ovaj polimorfizam nije dalje analiziran u studiji.

4.1.1 Bcll POLIMORFIZAM

Zastupljenost Bcll polimorfizma je prikazana u tabeli 17. Distribucija
pojedinac¢nih alela Bcll restrikcionog fragmenta gena za GR je prikazana u tabeli 10, i
bila je u skladu sa Hardy-Weinbergovom ravnotezom kod vaterpolista (y2=2.704,
p=0.259), rvaca (x%2=0.009, p=0.996), odbojkasa (y?2=0.127, p=0.938), kontrola
neizlozenih stresu (x%2=1.149, p=0.284), kao i kod kontrola izloZenih psihi¢kom stresu
(x*2=1,180, p=0.554) (tabela 18).

Tabela 17: Zastupljenost Bcll genetickog polimorfizma
wild type (GG) heterozigot (GC) homozigot (CC)

vaterpolisti 5 (23.8%) 14 (66.7%) 2 (9.5%)
rvadi 8 (53.3%) 6 (40.0%) 1 (6.7%)
odbojkasi 10 (52.6%) 7 (36.8%) 2 (10.5%)
kontrole KN 9 (45.0%) 11 (55.0%) 0

kontrole KS 5 (27.8%) 10 (55.6%) 3 (16.7%)

KN, kontrole neizloZene stresu; KS, kontrole izloZene psihi¢kom stresu

Tabela 18: Frekvenca razli¢itih alela Bell polimorfizma
| Vaterpolisti Rvati Odbojkasi KN KS
fG alela 0.57 0.73 0.71 0.725 0.56

fC alela 0.43 0.27 0.29 0.275 0.44

KN, kontrole neizlozene stresu; KS, kontrole izlozene psihickom stresu; f-frekvenca

S obzirom da je u svim ispitivanim grupama registrovan mali broj ispitanika sa
CC genotipom, ispitanici su podeljeni na dve grupe prema postojanju (GC i CC genotip)

I nepostojanju (GG genotip) Bcll polimorfizma gena za GR. Zastupljenost Bcll
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polimorfizma se nije znadajno razlikovala medu grupama (x%s=9.081, p=0.335).

Razlika u frekvencama pojedinacnih alela nije bila statisticki zna¢ajna medu grupama
(p=0.220).

4.1.2. N363S POLIMORFIZAM

Zastupljenost N363S polimorfizma je prikazana u tabeli 19. Distribucija
pojedina¢nih alela N363S fragmenta gena za GR je bila u skadu sa Hardy-
Weinbergovom ravnotezom kod vaterpolista (¥?2=0.248, p=0.618), rvaca (x*2=0.000,
p>0.005), i kod kontrola (x%2=0.193, p=0.660) (tabela 20). S obzirom da u ispitivanim
grupama nisu registrovani homozigoti sa GG genotipom, ispitanici su podeljeni na dve
grupe prema postojanju (AG genotip) i nepostojanju (AA genotip) N363S
polimorfizma. Zastupljenost N363S polimorfizma se nije znacajno razlikovala medu
grupama iako je razlika bila na granici statistitke znacajnosti, (x%2=9.153, p=0.0.57),

ali nije bilo razlike u frekvencama pojedina¢nih alela (p=0.091).

Tabela 19: Zastupljenost N363S genetickog polimorfizma
| wild type (AA) heterozigot (AG) homozigot (GG)

vaterpolisti 14 (66.7%) 7 (33.3%) 0
rvadi 14 (93.3%) 1 (6.7%) 0
odbojkasi 18 (94.7%) 1(5.3%) 0
kontrole KN 14 (70.0%) 6 (30.0%) 0
kontrole KS 16 (89.5%) 2 (10.5%) 0
KN, kontrole neizloZene stresu; KS, kontrole izlozene psihic¢kom stresu
Tabela 20: Frekvenca razli¢itih alela N363S polimorfizma

Vaterpolisti Rvaci Odbojkasi KN KS
fN alela 0.83 0.97 0.97 0.85 0.94
fS alela 0.17 0.03 0.03 0.15 0.06

KN, kontrole neizlozene stresu; KS, kontrole izlozene psihi¢kom stresu; f-frekvenca
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4.1.3. A3669G POLIMORFIZAM U EGZONU 98

Zastupljenost A3669G polimorfizma je ispitivana u grupama odbojkasi i
kontrole KS (tabela 21). Distribucija pojedina¢nih alela A3669G fragmenta je bila u
skadu sa Hardy-Weinbergovom ravnotezom i kod odbojkasa (x%2=1.495, p=0.474), i
kod kontrola KS (x%1)=0.178, p=0.673) (tabela 22). S obzirom na mali broj
registrovanih homozigota sa GG genotipom, ispitanici su podeljeni na dve grupe prema
postojanju (AG/GG genotip) i nepostojanju (AA genotip) A3669G polimorfizma.
Zastupljenost A3669G polimorfizma se nije znacajno razlikovala medu grupama
(x%2=1.122, p=0.571), kao ni frekvence pojedinaénih alela (p=0.157).

Tabela 21: Zastupljenost A3669G genetickog polimorfizma
wild type (AA) heterozigot (AG) homozigot (GG)
odbojkagi 14 (73.7%) 4 (21.1%) 1 (5.3%)

kontrole KS 13 (72.2%) 5 (27.8%) 0

KS, kontrole izloZene psihickom stresu

Tabela 22: Frekvenca razli¢itih alela A3669G polimorfizma

| Odbojkasi KS
fA alela 0.84 0.86
fG alela 0.16 0.14

KS, kontrole izloZene psihi¢kom stresu; f-frekvenca

4.2. GENOTIP MINERALOKORTIKOIDNOG RECEPTORA

S obzirom da S810L polimorfizam gena za MR receptor nije detektovan ni kod

jednog ispitanika, ovaj polimorfizam nije dalje mogao biti analiziran u studiji.

4.2.1. POLIMORFIZAM -2G/C

Zastupljenost -2G/C polimorfizma je ispitivana u grupama odbojkasi i kontrole
KS (tabela 23). Karakterizacija tehni¢ki nije uspela kod 3 ispitanika iz grupe KS
(analizirano je samo 15 ispitanika). Distribucija pojedinacnih alela je bila u skadu sa

Hardy-Weinbergovom ravnotezom i kod odbojkasa (yx%2=1.000, p=0.607), i kod
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kontrola KS (x%1)=0.059, p=0.971) (tabela 24). Zastupljenost -2G/C polimorfizma se

nije znadajno razlikovala medu grupama (x%2=1.910, p=0.385), kao ni frekvence

pojedinacnih alela (p=0.157).

ype (GG) got (GC) got (
odbojkagi 7 (33.4%) 7 (38.9%) 5 (27.8%)
kontrole KS 4 (23.5%) 9 (42.9%) 2 (23.5%)

KS, kontrole izloZene psihickom stresu

Tabela 24: Frekvenca razli¢itih alela -2G/C polimorfizma

| Odbojkasi KS
fG alela 0.55 0.57
fC alela 0.45 0.43

KS, kontrole izlozene psihi¢kom stresu; f-frekvenca

4.2.2. POLIMORFIZAM 1180V

Zastupljenost 1180V polimorfizma je ispitivana u grupama odbojkasi i kontrole
KS (tabela 25). Distribucija pojedina¢nih alela je bila u skadu sa Hardy-Weinbergovom
ravnotezom i kod odbojkasa (y*1)=0.014, p=0.905), i kod kontrola KS (y%?1)=0.002,
p=0.961) (tabela 26). S obzirom da nije bilo registrovanih homozigota sa GG
genotipom, ispitanici su podeljeni na dve grupe prema postojanju (AG genotip) i
nepostojanju (AA genotip) 1180V polimorfizma. Zastupljenost se nije znaéajno

razlikovala medu grupama (y%1)=1.004, p=0.316), kao ni frekvence alela (p=0.157).

Tabela 25: Zastupljenost 1180V genetickog polimorfizma

wild type (AA heterozigot (AG homozigot (GG
odbojkasi 16 (84.2%) 3 (15.8%) 0
kontrole KS 17(94.4%) 1 (5.6%) 0

KS, kontrole izloZene psihickom stresu

Tabela 26: Frekvenca razli¢itih alela 1180V polimorfizma

| Odbojkasi KS
fA alela 0.92 0.97
fG alela 0.08 0.03

KS, kontrole izlozene psihi¢kom stresu; f-frekvenca
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4.3. GENOTIP ADRENOKORTIKOTROPNOG RECEPTORA (MC2R)

Zastupljenost polimorfizma u promotorskom regionu gena za MC2R je
prikazana u tabeli 27. Karakterizacija tehnic¢ki nije uspela kod jednog izspitanika iz
grupe KS (analizirano je 17 ispitanika). Distribucija pojedina¢nih alela je bila u skadu sa
Hardy-Weinbergovom ravnotezom kod vaterpolista (x%1)=0.007, p=0.933), odbojkasa
(x%1)=0.152, p=0.697), kontrola neizloZenih stresu (¥*1)=0.005, p=0.942), kao i kod
kontrola izloZzenih psihi¢kom stresu (x%1)=0.005, p=0.942) (tabela 28). S obzirom da u
ispitivanim grupama nisu registrovani homozigoti sa CC genotipom, ispitanici su
podeljeni na dve grupe prema postojanju (TC genotip) i nepostojanju (TT genotip)
MC2R promotorskog polimorfizma.

Tabela 27: Zastupljenost MC2R genetickog polimorfizma
wild type (TT) heterozigot (TC) homozigot (CC)

vaterpolisti 16 (76.2%) 5 (23.8%) 0
rvadi 15 (100%) 0 0
odbojkasi 13 (68.4%) 6 (31.6%) 0
kontrole KN 18 (90.0%) 2 (10.0%) 0
kontrole KS 15 (88.2%) 2 (11.8%) 0

KN, kontrole neizloZene stresu; KS, kontrole izlozene psihickom stresu

Tabela 28: Frekvenca razli¢itih alela MC2R polimorfizma

Vaterpolisti Rvaci Odbojkasi KN KS
fT alela 0.88 1.0 0.84 0.95 0.94
fCalela 0.12 0 0.16 0.05 0.06

KN, kontrole neizlozene stresu; KS, kontrole izlozene psihi¢kom stresu; f-frekvenca

Zastupljenost polimorfizma se nije znacCajno razlikovala medu grupama

(x°#=7.877, p=0.096), kao ni frekvence pojedina¢nih alela (p=0.220).
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5. DIFERENCIJALNI ODGOVOR HORMONA HHN OSOVINE TOKOM
STRESA U ZAVISNOSTI OD GENOTIPA

5.1. UTICAJ Bcll POLIMORFIZMA GENA ZA GR

Sportisti sa Bcll polimorfizomom dostigli su znacajno nize vrednosti kortizola
pri maksimalnom optere¢enju u odnosu na one bez polimorfizma (p=0.039) (tabela 29).
Uprkos tome, nije nije bilo znafajne razlike izmedu dve grupe u nadinu odgovora
kortizola, kako posmatrajuc¢i test u celini (vreme F1546=39.18, p<0.001, vremexgrupa

F1546=1.522, p=0.227), tako ni tokom pojedina¢nih promena (p>0.05) (grafik 16).

Tabela 29: Vrednosti kortizola kod sportista tokom testa u zavisnosti od postojanja Bcll
polimorfizma

| nema Bcll ima Bcll p
kortizol m (nmol/l) 269.7 (124.6) 290.6 (124.1) 0.825
kortizol p (nmol/l) 378.9 (183.9) 293.8 (184.9) 0.130
kortizol max (nmol/l) 500.1 (275.2) 389.1 (168.9) 0.039
kortizol o (nmol/l) 458.3 (317.0) 380.6 (201.7) 0.076

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecenje, 0, 3. minut oporavka
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Grafik 16: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista u
zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka
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Grafik 17: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod vaterpolista u
zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,

maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisticki znacajna razlika u promeni

Znacajnost razlike u nacinu odgovora je dostignuta kod vaterpolista, gde su
sportisti sa Bcll polimorfizmom imali statisti¢ki znacajno razli¢it odgovor kortizola u
odnosu na one bez polimorfizma (F1.623=4.780, p=0.021) (grafik 17). Znacajna razlika je
postojala izmedu P i MAX (F1=5.836, p=0.026) sa odgovorom koji je bio atenuisan kod
vaterpolista nosilaca Bcll polimorfizma, ¢ije su pojedinaéne vrednosti kortizola bile
znacajno nize u MAX i O (tabela 30).

Tabela 30: Vrednosti kortizola kod vaterpolista tokom testa u zavisnosti od postojanja
Bcll polimorfizma

nema Bcll ima Bcll p
kortizol m (nmol/l) 266.8 (98.8) 260.2 (88.5) 0.888
kortizol p (nmol/l) 358.2 (105.3) 309.9 (120.3) 0.425
kortizol max (nmol/l) 544.1 (148.4) 375.0 (134.2) 0.025
kortizol o (nmol/l) 571.1 (170.0) 374.9 (138.8) 0.017

vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SD); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecéenje, o, 3. minut oporavka

Postojanje Bcll polimorfizma nije uticalo na nivo ACTH u svim tackama testa
(tabela 31), a nije uticalo ni na na¢in odgovora ACTH tokom testa kod sportista (vreme

F2.101=134.41, p<0.001, vremexgrupa F2.101=0.771, p=0.314) (grafik 18).
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Tabela 31: Vrednosti ACTH kod sportista tokom testa u zavisnosti od postojanja Bcll
polimorfizma

| nema Bcll ima Bcll p
ACTH m (ng/l) 15.3 (23.2) 18.2 (16.3) 0.879
ACTH p (ng/l) 19.6 (29.7) 18.4 (22.1) 0.440
ACTH max (ng/l) 56.1 (113.5) 68.1 (99.4) 0.839
ACTH o (ng/l) 72.1 (154.1) 114.9 (166.9) 0.643

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
optereéenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 18: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod sportista u zavisnosti
od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX, maksimalno
opterecenje; O, 3. minut oporavka

Kada su u pitanju kontrole neizlozene stresu, postojanje Bcll polimorfizma nije
znacajno uticalo ni na pojedina¢ne vrednosti kortizola (p>0.05 za sve vrednosti), ni na
nacin odgovora u stresu (vreme F1605=30.556, p<0.001, vremexgrupa Fi605=1.595,

p=0.222) (grafik 19).
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Grafik 19: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola
neizlozenih stresu U zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P,
pocetak testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

Postojanje Bcll polimorfizma nije uticalo ni na odgovor ACTH kod kontrola
neizloZenih stresu (vreme F1577=78.30, p<0.001, vremexgrupa F1577=0.589, p=0.523)
(grafik 20), a nije bilo razlike ni u pojedinaénim vrednostima ACTH tokom testa
(p>0.05).
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Grafik 20: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola neizlozenih
stresu u zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka
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Slicno KN, kontrole izloZzene psihickom stresu nisu se znacajno razlikovale u
pojedina¢nim vrednostima kortizola tokom testa u zavisnosti od postojanja Bcll
polimorfizma (p>0.05 za sve vrednosti), kao ni u nacinu odgovora tokom stresa
(F1.414=4.58, p=0.033, vremexgrupa F1.414=0.326, p=0.650) (grafik 21).
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Grafik 21: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
psihickom stresu u zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P,
pocetak testa; MAX, maksimalno opterec¢enje; O, 3. minut oporavka

U grupi kontrola izloZenih psihickom stresu, nosioci Bcll polimorfizma su imali
znacajno vise vrednosti ACTH u mirovanju (tabela 32), ali se ova razlika izgubila
tokom testa s obzirom na znacajnu razliku u odgovoru ACTH tokom testa (vreme
F1643=34.71, p<0.001, vremexgrupa Fi1643=5.09, p=0.019), u kome su osobe sa
polimorfizmom imale atenuisan odgovor ACTH, sa znacajno manjim skokom izmedu P
i MAX (F1=5.36, p=0.035) (grafik 22).

