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Uticaj hiperaktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda i oksidativnog
stresa na ucenje i pamcenje: modulatorna uloga suplementacije magnezijumom

Sazetak:

Hronicni stres, neadekvatan nacin ishrane kao i oksidativni stres mogu se dovesti u vezu sa
kognitivnim poremecajima i poremecajima ponaSanja. Za Mg je pokazano da smanjuje
hiperaktivnost stres osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda, a ukljucen je i u
regulaciju ekscitatorne sinapticke transmisije, sinapticke plasti¢nosti i neurogeneze putem
modulacije aktivnosti NMDA receptora u mozgu.

Cilj istraZivanja doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj hiperaktivnosti stres osovine,
izazvane primenom ACTH, na ucenje i pamcenje, parametre neurogeneze i parametre
oksidativnog stresa Wistar pacova. Takode, cilj je bio da se ispita modulatorni efekat akutne i
dugorocne (300 mg Mg/L, 28 dana) primene Mg kod Wistar pacova u fizioloSkim i uslovima
hiperaktivnosti HPA osovine.

Rezultati istrazivanja ukazuju da suplementacija Mg pokazuje pozitivan efekat na memoriju i
stimulatorni efekat na proces adultne neurogeneze u hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja,
dok tretmani ACTH hormonom nisu doveli do poboljSanja memorije. Naime, hiperaktivnost HPA
osovine negativno je modulisala proces neurogeneze u hipokampusu, povecala osetljivost DNK
molekula na ex-vivo izazvana oksidativna oStecenja i povecala oksidativni stres u plazmi Wistar
pacova. Mg je suprimirao hiperaktivnhost HPA osovine smanjenjem nivoa kortikosterona i
vracanjem balansa oksidativnog statusa, uz smanjenje osetljivosti DNK na in vitro oksidativna
oStecenja.

S obzirom da je u ovoj disetaciji pokazan prokognitivni i uticaj Mg na redukciju efekata
farmakoloski izazvanog stresa kod eksperimentalnih Zivotinja, opravdano bi bilo ispitivanje
primene Mg kod pacijenata kod kojih su prisutna kognitivnha oStecenja razliCitog stepena
povezana sa promenama u strukturi i funkciji hipokampusa i sa povecanim oksidativnim
stresom.

Klju¢ne reci: magnezijum, adenokortikotropni hormon/ACTH, hiperaktivnost HPA osovine,
memorija, neurogeneza, oksidativni stres, DNK oStecenje

Naucna oblast: Farmakologija

UZa naucna oblast: Neurofarmakologija



Effects of hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and oxidative stress on
learning and memory: modulatory role of magnesium supplementation

Abstract:

Chronic stress, inadequate diet as well as oxidative stress can be linked with cognitive and
behavioral disorders. It has been shown that Mg reduces hyperactivity of stress axis,
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, whereas it is involved in regulation of excitatory synaptic
transmission, synaptic plasticity, and neurogenesis via modulation of NMDA receptor activity in
brain.

The aim of doctoral dissertation research was to investigate effect of stress axis hyperactivity, via
ACTH application, on learning and memory, on parameters of neurogenesis and on parameters of
oxidative stress in Wistar rats. Also, aim was to evaluate modulatory effect of acute and chronic
(300 mg Mg/L, for 28 days) Mg supplementation in Wistar rats in physiological conditions and
during HPA axis hyperactivity.

The results indicate that Mg supplementation shows positive effect on memory and stimulatory
effect on adult neurogenesis in hippocampus of experimental animals, while ACTH treatment did
not show memory improvement. Namely, hyperactivity of HPA axis has negatively modulated
neurogenesis in hippocampus, has increased DNA sensitivity to ex-vivo induced oxidative damage
and has increased oxidative stress in Wister rats’ plasma. Mg has suppressed HPA axis
hyperactivity via decreasing corticosterone levels and via restoring the balance of oxidative
status, while decreasing DNA sensitivity to in vitro induced oxidative damage.

Considering that procognitive and influence of magnesium on reduction of pharmacological
induced stress effects in experimental animals has been shown in this dissertation, it would be
justified further investigation of magnesium supplementation in patients with different levels of
cognitive disfunction, linked with changes in structure and function of hippocampus and with
increased oxidative stress.

Keywords: magnesium, adrenocorticotropic hormone/ACTH, hyperactivity of HPA axis, memory,
neurogenesis, oxidative stress, DNA damage

Scientific field: Pharmacology

Specific scientific field: Neuropharmacology
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1. UVOD

1.1. Ucenje i pamcenje

UCenje i pamcenje spadaju u osnovne mozdane funkcije, a zajedno sa egzekutivnim
funkcijama cine kognitivne funkcije coveka. Takeuchi i saradnici su jednostavno objasnili
svakodnevnu percepciju memorije kao dogadaj koji se dogodio nekome, koji je zabeleZzen u
mozgu te osobe, i nakon toga osoba moZe da se priseti samog dogadaja (Takeuchi et al., 2014).
Najcesc¢a podela memorije jeste na kratkoro¢nu memoriju (eng. short-term memory) i dugoro¢nu
memoriju (eng. long-term memory), na osnovu dve fundamentalne razlike koje leZe u ¢injenicama
da kratkoro¢na memorija pokazuje opadanje vremenom i nizak kapacitet skladiStenja (Milner et
al., 1998; Raslau et al., 2014; Cowan, 2008). Kratkoro¢na memorija, ukljucujuéi i radnu memoriju
(eng. working memory), traja izmedu nekoliko sekundi i nekoliko sati, dok dugorona memorija
traje izmedu nekoliko sati i nekoliko meseci, medutim neke memorije mogu da traju do kraja
Zivota te se smatraju dugotrajnim memorijama (eng. long-lasting memory)(McGaugh, 2000;
Robertson, 2002; Cowan, 2008). Daljom podelom, dugorotna memorija se moZe podeliti na
deklarativnu memoriju, kao najceS¢e podrazumevanu memoriju u svakodnevnom Zivotu, i
nedeklarativnu memoriju (Milner et al.,, 1998; Raslau et al., 2014).