Tabela 32: Vrednosti ACTH kod kontrola izlozenih psihickom stresu tokom testa u
zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma

| nema Bcll ima Bcll p
ACTH m (ng/l) 19.5 (12.5) 37.9 (15.3) 0.027
ACTH p (ng/l 19.7 (30.8) 39.1 (35.5) 0.328
ACTH max (ng/l) 1186 (83.2) 77.9 (82.6) 0.383
ACTH o (ng/l) 180.7 (185.8) 1254 (143.1) 0.328

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, podetak testa; max, maksimalno
optereéenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 22: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
psihickom stresu u zavisnosti od postojanja Bcll polimorfizma. M, mirovanje; P,
pocetak testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; =*, statistiCki
znacajna razlika u promeni

5.2. UTICAJ N363S POLIMORFIZMA GENA ZA GR

Nasuprot uticaju Bcll polimorfizma, sportisti sa N363S polimorfizmom su imali
viSe vrednosti kortizola u odnosu na one bez polimorfizma, ali ova razlika nije bila

statisticki znacajna (tabela 33).

Tabela 33: Vrednosti kortizola kod sportista tokom testa u zavisnosti od postojanja
N363S polimorfizma

nema N363S ima N363S p
kortizol m (nmol/l) 275.9 (133.9) 274.1 (88.3) 0.170
kortizol p (nmol/l) 318.5 (188.5) 345.4 (193.3) >0.05
kortizol max (nmol/l) 405.2 (242.6) 453.3 (284.7) 0.326
kortizol o (nmol/l) 380.6 (257.4) 441.9 (298.6) 0.259

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecéenje, o, 3. minut oporavka

Medutim, postojala je razlika u nacinu promene izmedu grupa, na granici
statisticke znacCajnosti posmatraju¢i test u celini (vreme F158:=36.04, p<0.001,
vremexgrupa F1581=3.30, p=0.054), a znacajno razli¢ita izmedu MAX i O (F1=5.12,

p=0.029), tokom kog perioda su vrednosti kortizola i dalje rasle kod nosilaca
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polimorfizma (grafik 23). Ova razlika je bila najizrazenija u grupi vaterpolista (MAX i

O: F1=2.085, p=0.016) (grafik 24). Uprkos razlici u na¢inu promene, vrednosti kortizola

izmedu dve grupe nisu se znacajno razlikovale (p>0.05 za sve tacke merenja).
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Grafik 23: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista u
zavisnosti od postojanja N363S polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisticka znacajnost
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Grafik 24: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod vaterpolista u
zavisnosti od postojanja N363S polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka, *, statisticka znacajnost
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Kada je u pitanju ACTH, sportisti nosioci N363S polimorfizma imali su
znacajno vise vrednosti ACTH u svim pojedinatnim taCkama testa (tabela 34).
Medutim, nije bilo znadajne razlike u na¢inu odgovora posmatrajuci test sveukupno
(vreme F2111=95.87, p<0.001, vremexgrupa F2111=0.618, p=0.555) i pojedinacne tacke
(p>0.05) (grafik 25).

Tabela 34: Vrednosti ACTH kod sportista tokom testa u zavisnosti od postojanja
N363S polimorfizma

| nema N363S ima N363S p
ACTH m (ng/l) 13.9 (17.2) 29.4 (11.3) 0.031
ACTH p (ng/l) 15.9 (18.4) 35.9 (28.8) 0.027
ACTH max (ng/l) 50.3 (76.7) 154.7 (103.2) 0.005
ACTH o (ng/l) 78.1 (150.9) 195.9 (97.7) 0.041

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecenje, 0, 3. minut oporavka
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Grafik 25: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod sportista u zavisnosti
od postojanja N363S polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX, maksimalno
opterecenje; O, 3. minut oporavka

Kontrole neizloZene stresu nisu se znacajno razlikovale u pojedinacnim
vrednostima kortizola u zavisnosti od postojanja N363S polimorfizma (p>0.05 u svim
tatkama merenja), a nije bilo razlike ni u nafinu odgovora kortizola tokom testa
opeterecenja (vreme Fi1560=23.473, p<0.001, vremexgrupa Fis60=0.277, p=0.706)
(grafik 26).
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Grafik 26: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola
neizlozenih stresu U zavisnosti od postojanja N363S polimorfizma. M, mirovanje; P,
pocetak testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

U istoj grupi N363S polimorfizam nije uticao ni na na¢in odgovora ACTH
(vreme F1550=65.042, p<0.001, vremexgrupa F1550=0.244, p=0.728) (grafik 27), ni na
pojedina¢ne vrednosti ACTH u testu (p>0.05).
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Grafik 27: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola neizlozenih
stresu u zavisnosti od postojanja N363S polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

S obzirom da je N363S polimorfizam registrovan kod samo 2 ispitanika u grupi
KS, njegov uticaj na odogovor hormona HHN osovine nije analiziran u ovoj grupi.
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5.3. UTICAJ A3669G POLIMORFIZMA GENA ZA GR

Odbojkasi kod kojih je registrovano postojanje A3669G polimorfizma u odnosu
na one bez polimorfizma imali su nize vrednosti kortizola, ali ova razlika nije bila
statisticki znacajna (tabela 35). Kada se u celini posmatra odgovor kortizola tokom testa
optreéenja, nije bilo znacajne izmene vrednosti kortizola kroz vreme, a iako je tokom
perioda oporavka registrovan suprotan smer izmene vrednosti kortizola, razlika u na¢inu
odgovora nije dostigla statisticku znadajnost (test sveukupno: F2125=2.85, p=0.092;

odgovor izmedu MAX i O: F1=5.27, p=0.062) (grafik 28).

Tabela 35: Vrednosti kortizola kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja
A3669G polimorfizma

nema A3669G ima A3669G p
kortizol m (nmol/l) 344.9 (106.7) 283.8 (37.6) 0.157
kortizol p (nmol/l) 374.1 (105.6) 328.9 (103.5) 0.497
kortizol max (nmol/l) 463.7 (91.8) 337.1 (100.6) 0.081
kortizol o (nmol/l) 444.7 (145.1) 286.1 (90.8) 0.107

vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SD); m, mirovanje, p, poCetak testa; max, maksimalno
opterecenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 28: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja A3669G polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

Nije bilo razlike u pojedina¢nim vrednostima ACTH kod sportista (p>0.05), kao
iu nac¢inu odgovora ACTH u testu kod sportista (grafik 29).
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Grafik 29: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja A3669G polimorfizma; M, mirovanje, P, poCetak testa, MAX,
maksimalno opterecenje, O, 3. minut oporavka

Polimorfizam A3669G nije znacajno uticao na pojedinac¢ne vrednosti kortizola
kod kontrola izloZenih stresu (p>0.05 u svim tackama merenja), a nije bilo razlike ni u
naéinu odgovora Kkortizola tokom testa opeterecenja (vreme Fi539=2.62, p=0.106,

vremexgrupa F1.539=2.05, p=0.159) (grafik 30).
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Grafik 30: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
stresu u zavisnosti od postojanja A3669G polimorfizma. M, mirovanje, P, pocetak testa,
MAX, maksimalno opterecenje, O, 3. minut oporavka
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Polimorfizam A3669G nije uticao ni na pojedina¢ne vrednosti ACTH u testu
kod kontrola izloZenih stresu (p>0.05 u svim tackama merenja), a nije bilo razlike ni u
naCinu odgovora (vreme F1360=18.02, p<0.001, vremexgrupa F13s=1.578, p=0.229)
(grafik 31).
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Grafik 31: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
stresu u zavisnosti od postojanja A3669G polimorfizma; M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

5.4. UTICAJ -2G/C POLIMORFIZMA GENA ZA MR

Kada se posmatra uticaj -2G/C polimorfizma, odbojkasi su se medusobno
znacajno razlikovali u vrednostima kortizola na pocetku testa i tokom maksimalnog

opterecenja (Tabela 36).

Tabela 36: Vrednosti kortizola kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja -
2G/C polimorfizma

nema -2G/C
kortizol m (nmol/l) 308.2 (30.9) 341.2 (147.5) 333.4(106.1) 0.877
kortizol p (nmol/l) 312.6 (82.2) 466.6 (49.6) 313.1(95.1) 0.027
kortizol max (nmol/l) 383.5(29.9) 533.9(72.6) 367.1(133.3) 0.035
kortizol o (nmol/l) 344.7 (46.2) 510.0 (222.6) 341.4 (224.4) 0.438

vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SD); m, mirovanje, p, poCetak testa; max, maksimalno
opterecenje, 0, 3. minut oporavka
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Ova znacajnost je bila posledica visih vrednosti kod heterozigota u odnosu na
homozigote i ispitanike sa wild type genotipom

Kada se u celini posmatra odgovor kortizola tokom testa optrecenja, grupe se
medusobno nisu znacajno razlikovale (Fz2s20=1.22, p=0.368), osim izmedu M i P
(anticipacija) (F2=5.99, p=0.047), tokom kog perioda su heterozigotni nosioci mutacije

imeli znacajno naglaseniji odgovor (grafik 32).
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Grafik 32: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja -2G/C polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka; *, statisticka znacajnost

Kada je u pitanju ACTH, slicno kao 1 kod kortizola, odbojkasi nosioci
polimorfizma (i homozigoti i heterozigoti) imali su vise vrednosti ACTH u odnosu na
one sa wild type genotipom, ali ovo nije dostiglo statisticku znacajnost ni u jednoj tacki
testa (tabela 37). Takode, nije bilo uticaja na nacin promene vrednosti ACTH tokom

testa (vreme F1.824=19.09, p=0.001, vremexgrupa F1.8224=0.580, p=0.671) (grafik 33).

Tabela 37: Vrednosti ACTH kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja -
2G/C polimorfizma

nema -2G/C  heterozigot homozigot

ACTH m (ng/l) 15.0 (22.5)  39.6 (87.4)  47.8(69.3) 0.210
ACTH p (ng/l) 13.8 (29.4) 745 (275.3)  48.7 (62.5) 0.073
ACTH max (ng/l) 736 (97.2) 2217 (453.6) 116.7 (126.4) 0.418
ACTH o (ng/l) 98.4 (165.7) 463.9 (387.6) 175.4(23.0) 0.513

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
optereéenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 33: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja -2G/C polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

Zbog malog broja homozigota za -2G/C SNP u grupi KS, heterozigoti i

homozigoti su analizirani zajedno. U grupi KS postojanje -2G/C polimorfizma nije

uticalo na dostignute vrendnosti kortizola u testu (p>0.05 u svim tackama merenja), a

nije bilo razlike ni u nacinu odgovora kortizola tokom testa opetereCenja (vreme

F1.401=1.343, p=0.276, vremexgrupa F1.401=0.146, p=0.790) (grafik 34).
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Grafik 34: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
psihickom stresu u zavisnosti od postojanja -2G/C polimorfizma. M, mirovanje; P,
pocetak testa; MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka
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Sli¢no, nije bilo uticaja -2G/C ni na vrednosti ACTH u grupi KS (sve vrednosti
p>0.05), a nije bilo razlike ni u nacinu odgovora tokom ergospirometrije (vreme

F1.424=6.38, p=0.014, vremexgrupa F1.424=2.157, p=0.155) (grafik 35).
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Grafik 35: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod kontrola izlozenih
stresu u zavisnosti od postojanja -2G/C polimorfizma. M, mirovanje, P, pocetak testa,
MAX, maksimalno opterecenje, O, 3. minut oporavka

5.5. UTICAJ 1180V POLIMORFIZMA GENA ZA MR

Postojanje 1180V polimorfizma nije uticalo na pojedinane vrednosti kortizola
tokom ergospirometrijskog testa kod ispitivanih odbojkasa (tabela 38), a nije bilo
razlike ni u naCinu odgovora kortizola tokom testa medu grupama (F2.149=0.214,

p=0.825) (grafik 36).

Tabela 38: Vrednosti kortizola kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja
1180V polimorfizma

nema 1180V ima 1180V p
kortizol m (nmol/l) 344.4 (91.2) 264.9 (89.9) 0.265
kortizol p (nmol/l) 364.9 (110.0) 344.2 (92.4) 0.761
kortizol max (nmol/l) 420.6 (105.4) 438.5 (143.9) 0.856
kortizol o (nmol/l) 405.7 (165.4) 323.9 (32.2) 0.296

vrednosti su prikazane kao srednja vrednost (SD); m, mirovanje, p, poCetak testa; max, maksimalno
opterecéenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 36: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja 1180V polimorfizma. M, mirovanje, P, poCetak testa, MAX,
maksimalno opterecenje, O, 3. minut oporavka

Sli¢no kortizolu, ni kod pojedina¢nih vrednosti ACTH nije detektovan uticaj
[180V polimorfizma kod odbojkasa (tabela 39), a nije bilo ni razlike u nac¢inu odgovora

ACTH tokom ergospirometrijskog testa (grafik 37).

Tabela 39: Vrednosti ACTH kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja
1180V polimorfizma

nema 1180V ima 1180V p

ACTH m (ng/l) 38.5 (51.3) 29.9 (29.9) >0.05
ACTH p (ng/l) 38.6 (50.4) 67.2 (84.1) 0.573
ACTH max (ng/l) 79.9 (113.1) 130.8 (354.5) >0.05
ACTH (ng/l) 175.4 (336.1) 98.4 (66.9) 0.429

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max,
maksimalno opterecenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 37: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja 1180V polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa; MAX,
maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

S obzirom da je 1180V polimorfizam registrovan samo kod jednog ispitanika u
grupi kontrola izloZenih stresu, nije analiziran njegov uticaj na odgovor hormona HHN

osovine u ovoj grupi.

5.6. UTICAJ CTC—»CCC POLIMORFIZMA GENA ZA M2CR

Postojanje CTC—CCC polimorfizma nije uticalo na pojedina¢ne vrednosti
kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod ispitivanih sportista (tabela 40), a nije
bilo razlike ni u nac¢inu odgovora kortizola tokom testa medu grupama (F1.534=0.328,

p=0.664) (grafik 38).

Tabela 40: Vrednosti kortizola kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja
CTC—CCC polimorfizma
nema CTC»CCC imaCTC—»CCC p

kortizol m (nmol/l) 289.3 (135.9) 266.5 (80.4) 0.951
kortizol p (nmol/l) 346.2 (187.5) 318.8 (239.1) 0.549
kortizol max (nmol/l) 412.4 (269.9) 382.2 (195.6) 0.517
kortizol o (nmol/l) 388.3 (298.2) 400.9 (279.6) 0.941

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 38: Odgovor kortizola tokom ergospirometrijskog testa kod sportista u
zavisnosti od postojanja CTC—CCC polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

Postojanje CTC—CCC polimorfizma nije uticalo ni na pojedina¢ne vrednosti
ACTH kod ispitivanih sportista (tabela 41), kao ni na nadin odgovora u testu
(F1534=0.328, p=0.664) (grafik 39).

S obzirom da je CTC—CCC polimorfizam registrovan kod samo par ispitanika

u obe kontrolne grupe (KN i KS), nije analiziran njegov uticaj na odgovor hormona
HHN osovine u ovim grupama.

Tabela 41: Vrednosti ACTH kod odbojkasa tokom testa u zavisnosti od postojanja
CTC—CCC polimorfizma

nema CTC—>CCC ima CTC—»>CCC p
ACTH m (ng/l) 32.6 (36.7) 41.5 (82.1) 0.833
ACTH p (ng/l) 40.2 (76.6) 47.0 (199.9) >0.05
ACTH max (ng/l) 99.9 (144.7) 76.3 (288.8) 0.524
ACTH (ng/l) 131.8 (136.3) 198.5 (243.4) 0.788

vrednosti su prikazane kao medijana (IQR); m, mirovanje, p, pocetak testa; max, maksimalno
opterecéenje, o, 3. minut oporavka
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Grafik 39: Odgovor ACTH tokom ergospirometrijskog testa kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja CTC—CCC polimorfizma. M, mirovanje; P, pocetak testa;
MAX, maksimalno opterecenje; O, 3. minut oporavka

6. UTICAJ GENOTIPA NA JUTARNJE VREDNOSTI KORTIZOLA I ACTH

Svi analizirani polimorfizmi gena za GR, MR i MC2R nisu uticali na vrednosti
jutarnjeg kortizola kod sportista (p>0.05 za sve); nije analiziran uticaj N363S s obzirom

da su osim jednog heterozigota, svi drugi ispitanici bili WT (grafik 40).
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Grafik 40: Vrednosti jutarnjeg kortizola kod odbojkasa u zavisnosti od postojanja
razlic¢itih polimorfizama gena za GR, MR i MC2R
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Ni u grupi KS nije registrovan uticaj analiziranih genotipova gena za GR i MR
(zbog malog broja registrovanih ispitanika nisu analizirani polimorfizmi N363S gena za
GR, 1180V gena za MR i SNP promotorskog regiona M2CR gena (grafik 41).
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Grafik 41: Vrednosti jutarnjeg kortizola kod kontrola izloZenih stresu u zavisnosti od
postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR i MR; *, statisticka znacajnost

Kada su analizirani samo nosioci ispitivanih polimorfizama, i medusobno
poredeni odbojka$i i kontrole izloZzene psihiCkom stresu, registrovane su statisti¢ki
znacajno nize vrednosti jutarnjeg kortizola kod sportista koji su bili nosioci Bcll
(p=0.019), A3669G (p=0.028) i -2G/C (p=0.058) u odnosu na kontrole izlozene

psihi¢kom stresu, nosioce istih tih polimorfizama (grafik 42).
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Grafik 42: Vrednosti jutarnjeg kortizola kod odbojkasa i kontrola izloZenih stresu u

zavisnosti od postojanja razliCitih polimorfizama gena za GR i MR; =, statistiCka
znacajnost
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Svi analizirani polimorfizmi gena za GR, MR i MC2R nisu uticali na vrednosti
jutarnjeg ACTH kod sportista (p>0.05 za sve); nije analiziran uticaj N363S s obzirom
da su osim jednog heterozigota, svi drugi ispitanici bili WT (grafik 43).
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Grafik 43: Vrednosti jutarnjeg ACTH kod odbojkasa u zavisnosti od postojanja
razli¢itih polimorfizama gena za GR, MR 1 M2CR
Ni u grupi KS nije registrovan uticaj analiziranih genotipova gena za GR i MR
na bazne vrednosti ACTH (p>0.05 za sve) (grafik 44).
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Grafik 44: Vrednosti jutarnjeg ACTH kod kontrola izlozenih psihi¢kom stresu u
zavisnosti od postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR i MR
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Nasuprot razlikama u vrednosti baznog kortizola, odbojkasi i kontrole izlozene
psihickom stresu nosioci specificnih polimorfizama gena u GR i MR, nisu se
medusobno znacajno razlikovali u baznim vrednostima ACTH (p>0.05 za sve) (grafik
45).
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Grafik 45: Vrednosti jutarnjeg kortizola kod odbojkasa i kontrola izloZenih stresu u
zavisnosti od postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR i MR

7. UTICAJ GENOTIPA NA SUPRESIBILNOST KORTIZOLA

Svi analizirani polimorfizmi gena za GR i MR nisu uticali na vrednosti jutarnjeg
kortizola nakon prekono¢ne deksametazonske surpesije kod odbojkasa (p>0.05 za sve)
(grafik 46). Slican rezultat je registrovan i kod KS, postojanje specifi¢nih
polimorfizama nije uticalo na supresibilnost kortizola (>0.05 za sve, nije alanirizan
efekat N363S polimorfizma gena za GR, 1180V polimorfizma gena za MR i
CTC—CCC polimorfizma gena za MC2R, s obzirom na mali broj nosilaca ovih

polimorfizama u grupi KS) (grafik 47).
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Grafik 46: Vrednosti kortizola nakon deksametazonske supresije kod odbojkasa u
zavisnosti od postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR, MR i M2CR

35 -
30 -
25 -
20 -

Eima

15 - ®nema

kortizol (nmol/l)

10 -

Bcll A3669G 2GC

Grafik 47: Vrednosti kortizola nakon deksametazonske supresije kod kontrola
izlozenih stresu u zavisnosti od postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR i MR

Kada su analizirani samo nosioci ispitivanih polimorfizama, i medusobno
poredeni odbojkasi i kontrole izloZene psihi¢kom stresu, nisu registrovane statisti¢ki
znaajne razlike u nivou supresije kortizola u prekono¢nom deksametazonskm

supresionom testu sa 1 mg deksametazona (grafik 48).
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Grafik 48: Vrednosti jutarnjeg kortizola kod odbojkasa i kontrola izloZzenih stresu u
zavisnosti od postojanja razli¢itih polimorfizama gena za GR 1 MR
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V DISKUSIJA

Nasi rezultati potvrduju prethodnu tezu da izlozenost fiziCkom stresu koji je
dovoljno velikog intenziteta ili dovoljne duzine trajanja, uspesno aktivira HHN osovinu
kod svih osoba nezavisno od nivoa utreniranosti. Medutim, i bazna i stresom
provocirana aktivnost HHN osovine znac¢ajno su zavisili od utreniranosti 1 metaboli¢kih
aspekata profesionalnog bavljenja sportom, §to smo pojedinac¢no analizirali. Dodatno,
pokazali smo da i aktuelna izloZenost psihickom stresu kod osoba koje su sedentarne
znacajno utice na odgovor HHN osovine na fizicki stres.

Analizirali smo tri razliite vrste sportista koji su se razlikovali u stepenu
zastupljenosti dinamicke i staticke komponente (D3S2-vaterpolisti, D2S3-rvaé¢i i D2S1 -
odbojkasi) [143]. Rutina treninga kao i sami zahtevi sporta, znac¢ajno se razlikuju kod
ove tri grupe sportista. Medutim u akutnom fizickom optereéenju, pojedinacne vrednosti
kortizola kao i na¢in odgovora kortizola tokom testa bili su sli¢ni. lako se radilo o
razli¢itim disciplinama, ispitivani sportisti su imali viSe zajedni¢kih osobina: 1) svi
ispitivani sportisti su bili takmicari na najviSem nacionalnom nivou, 2) svi su ispitivani
u periodu intenzivnog treniranja (period pred takmicenje), 3) svi su ispitivani u
identi¢nom periodu dana, koji je blisko odgovarao periodu kada su ispitanici uobicajeno
trenirali. Nasi rezultati ukazuju da nacin reakcije HHN osovine na akutni fizi¢ki stres
kod sportista, bar kada je u pitanju trening izdrzljivosti, ne zavisi od vrste sporta.
Medutim, po svemu sudeci ulogu imaju drugi faktori koji utiCu i na bazni nivo
aktivnosti HHN osovine, i na njenu aktivaciju u stresu (komentari u narednim
segmentima diskusije). MiSljenja smo da je u svakoj studiji na sportistima neophodno
precizno definisati i ista¢i uslove pod kojima se studija sprovodi. Takode, ukoliko se
ispitanici testiraju pod razliitim okolnostima (narocito ukoliko se testiraju u razli¢itim
periodima sportske sezone ili u razli¢itim periodima dana), u analizi podataka je
potrebno kontrolisati ove faktore. U dostupnoj literaturi nismo pronasli studije koje su
medusobno poredile odgovor HHN osovine kod razli¢itih vrsta sportista.

Kada su u pitanju bazne vrednosti kortizola (pred test), razli¢ite studije su
prijavljivale razli¢ite nivoe kod sportista, od nizih, preko slicnih, do povisenih u

poredenju sa sedentarnim ispitanicima [145]. Nasi sportisti su imali zna¢ajno vise bazne
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vrednosti kortizola u odnosu na sedentarne kontrole neizlozene stresu, i za 0vo postoji
nekoliko objasnjenja.

Pokazano je da ritam treniranja profesionalnih sportista, manje ili viSe fiksiran
za odredeni deo (delove) dana, uti¢e na normalni cirkadijalni ritam sekrecije kortizola,
dovode¢i do faznog pomeraja u aktivnosti HHN osovine [146]. Cirkadijalni ritam
sekrecije je dominantno uslovljen dnevnim svetlom, ali pokazane su razne manipulacije
koje omogucavaju ocCuvanost ovih ritmova 1 u okolnostima kontinuiranog mraka
(rigorazan ritam spavanja, obroka i dnevnih aktivnosti). Nas rezultat je u skladu sa
studijama koje su sprovedene kasnije tokom dana [83,147], a doba dana tokom koga je
sprovedena nasa studija je bilo blisko tipicnom periodu dana tokom koga su sportisti
uobiCajeno trenirali.

PoviSene bazne vrednosti nivoa kortizola su pokazane kod sportista koji su
oc¢ekivali pocetak takmi¢enja [148]. Sli¢no je pokazano u studiji koja je ispitivala mlade
dzudiste 1h 30 min pred pocetak takmicenja, a u komparaciji sa vrednostima kortizola i
anksioznosti tokom cele sezone: nivo kortizola je bio znacajno veci pred takmicenje u
odnosu na sve ostale vrednosti; dodatno, ove vrednosti nisu bile u korelaciji sa
skorovima anksioznosti, $to ukazuje na povezanost neuroendokrinog odgovora na
takmiCenje sa kognitivnom procenom [149]. Ovakvi rezultati su uoCeni i U
padobranstvu, ekstremnom sportu koji je konzistentno udruzen sa zivotno
ugrozavajué¢im situacijama: iskusniji skakaci su imali viSe vrednosti kortizola pred skok
u odnosu na one koji skacu prvi put, dok je nivo anksioznosti bio sli¢an [150]. Jedna
studija je pratila klizaCe od perioda pred takmicenja, preko nacionalnog takmicenja,
Evropskog takmicenja i konacno do Zimskih olimpijskih igara; registrovan je
progresivni porast nivoa kortizola kako je rastao internacionalni znacaj takmicenja
[151].

Konacno, uvek treba imati na umu da hroni¢na hiperkortizolemija ne mora biti
indukovana samim stresom vezbanja, ve¢ hroni¢nim deficitom energije (negativnim
energetskim balansom), koji se vida tokom produZenih perioda fizickog napora, a
naroCito kod stanja pretreniranosti (overreaching/overtraining) [152]. Imajuéi ovo u
vidu, vazno je da li su sportisti testirani tokom perioda pred takmicenja, tokom samog
perioda takmicenja, ili u periodu nevezano za takmicenja tokom sportske sezone.

Akutni fizi¢ki stres je aktivirao HHN osovinu u svim grupama nasih ispitanika.

Prethodno je pokazano da je kod vezbanja izdrZljivosti (endurance) minimum
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intenziteta vezbanja potreban kako bi doslo do odgovora kortizola oko 60% VO2max
[56,153]. Ovaj prag je nezavisan od nivoa utreniranosti, a nakon njegovog dostizanja
nivo kortizola raste linearno sa intenzitetom vezbanja. Takode je demonstrirano da je
akutni odgovor kortizola proporcionalan relativnom radnom opterecenju [154].
Kratkotrajno vezbanje visokog intenziteta dovodi do veéeg skoka vrednosti kortizola
nego prolongirano opterecenje pri submaksimalnom optereéenju, ali do manjeg skoka
nego vezbanje gradirano do iscrpljenja [155]. U prilog ove ¢injenice govori i podatak o
dokazanoj znacajnoj korelaciji izmedu serumskih nivoa kortizola i laktata [145].
Generalno, statiCko vezbanje, karakterisano ve¢im stepenom anaerobnog metabolizma,
dovodi do veceg odgovora kortizola u odnosu na aerobno [156].

Hroni¢no visoke koncentracije kortizola imaju mnoga nepovoljna dejstva na
organizam, ali akutni skokovi tokom stresa su od izuzetne vazZnosti za metabolicku
adaptaciju, kardiovaskularni odgovor i remodelovanje miSi¢énog tkiva. Kortizol
povecava dostupnost metabolickih supstrata potrebnih da zadovolje energetske potrebe
aktivnih miSica; kortizol odrZzava normalan vaskularni integritet i responsivnost tokom
vezbanja; i na kraju, ali ne i najmanje vazno, kortizol spreava prekomernu aktivaciju
imunskog sistema u svetlu ponavljanih o$te¢enja misi¢a nastalih tokom vezbanja [23].
Imajuc¢i ovo u vidu, ¢ini se da bi potreban bioloski efekat kortizola tokom fizickog
optere¢enja mogao biti primarni pokreta¢ maksimalnog nivoa kortizola.

S tim u vezi, osobe razliCitog statusa utreniranosti odgovaraju slicno na slican
intenzitet vezbanja, a u smislu maksimalnog nivoa kortizola [56,157,158]. S druge
strane, naglaseniji odgovor kortizola na isti nivo intenziteta vezbanja je registrovan kod
profesionalnih sportista koji se aktuelno takmice, u poredenju sa sportistima koji nisu u
takmicenju [159]. Progresivno rastu¢e bazalne vrednosti kortizola su registrovane kod
elitnih veslaca tokom 24-voronedeljnog perioda priprema, a Sto ukazuje na okruzenje
visokog nivoa katabolizma, koji je esencijalno orude za adaptaciju na situaciju visokog
stresa [160].

Interesantna je opservacija da bi povec¢an odgovor kortizola na veZbanje koje je
sprovedeno popodne mogao biti posledica diurnalnih varijacija statusa glikogena kod
ljudi, sa pikom vrednosti ujutru, a najnizim vrednostima uvecée [161,162]. Vezbanje u
jutarnjim ¢asovima je znacajno nepovoljno uticalo na sposobnost organizma da odrzi

euglikemiju tokom vezbanja koje je sprovedeno kasnije tokom istog dana [163].
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Konacno, smatra se da bi neadekvatan odgovor kortizola tokom vezbanja mogao
biti jedan od ranih znakova pretreniranosti (overreaching/overtraining). Nasuprot tome,
adekvatan odgovor kortizola na izazov, kao i visoke vrednosti bazalnog Kortizola,
ukazuju na visoku aktivnost procesa adaptacije [164]. Nasi rezultati demonstriraju
adekvatnu plasti¢nost HHN osovine u nasoj grupi sportista.

Prethodno navedeni mehanizmi su potencijalno odgovorni za registrovane
znacajno vise vrednosti kortizola kod nase grupe sportista u odnosu na sedentarne
ispitanike koji prethodno nisu bili izloZeni stresu. Znacajnost razlike u vrednostima se
odrzavala sve do kraja opteCenja. Medutim, sa viSim baznim vrednostima kortizola,
sportisti su zapravo imali potrebu za manjim dodatnim skokom kortizola u odnosu na
kontrole kako bi dostigli ciljni pik vrednosti kortizola, a koji je potreban za adekvatan
bioloski efekat kortizola tokom stresne situacije. Isto je demonstrirano 1 znacajno
manjim procentom promene vrednosti kortizola kod sportista u odnosu na kontrole.
Zapravo, stepen hroni¢ne izloZenosti stresu veZbanja je jedan od najpotentnijih faktora
koji uti¢u na neuroendokrini stresni odgovor tokom akutnog vezbanja [156]. Ovakva
adaptacija neuroendokrinog sistema na ponavljano fizicko vezbanje ne postoji samo na
nivou HHN osovine, ve¢ i na nivou odgovora simpatikusa [164].

Nasuprot razlici u odnosu na kontrole neizloZene stresu, kontrolni ispitanici koji
su bili izlozeni hronicnom psihickom stresu imali su vise vrednosti kortizola u odnosu
na sportiste. Ova razlika je bila statisti¢ki znac¢ajna u mirovanju (bazalna vrednost pred
test), a znacCajnost se izgubila poCev od anticipatornih vrednosti (neposredno pred
pocetak testa), do vrednosti u maksimalnom opterecenju. Istom je doprineo atenuisan
odgovor Kkortizola na fizicki stres kod ove grupe kontrolnih ispitanika.