Na vaznost uloga hipokampusa i celog medijalno temporalnog reznja (eng. Medial temporal
lobe, MTL) na formiranje nove memorije ukazali su Scoville i Milner jo§ 1957.godine. Scoville i
Milner su pokazali postojanost retrogradne amnezije kod pacijenta kod koga je bilateralno
hirurski uklonjen MLT, medutim retrogradna amnezija je postojala samo za novija se¢anja, dok je
pacijent zadrZao seanja iz najranijeg detinjstva. Rezultati ove studije ukazali su na to da
hipokampus nije struktura u kojoj se se¢anja skladiSte do kraja Zivota, te da su u sam proces
trajne konsolidacije memorije ukljucene i odredenje kortikalne strukture (Scoville i Milner, 1957;
Frankland i Bontempi, 2005; Raslau et al., 2015). Dodatno veliki broj istrazivanja ukazuje da i
lateralna jedra amigdale ucestvuju u procesima ucenja i pamcenja, odnosno da predstavljaju
klju¢nu komponentu nervnog sistema u procesima emocionalnog ucenja i pamc¢enja (Rodrigues
et al., 2004).

1.1.1. Hipoteza sinapticke plasti¢nosti i memorije

Pretpostavljeni mehanizam kodiranja i ¢uvanja memorijskih informacija u centralnom
nervnom sistemu uklju¢uje promene u jacini konekcija izmedu samih neurona (Martin et al,,
2000; Takeuchi et al., 2014). Siroko prihva¢ena hipoteza sinapti¢ke plasti¢nosti i memorije
definisana je kao: ,Sinapticka plasticnost zavisna od aktivacije koja je indukovana u
odgovaraju¢im sinapsama u toku formiranja memorije je neophodna i dovoljna za skladiStenje
informacija za tip memorije za koji je odgovoran mozdani region gde je sama plasticnost uocena“
(Martin et al.,, 2000). Martin i saradnici su dalje predlozili Cetiri kriterijuma po kojima bi sama
hipoteza trebalo dalje da se ispituje i testira, gde su detektabilnost, anterogradne izmene i
retrogradne izmene odolele vremenu i istrazivanjima, dok ¢e neke nove tehnike mozda omoguciti
i ispunjavanje kriterijuma mimikrije (Martin et al.,, 2000; Takeuchi et al., 2014). S tim u vezi,
Takeuchi i saradnici predstavili su sumirane dokaze detektabilnosti, odnosno da ukoliko u¢enje
dovodi do sinaptiCke plasti¢nosti, ova promena u sinaptickoj efikasnost bi trebalo da bude



detektabilna. Zatim sumirane dokaze anterogradenih i retrogradnih izmena, odnosno efekata
tretmana primenjenih pre ili nakon ucenja na sinapticku plasti¢nost(Takeuchi et al., 2014).

Ispitivanje uloge sinapticke plasti¢nosti zavisne od aktivacije u procesima ucenja i
pamcenja ukljucujuéi dugoroc¢nu potencijaciju (eng. long-term potentiation - LTP) i njen pandan
dugoro¢nu depresiju (eng. long-term depresssion - LTD), odnosno ispitivanje dugorocnih
promena koje nastaju na nivou pojedinacnih sinapsi predstavlja jedan od glavnih fokusa
neuronauke (Martin et al., 2000; Takeuchi et al., 2014). IstraZivanja same sinapticke plasti¢nosti
sprovode se sa ciljem identifikovanja dugoroc¢nih promena u efikasnosti samih sinapsi, koje
ukljucuje izmene u oslobadanju samih neurotransmitera iz presinaptickog nervnog zavrsetka,
izmene na nivou postsinaptickih receptora, izmene samog signalnog puta unutar sinapsi, kao i
promene koje mogu nastati u samoj ekspresiji gena (Takeuchi et al., 2014; Ho et al,, 2011).

NajviSe ispitivani tipovi sinapticke plasti¢nosti su LTP, koja je najCeSce glutamatergicke
prirode i ukljucuje aktivaciju NMDA-R (N-metil-D-aspartat receptor), iako postoji i NMDA-R
nezavisna LTP. Takode, LTD kao i LTP moze biti NMDA-R zavisna i nezavisna. Trebalo bi
napomenuti da je uvaZeno misljenje da LTP i LTD ne odgovaraju suprotnim funkcijama, odnosno
ne odgovarajaju pamcenju i zaboravljanju, ve¢ se smatra da se LTP i LTD dopunjuju, te da to
zavisi od samog signala i pozadinskog Suma (eng. to signal-to-noise ratio) i kapaciteta skladisStenja
informacija (Martin et al, 2000). Pored navedenih sinapti¢kih plasti¢nosti, i kratkorocna
potencijacija (eng. short-term potentiation, STP) se po nekim autorima moZe smatrati odvojenom
formom sinapticke plasticnosti (Park et al., 2013; Bliss i Collingridge, 2013).

Sinapticka plasti¢nost se smatra mehanizmom ucenja i pamcenja, dok postoji uverenje da
kasna faza dugorocne potencijacije i dugoro¢na memorija zahtevaju sintezu novih proteina (Lu et
al., 2008). Niz dokaza ukazuje na klju¢nu ulogu koju ima protein pripadnik familije neutrofina,
neurotroficnog faktora poreklom iz mozga (eng. brain-derived neurotrophic factor - BDNF) u
hipokampusu kao medijatora sinapticke plasticnosti, odnosno njegove znacajne uloge u
procesima ucenja i pamc¢enja (Korte et al.,, 1998; Lu et al., 2008; Meng et al.,, 2011; Smith et al,,
1995; Bekinschtein et al., 2014). BDNF je mali protein dimer koji svoj efekat ostvaruje putem
receptora tipa tirozin kinaze, za koji se vezuje visokim afinitetom (eng. tropomyosin-related
kinase B - TrkB), dok su BDNF i receptori za koje se vezuje - TrkB Siroko rasprostranjeni u
subregionima hipokampusa i u prednjem mozgu (Lu et at., 2008).