Studija koja je pratila Spanske diplomirane studente medicine u periodu
testiranja za dobijanje specijalizacije pokazala je viSe vrednosti CAR 1 viSu vrednost
kortizola pred pocetak testa u danima kada su testirani, u odnosu na period pocetka
priprema i nakon zavrSetka perioda testiranja [165]. Sli¢no, visSi CAR je demonstriran
kod starijih osoba u danima nakon stresnih dogadaja ili neprijatnih ose¢anja [166].
Medutim, u jo$ jednoj studij koja je ispitivala mlade zdrave osobe, postdiplomce pred
prijemni ispit, registrovala je niZzi CAR u odnosu na kontrole neizloZene stresu u danima
priprema za ispit; nisu pracene vrednosti pred sam ispit [167].

Vise studija je demonstriralo da hroni¢no treniranje ima povoljan uticaj na

reakciju na druge vrste stresora, ta¢nije da redovno fizicko vezbanje pomaZze u snizenju
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stresnog odogovora na razliCite druge zivotne stresore [168]. Atenuisan odgovor
kortizola na psihicki stresor je demonstriran kod Zena koje su bile fizicki aktivne u
odnosu na one koje su bile sedentarne [169]. Uvodenje regularne fizicke aktivnosti kod
prethodno sedentarnih muskaraca dovelo je do atenuisanog odgovora na psihosocijalne
stresore [170]. Dodatno je vazno da nastanak atenuisanog odgovora na psihosocijalne
stresore nije ekskluzivno vezan za visoko utrenirane osobe, ve¢ je pokazan i kod
ispitanika koji su umereno trenirali [171].

Ovaj koncept je u skladu sa opservacijama da osobe hroni¢no izloZene jednoj
vrsti stresora mogu imati atenuisan odgovor na drugaciji, heterotipski stres, pod
uslovom da on nije (zivotno) ugrozavaju¢i. Razlika u neuroendokrinom odgovoru sama
po sebi zavisi od vrste stresora i1 nacina na koji se percipira kao ugroZavajuci ili ne
[172]. S tim u vezi je ocekivan i atenuisan odgovor na fizic¢ki stres kod osoba prethodno
hroni¢no izloZenih psihickom stresu, s obzirom da se fizicki stres naelno ne smatra
ugrozavaju¢im. Ovakva vrsta habituacije ima izuzetan evolutivni znacaj, jer
snizavanjem odgovora na stresore koji nisu zivotno ugrozavaju¢i omogucava
konzerviranje energije i resursa [80].

Pored neuroendokrine adaptacije, obe grupe ispitanika izlozenih stresu (sportisti
1 kontrole izloZene psihickom stresu) demonstrirale su elemente metabolicke adaptacije,
manifestovane povecanom potroSnjom kiseonika u bazalnim okolnostima i tokom
oporavka; maksimalna potrosnja kiseonika, kao mera utreniranosti, oc¢ekivano je bila
viSa kod sportista u odnosu na obe grupe kontrola. Ovo nije neocekivano imajuc¢i u vidu
prethodno demonstrirane efekte vezbanja na potroS$nju kiseonika, ali i efekte drugih
vrsta stresa (trauma, inflamacija, sepsa, Sok) ali 1 stanja kao $to su anksioznost, agitacija,
bol [173,174]. Medutim, nismo registroval korelaciju izmedu vrednost kortizola i nivoa
potrosnje kiseonika u razli¢itim tackama testa, Sto ukazuje da se metabolicka 1
neuroendokrina adaptacija deSavaju nevezano. S druge strane, korelacija je postojala sa
sr¢anom frekvencom, koja je tokom anticipacije znacajno predvidala vrednosti kortizola
tokom testa.

lako je opservirani period oporavka bio relativno kratak, primetili smo da su
nivoi kortizola postepeno poceli da padaju kod sportista, dok su jo§ uvek rasli kod kod
kontrola. Potrebno je oko 120-150 minuta da bi se nivo kortizola normalizovao posle
vezbanja, ali nekoliko studija je potvrdilo da nema razlike u vrednostima 24h-ovnog

urinarnog slobodnog kortizola izmedu profesionalnih sportista koji se bave sportovima
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izdrZljivosti 1 kontrola [86,175]. Jo§ uvek nema dovoljno podataka koji bi jasno
demonstrirali nivo/nac¢in kompenzacije za privremeni porast nivoa kortizola. Moguca
objasnjenja uklju¢uju supresiju noéne sekrecije kortizola [176], uz stepen supresije koji
je naglaSeniji nakon vezbanja veceg intenziteta [85]. Druga moguénost je da postoji
poveéan stepen konverzije kortizola u inaktivni kortizon [86]. Dodatno, izgleda da
zaStita od hiperkortizolemije prouzrokovane vezbanjem mozda postoji na nivou
perifernih tkiva, a postize se putem izmene periferne osetljivosti na glukokortikoide
nakon vezbanja [177]. Ekspresija o forme (aktivne forme) glukokortikoidnog receptora
(GRa) je bila zna¢ajno snizena na mononuklearima periferne krvi kod profesionalnih
plivaca u odnosu na sedentarne kontrole, pri ¢emu je nivo ekspresije direktno korelisao
sa stepenom utreniranosti, dok se bazne vrednosti kortizola nisu razlikovale medu
grupama [113].

Kada je u pitanju celokupan odgovor HHN osovine, nasuprot razlici u
odgovorima kortizola, sportisti su imali slican odgovor ACTH u poredenju sa
sedentarnim kontrolama neizlozenim stresu. Dodatno, za sli¢an nivo ACTH, sportisti su
u poredenju sa kontrolama koje nisu bile izloZene stresu imali znacajno visi nivo
kortizola. Takode, dok su odgovori ACTH 1 kortizola bili sinhroni kod kontrolnih
ispitanika, oni su tokom oporavka bili razli¢iti kod sportista (vrednosti kortizola su
pocele da padaju, dok su vrednosti ACTH 1 dalje rasle).

Do sada je ponudeno vise teza koje pokusavaju da objasne ovu razliku. Jedna od
njih je da ponavljani fizi¢ki stres profesionalnih sportista dovodi do smanjenja
osetljivosti HHN osovine na negativnu povratnu spregu od strane glukokortikoida. U
studiji koja je ispitivala 9 muskaraca koji su se bavili sportom izdrzljivosti visokog
intenziteta 3 od 9 sportista je odreagovalo porastom kortizola na stimulaciju sa CRH a
nakon deksametazonske supresije (deksametazon-CRH test), dok ovakav odgovor nije
zabeleZen kod kontrolnih ispitanika [178]. U studiji koja je ispitivala 4 maratonca, area
ispod krive (AUC — area under the curve) za ACTH je tokom oporavka bila veéa kod
maratonaca u poredenju sa sedentarnim ispitanicima, dok se obe grupe nisu razlikovale
u vrednostima kortizola [179]. Zakljuceno je da ovakav rezultat moze biti objasnjen
snizenom osetljivos¢u HHN osovine na negativau povratnu spregu kortizola, 1/ili
smanjenom osetljivoS¢u nadbubrezne kore na stimulaciju od strane ACTH. Sli¢an
rezultat je registrovan kod 6 ultramaratonaca, kod kojih su registrovane znacajno vise

vrednosti ACTH dok su vrednosti kortizola bile sli€ne u odnosu na sedentarne ispitanike
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(i plazma kortizol i slobodni urinarni kortizol tokom 24h) [180]. S obzirom da fizicki
trening nema znacajan uticaj na nivo kortizol vezujuéeg globulina (CBG — cortisol
binding globulin), kao ni na klirens kortizola, zakljuceno je da ovakav nalaz govori u
prilog snizene osetljivosti nadbubreznih zlezdi na ACTH. Medutim u studiji Minetto i
saradnici nije bilo razlike izmedu stepena i nacina promene kortizola i ACTH tokom
120 minuta oporavka, pri ¢emu su uzorci semplovani neposredno nakon, i 7, 15, 30, 45,
60, 90 i 120 minuta nakon zavrsetka optere¢enja [147].

U naSoj studiji je registrovan potpuno suprotan rezultat: za slicne vrednosti
ACTH, postojala je razlika u vrednostima kortizola. Sli¢ni rezultati su dobijeni u
eksperimentima na pacovima. Izlozenost fizickom vezbanju (dobrovljno tr¢anje na
pokretnom valjku) je dovela do povecane sekrecije kortikosterona u odnosu na pacove
koji su bili sedentarni, pri cemu se dve grupe Zivotinja nisu razlikovale u vrednostima
ACTH [181]. Izneta je pretpostavka da klju¢ni regulatorni mehanizmi postoje na nivou
nadbubrega. Sli¢no, u drugom eksperimentu, inicijalni odgovor fizi¢ki aktivnih zivotinja
je bio pracen porastom ekspresije steroidogenog regulatornog proteina u Kori
nadbubreznih zlezda, rezultujué¢i u naglasenijem odgovoru kortikosterona na stimulaciju
od strane ACTH kod fizicki aktivnih, u odnosu na neaktivne zivotinje [182]. Medutim,
nakon duzeg perioda pracenja (8 nedelja naspram 2), ova razlika se izgubila.

Diferencijalni odgovor kortizola u kontekstu slicnih vrednosti ACTH je
posmatran 1 kao efekat stimulacije drugih moduliSu¢ih supstanci kao Sto je AVP
(arginin vazopresin), a koji je pod minimalnim uticajem negativne povratne sprege od
strane kortizola [183]. Sekrecija ACTH je pod permisivhom ulogom CRH, dok AVP i
drugi faktori (kao $to je npr. angiotenzin II) imaju sinergisticke ili aditivne efekte.

Takode, sve je viSe dokaza o ulozi simpatikusne inervacije kore nadbubreznih
Zlezda [184]. Takode, simpatikusna aktivnost adrenalne medule je pozitivni modulator
adrenokortikalne senzitivnosti na ACTH [185]. Simpatikusni uticaji se izgleda primarno
odnose na bazalni cirkadijalnu sekreciju glukokortikoida, ali senzitizovani odgovori
nakon prethodne izloZenosti stresu su neophodni za izazivanje brzog odgovora
glukokortikoida na sledstveni stressor [175, 186]. Drugim recima, poveéana
adrenokortikalna responsivnost na ACTH moZe biti uzrokovana pojacanom
simpatikusnom (simpatikomedularnom) aktivnos¢u. Pokazano je da simpaticki nervni

sistem doprinosi ve¢oj produkciji kortikosterona kod utreniranih Zivotinja u odnosu na
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kontrole [186]. Istovremeno, izgleda da dozivljaj stresa na nivou centralnog nervnog
sistema ne zavisi od nivoa utreniranosti.

U analizi adaptacija HHN osovine treba voditi rauna i o uticaju hroni¢nog
fizickog optereéenja na gensku ekspresiju. Park i saradnici sun a zivotinjskom modelu
pokazali smanjenje nivoa transkripcije gena za GR na nivou paraventrikularnog
nukleusa (PVN) i hipofize [187]. Ovaj fenomen je nakon inicijalne faze adaptacije
rezultirao porastom u bazalnoj, nestimulisanoj hipofizno-nadbubreznoj aktivnosti. Kod
aktivnih sportista je dokazana smanjena ekspresija GR i GR-iRNK u celijama
mononukleara periferne krvi u odnosu na sedentarnu kontrolu [113,188]. Ovakva
nishodna regulacija se smatra posledicom ceste 1 prolongirane izloZenosti akutnim
skokovima kortizola tokom treniranja. Interindividualne varijacije glukokortikoidne
senzitivnosti se mogu pripisati polimorfizmima gena za GR.

Kao dodatak na ve¢ reCeno kada su u pitanju bazne vrednosti kortizola kod
sportista, pracenjem 24h-ovne dinamike promene vrednosti kortizola i ACTH
zakljuCeno je da pik sekrecije ova dva hormona kod profesionalnih sportista nastupa
ranije u odnosu na sedentarne osobe [180]. Ova Cinjenica bi mogla imati uticaja na
interpretaciju eventualnih razlika u registrovanim baznim vredostima kortizola, s
obzirom da je vreme uzorkovanja krvi za bazne analize standardizovano prema opstoj
populaciji.

Tokom poslednje dekade, akumuliralo se sve viSe dokaza koji ukazuju da se
HHN osovina profesionalnih sportista ponasa uobicajeno (bez razlike u odnosu na
sedentarne ispitanike uparene prema polu i godinama) kada su sportisti van treninga.
Medutim, na kraju sezone treniranja, registrovane su snizene vrednosti kortizola nakon
budenja (CAR - cortisol awakening response), sli¢ne vrednosti prekono¢nog slobodnog
urinarnog kortizola ali znacajno viSe vrednosti slobodnog urinarnog kortizona, S$to
govori u prilog pojacane inaktivacije kortizola u neaktivni kortizon kod visoko
utreniranih osoba [189]. Nivo kortizola nakon budenja (CAR) je bio u znacajnoj
negativnoj korelaciji sa stepenom fizickog optrecenja [190]. Takode, pik vrednosti CAR
je registrovan tokom dana kada je takmiCenje, u odnosu na dane pripreme pred
takmicenje i u danima neposredno nakon takmicenja [191]. S druge strane, zdrave,
fizicki aktivne osobe imale su znacajno viSe vrednosti CAR od sportista sa sindromom
prekomerne utreniranosti (OTS) i zdravih, fizicki neaktivnih osoba [192]. | sistemska

analiza literature pokazuje odredene nekonzistentnosti u vrednostima CAR kod
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sportista, i po svemu sude¢i CAR reprezentuje kombinaciju prethodne utreniranosti i
nadolazeéeg stresa, $to sve treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata [193].

Studija koja je pratila prekonoénu aktivnost HHN osovine potvrdila je supresiju
sekrecije kortizola tokom no¢i kojoj je prethodio dan intenzivnog vezbanja [85]. Tokom
no¢i nakon vezbanja registrovana je i izmena u odnosu na normalnu fiziolosku
dinamiku koja favorizuje anabolicki milje tokom spavanja: registrovano je da je
sekrecija kortizola visa tokom tokom prve polovine noé¢i a niza tokom druge [176].
Zanimljivo je 1 to da su ovi zakljuCci po svemu sudeCi vezani samo za sportove
izdrzljivosti, dok veZbanje snage nema dugorocni efekat na sekreciju kortizola, niti
dovodi do supresije no¢ne sekrecije kortizola [88].

S druge strane, uz manje nedoslednosti, povisene vrednosti CAR ili jutarnjeg
kortizola demonstrirane su kod razl¢itih vrsta anksioznih poremecaja [194,195]. Sli¢ni
rezultati su demonstrirani kod osoba sa major depresivnim poremeéajem [196].
Nasuprot njima, pacijenti sa panicnim poremecajem, 1 posttraumatskim stresnim
poremecajem (PTSD) imaju nize bazne vrednosti kortizola [197, 198].

Imajuéi u vidu sve prethodno navedeno, i imajuci u vidu naSe rezultate prema
kojima su profesionalni sportisti imali znacajno nize jutarnje vrednosti kortizola od
kontrolnih ispitanika prethodno izlozenih psihickom stresu, moze se zakljuciti da je
vrsta stresa presudna u nacinu adaptacije HHN osovine, §to se izmedu ostalog odrazava
i na vrednost jutarnjeg kortizola i CAR. Dodatno, vise vrednosti CAR kod osoba u
remisiji major depresivnog poremecaja prediktuju recidiv bolesti [199].

Nismo registrovali razliku u vrednostima jutarnjeg kortizola nakon prekonoéne
deksametazonske supresije izmedu profesionalnih sportista i1 kontrola izloZenih
psihickom stresu.

Prethodno, nije registrovana razlika izmedu visoko utreniranih profesionalnih
sportista i sedentarnih kontrola [178]. Takode, razlika nije demonstrirana ni kod starijih
trkaca dugih pruga u odnosu na sedentarne kontrole uparene prema godinama [200].
Nasuprot tome, postoji statisticki znacajno veca supresija u kod pacijenata sa PTSD,
pacijenata sa PTSD 1 pridruzenom major depresijom, kao i kod osoba koje su bile
izloZene trauma ali nisu razvile PTSD, u poredenju sa netraumatizovanom kontrolnom
grupom [198]. Ipak, ima dokaza da je veca postdeksametazonska supresija predikotor

boljeg odgovora na lecenje kod pacijenata sa PTSD [201].
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Uz ograni¢enje da su analize radene na relativno malom broju ispitanika,
pokazali smo da specifi¢ni polimorfizmi u genima za GR, MR i M2CR imaju odredeni
uticaj na akutni odgovor HHN osovine na fizi¢ki stres u grupi sportista, ali ne i kod
sedentarnih ispitanika, nevezano za to da li su prethodno bili izloZeni stresu ili ne.

Sportisti kod kojih je postojao Bcll polimorfizam su dostigli znacajno nize
vrednosti kortizola u maksimalnom opterecenju, a i sam nacin odgovora je bio razlicit,
statisticki znacajno drugaciji (atenuisan) samo kod vaterpolista. Sportisti sa N363S
polimorfizmom imali su vise vrednosti kortizola ali ova razlika nije bila znacajna;
medutim, u ovoj grupi su vrednosti kortizola rasle tokom perioda oporavka; takode, ova
grupa je imala znacajno viSe vrednosti ACTH u svim tackama merenje, sa znacajno
visSim skokom u maksimalnom opterc¢enju. Nosioci A3669G polimorfizma u egzonu 93
gena za GR imali su nize vrednosti kortizola, ali ova razlika nije bila znac¢ajna.

Celijski odgovor na glukokortikoide dominantno zavisi od: 1) nivoa
glukokrtikoida, 2) senzitivnosti c¢elije na dati glukokortikoid, tj. efikasnosti
glukokortikoidnim receptorom posredovane signalne transdukcije [202]. lzmena
osetljivosti na GC mozZe postojati u oba smera od optimalnog opsega (rezistencija ili
hipersenzitivnost), i moze biti generalizovana ili tkivno-specifi¢na [203]. Takode, moze
nastati na nekoliko razli¢itih nivoa, od hemijske modifikacije GR (fosforilacija,
nitrozilacija, acetilacija, i sumoilacija), preko efekta razli¢itih transkripcionih faktora
(nuklearni faktor kB, activator protein-1, p53, SMADG, itd.), preko nivoa celijske
ekspresije i dostupnosti koaktivatora i korepresora transkripcije), do degradacije samog
receptora preko ubikvitin-protezom-posredovanog puta [204,205]. Nakon S§to je
utvrdeno da odredeni polimorfizmi gena za GR dovode do sindroma generalizovane
rezistencije na GC, sve je viSe fokusa na one polimorfizme koji dovode do izmene
osetljivosti ciljinih tkiva na GC, kao i do znacajne interindividualne varijabilnosti
aktivnosti HHN osovine [206].

Do sada je definisan veliki broj polimofrizama u genu za GR, ali samo nekoliko
njih je funkcionalno relevantno: Tthllll (rs10052957), ER22/23EK (rs6189 i rs6190),
N363S (rs6195), Bcll (rs41423247) i A3669G ili GR-9B (rs6198) [207]. Ovi
polimorfizmi su udruzeni ne samo sa izmenom osetljivosti na GC i izmenjenim nivoom
kortizola, ve¢ 1 sa razlikkama u telesnom sastavu, metabolickim parametrima,

autoimunskim i kardiovaskularnim bolestima. Generalno se smatra da su Bcll i N363S
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udruzeni sa povecanom senzitivnoséu na GC, a ER22/23EK i A3669G sa pove¢anom
rezistencijom.

Najvise ispitivani polimorfizam gena za GR je Bcll polimorfizam, originalno
opisan Southern blot tehnikom 1987. godine kao polimorfizam duzine restrikcionog
fragmena (RFPL — restriction fragment length polymorphism) koji se sastoji od
fragmenata duzine 4.5 kb i 2.3 kb [208]. Kasnije je restrikcionom analizom precizno
identifikovana nukleotidna alteracija i to supstitucija G — C, 646 nukleotida nishodno
od 2. egzona u 2. intronu gena za GR, lociranog na 5q11 hromozomu [209]. Tranzicija
G — C dovodi do gubitka restrikcionog mesta dovodeci do nastanka veceg alela. G alel
i C alel odgovaraju 2.3 kb odnosno 4.5 kb originalno opisanim alelima, tj. postojanje C
alela odgovara polimorfizmu. Ucestalost veceg C alela je relativno razli¢ita kod
razli¢itih nacija, pri ¢emu je najveca registrovana kod Azijaca (oko 8.7%), a kod
Evropljana oko 7.4% [209,210].

Izmena osetljivosti na GC u slucaju postojanja Bcll polimorfizma do sada je
ispitivana u velikom broju eksperimenata, i mada ima dijametralno suprotnih
zakljuc¢aka, dominira utisak da je ovaj SNP udruzen sa povec¢anom osetljivos¢u na GC.
U skladu sa ovim je nekoliko studija u kojima je postojanje Bcll polimorfizma bilo
udruzeno sa abdominalnom gojaznos$c¢u, tj. nosioci su imali ve¢i indeks telesne mase
kao i ve¢i odnos obima struka u odnosu na obim kuka [210-212]. Dodatno, ovaj SNP je
bio udruzen sa hiperinsulinemijom kod gojaznih Zena i nivoom leptina u grupi
sredove¢nih muskaraca [213,210]. Nasuprot ovim zaklju¢cima, u velikoj holandskoj
populacionoj studiji koja je ispitivala starije osobe, nosioci Bcll polimorfizma su imali
nizi indeks telesne mase i nizi odnos obima struka i kuka, kao 1 tendenciju ka nizoj masi
nemasnog tkiva [214]. S obzirom da nije detektovana razlika u masi masnog tkiva
izmedu nosilaca i nenosilaca polimorfizma, zakljuceno je da je registrovana razlika u
masi posledica gubitka (atrofije) mase misi¢nog tkiva sa starenjem. Medutim, ima i
drugih studija koje nisu detektovale udruzenost ovog SNP sa gojaznoséu [213,215]. Jo$
jedna studija na 64 zdrava muskarca nije potvrdila povezanost sa indeksom telesne
mase, ali je kod homozigotnih nosilaca Bcll polimorfizma registrovana povecana in vivo
senzitivnost na budesonid (intenzivnija izbeljenost koZe usled vazokonstrikcije), Sto
ukazuje na povecanu osetljivost na GC [216]. Ova studija je demonstrirala i jednu
interesantnu pojavu a to je tkivna specificnost uticaja Bcll polimorfizma (kao $to postoji

i u samim efektima GC), s obzirom da su kod istih osoba istovremeno bili snizeni i
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afinitet 1 senzitivnost leukocita na deksametazon, mada ovo nije bilo statisticki
znacajno. Medutim, jedna skorija studija na 206 zdravih osoba oba pola iz Holandije je
demonstrirala potpuno suprotan rezultat: homozigotni nosioci Bcll polimorfizma su
imali najmanji stepen izbeljivanja koze, sto ukazuje na snizenu osetljivost subdermalnih
krvnih sudova na GC; u ovoj studiji nije demonstrirana veza izmedu GR polimorfizama
i osetljivosti perifernin leukocita na GC [217]. Moguca objasnjenja za ovakvu
diskrepancu u nalazima su da je efekat polimorfizama gena za GR ne samo tkivno
specifi¢an, ve¢ i specifican za odredene drzave i nacije, a Svkako zavisi i od veliCine
ispitivane grupe. Takode, s obzirom da je ovaj polimorfizam intronski, odnosno ne
obuhvata kodiraju¢i region gena za GR, moguce je da je on u vezi sa drugim
varijacijama, npr. u promotorskom regionu, ili je povezan sa drugim funkcionalno
vaznim polimorfizmima.

Nije detektovana udruZenost sa vrednostima holesterola kao ni sa drugim
faktorima rizika za kardiovaskularne bolesti, ali je ono postojala u slu¢aju osoba koje su
istovremeno bile nosioci i N363S polimorfizma [218]. Kada su u pitanju autoimunske
bolesti, Bcll polimorfizam je udruzen sa manjim rizikom za nastanak tezih formi
orbitopatije kod pacijenata sa Graves-ovom boles¢u [219]; udruZen je sa ve¢im rizikom
a nastanak Kronove bolesti ali ne i za nastanak ulceroznog kolitisa [220,221], mada
pacijenti nosioci Bcll odgovaraju bolje na GK terapiju; inicijalne studije nisu
detektovale vezanost sa pojavom reumatoidnog artritisa [222,223], zatim je jedna
holandska studija demonstrirala da je pojava reumatoidnog artritisa reda kod nosilaca
Bcll polimorfizma [224], sto je rezultat i jedne vrlo nedavne meta analize, bar kada su u
pitanju pripadnici kavkaske rase [225].

Posebna sfera interesovanja se odnosi na udruzenost Bcll SNP sa razli¢itim
psihijatrijskim bolestima. Vise studija je pokazalo udruzenost sa major depresijom [226-
229]. Pacijenti sa depresijom koji su bili nosioci Bcll polimorfizma imali su visi nivo
ACTH i trend ka lo$ijem odgovoru na antidepresive [230]. Sli¢no, nosioci Bcll SNP su
imali tezi stepen posttraumatskog stresnog poremecaja (PTSD — posttraumatic stress
disease) [231,232]; nosioci ovog polimorfizma su u kombinaciji sa stresnim Zivotnim
dogadajima, brojem traumatskih dogadaja i socijalnom podrSkom bili pod vecom
predispozicijom da uopste razviju PTSD tokom zivota [233]. U studiji koja je ispitivala

ratne veterane sa i bez PTSD, osobe sa PTSD koje su bile nosioci Bcll polimorfizma su
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imale tezi stepen poremecaja i nizi bazalni kortizol [234]. Sve navededno se objasnjava
specificnom izmenom osetljivosti HHN osovine, i izmenom njene reaktivnosti na stres.

Uticaj Bcll polimorfizma na aktivnost HHN osovine je ispitivan u viSe studija i
na viSe razli¢itih modela. Za sada nije definisano da li ovaj SNP ima uticaja na bazalne
vrednosti Kkortizola. U finskoj studiji na 437 osoba oba pola registrovano je da je
odredeni haplotip gena za GR (koris¢eno je 6 haplotipskih markera) udruzen sa visSim
baznim vrednostim kortizola; iako nije sasvim jasno koji funkcionalni SNP ¢ine ovaj
haplotip, Bcll je uklju¢en u njega [235]. Medutim, postoje i podaci da Bcll
polimorfizam ne dovodi do razlike u baznim, jutarnjim vrednostima kortizola [109].

Par studija je demonstriralo udruzenost Bcll polimorfizma sa niZzim nivoom
kortizola nakon deksametazonske supresije, S§to je u skladu sa prethodnim
opservacijama o povecanoj osetljivosti na GC u sluc¢aju ovog polimorfizma. Prva studija
koja je ovo demonstrirala je koristila ispitanike iz poznate Roterdamske studije, i to 191
muskarac (grupa 1) i 1963 muskaraca i Zena (grupa 2); u obe grupe su nosioci Bcll
polimorfizma (i heterozigoti 1 homozigoti) imali nize vrednosti kortizola nakon
supresije i sa 0.25 mg i sa 1 mg deksametazona [214]. Sli¢an rezultat je dobijen nakon
supresije sa 0.25 mg u analizi 116 muskih ispitanika koji su bili nosioci specificnog
haplotipa introna B gena za GR (sa ukupno 3 intronska SNP), pri ¢emu je na nivou Bcll
alela postojao polimorfizam [236]. U velikoj studiji sprovedenoj u Brazilu, supresioni
test je sprovoden primenom 0.25, 0.5 1 1 mg deksametazona sa ciljem postizanja nivoa
ispod 50 nmol/l; nosiocima Bcll polimorfizma je bila potrebna najveca doza
deksametaozna za postizanje supresije [237].

Nasuprot ovim rezultatima, postojanje Bcll polimorfizma nije uticalo na nivo
supresije kortizola nakon nakon 0.25 mg deksametazona u grupi od 229 muskaraca, ali
ograni¢enje u interpretaciji rezultata ove studije je Cinjenica da su 2/3 ispitanika u ovoj
studiji ¢inile osobe sa aktuelnim ili prethodnim PTSD [238]. Sli¢an rezultat (odsustvo
razlike u nivou supresije) registrovan je u grupi od 229 zdravih muskaraca nakon 0.5
mg deksametazona [109]. Medutim, u 20h istog dana, Bcll heterozigoti su i dalje imali
suprimovane vrednosti kortizola, dok je kod homozigota i wild type ispitanika
registrovan trend ka viSim, tj. nesuprimovanim vrednostima; ova razlika je bila na samoj
granici statistiCcke znacajnosti.

Kada je u pitanju aktivacija HHN osovine, odnosno njen odgovor “na izazov”,

Rosmond 1 saradnici su bili medu pionirima ove analize, i u studiji na 284 ispitanika su
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pokazali da su nosioci Bcll polimorfizma imali vise vrednosti salivarnog kortizola
nakon stimulacije standardnim obrokom [205]. Delimi¢no drugaciji rezultati su
registrovani u studijama u kojima je pra¢en odgovor HHN osovine na psihosocijalni
stres, 1 to koris¢enjem modela TSST testa (Trier Social Stress Test). U studiji Wust i
saradnika na 229 ispitanika muskog pola, osobe koje su bile homozigotni nosioci Bcll
polimorfizma imale su slabiji odgovor kortizola u odnosu na osobe sa wild type
genotipom, i to i nakon TSST i nakon stimulacije sa ACTH [109]. S druge strane,
heterozigotni nosioci istog polimorfizma su imali naglaseniji odgovor u odnosu na wild
type, mada ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost. Sli¢an rezultat je registrovan
u drugoj kohorti od 206 zdravih ispitanika (118 Zena 1 88 muSkaraca) — muskarci sa
homozigotnim Bcll polimorfizom su imali atenuisan odgovor u odnosu na wild type
ispitanike [110]. Zanimljivo, zene homozigotni nosioci istog polimorfizma su imale
znacajno veci (naglaSeniji) odgovor u odnosu na wild type, Sto je demonstracija polnog
dimorfizma u uticaju specifiénth SNP gena za GR na odgovor HHN osovine na stres.
Nasuprot ovim rezultatima, efekat Bcll polimorfizma nije detektovan u grupi od 87
muskaraca 1 97 Zena, a posmatrano kroz izmenu vrednosti kortizola nakon obroka;
takode, kod muskaraca koji su bili homozigotni nosioci ovog SNP, registrovan je samo
trend ka visim vrednostima kortizola u testu stimulacije sekrecije na progresivnom testu
na biciklu, a 8 h nakon primene 4 mg deksametazona [239].

Do sada nisu sprovedene studije koje su ispitivale diferencijalni odgovor HHN
osovine na akutni fizicki stres. Uz ograniCenje da se radi o relativno malom uzorku, nasi
rezultati u vezi uticaja Bcll polimorfizma na akutni odgovor HHN osovine su u skladu
sa prethodno opisanim u studijama Waust i saradnika [109] i Kumsta i saradnika [110],
ali samo kada su u pitanju sportisti, ali ne i kada su u pitanju sedentarni ispitanici.
Potencijalna objasnjenja za ovu diskrepancu su mali uzorak sedentarnih kontrola, a
moguce i izmena ekspresije i aktivnosti GR kod sportista koji su hroni¢no izloZeni
stresu.