Protein povezan sa rastom 43 (eng. Growth-Associated Protein 43, GAP43) ima znacajnu
ulogu u sinaptogenezi, regulaciji rasta aksonskih zavrsetaka i regulaciji organizacije citoskeleta u
nervnim zavrSetcima (Benowitz i Routtenberg, 1997), te se smatra markerom sinapticke
plasti¢nosti. GAP43, protein koji je vezan za unutrasnju stranu presinapticke membrane, je
presinapticki supstrat za protein kinazu C, a sama fosforilacija proteina povezana je sa LTP i
grananjem nervnih zavrSetaka (Benowitz i Routtenberg, 1997). Dodatno, pokazano je da
fosforilacija GAP43 proteina korelira sa oslobadanjem neurotransmitera u sinapti¢koj pukotini
(Dekker et al., 1989), pa potencijalno povecanje u fosforilaciji GAP43 proteina moze dovesti do
modifikacije u oslobadanju neurotransmitera. Kako reakcija na nove signale u toku LTP, ucenja i
pamcenja u adultnom dobu, moze imati potrebu za oslobadanjem neurotransmitera i potrebu za
stvaranjem novih neuralnih grana, novih sinaptickih konekcija, sama ekspresiju GAP43 proteina
je neophodna (Denny, 2006).



1.1.2. Medijalno temporalni reZanj

Prvi dokazi o esencijalnoj ulozi hipokampusa i ostalih struktura medijalno temporalnog
reznja postali su dostupni sredinom proslog veka (Scoville i Milner, 1957), nakon Cega se
interesovanje za strukture ukljuCene u formiranje memorije ne smanjuje. Veliki broj dokaza
ukazuje na centralnu ulogu medijalno temporalnog reZanja (eng. Medial temporal lobe, MTL) u
formiranju deklarativne memorije, memorije koja ukazuje na sposobnost pamc¢enja dogadaja i
Cinjenica (Preston i Eichenbaum, 2013; Eichenbaum et al., 2007; Eichenbaum, 2017). MTL pored
hipokampusa ukljucuje i parahipokampusni region ili parahipokampusni girus, koji je smesten
inferiorno od hipokampusa i sacinjavaju ga entorinalni korteks, peririnalni korteks i
parahipokampusni korteks ili postrinalni korteks kod glodara (Raslau et al., 2015; Eichenbaum et
al., 2007). Preston i Eichenbaum su na jednom mestu sumirali trenutna saznanja o nacinu obrade
informacija u ovim regionima (za pregled: Preston i Eichenbaum, 2013). Neokortikalne
informacije iz asocijativnih kortikalnih regiona o objektima i dogadajima, koji se odnose na
davanje odgovora na pitanje ,Sta“, projektuju se u peririnalnom korteksu i lateralnom
entorinalnom korteksu, dok se informacije iz drugih kortikanih regiona koje daju informacije o
lokaciji ili koje se odnose na davanje odgovora na pitanje ,gde“, projektuju u parahipokampalni
korteks i medijalni entorinalnom korteks (Preston i Eichenbaum, 2013; Eichenbaum et al., 2007).
Dorzalni hipokampus predstavlja strukturu MTL-a u kojoj se ove struje informacija ,$ta“ i ,gde“
inicijalno spajaju, odnosno dogadaj se kodira u konteksu u kome se dogodio, dok reverzibilne
projekcije iz hipokampusa idu preko parahipokampusnog regiona do neokortikalnih regiona.
Neuroni u ventralnom hipokampusu, povezuju dogadaje sa kontekstom i prave razliku izmedu
razliitih prostornih konteksa (Komorowski et al,, 2013). Nakon toga, informacija se prosleduje
direktnim projekcijama u medijalni prefrontalni korteks (eng. medial prefrontal cortex, mPFC).
mPFC zatim indirektno $alje informacije u hipokampus putem projekcija u peririnalnom korteksu
i lateralnom entorinalnom korteksu (Preston i Eichenbaum, 2013). Dodatno, mPFC se pored
hipokampusa smatra strukturom koja je neophodna za aktivnu kontrolu kodiranja i pozivanja
memorije, gde se upravo interakcija izmedu ove dve strukture smatra esencijalnom za selektivno
pozivanje memorije (Slika 1)(Eichenbaum, 2017).
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Slika 1. Model veza prefrontalnog korteksa (PFC) i hipokampusa (HPC) koje ucestvuju u
formiranju memorije. PFC prima informacije iz hipokampusa putem direktnih projekcije iz ventralnog
hipokampusa (vHPC) i Salje indirektne projekcije preko peririnalnog i lateralnog entorinalnog korteksa do
hipokampusa, do dorzalnog hipokampusa (dHPC). Kada odedeni znak konteksta podstakne pozivanje
memorije, kontekstualni znaci se obraduju u vHPC i informacija se prosleduje u PFC, koji zatim utiCe na
dHPC, gde podstice pozivanje pogodne memorije (preuzeto iz reference: Eichenbaum, 2017).



1.1.3. Hipokampus

Hipokampus ili hipokampusnu formaciju sacinjavaju cornu ammonis (CA) i dentate gyrus
(DG)(Slike 2 i 3). Region cornu ammonis izdeljen je na CA1, CA2, CA3 i CA4, gde je postojanost
regiona CA4 po nekim autorima upitna (Amaral et al., 2007). Regioni su rasporedeni tako da se
poslednji region nastavlja na dentate gyrus dok se na drugoj strani CA1l region nastavlja na
subiculum. Dentate gyrus sacinjavaju:

» molekularni sloj koji vecinom ne sadrzi Celije i koga sacinjavaju dendriti granularnih celija
i vlakna;

» glavni cCelijski ili granularni sloj koji sa¢injavaju gusto pakovane granularne celije;

» polimorfni sloj ili hilus ukljucuju¢i i subgranularni sloj sa prekusurima granularnih ¢elija,
sainjen od razlicitih tipova celija uz najvecu zastupljenost Mossy celija (Amaral et al.,
2007).

Slika 2. Horizontalni presek hipokampusa pacova. (A) dorzalno i (B) ventralno postavljen presek
hipokampusa, gde su preseci otprilike na nivo 3D ilustracije (preuzeto iz reference: Amaral et al., 2007).