N363S polimorfizam je lociran u 363. kodonu 2. egzona gena za GR, i dovodi
do nukleotidne izmene AAT — AGT. Ova zamena dovodi zatim do aminokiselinske
alteracije iz aspargina (N) u serin (S) [240]. S obzirom da se radi o polimorfizmu u
kodiraju¢em regionu receptorskog gena, ovaj SNP pokazuje poveéan trans-aktivacioni

kapacitet in vitro, a udruzen je sa poja¢anom senzitivnoséu na GC in vivo.
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Vise studija je demonstriralo udruzenost N363S polimorfizma sa vec¢im ITM
[208,216], sa ve¢im odnosom OS/OK [232], sa veCom predispozicijom za prekomernu
telesnu masu kod dijabeti¢ara [243]. U studiji na 216 starijih ispitanika nosioci N363S
polimorfizma su imali ne samo veéi ITM, nego i nizu koStanu gustinu na
osteodenzitometriji [244]. Ipak, kontroverza je nastupila nakon objavljivanja par studija
koje nisu potvrdile vezu izmedu N363S SNP i ITM, odnosa OS/OK, kao i dobijanja u
tezini [245,246]. Velika meta analiza na 5909 ispitanika iz 12 studija je pokazala da
sveukupan rizik za gojaznost kod osoba sa N363S polimorfizmom nije statisticki
znacajan; znacajno veéi ITM je potvrden samo u populaciji osoba koje su bile nosioci
N363S SNP a imale ITM manji od 27 kg/m2 [247].

U vec opisanoj studiji na 279 muskaraca i Zena [218] osobe koje su bile nosioci i
Bcll i N363S polimorfizma imale su i vise vrednosti holesterola. Sli¢no, u holandskoj
studiji na 552 ispitanika starija od 85 godina, postojanje N363S polimorfizma je bilo
udruzeno za znacajno visim vrednostima LDL-holesterola i triglicerida [248]. U ovoj
studiji nije demonstriran uticaj N363S na parametre telesnog sastava.

Kada su u pitanju autoimunske bolesti, nisu utvrdene udruzenosti N363S
polimorfizma sa multiplom sklerozom [249], inflamatornim bolestima creva (i Kronova
bolest i ulcerozni colitis [220,221], sa orbitopatijom u Grejvsovoj bolesti [219], kao ni
sa reumatoidnim artritisom [223]. Medutim, ne$to novija holandska studija je ukazala
da je rizik za reumatoidni artritis nizi kod nosilaca N363S polimorfizma [250].

Do sada nema podataka o tome da li postojanje N363S SNP utiCe na bazalne
vrednosti kortizola. Ali je studiji Huizenga i saradnici sprovedenoj na 216 ispitanika
postojanje ovog polimorfizma bilo udruzeno sa vecom supresijom kortizola nakon
primene 0.25 mg deksametazona [244]. Nasuprot tome, ve¢ spominjana $§vedska studija
sprovedena na 284 osobe nije pokazala znaajnu razliku u nivoima kortizola nakon
deksametazonske supresije (0.5 mg) izmedu osoba sa i bez polimorfizma [246].

Kada je u pitanju uticaj na aktivaciju HHN osovine, u ve¢ spominjanoj studiji na
229 zdravih muskih ispitanika, nosioci N363S polimorfizma su imali naglaSeniji
odgovor kortizola (i salivarnog i plazma kortizola) nakon TSST testa, kao i nakon
stimulacije sa ACTH [109]. Kod ove grupe ispitanika je i odgovor kortizola bio
znacajno naglaSeniji. Slican odgovor kortizola je registrovan u drugoj kohorti od 88

muskaraca, gde su nosioci polimorfizma imali najnaglaseniji odgovor na psihosocijalni
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stres [110]. I slicno kao i u slucaju Bcll polimorfizma, 118 Zena iz iste studije je imalo
prakti¢no odsutan odgovor kortizola u testu.

Naglaseniji odgovor kortizola i ACTH je demonstriran i kod sportista u nasoj
studiji, a narocito kod vaterpolista.

Ovaj polimorfizam je predstavljen supstitucijom A u G u tzv. “ATTTA motivu”
lociranom na 3’ kraju egzona 9. Pokazano je da ovaj “ATTTA” motiv destabilizuje
IRNK i smanjuje ekspresiju receptorskog proteina in vitro [246]. Izmena ATTTA u
GTTTA izgleda menja stabilnost iRNK kao i proteinsku ekspresiju in vitro, a povecava
ekspresiju i stabilnost GR-f in vivo. GR-P nastaje alternativnim se¢enjem gena za GR.
Ova B izoforma recetora se nalazi u jedru ¢elija, ali ne vezuje GC, niti aktivira gene koji
su inace responsivni na GC. Drugim refima, funkcioniSe kao inhibitor aktivne GR-a
izoforme. Smatra se da povecana ekspresija 1 stabilnost GR-p izoforme GR dovodi do
relativne rezistencije na GC [251].

U studiji na 216 slucajno izabranih ispitanika iz Roterdamske studije nije
registrovana udruzenost A3669G polimorfizma sa ITM, odnosom OS/OK, insulinskom
senzitivno$¢u i nivoima ukupnog, LDL i HDL-holesterola [252]. Medutim, u drugoj
studiji je opisana udruzenost ovog SNP sa povoljnijim lipidnim profilom kod muskaraca
i manjim odnosom OS/OK kod Zena [253]. U istoj studiji nisje registrovana udruzenost
sa vrednsotima sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska, glikemijom naste, i nivoom
isnulina tokom OGTT-a (testa oralnog opterecenja glikozom).

Kada su u pitanju autoimunske bolesti, pokazana je udruzenost sa reumatoidnim
artritisom, ali ne i SEL [251]. S druge strane, ova udruZenost nije potvrdena na dosta
vecoj grupi pacijenata sa RA (198 vs 30 u prethodnoj studiji) [223]. Medutim, mana obe
ove studije je ta Sto nije analizirano prisustvo ER22/23EK polimorfizma, koji je
povezan sa 9 polimorfizmom. Jedna skorija studija na 368 pacijenata sa reumatoidnim
artritisom i 5033 kontrola je pokazala da su osobe nosioci 9B haplotipa (bez
ER22/23EK) bili pod veim rizikom za reumatoidni arthritis u odnosu na kontrole
[224].

Prisustvo aktivnijeg imunskog statusa kod osoba sa 9B polimorfizmom je
pokazano i demonstraciojom povi$enih nivoa inflamatornih parametara kao $to su IL-6 i
CRP, u smislu postojanja blagog, ali hroni¢nog proinflamatornog stanja [254]. Kao

posledica ovoga, na velikom uzorku od 4878 osoba starijih od 55 godina, osobe sa 93
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polimorfizmom su imale gotovo tri puta deblju intima mediju na krvnim sudovima, i
povecan rizik za infarkt miokarda i koronarnu sr¢anu bolest [254].

Glukokortikoidni receptor je u fokusu i u hematoloskim istrazivanjima, s
obzirom na uticaj na nekoliko koraka u mijeloidnoj hematopoezi. Tako je pokazana
asocijacija A3669G SNP sa policitemijom verom i primarnom mijelofibrozom
[255,256]. Medutim, i ova tema je skopCana sa kontroverzama, s obzirom da ima studija
koje ovu povezanost nisu potvrdile [257].

Uticaj A3669G polimorfizma nije ekstenzivno ispitivan u psihijatrijskim
bolestima, ali je demonstriran manji rizik za nastanak bipolarnog poremecaja, a kod
osoba sa potvrdenim bipolarnim poremecajem, klinicka slika je bila blaza (manje
manic¢nih i hipomani¢nih epizoda [258].

Do sada ima veoma malo podataka o uticaju A3669G SNP na bazalne vrednosti
kortizola. U studiji na 231 zdravom ispitaniku mladih godina (od toga 115 Zenskog
pola, prosecne starosti 23+2.8) registrovano je das u musSkarci nosioci polimorfizma
(nosioci minor alela) imali vise vrednosti CAR (posmatrano kao AUC) u odnosu na
muskarce sa wild type genotipom, mada ova razlika nije dostigla statisticku znac¢ajnost
[259]. T u ovoj studiji je potvrden polni dimorfizam efekata razli¢itih varijanti gena za
GR: nasuprot muskarcima, nije bilo razlike u vrednostima CAR kod Zena nosilaca
A3669G polimorfizma.

U ve¢ spomenutoj holandskoj studiji na starijim osobama iz Roterdamske studije
nije potvrden uticaj ovog polimorfizma na nivo supresije kortizola nakon primene 0.25 1
1 mg deksametazona [252]. Medutim u studiji na mladim osobama (25.1+3.9 godina)
muskarci nosioci 9 polimorfizma su imali statisticki znacajno najviSe vrednosti ACTH
i CAR u odnosu na sve druge ispitivane polimorfizme gena za GR (Bcll, N363S,
ER22/23EK) [110]. Pripadnice zenskog pola sa 9B polimorfizmom su imale najnize
vrednosti 1 ACTH 1 CAR, mada ovo nije bilo statisti¢ki znacajno.

U skladu sa ovim je i rezultat o uticaju A3669G SNP na odgovor Kkortizola na
psihosocijalni stres (TSST) u istoj studiji [110]: nosioci ovog polimorfizma su imali
znacajno viSe vrednosti i kortizola i ACTH u testu. U naSoj grupi profesionalnih
sportista postojanje 9B polimorfizma nije uticalo na akutni odgovor HHN osovine u
fiziCkom stresu, pri ¢emu su nosioci polimorfizma imali nize vrednosti kortizola (bez

statisticke znacajnosti).
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Sporitsti koji su bili heterozigotni nosioci -2G/C polimorfizma imali su znacajno
viSe anticipatorne vrednosti kortizola (na pocetku testa) i u maksimalnom opterecenju u
odnosu i na homozigotne nosioce i na sportiste sa wild type genotipom. U skladu sa
ovim je i razlika u naCinu odgovora (izmedu M i P). Nije bilo razlike u pojedina¢nim
vrednostima i nacinu odgovora izmedu homozigota i sportista sa wild type genotipom,
kao ni uticaja ovog SNP na odgovor Kkortizola kod kontrola. Polimorfizam 1180V nije
uticao na odgovor kortizola ni kod sportista ni kod kontrola.

Kada je u pitanju uticaj MR na odgovor u stresu, za razliku od GR
(eksprimiranog duz gotovo svih regiona mozga), MR je dominantno eksprimiran u
hipokampusu i amigdalama, pri ¢emu je u hipokampusu kolokalizovan sa GR [260].
Genomski, citoplazmatski MR funkcioniSe kao transkripcioni faktor; zbog visokog
afiniteta za GC, vec¢ina genomskih MR je kontinuirano zauzeta tokom diurnalnog HHN
ciklusa, u poredenju sa oko 10% celokupne populacije GR [261]. Kao rezultat,
genomski MR ima nacelno regulatornu ulogu i determiniSe senzitivnost HHN osovin i
postavlja granicu za njenu aktivaciju tokom stresa.

Iako su istrazivanja stresnog odgovora dominatno bila vezana za GR, GR i MR
imaju komplementarne uloge kada je u pitanju funkcionalnost HHN osovine [262].
Visok afinitet MR za kortizol je bio razlog zaSto se smatralo da MR dominantno
potpomaze funkcionalnost GR, a da nema nezavisnu ulogu u reaktivnosti na stres.
Medutim tokom poslednje dve decenije je pokazano da tokom stresnog dogadaja, pod
stimulacijom kortizola, MR ispoljavaju brze efekte na transmisiju i1 sinapticku
plasti¢nost na nivou hipokampusa i amigdala [263,264]. Ovi brzi, negenomski efekti
kortizola, posredovani su membranskim MR [264,265]. U ovom kontekstu, membranski
MR moZe da procesuira brze efkte stresom-indukovanog porasta nivoga GC i da utice
na sagledavanj akutne stresne situacije u inicijalnoj fazi [266]. Kortizol ima nizi afinitet
za membranski MR u poredenju sa citoplazmatskim, i potrebne su 10-20 puta vece
koncentracije kortikosterona kako bi se putem membranskog MR povecao prenos
signala kroz hipokampus [263].

Do sada je opisano nekoliko veoma retkih mutacija u genu za MR (ucestalost u
opstoj populaciji je manja od 1%) koje su udruZzene sa nastankom
pseudohipoaldosteronizma tip I (PHA I). Ovo retko stanje se karakteriSe elektrolitnim
poremecajem usled nemogucénosti bubrega da odgovore na mineralokortikoide. In vitro

studije su pokazale da sve mutacije ukljucene u nastanak PHA I dovode do gubitka
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transaktivacionog kapaciteta MR [267]. Daleko ¢es¢i, SNP u genu za MR udruZeni su
sa razli¢itim vrstama klinickih varijabilnosti kod zdravih osoba. Neke od varijabilnosti
se odnose na mineralokortikoidne efekte (kao $to je npr. sklonost ka hipertenziji) a neke
na glukokortikoidne (kao $to je npr. izmena stresnog odgovora).

Kada je u pitanju analiza razli¢itih polimorfizama gena za MR u odnosu na
reaktivnost HHN osovine, do sada je pokazan uticaj dva SNP. Na poziciji -2, dva
nukleotida pre prvog ATG startnog kodona, G/C SNP (rs2070951, ucestalost otprilike
50%), menja transaktivacionu aktivnost kortizola kao liganda [268]. U drugom egzonu,
na mestu 180. kodona, izmena GTT — ATT dovodi do zamene izoleucina u valin
(rs5522, frekvenca priblizno 11%), 1 dovodi do gubitka funkcije kortizola kao liganda
[127,269]. Ova dva polimorfizma su u niskoj neravnotezi vezanosti (linkage
disequilibrium) (r2=0.11) i njihova kombinacija teoretski rezultira u 4 haplotipa od
kojih su 3 Cesta u opstoj populaciji (GA, CA 1 CG haplotip), dok je haplotip 4 (GG)
ekstremno retko registrovan [270]. Veliki broj klini¢kih studija je sproveden upravo na
ovim haplotipovima.

Polimorfizam -2G/C je lokalizovan izvan kodiraju¢eg regiona gena za MR, ali
unutar tzv. Kozak regulatorne sekvence koja reguliSe transkripciju MR. U in vitro
studijama, postojanje C alela je bilo udruzeno sa pove¢anom ekspresijom i pove¢anom
funkcionalno$¢u MR [125].

U klinickim uslovima, ovo je imalo posledice na baznu aktivnost HHN osovine,
demonstrirano baznim vrednostima kortizola. Nosioci G-alela u opstoj populaciji (i
muskarci i Zene) imali su vise jutarnje vrednosti kortizola i sveukupno vecu (dnevnu)
nestimulisanu sekreciju kortizola [130]. U skladu sa tim, nosioci C-alela u grupi osoba
starijih od 85 godina su imali nize bazne vrednosti kortizola [268]. Sli¢an rezultat je
dobijen u studiji na 1026 pacijenata (324 muskarca, 702 zene, 43.6t£12.4 godina
starosti) lecenih (aktuelno ili tokom zivota) od klini¢e depresije; u ovoj studiji
postojanje C-alela je uticalo na CAR samo kod zena, pri ¢emu su CC homozigoti imali
atenuisan CAR, ali je ovaj efeat bio posledica interakcije sa SSRI (selective serotonine
reuptake inhibitors — selektivni inhibitori preuzimanja serotonina [271]. Ovakav rezultat
je ocekivan ako se uzmu u ubzir in vitro nalazi, tj. povecana ekspresija MR bi mogla
dovesti do povecane tonicke inhibicije osovine, i do nizeg baznog nivoa kortizola
[131,271].
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Medutim, nisu sve studije konzistentne u nalazima. Uticaj nije registrovan u dve
studije na relativno mladim osobama. U prvoj je ispitano 217 zdravih ispitanika (od toga
115 Zena, prosecne starosti 23+2.8 godina) [259]. U drugoj je ispitano 218 zdravih
osoba (125 zena koje su sve bile na oralnim kontraceptivima i 93 muskarca), takode bez
uticaja -2G/C na CAR [125]. U istoj studiji, CAR je odredivan i nakon supresije sa 0.25
mg deksametazona. U ovom kontekstu je potvrden uticaj -2G/C SNP koji je bio i polno
specifican: muskarci koji su bili homozigoti za major alel (GG) imali su znacajno
najve¢i CAR, a zene sa istim genotipom su imale znacajno najnizi CAR. Nije
registrovan uticaj ovog polimorfizma na bazni nivo ACTH (ni u bazalnim uslovima ni
nakon supresije deksametazonom). Ovakva razli¢itost u nalazima (razlika u tome da li
ima ili nema uticaja) ukazuje da udruzenost efekata sa datim polimorfizmom u genu za
MR izgleda zavisi od datih okolnosti, kao sto je npr. zavisnost od toga da li se radi o
odredenoj vrsti izazova (kao §to je npr. deksametazonska supresija).

Kada je u pitanju uticaj -2G/C na odgovor HHN osovine na stres, 47
srednjoskolskih nastavnika (31 Zena i 16 muskaraca) iz vece kohorte od 166 nastavnika,
bilo je izlozeno psihosocijalnom stresu. Nosioci C alela (CA haplotip) imali su naglasen
odgovor osovine meren puten nivoa ACTH, serumskog i salivarnog Kkortizola [131].
Obrnuto, nosioci G alela su imali oslabljen odgovor. Nasuprot ovom rezultatu, nije
registrovan efekat ovog SNP kod adolescenata [272].

Interesantno, u studiji na srednjoskolskim nastavnicima, osobe koje su bile
nosioci C-alela i koje su imale povecanu stresnu reaktivnost HHN osovine, imale su
snizenu percepciju stresa. U studiji sa gerijatrijskom populacijom nije registrovana
udruzenost ovog SNP sa parametrima depresije (Geriatric Depression Scale —
gerijatrijska skala depresije) [268]. Takode, kod Zzena nosilaca C-alela (haplotip 2)
registrovan je povisen stepen optimizma i manji rizik za depresiju [271].

Inicijalne analize u vezi ovog polimorfizma poti¢u iz in vitro studija u kojima je
pokazano da je 1180V SNP u genu za MR udruZen sa sniZzenim transaktivacionim
kapacitetom MR, kada je kao ligand koris¢en kortizol [126]. U ve¢ spominjanoj studiji
na 218 zdravih dobrovoljaca mladeg zivotnog doba, nije registrovan uticaj 1180V
polimorfizma na CAR u bazalnim okolnostima, mada je registrovan trend ka visim
vrednostima CAR kod muskaraca koji su bili nosioci WT genotipa [125]. Kada je u

pitanju CAR nakon supresije sa 0.25 mg deksametazona, muski nosioci A-alela (major
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alel) imali su znac¢ajno manju supresiju (znacajno visi CAR). Medutim, efekat na CAR
nije registrovan kod 1026 pacijenata lecenih od klinicke depresije [271].

Kada je u pitanju odgovor na stres, efekat 1180V nije registrovan kod
adolescenata [267], nije registrovan ni u studiji na 64 zdrave osobe [132], kao ni u
studiji na 47 srednjoskolskih nastavnika [131]. Medutim, u studiji na 110 muskih
blizanaca (srednja starost 18.7 godina) nosici minor alela su imali znacajno veci
odgovor salivarnog i plazma kortizola na psihocijalni stres [127]. Postojanje ovog SNP
nije uticalo na odgovor ACTH. Takode, i veoma znacajno, u istoj studiji nosici minor
alela su imali znacajno veéi skok pulsa (vec¢i autonomni output) i to jos tokom
pripremne faze, tj. pre nego sto je uopste doslo do skoka kortizola (ovo ukazuje na brze
neuronalne odgovore). Diskrepanca ovog u odnosu na prethodne rezultate je objasnjena
relativno niskom ucestalos¢u minor alela u opstoj populaciji (12%).

Nosioci 180V su imali vise vrednosti na skali deprsije GDS/15 (Geriatric
Depression Scale) [268]. U studiji na 217 zdravih osoba mladeg zivotnog doba, osobe
nosioci polimorfizma su davali vise ocene na skalama procene dozivljenog stresa i
opsteg blagostanja [259].

U studiji na 89 osoba (33 Zene i 56 muskaraca) prosecne starosti 46.0 godina i sa
blagom hipertenzijom, postojanje 1180V polimorfizma nije uticalo na elektrolitni
balans, PRA i aldosteron kao i na odgovor PRA i aldosterona na opterecenje solju [127].
U velikoj populacionoj studiji na 1502 ispitanika (788 Zena) postojanje homozigotnosti
za minor alel (GG) je bilo udruzeno sa znac¢ajno manjim rizikom za hipertenziju [273].
Nasuprot tome, u studiji sa 181 osobom sa rezistentnom hipertenzijom i 122 osobe sa
blagom do umerenom hipertenzijom, nije uocena razlika u udlestalostima alela;
medutim, osobe sa rezistentnom hipertenzijom koje su bile nosioci minor G-alela 1180V
SNP imale su hipertrofiju leve komore srca, kao i znacajno viSe vrednosti aldosterona
[274].

U promotorskom regionu gena za MC2R (ACTH receptor) do sada je
identifikovano viSe polimorfizama, a specificni polimorfizam sa tranzicijom
CTC—CCC je udruZen sa snizenjem promotorske aktivnosti in vitro i sa sniZenjem
sekrecije kortizola nakon produZene stimulacije od strane ACTH in vivo [140].

Na ograni¢enom broju ispitanika u naSoj studiji, nije registrovan uticaj ovog

polimorfizma na odgovor Kortizola, kao ni na vrednosti ACTH. Iako je ucestalost
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heterozigotnih nosilaca polimorfizma bila u skladu sa prethodno prijavljenim, u nasoj
grupi ispitanika nismo registrovali homozigotne nosioce.

U studiji na jo§ manjem broju ispitanika (21) pokazano je da nije bilo razlika u
baznim vrednostima serumskog kortizola, ACTH i urinarnog slobodnog kortizola, ali su
homozigotni nosioci (CCC/CCC) imali znacajno manji odgovor kortizola nakon
stimulacije sa egzogenim ACTH u odnosu na osobe sa CTC/CTC genotipom [140].
Heterozigotni nosioci su imali intermedijarne vrednosti, ali ne znacajno razliCite u
odnosu na CTC/CTC nosioce. U istoj grupi ispitanika je sprovedena stimulacija sa
CRH, nakon ¢ega su CCC/CCC nosioci pokazali tendenciju ka viSim vrednostima
ACTH dok nije bilo razlike u vrednostima kortizola; ovakav rezultat je u skladu sa
snizenom osetljivoS¢u nadbubrega na ACTH kod homozigotnih nosilaca polimorfizma,
Sto je kompenzovano pove¢anom hipofiznom sekrecijom ACTH.

Potvrdeno je da je ucestalost ovog SNP znafajno veca kod dece sa tezim
znacima prevremene adrenarhe nego kod njihovih zdravih vrSnjaka [141]. U istoj
studiji, zdrava deca (kontrole) koji su bili nosioci CCC/CCC genotipa imali su znacajno
viSi odnos ACTH/kortizol (ukazuje na smanjenu osetljivost na ACTH), a deca sa
prevremenom adrenarhom 1 CCC/CCC genotipom viSe bazne vrednosti
dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona i plazma ACTH. U drugoj studiji na
14 mladih adulta (6 je imalo CCC/CCC genotip), homozigotni nosioci su imali zna¢ajno
nizi skok DHEA u odnosu na nosioce wild type genotipa nakon Sesto¢asovne stimulacije

sa ACTH, dok se bazne koncentracije DHEA nisu razlikovale medu grupama [142].
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VI ZAKLJUCCI

1. Profesionalni sportisti imaju atenuisan akutni odgovor kortizola na fizi¢ki stres u
poredenju sa sedentarnim kontrolama, ali naglaseniji u odnosu na sedentarne kontrole
koje su izlozene psihickom stresu.

2. Izlozenost stresu (i fizickom 1 psihickom) pracena je ne samo neuroendokrinom, nego
i metabolickom adaptacijom, koje po svemu sudeéi znacajno ne zavise od vrste stresa.

3. Redovni trening profesionalnih sportista moze da dovede do faznog pomeranja u
sekreciji kortizola u odnosu na uobicajen cirkadijalni ritam, medutim, nivo sekrecije
zavisi i od drugih faktora, prvenstveno energetskih rezervi organizma.

4. Sportisti izlozeni fizickom stresu 1 kontrole izlozene psihickom stresu su se znacajno
razlikovali u jutarnjim vrednostima Kkortizola, ali ne i u nivou supresije kortizola, bar
kada je u pitanju test sa 1 mg deksametazona.

5. Postojanje Bcll je uticalo na atenuisan odgovor kortizola na akutni fizicki stres kod
sportista, ali ne i kod obe grupe kontrola; kod kontrola izloZzenih psihickom stresu su
nosioci polimorfizma imali atenuisan odgovor ACTH.

6. Sportisti nosioci N363S polimorfizma imali su vise vrednosti kortizola tokom
oporavka, i znatno vise vrednosti ACTH; nije registrovan znacajan uticaj kod kontrola
neizlozenih stresu.

7. U naSoj grupi ispitanika nismo registrovali znacajne uticaje polimorfizama A3669G
(GR), -2G/C (MR), 1180V (MR) i CTC—CCC (MC2R) na odgovor hormona HHN

osovine na akutni fizi¢ki stres.
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SPISAK SKRACENICA

ACTH - adrenokortikotropni hormon

o-MSH - alfa-melanocitno-stimulisu¢i hormon

ATP - adenozin-tri-fosfat

AVP — arginin-vazopresin

B-END-B-endorfin

11B-HSD1 - 11B-hidroksisteroid dehidrogenaza tip 1

11B-HSD?2 - 11B-hidroksisteroid dehidrogenaza tip 2

B-LPH - B-lipotropin

BF — frekvenca disanja (breathing frequency)

BZD - benzodiazepine

CAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat

CAR — odgovor kortizola prilikom budenja (cortisol awakening response)
CBG - kortizol vezuju¢i globulin (cortisol binding globulin)

CNS - centralni nervni sistem

CRH - oslobadajué¢i hormon kortikotropina (corticotropin relasing hormone)
CRHR1 — CRH-receptor 1

CRP — C reakitvni protein

DAG-diacil glycerol

DHEA - dehidroepiandrosteron

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

E — adrenalin (epinephrine)

E2 — estradiol

ENaC - epitelijalni natrijumski kanal

FSH — folikulostimuliraju¢i hormon

GABA - gama-amino-buterna Kkiselina

GC - glukokortikoidi

GH — hormon rasta (growth hormone)

GHRH- oslobadaju¢i hormon hormona rasta (growth hormone releasing hormone)
GR - glukokortikoidni receptor

GRE — elementi responsivni na glukokortikoide (glucocorticoid-responsive elements)

5-HT-serotonin (5-hidroksitriptamin)



HHN - hipotalamo-hipofizno-nadbubrezna osovina

HR — hormon rasta

hsp — proteini toplotnog Soka (heat shock proteins)

IL-1 - interleukin-1

IL-6 - interleukin-6

IP3-inozitol-3-fosfat

IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

ITM — indeks telesne mase

LC — locus ceruleus

LH — luteiniziraju¢i hormone

MCR — melanokortinski receptor

MC2-R-melanokortinski receptor tipa2

MR — mineralokortikoidni receptor

NES — neuroendokrini sistem

NE — noradrenalin (norepinephrine)

NPY - neuropeptid Y

NTS - nukleus solitarnog trakta

OGTT - test oralnog opterecenja glukozom (oral glucose tolerance test)
OR - prekomerna napregnutost (overreaching)

OS/OK — odnos obima struka prema obimu kuka

OT — prekomerna utreniranost (overtraining)

OTS - sindrom prekomerne utreniranosti

PCR - lan¢ana polimerazna reakcija (polymerase chain reaction).
PNS — periferni nervni sistem

POMC - proopio-melano-kortin

PRL — prolaktin

PTSP — posttraumatski stresni poremecaj

PVN — paraventrikularni nucleus

RER — odnos respiratorne razmene (respiratory exchange ratio)
RFLP — polimorfizam duzine restrikcionog fragmenta (restriction fragment length
polymorphism)

SCN - suprahijazmatski nucleus

SGK1 - serumska glukokortikoidima indukovana kinaza

SNP — polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (single nucleotide polymorphism)



SNS - simpaticki nervni sistem

SP - supstanca P

SSRI - selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (selective serotonine reuptake
inhibitors)

TNFa - faktor nekroze tumora o

TRH - tireotropin-oslobadaju¢i hormon (thyreotropin releasing hormone)

TSH — tireostimuliraju¢i hormon

UFC - urinarni slobodni kortizol (urinary free cortisol)

VO2max — maksimalna potrosnja kiseonika



BIOGRAFIJA AUTORA

Dr Bojana (Milovan) Popovi¢ je rodena 05.10.1976. godine u Valjevu, gde je zavrSila
osnovnu i srednju Skolu. Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu je upisala 1995.
godine, a zavr$ila 2002. sa proseCnom ocenom studiranja 9.54. Magistarsku tezu pod
naslovom: “Uticaj genotipa glukokortikoidnog receptora na ehokardiografske
parametre, telesni sastav i nacin aktivacije osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubreg u
akutnom fiziCkom stresu kod sportista” odbranila je 2010. godine i stekla zvanje
magistra medicinskih nauka za oblast kardiologija. Specijalisti¢ki ispit iz interne
medicine polozila je 2012. godine sa odlicnom ocenom. Tokom 2014. godine je upisala
uzu specijalizaciju iz endokrinologije 1 2017. polozila usmeni subspecijalisticki ispit sa
odli¢cnom ocenom. Od 2005. godine je zaposlena u Klinici za endokrinologiju, dijabetes
i bolesti metabolizma, na Odeljenju za endokrine tumore i nasledne kancerske
sindrome. U zvanje klinickog asistenta za predmet inerna medicina izabrana je 2016.
godine na Medicinskom fakultetu u Beogradu. Autor je ili ¢lan autorskog tima u preko
150 publikacija iz oblasti endokrinologije i u 17 radova in extenso u cCasopisima
JCR/medline baze podataka. Clan je Evropskog udruZenja endokrinologa (European

Society of Endocrinology — ESE) i Endokrinoloske sekcije Srpskog lekarskog drustva.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani- Bojana Popovié

broj upisa

1zjavijujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Uticaj utreniranosti i polimorfizama u genima za glukokortikoidni, mineralokortikoidni
i adrenokortikotropni receptor na fiziolo$ku adaptaciju hipotalamo-hipofizno-
nadbubreZne osovine na hroni¢no ponavljani fizi¢ki stres

* rezultat sopstvenog istrazivaékog rada,

» da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predioZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokogkolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
» da nisam kr8io/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

Y] o
/bpc‘-ﬁl‘ nec
\\

U Beogradu, 27.04.2018.



http://www.tcpdf.org

Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora Bojana Popovié

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada Uticaj utreniranosti i polimorfizama u genima za glukokortikoidni,
mineralokortikoidni i adrenokortikotropni receptor na fizioloku ada ptaciju hipotalamo-
hipofizno-nadbubreZne osovine na hroni¢no ponavljani fizi¢ki stres

Mentor Prof. dr Svetozar Damajanovié
Potpisani Bojana Popovié

izjavljuiem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

%Qd poue
A\

U Beogradu, 27.04.2018.



http://www.tcpdf.org

Prilog 3.