Hipokampus, tacnije region dentate gyrus hipokampusa, predstavlja mozdanu strukturu
za koju je pokazano da tokom citavog Zivota ucestvuje u procesima neurogeneze (Cameron i
Gould, 1996), gde progenitorske Ccelije prolaze kroz tri faze neurogeneze: proliferaciju,
prezivljavanje i diferencijaciju (Wong i Herbert, 2006). Pored toga hipokampus je struktura koja
je ukljuCena u formiranje, konsolidaciju i pozivanje memorije gde bi upravo proces neurogeneze
mogao imati znacajnu ulogu. Smatra se da mnogo faktora uti¢e na proces neurogeneze, tako Sto
stimuliSe ili inhibira ovaj process, a glukokortikoidni hormoni smatraju se jednim od
najpotentnijih inhibitornih faktora procesa neurogeneze (Wong i Herbert, 2004; Tanapat et al,,
2001).
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Slika 3. Hipokampus u Sematskom prikazu mozga pacova i regioni cornu ammonis (CA) i
dentate gyrus, sa osnovnim projekcijama. Projekcije iz entorinalnog korteksa (obelezeno zelenom
bojom) prave konekcije sa granularnim ¢elijama. Novi neuroni se generalno stvaraju u subgranularnoj
zoni dentate gyrus-a (jedan je prikazan Zutom bojom), koji predstavlja granicu izmedu granularnog sloja i
hilus-a. Projekcije iz granularnih celija idu ka ostatku hipokampusa, ka CA3 regionu i onda ka CA1 regionu,
pre nego Sto se informacije vrate nazad u neokortikalne strukture (preuzeto iz reference: Bizon i
Gallagher, 2005).

Proces adultne neurogeneze u dentate gyrus regionu hipokampusa odvija se tokom
Citavog zivota (Cameron i Gould, 1996), tacnije hipokampalne granularne celije koje predstavljaju
primarne ekscitatorne neurone dentate gyrus regiona nastavljaju da se stvaraju tokom Zivota
(Cameron i Glover, 2015) (Slika 3). Sa ciljem ispitivanja potencijalne uloge adultne neurogeneze
pre svega u ucenju i pamcenju, razvijeni su modeli inhibicije i poboljSanja adultne neurogeneze
koji se zasnivaju na primeni zracenja, hemoterapije ili primene farmakogenetskih metoda (Shors
et al,, 2001). U prvim istrazivanjima Shorts i saradnici su pokazali ulogu adultne neurogeneze u
uspostavljanju hipokampalno zavisne memorije traga uslovljenog strahom (eng. Trace Fear
Conditioning), medutim sama inhibicija neurogeneze nije dovela do sprecavanja ucenja u
potpunosti (Shors et al,, 2001). U daljim istraZivanjima znacajna redukcija novih neurona dovela
je do negativnog efekta na ponaSanje u testu memorije traga uslovljenog strahom, medutim
efekat je izostao u testovima prostorne memorije, kontekstom uslovljenog straha, istrazivanja
novog konteksta i ankisioznog ponasSanja (Shors et al., 2002). Navedeni eksperimenti upucuju na
pretpostavku da je za razliCite memorijske zadatke neophodna razli¢ita koli¢ina novih neurona ili
da ipak za neke memorijske zadatke nisu potrebni novi neuroni. Pored toga, efekat nedostatka
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novih neurona uticao je na jednostavan test usmeravanja paznje na novi zvuk kod naivnih
Zivotinja bez primene prethodnog stresa ili specificnog ucenja zadatka (Weeden et al., 2019).
KoriS¢enjem genetski modifikovanih miSeva, Vukovi¢ i saradnici su uspeli da pokazu da su
nezreli neuroni koji ispoljavaju protein doublecortin neophodni za sticanje prostornog ucenja,
medutim nisu neophodni za pozivanje prethodno skladiStene dugoro¢ne memorije (Vukovic et al,
2013). Veliki broj istrazivanja sproveden je kako bi se ukazalo na vezu izmedu neurogeneze i
ucenja i pamcenja sa oprecnim rezultatima, stoga definitivna veza izmedu adultne neurogeneze i
uCenja i pamcenja tek treba da se dokaZe (Cameron i Glover, 2015; Leuner et al., 2006). Koliko jo$
ima prostora za istrazivanje sloZene veze izmedu memorije i neurogeneze, moze da nam ukaze i
primer gde je kod miseva kod kojih je inhibirana adultna neurogeneza pokazano bolje
razlikovanje novog objekta u odnosu na kontrolnu grupu, Sest nedelja nakon inhibicije, a
suprotno je pokazano oStecenje memorije konteksom uslovljenog straha (eng. contextual fear
conditioning), $to ukazuje na specifi¢ni znacaj Sest nedelja starih neurona u oba slucaja (Denny et
al,, 2012).

Znacajno je pomenuti da se Doublecortin (DCX), protein povezan sa mikrotubulima koji
ima ulogu u migraciji neuroblasta tokom razvoja centralnog nervnog sistema, eksprimira i u
adultnom dobu pre svega u regionima dentate gyrus i laternalnim ventrikulama (Brown et al,
2003). Brown i saradnici su pokazali da se DCX protein nalazi u sastavu progenitorskih celija i
nezrelih celija, dok je nedetektabilan u sastavu zrelih Celija, te se moZe koristiti kao marker
adultne neurogeneze (Brown et al, 2003).

1.1.4. Poremecaji ucenjai pamcenja

U slucaju da u svakodnevnom Zivotu zaboravimo neku kriti¢nu informaciju, ime neke
osobe ili mesta, Sala koja ¢e uslediti sigurno ¢e podrazumevati Alzheimer-ovu bolest (AD), bolest
koju karakteriSe gubitak memorije i kognitivnih kapaciteta. Nekoliko miliona ljudi Sirom sveta
boluje od Alzheimer-ovu bolesti, a uklju¢ivanjem i sindroma blagog kognitivnog oSte¢enja (eng.
mild cognitive impairment, MCI) koje ima veliku verovatnocu progresije u AD ovaj broj je daleko
veli (Lane et al,, 2018; Baldeiras et al., 2008; DeCarli, 2003). S tim u vezi, svetska zdravstvena
organizacija prepoznala je AD kao jedan od prioriteta globalnog javnog zdravlja (Lane et al,,
2018).

U velikom broju studija ispitivana je povezanost izmedu incidence AD kao i opadanja
kognitivnih sposobnosti sa nac¢inom ishrane i svakodnevnim uno$enjem izvesnih nutrijenta
(Dominguez i Barbagallo, 2018). U literaturi dosta studija ispituje nivo magnezijuma kod
pacijenta sa AD (Varonese et al., 2016; Balmus et al., 2017). U klini¢kim studijima kod pacijenta sa
AD pokazan je nizak nivo magnezijuma u serumu (Lemke, 1995), nizak nivo jonizujuceg
slobodnog magnezijuma u plazmi koji je u korelaciji sa kognitivnim funkcijama (Barbagallo et al.,
2011), te da nivo serumskog magnezijuma pokazuje povezanost sa stepenom AD (Cilliler et al,,
2007), Sto sve ukazuje na terapijski potencijal magnezijuma.

Znacajan broj studije ukazuju i na vezu izmedu oksidativnog stresa i neurodegenerativnih
bolesti (Singh et al., 2019; Chiurchiu et al., 2016), a sve je visSe dokaza koja ukazuje da oksidativna
oStecenja biomolekula pocinju joS u ranim fazama AD (Lovell i Markesbery, 2007). Shodno tome,
potencijal antioksidativne terapije u redukciji kognitivnih oStecenja uveliko se istrazuje (Mecocci
et al, 2004). Dodatno smanjenje antioksidativne aktivnosti i povecanje markera lipidne



peroksidacije u serumu pokazano je kod pacijenta sa AD i MCI, gde slicne vrednosti parametara
kod pacijenta sa AD i MCI ukazuju na potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u ranim fazama
razvoja AD (Padurariu et al, 2010). Pored toga oStecenje DNK se istraZuje kao jedan od
potencijalno vaznih faktora u patologiji AD (Lin et al., 2020), gde su periferni limfociti pacijenta
sa AD pokazali drugaciju kinetiku reparacije oStecenja DNK, Sto je praceno komet testom
(Leandro et al,, 2013). U istraZivanju kod pacijenta sa AD i MCI, Balmus i saradnici su pokazali
povecan nivo lipidne peroksidacije, smanjenu aktivnost antioksidativnih enzima i smanjen nivo
magnezijuma u serumu (Balmus et al, 2017). U skladu sa podacima iz klinickih studija, u
animalnom modelu AD kod Zivotinja sa izazvanom AD pokazan je porast nivoa proinflamatornih
citokina i smanjenje nivoa antiinflamatornih citokina u serumu, dok je u mozgu Zivotinja
primecen porast lipidne peroksidacije, smanjenje antoksidativnih markera i neuralnih faktora
rasta - BDNF i NGF (Medhat et al., 2020). Pored ovih studija, sve viSe istrazivanja ide u smeru
potvrde da je izmenjena neurogeneza u adultnom hipokampusu jedan od ranih kriti¢nih dogadaja
u toku razvoja AD (Mu i Gage, 2011). U skladu sa tim, Tobin i saradnici su pokazali da proces
neurogeneze postoji i u zrelom adultnom dobu kod ljudi, i kod pacijenata sa blagim kognitivnim
oStecCenjima (eng. mild cognitive impairment, MCI) i sa Alzheimer-ovom bole$¢u, te da se kod
pacijenata sa MCI javlja smanjenje broja neuroblasta, dok ve¢i broj neuroblasta (DCX*PCNA*)
korelira sa boljim kognitivnim skorom, $to dalje ukazuje na potencijalnu vezu izmedu adultne
neurogeneze i kognicije (Tobin et al., 2019).

1.1.5. Animalni modeli u¢enja i pamcenja

Veliki broj animalnih modela razvijen je sa ciljem ispitivanja nac¢ina na koji se informacije
skladiSte u procesima ucenja i pamcenja, te sa ciljem ispitivanja efekata eksperimentalnih
tretmana i eksperimentalnih intervencija na ove procese. NajceS¢e koriS¢ene paradigme jesu
ucCenje uslovljeno strahom, vodeni lavirint, razli¢iti tipovi lavirinata i prepoznavanje novog
objekta (Savage i Ma, 2014), medutim i veliki broj drugih testova ili izmenjenih verzija
pomenutih testova mogu se naci u literaturi.

Ucenje uslovljeno strahom (eng. Fear conditioning) koristi se za ispitivanje odbojnih
memorija povezanih sa emocijama gde najceS¢e jedan neutralni stimulus (eng. conditioned
stimulus), poput svetla ili zvuka, dobija negativhe emocionalne osobine kada je primenjen u
kombinaciji sa negativnim stimulusom (eng. unconditioned stimulus), npr. elektricnim udarom
(Rodrigues et al, 2004). Stoga se ovaj test Cesto Kkoristi za ispitivanje promena na nivou
lateralnog jedra amigdale, strukture za koju se smatra da je klju¢na komponenta nervnog sistema
u procesima emocionalnog ucenja i pamcenja (Rodrigues et al.,, 2004). Morisov vodeni lavirint
(eng. Morris water maze) predstavlja jedan od najceS¢e koriSCenih testova za ispitivanje
prostorne memorije gde se voda koristi kao poluodbojan stimulus koji Zivotinje stimuliSe da
traZe izlaz Sto je brze moguce (Slutsky et al., 2010; Savage i Ma, 2014). U Morisovom vodenom
lavirintu Zivotinje prolaze kroz trening fazu, koja naj¢esS¢e podrazumeva nekoliko dana treninga
prilikom kojih Zivotinje traZze platformu koja se nalazi iznad vode. Nakon Cega se u test fazi
uklanja sama platforma i prati se koliko su vremena Zivotinje provele u ciljnom delu bazena gde
je platforma bila postavljena tokom trening faza (Slutsky et al., 2010). Medutim, u slucajevima
kada se ispituje efekat tretmana ili intervencija koji uticu na podloZnosti stresu, navedeni modeli
vodenog lavirinta i uslovljenosti strahom nisu idealni izbor animalnog modela za ispitivanje
memorije.



Razliciti tipovi lavirint testova, poput T-lavirinta (eng. T-maze) i radijalnog lavirinta (eng.
Radial maze), koncipirani su tako da se ucenje Zivotinja stimuliSe hranom, odnosno pozitivan
izbor Zivotinja nagraduje se hranom. Negativna strana ovih testova jeste Sto se u ovim testovima
sa ciljem postizanja efekta pozitivnog stimulusa Zivotinje podvrgavaju restrikcija hrane, te ovaj
tip testova nije pogodan u slucajevima kada tretmani mogu da uticu na apetit same Zivotinje.

1.1.5.1. Test prepoznavanja novog objekta

Poznata Cinjenica da pacovi i miSevi imaju urodenu preferenciju za novim, te da mogu da
prave razliku izmedu poznatog i novog iskoriS¢ena je za Siroko primenjivani test prepoznavanja
novog objekta (eng. Novel object recognition test, NORT). Prednosti ovog testa su pre svega u
¢injenicama da ne zahteva obimne treninge i nije stresan za Zivotinje, ne podrazumeva primenu
hrane kao nagrade ili elektricne Sokove kao deo trening ili test faze, Sto ga Cini slicnim testovima
prepoznavanja koji se koriste u klinickim ispitivanjima (Dere et al., 2007; Brodziak et al., 2014).
Treba napomenuti da NORT test prati memoriju jednog dogadaja, odnosno ucenje jedne trening
faze, za razliku od drugih animalnih modela koji ukljuCuju ucenje kroz visSe trening faza (Dere et
al., 2007), uz izuzetak u studijama ispitivanja retrogradne amnezije kada se trening faza moze
ponavljati (Gaskin et al., 2003).

U toku izvodenja samog NORT testa (osnovni tip testa), Zivotinjama se u prvoj fazi
omogucava da istraZe ili upoznaju dva identicna objekta dodirivanjem ili mirisanje samih
objekata, dok se u samoj test fazi jedan ve¢ poznati objekat menja novim objektom (Ennaceur i
Delacour, 1988). U skladu sa urodenom preferencijom za novim, pokazano je da zdrave Zivotinje
provode viSe vremena istraZzujuci novi objekat u odnosu na poznati u samoj test fazi, pri cemu
ovo zavisi od vremena koje prode izmedu trening i test faze (Ennaceur i Delacour, 1988). U NORT
testu intervali izmedu dve faze krecu se od nekoliko minuta do 24h, kada je pokazano da zdravi
pacovi ne prave razliku izmedu novog i poznatog objekta (Bertaina-Anglade et al., 2006), te
zavisno od protokola, NORT test moZe da se koristi za ispitivanje i anamnestickih i promnestickih
efekata tretmana (Bertaina-Anglade et al,, 2006; Ennaceur i Meliani, 1992; Ennaceur et al, 1989).
NORT test Siroko je primenjivan i za ispitivanje deficita memorije, pa se protokoli sa kratkim
intervalima, najceSc¢e sa 10 min intervalom izmedu faza koriste za ispitivanje deficita kratkoro¢ne
memorije, dok se protokoli sa 12h ili 24h intervalom izmedu faza koriste za ispitivanje deficita
dugorocne memorije (Wang et al., 2013; Zhou et al., 2021; Li et al., 2014). Dodatno, ponavljanjem
viSe trening faza pokazano je da memorija prepoznavanja objekta moZe da traje nekoliko nedelje
pa se moZe koristiti za ispitivanje retrogradne amnezije, kada se nakon primene tretmana ciji se
efekat ispituje sprovodi test faza NORT testa (Gaskin et al., 2003). NORT test moZe se uspesno
koristiti za ispitivanje uticaja tretmana na razlicite faze formiranja memorije i na samo pamcenje,
gde se primenom tretmana pre ili odmah nakon test faze ispituje uticaj na konsolidaciju
memorije, a primenom tretmana pre same test faze ispituje se uticaj na pozivanje memorije
(Dere et al., 2007). Prilikom postavljanja NORT protokola, posebna pazZnja se pored interintervala
izmedu faza, duZine trening faze i vremena pracenja Zivotinja u test fazi, daje izboru samih
objekata kako bi se izbegla urodena preferencija za oblikom ili materijalom objekta, odnosno
uticaj prirode objekta na samu preferenciju za novim (Dere et al., 2007).

Veliki broj studija koje su ukljucivale lezije hipokampusa, sprovedene su sa ciljem
reprodukcije humanog deficita prepoznavanja, medutim rezultati ovih ispitivanja su oprecni, te
su samo maksimalne lezije hipokampusa pokazivale efekte na prepoznavanje objekata (Dere et
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al., 2007). Postoji nekoliko studija sprovedenih na pacovima ¢iji su rezultati pokazali da lezije
hipokampusa uticu na pojavu retrogradne amnezije, sa oprecnim podacima efekta na
anterogradno prepoznavanje objekata (Gaskin et al.,, 2003; Mumby et al,, 2005; Broadbent et al,,
2010). Medutim, pokazano je da hipokampalni NMDA-R najverovatnije imaju znacajnu ulogu u
dugorocnoj sinaptickoj plasticnosti i memoriji prepoznavanja (Dere et al, 2007), odnosno
primena NMDA-R antagoniste pokazala je negativan uticaj na memoriju prepoznavanja pri inter-
intervalu od 3h (Baker i Kim, 2002).

Pored testa prepoznavanja novog objekta, NORT testa i modifikacija osnovnog NORT testa
(Slutsky et al., 2010; Li et al., 2014), urodena preferencija za novim kod Zivotinja moZze se koristiti
i za ispitivanje prostorne memorije (eng. object-place recognition test), memorije povezane sa
vremenom (eng. temporal order memory test) i epizodne memorije (eng. episodic-like memory
task) (Ennaceur et al., 2005; de Bruin et al., 2011; Barbosa et al., 2010; Dere et al., 2007).

1.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres, koji je kao koncept prvi put pomenut u slobodno radikalskoj teoriji
starenja kod ljudi (eng. Free radical theory of human ageing), predstavlja disbalans izmedu
reaktivnih kisoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) i antioksidativne zaStite u korist
oksidanasa (Beckman i Ames, 1998; Liu et al., 2017; Lushchak, 2014).

U aerobnom metabolizmu oko 90% kiseonika koji se koristi redukuje se do molekula
vode, sistemom transporta elektrona na unutraSnjoj membrani mitohondrija, sistemom 4
elektrona pri ¢emu ne dolazi do oslobadanja ROS-a (Slika 4), a ovaj sistem spregnut je sa
oksidativnom fosforilaciju i nastankom energije u vidu ATP-a (Lushchak, 2014). Mnogo manja
kolicina kiseonika se redukuje sistemom jednog elektrona do superoksid anjona (02-) koji se
zatim redukuje do vodonik-peroksida (H202) Sto je praceno prihvatanjem 2 protona (Slika
4)(Lushchak, 2014). Nakon toga, vodonik-peroksid se kao veoma reaktivan molekul primanjem
jednog elektrona razlaze na hidroksilni anjon (OH-) i hidroksilni radikal (OH-). Superoksid anjon
(O2), vodonik-peroksid (H202) i hidroksilni radikal (OH-) predstavljaju reaktivne kiseoni¢ne
vrste, ali iako se ROS cesto izjednacava sa slobodnim radikalima, treba napomenuti da su samo
superoksid anjon i hidroksilni radikal slobodni radikali, odnosno imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u orbiti. Dodatno izuzev pomenutih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ROS predstavljaju i
druga jedinjenja ukljucujuc¢i perokside lipida, proteina i nuklearnih kiselina (Lushchak, 2014;
Marrocco et al., 2017). Osim u mitohondrijalnom respiratornom ciklusu, reaktivne kiseoni¢ne
vrste mogu nastati i u procesu lipidne peroksidacije, aktivacije citohrom 450 i u procesu
fagocitoze od strane Celija imunog sistema (Beckman i Ames, 1998).

ROS su veoma reaktivne vrste, slabe stabilnosti, koje mogu da reaguju sa celijskim
biomolekulima, dok je nizak nivo ROS-a kontrolisan neenzimskom i enzimskom
antioksidativnom zaStitom (Marrocco et al, 2017; Valko et al, 2007; Lushchak, 2014). Pored
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i reaktivne azotne vrste (eng. Reactive nitrogen species, RNS) mogu
da reaguju i izmene biomolekule, ukljucuju¢i proteine, lipide, Sec¢ere i nukleotide. Reaktivne
azotne vrste predstavljaju azot monooksid radikal (NO:) i peroksidnitril (ONOO-), veoma
reaktivan molekul koji nastaje u reakciji azot monooksid radikal (NO-) i superoksid anjona (02-)
(Beckman i Ames, 1998; Marrocco et al., 2017).
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Slika 4. Redukcija kiseonika u sistemu 4 elektrona do molekula vode i u sistemu 1
elektrona do superoksid anjona. I - Molekul kiseonika se redukuje u sistemu 4 elektrona primanjem
4 protona vodonika do molekula vode. I - Molekul kiseonika se redukuje u sistemu 1 elektrona do
superoksid anjona, koji se zatim redukuje do vodonik-peroksida (H202) Sto je praceno prihvatanjem 2
protona. Vodonik-peroksid se kao veoma reaktivan molekul primanjem jednog elektrona razlaZe na
hidroksilni anjon (OH-) i hidroksilni radikal (OH), koji reaguje sa jo$ jednim elektronom i protonom i
formira molekul vode (preuzeto iz reference: Lushchak, 2014).

Nizak nivo ROS-a, takozvano stacionarno stanje (eng. steady state), odrzava se pomocu
neenzimskih i enzimskih antioksidansa. Neenzimski antioksidansi mogu biti endogenog ili
egzogenog porekla, koji se pre svega unose u organizme putem hrane ili suplementacije. U
neenzimske antioksidanse ubrajaju se vitamin C, vitamin E, karoteni, polifenoli, mokra¢na
kiseline itd, medutim najznacanijim antioksidansom koji sintetiSu skoro svi organizmi smatra se
glutantion, mali peptid koji je jedan od osnovnih ,Cistaca“ (eng. scavenger) reaktivnih kiseonicnih
i azotnih vrsta (Lushchak, 2014; Liu et al, 2017). Enzimski sistemi imaju znacajnu ulogu u
odrzavanju stabilnog stanja ROS-a, pre svega aktivnost enzima vezanih za mitohondrijalnu
membranu superoksid dizmutaze - SOD i glutantion peroksidaze (Valko et al., 2006). Znacajno je
pomenuti i antioksidativni enzim paraoksonazu 1 (PON1), hidroliticki enzim cija je glavna uloga
sprecavanje lipidne oksidacije (Litvinov et al., 2012). Superoksid dizmutaza ima primarnu ulogu
u redukeciji nivoa superokisid anjona, koji u organizmu nastaje putem metabolickih procesa ili
»aktivacijom” Kkiseonika fizickim zracenjem i koji spada u primarne ROS-ove. Enzim SOD
katalizuje reakciju dva molekula superoksid anjona uz primanje dva protona do molekula vode i
vodonik-peroksida, koji se dalje eliminiSe u reakciji posredovanoj ili katalazom ili glutantion
peroksidazom (Lushchak, 2014; Valko et al., 2006). Antioksidativni enzimski sistem eliminise
superokisid anjon i vodonik peroksid, ali ne i hidroksilni radikal za koji ne postoji enzimski
sistem eliminacije, najverovatnije zbog njegove veliki reaktivnosti (Lushchak, 2014). Najefikasniji
nacin na koji organizam sprecava toksicne efekte hidroksilnih radikala jeste prevencijom
nastanka istih, dok su za eliminaciju najverovatnije odgovorni neenzimski antioksidansi.

Kao Sto je ve¢ pomenuto postoje sistemi regulacije koje odrzavaju nizak nivo ROS-a,
stacionarno stanje ili dinamicku ravnoteZu (eng. steady state), koji se pre svega odnose na
ravnoteZzu u produkciji ROS-a i njihovoj eliminaciji. Sama ravnoteZa moZe biti naruSena
povecanjem endogenih ili egzogenih oksidanasa koji koriste antoksidanse, zatim smanjivanjem
rezervi antioksidanasa, inaktivacijom antioksidativnih enzima ili smanjivanjem produkcije samih
enzimskih ili neenzimskih antioksidanasa (Lushchak, 2014). Nivo ROS-a u fizioloSkom stanju ima
fluktuacije koje zavise od same produkcije i eliminacije, pa se ceo opseg fizioloSkih fluktuacija
smatra stacionarnim stanjem (Slika 5). U odredenim situacijama, prilikom veceg izlaganja
oksidansima nivo ROS-a moZe brzo da se podigne, medutim ako je antioksidativni sistem efikasan
nivo ROS-a vrati¢e se brzo na normalan nivo i to je karakteristicno za ,akutni oksidativni stres”.
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Suprotno, ukoliko antioksidativni sistem nije dovoljno efikasan, odnosno povecanje ekspresije
antioksidativnih enzima ne moZe da vrati nivo ROS-a u normalni opseg vrednosti, nivo ROS-a
ostace povisen Sto je karakteristi¢no u ,hroni¢nom oksidativnom stresu®, pa ¢e posledi¢no doc¢i
do modifikacija ¢elijskih molekula i naruSavanja homeostaze. Pored toga, u nekim situacijama
nivo ROS-a nece se uopste vratiti u fizioloski opseg, vec Ce se stabilizovati na novom nivou - kvazi
stacionarnom nivou, Sto ¢e rezultovati nizom promenama u samoj homeostazi (Lushchak, 2014).

Egzogeni faktori kao Sto su puSenje, konzumiranje alkohola, neadekvatna ishrana,
nejonska radijacija i psiholoski stres mogu da dovedu do povecanja oksidativnog stresa (Moller
et al, 1996). Pokazano je da je oksidativni stres uklju¢en u patologiju kancera, neuroloskih
oboljenja kao Sto su Alzheimer-ova (AD) i Parkinsonova (PD) bolest, kadiovaskularne bolesti,
dijabetes melitusa, reumatoidniog artritisa i procesa starenja (Valko et al., 2007).

Za procenu oksidativnog statusa pored nivoa pojedinacnih oksidanasa i neenzimskih
antioksidansa, odnosno aktivnosti antioksidativnih enzima, najeS¢e se odreduju i totalni
oksidativni status (TOS) za procenu totalne oksidacije u organizmu, i totalni antioksidativni
status (TAS) za procenu sveukupnog antioksidativnog statusa organizma (Marroco et al., 2017).

—
—

Kvazi-stacionatno stanje

Akutni
oksidativni stres

ksidativni stres

ROS nivo
=— Oksidans

Vreme

Slika 5. Promene ROS nivoa u organizmu. Stacionarno stanje predstavlja nivo ROS-a u normalnim
uslovima sa odredenim fizioloskim fluktuacijama. U prisustvu velike koli¢ine oksidansa nivo ROS-a moze
da se poveca, u akutnom i hroni¢cnom oksidativnom stresu, koji ¢e se pomocu antioksidativnih
mehanizama vremenom vratiti u stacionarno stanje. Medutim, nivo ROS-a se u nekim situacijama nece
vratiti na normalan nivo, ve¢ ¢e se stabilizovati na novom kvazi-stacionarnom stanju (modifikovano

prema referenci: Lushchak, 2014).

1.3. Hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda osovina

Aktiviranje osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda (eng. hipothalamuc-pituitary
adrenal axis, HPA) predstavlja primarni fizioloski odgovor na fizicki ili emocionalni stres, sa
ciliem uspostavljanja ponovne homeostaze i povecavanja mogucnosti za preZivljavanjem
(Chrousos i Gold, 1992; Smith i Vale, 2006; Yegen, 2010). U uslovima stresa iz paraventrikularnog
jedra (eng. paraventricular nucleus, PVN) hipotalamusa sintetiSu se i oslobadaju kortikotropin
(eng. corticotropin releasing hormone, CRH) i arginin vazopresin, koji putem portalne cirkulacije
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deluju na adenohipofizu i stimuliSu lucenje adrenokortikotropnog hormona (eng.
adrenocorticotropic hormone, ACTH) u sistemsku cirkulaciju. ACTH potom utice na celije kore
nadbubreZne Zlezde, gde stimuliSe sintezu i lucenje glukokortikoida u cirkulaciju (Slika 6).

Anterior pituitany:

o 00
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Slika 6. Hipotalamus-hipofiza-nadbubreZna Zlezda (HPA) osovina i pridruZene strukture
- frontalni korteks i hipokampus. HPA osovina je aktivirana neuronima medijalno paracelularnog
regiona paraventrikulanog jedra hipotalamusa koji oslobadaju kortikotropin (CRH) i arginin vazopresin
(AVP), koji pojacava efekat CRH. Adenohipofiza oslobada adrenokortikotropni hormon (ACTH) u
cirkulaciju, koji deluje na nadbubreznu zlezdu i stimuliSe oslobadanje glukokortikoida (GC). Nakon
uklanjanja stimulusa, HPA osovina se vraca u pocetno stanje pomoc¢u negativne povratne sprege. GC
direktno utic¢u na hipotalamus i hipofizu, gde smanjuju oslobadanje CRH i ACTH hormona. Dodatno, GC
indirektno aktivacijom receptora u hipokampusu i prefrontalnom korteksu, deluju na hipotalamus. GR -

glukokortikoidni receptori, MR - mineralokortikoidni receptori (preuzeto iz reference: Lupien et al,
2009).
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Smatra se da je prvu definiciju Sta je to stres, postavio Hans Selye koji je naveo da ,Stres
predstavlja nespecifican odgovor organizma na bilo koji zahtev” (eng. Stress is the nonspecific
response of the body to any demand). Nakon toga, Walter Bradford Cannon je uveo pojam
homeostaze, za kordinisane fizioloske procese uklju¢ene u odrzZavanju stabilnog stanje (eng.
steady state) i uveo pojam ,bori se i beZi” kao opis odgovora Zivotinja na pretnju, koji je kasnije
definisan kao odgovor pri akutnom stresu (Fink, 2010). Stres predstavlja stanje naruSene
homeostaze organizma ili nac¢in na koji organizam reaguje kako bi se odrzala homeostaza
(Chrousos i Gold, 1992; Tapp et al., 2019), dok alostaza predstavlja procese kojim organizam
reaguje na stresore kako bi se ponovo uspostavila homeostaza (Tapp et al., 2019). Uz napomenu
da iako stres nosi negativnu konotaciju, u odredenim uslovima stres mozZe da ima pozitivan
efekat, odnosno moze da dovede do poboljSanja performansi organizma (