Izjava o kori§éenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Uticaj utreniranosti i polimorfizama u genima za glukokortikoidni, mineralokortikoidni
i adrenokortikotropni receptor na fizioloSku adaptaciju hipotalamo-hipofizno-
nadbubreZne osovine na hroni¢no ponavljani fizi¢ki stres

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji po$tuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 27.04.2018. 1;30
L)

Vi


http://www.tcpdf.org

	46.  Mitre-Aguilar IB, Cabrera-Quintero AJ, Zentella-Dehesa A, Genomic and non-genomic effects of glucocorticoids: implications for breast cancer. Int J Clin Exp Pathol. 2015;8(1):1–10.
	47. Di S, Malcher-Lopes R, Halmos KC, Tasker JG. Nongenomic glucocorticoid inhibition via endocannabinoid release in the hypothalamus: a fast feedback mechanism. J Neurosci 2003;23:4850-57.
	48. Herman JP, Figueiredo H, Mueller NK, Ulrich-Lai Y, Ostrander MM, Choi DC, et al. Central mechanisms of stress integration: hierarchical circuitry controlling hypothalamopituitary-adrenocortical responsiveness. Front Neuroendocrinol 2003;24: 151-80.
	126. DeRijk RH, de Kloet ER, Zitman FG, van Leeuwen N. Mineralocorticoid receptor gene variants as determinants of HPA axis regulation and behavior. Endocr Dev 2011;20:137-48.
	127. DeRijk RH, Wust S, Meijer OC, Zennaro M-C, Federenko IS, Hellhammer DH, et al. A common polymorphism in the mineralocorticoid receptor modulates stress responsiveness. J Clin Endocrinol Metab 2006;91:5083-9.
	128. van Leeuwen N, Caprio M, Blaya C, Fumeron F, Sartorato P, Ronconi V, et al. The functional c.-2G>C variant of the mineralocorticoid receptor modulates blood pressure, renin, and aldosterone levels. Hypertension 2010; 56:995–1002.
	129. Klok MD, Giltay EJ, Van der Does AJ, Geleijnse JM, Antypa N, Penninx BW, et al. A common and functional mineralocorticoid receptor haplotype enhances optimism and protects against depression in females. Transl. Psychiatry 2001;1:e62.
	130. Muhtz C, Zyriax BC, Bondy B, Windler E, Otte C. Association of a common mineralocorticoid receptor gene polymorphism with salivary cortisol in healthy adults. Psychoneuroendocrinology 2011;36:298-301.
	131. van Leeuwen N, Bellingrath S, de Kloet ER, Zitman FG, DeRijk RH, Kudielka BM. Human mineralocorticoid receptor (MR) gene haplotypes modulate MR expression and transactivation: implication for the stress response. Psychoneuroendocrinology 2011;36:...
	132. Ising M, Depping AM, Siebertz A, Lucae S, Unschuld PG, Kloiber S, et al. Polymorphisms in the FKBP5 gene region modulate recovery from psychosocial stress in healthy controls. Eur J Neurosci 2008;28:389-398.
	133. Cone RD. Studies on the physiological studies of the melanocortin system. Endocrine Reviews 2006;27:736–7.
	134. Voisey J, Carroll L, van Daal A. Melanocortins and their receptors and antagonists. Curr Drug Targets 2003;4(7):586–97.
	166. Adam EK, Hawkley LC, Kudielka BM, Cacioppo JT. Day-to-day dynamics of experience--cortisol associations in a population-based sample of older adults. Proc Natl Acad Sci U S A 2006;103(45):17058-63.
	168. van Doornen LJ, de Geus EJ, Orlebeke JF. Aerobic fitness and the physiological stress response: a critical evaluation. Soc Sci Med 1988;26(3):303-7.
	174. Leach RM, Treacher DF. The pulmonary physician in critical care * 2: oxygen delivery and consumption in the critically ill. Thorax 2002;57(2):170-7.
	192. Cadegiani FA, Kater CE. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) Axis Functioning in Overtraining Syndrome: Findings from Endocrine and Metabolic Responses on Overtraining Syndrome (EROS)-EROS-HPA Axis. Sports Med Open  2017;3(1):45.
	193. Anderson T, Wideman L. Exercise and the Cortisol Awakening Response: A Systematic Review. Sports Med Open 2017;3(1):37.
	194. Vreeburg SA, Zitman FG, van Pelt J, Derijk RH, Verhagen JC, van Dyck R, et al. Salivary cortisol levels in persons with and without different anxiety disorders. Psychosom Med 2010;72(4):340-7.
	195. Dietrich A, Ormel J, Buitelaar JK, Verhulst FC, Hoekstra PJ, Hartman CA. Cortisol in the morning and dimensions of anxiety, depression, and aggression in children from a general population and clinic-referred cohort: An integrated analysis. The T...
	196. Vreeburg SA, Hoogendijk WJ, van Pelt J, Derijk RH, Verhagen JC, van Dyck R, et al. Major depressive disorder and hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity: results from a large cohort study. Arch Gen Psychiatry. 2009;66(6):617-26.
	197. Ströhle A, Holsboer F. Stress responsive neurohormones in depression and anxiety. Stress responsive neurohormones in depression and anxiety. Pharmacopsychiatry 2003;36 Suppl 3:S207-14.
	209. Fleury I, Beaulieu P, Primeau M, Labuda D, Sinnett D, Krajinovic M. Characterization of the BclI polymorphism in the glucocorticoid receptor gene. Clin Chem 2003;49(9):1528-31.
	210. Rosmond R, Chagnon YC, Holm G, Chagnon M, Perusse L, Lindell K, et al. A glucocorticoid receptor gene marker is associated with abdominal obesity, leptin, and dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Obes Res 2000;8(3):211-8.
	211. Tremblay A, Bouchard L, Bouchard C, Després JP, Drapeau V, Pérusse L. Long-term adiposity changes are related to glucocorticoid receptor polymorphism in young females. J Clin Endocrinol Metabol 2003;88(7):3141-5.
	223. Donn R, Payne D, Ray D. Glucocorticoid receptor gene polymorphisms and susceptibility to rheumatoid arthritis. Clin Endocrinol (Oxf) 2007;67(3):342-5.
	226. van Rossum EF, Binder EB, Majer M, Koper JW, Ising M, Modell S, et al. Polymorphisms of the glucocorticoid receptor gene and major depression. Biol Psychiatry 2006;59(8):681-8.
	227. Zobel A, Jessen F, von Widdern O, Schuhmacher A, Höfels S, Metten M, et al. Unipolar depression and hippocampal volume: impact of DNA sequence variants of the glucocorticoid receptor gene. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 2008;5;147B(6):836-...
	235. Rautanen A, Eriksson JG, Kere J, Andersson S, Osmond C, Tienari P, et al. Associations of body size at birth with late-life cortisol concentrations and glucose tolerance are modified by haplotypes of the glucocorticoid receptor gene. J Clin Endoc...
	239. Rutters F, Nieuwenhuizen AG, Lemmens SG, Bouwman F, Mariman E, Westerterp-Plantenga MS. Associations between anthropometrical measurements, body composition, single-nucleotide polymorphisms of the hypothalamus/pituitary/adrenal (HPA) axis and HPA...
	240. Koper JW, Stolk RP, de Lange P, Huizenga NA, Molijn GJ, Pols HA, et al. Lack of association between five polymorphisms in the human glucocorticoid receptor gene and glucocorticoid resistance. Hum Genet 1997;99(5):663-8.
	241. Lin RC, Wang WY, Morris BJ. High penetrance, overweight, and glucocorticoid receptor variant: case-control study. BMJ 1999;319(7221):1337-8.
	242. Dobson MG, Redfern CP, Unwin N, Weaver JU. The N363S polymorphism of the glucocorticoid receptor: potential contribution to central obesity in men and lack of association with other risk factors for coronary heart disease and diabetes mellitus. J...
	243. Roussel R, Reis AF, Dubois-Laforgue D, Bellanné-Chantelot C, Timsit J, Velho G. The N363S polymorphism in the glucocorticoid receptor gene is associated with overweight in subjects with type 2 diabetes mellitus. Clin Endocrinol (Oxf) 2003;59(2):2...
	244. Huizenga N, Koper JW, de Lange P, et al. A Polymorphism in the Glucocorticoid Receptor Gene May Be Associated with an Increased Sensitivity to Glucocorticoids in Vivo. J Clin Endocrinol Metab 1998;83(1):144-151.
	245. Echwald SM, Sørensen TI, Andersen T, Pedersen O. The Asn363Ser variant of the glucocorticoid receptor gene is not associated with obesity or weight gain in Danish men. Int J Obes Relat Metab Disord 2001;25(10):1563-5.
	246. Rosmond R, Bouchard C, Björntorp P. Tsp509I polymorphism in exon 2 of the glucocorticoid receptor gene in relation to obesity and cortisol secretion: cohort study. BMJ 2001;322(7287):652-3.
	247. Marti A, Ochoa MC, Sánchez-Villegas A, Martínez JA, Martínez-González MA, Hebebrand J, et al. Meta-analysis on the effect of the N363S polymorphism of the glucocorticoid receptor gene (GRL) on human obesity. BMC Med Genet 2006;7:50.
	248. Kuningas M, Mooijaart SP, Slagboom PE, Westendorp RG, van Heemst D. Genetic variants in the glucocorticoid receptor gene (NR3C1) and cardiovascular disease risk. The Leiden 85-plus Study. Biogerontology 2006;7(4):231-8.
	249. van Winsen LM, Hooper-van Veen T, van Rossum EF, Koper JW, Barkhof F, Polman CH, et al. Glucocorticoid receptor gene polymorphisms associated with more aggressive disease phenotype in MS. J Neuroimmunol 2007;186(1-2):150-5.
	250. van Oosten MJ, Dolhain RJ, Koper JW, van Rossum EF, Emonts M, Han KH, et al. Polymorphisms in the glucocorticoid receptor gene that modulate glucocorticoid sensitivity are associated with rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 2010;12(4):R159.
	251. Derijk RH, Schaaf MJ, Turner G, Datson NA, Vreugdenhil E, Cidlowski J, et al. A human glucocorticoid receptor gene variant that increases the stability of the glucocorticoid receptor beta-isoform mRNA is associated with rheumatoid arthritis. J Rh...
	252. van den Akker EL, Russcher H, van Rossum EF, Brinkmann AO, de Jong FH, Hokken A, et al. Glucocorticoid receptor polymorphism affects transrepression but not transactivation. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91(7):2800-3.
	253. Syed AA, Irving JA, Redfern CP, Hall AG, Unwin NC, White M, et al. Association of glucocorticoid receptor polymorphism A3669G in exon 9beta with reduced central adiposity in women. Obesity (Silver Spring) 2006;14(5):759-64.
	254. van den Akker EL, Koper JW, van Rossum EF, Dekker MJ, Russcher H, de Jong FH, et al. Glucocorticoid receptor gene and risk of cardiovascular disease. Arch Intern Med 2008;168(1):33-9.
	255. Varricchio L, Masselli E, Alfani E, Battistini A, Migliaccio G, Vannucchi AM, et al. The dominant negative β isoform of the glucocorticoid receptor is uniquely expressed in erythroid cells expanded from polycythemia vera patients. Blood 2011;118(...
	256. Poletto V, Rosti V, Villani L, Catarsi P, Carolei A, Campanelli R, et al. A3669G polymorphism of glucocorticoid receptor is a susceptibility allele for primary myelofibrosis and contributes to phenotypic diversity and blast transformation. Blood ...
	257. Costache RM, Bănescu C, Popp RA, Pop IV, Trifa AP. The glucocorticoid receptor A3669G SNP is not associated with polycythemia vera, essential thrombocythemia or primary myelofibrosis. Leuk Lymphoma 2016;57(1):209-11.
	258. Spijker AT, van Rossum EF, Hoencamp E, DeRijk RH, Haffmans J, Blom M, et al. Functional polymorphism of the glucocorticoid receptor gene associates with mania and hypomania in bipolar disorder. Bipolar Disord 2009;11(1):95-101.
	259. Li-Tempel T, Larra MF, Winnikes U, Tempel T, DeRijk RH, Schulz A, et al. Polymorphisms of genes related to the hypothalamic-pituitary-adrenal axis influence the cortisol awakening response as well as self-perceived stress. Biol Psychol 2016;119:1...
	260. Patel PD, Lopez JF, Lyons DM, Burke S, Wallace M, Schatzberg AF. Glucocorticoid and mineralocorticoid receptor mRNA expression in squirrel monkey brain. J Psychiatr Res 2000;34(6):383-92.
	261. de Kloet ER, Reul JM. Feedback action and tonic influence of corticosteroids on brain function: a concept arising from the heterogeneity of brain receptor systems. Psychoneuroendocrinology 1987;12:83-105.
	262. de Kloet ER, DeRijk RH, Meijer OC. Therapy insight: is there an imbalanced response of mineralocorticoid and glucocorticoid receptors in depression? Nat Clin Pract Endocrinol Metab 2007; 3:168-79.
	263. Karst H, Berger S, Turiault M, Tronche F, Schutz G, Joels M. Mineralocorticoid receptors are indispensable for nongenomic modulation of hippocampal glutamate transmission by corticosterone. Proc Natl Acad Sci U.S.A 2005;102:19204-7.
	264. Karst H, Berger S, Erdmann G, Schutz G, Joels M. Metaplasticity of amygdalar responses to the stress hormone corticosterone. Proc Natl Acad Sci U.S.A 2010;107:14449-54.
	265. Groeneweg FL, Karst H, de Kloet ER, Joëls M. Mineralocorticoid and glucocorticoid receptors at the neuronal membrane, regulators of nongenomic corticosteroid signalling. Mol Cell Endocrinol 2012;250:299-309.
	266. Joëls M, Karst H, DeRijk R, de Kloet ER. The coming out of the brain mineralocorticoid receptor. Trends Neurosci 2008;31:1-7.
	267. Nystrom AM, Bondeson ML, Skanke N, Martensson J, Stromberg B, Gustafsson J, et al.  A novel nonsense mutation of the mineralocorticoid receptor gene in a Swedish family with pseudohypoaldosteronism type I (PHA1). J Clin Endocrinol Metab 2004;89:2...
	268. Kuningas M, de Rijk RH, Westendorp RG, Jolles J, Slagboom PE, van Heemst D. Mental performance in old age dependent on cortisol and genetic variance in the mineralocorticoid and glucocorticoid receptors. Neuropsychopharmacology 2007;32(6):1295-301.
	269. Arai K, Nakagomi Y, Iketani M, Shimura Y, Amemiya S, Ohyama K, et al. Functional polymorphisms in the mineralocorticoid receptor and amirolide-sensitive sodium channel genes in a patient with sporadic pseudohypoaldosteronism. Hum Genet. 2003;112(...
	270. DeRijk RH, van Leeuwen N, Klok MD, Zitman FG. Corticosteroid receptor gene variants: modulators of the stress-response and implications for mental health. Eur J Pharmacol 2008;585:492-501.
	271. Klok MD, Vreeburg SA, Penninx BW, Zitman FG, de Kloet ER, DeRijk RH. Common functional mineralocorticoid receptor polymorphisms modulate the cortisol awakening response: interaction with SSRIs. Psychoneuroendocrinology 2011;36:484-94.
	272. Bouma EM, Riese H, Nolte IM, Oosterom E, Verhulst FC, Ormel J, et al. No associations between single nucleotide polymorphisms in corticoid receptor genes and heart rate and cortisol responses to a standardized social stress test in adolescents: t...
	273. Martinez F, Mansego ML, Escudero JC, Redon J, Chaves FJ. Association of a mineralocorticoid receptor gene polymorphism with hypertension in a Spanish population. Am J Hypertens 2009 Jun;22(6):649-55.
	274. Ritter AM, Fontana V, Faria AP, Modolo R, Barbaro NR, Sabbatini AR, et al. Association of Mineralocorticoid Receptor Polymorphism I180V With Left Ventricular Hypertrophy in Resistant Hypertension. Am J Hypertens 2016;29(2):245-50.

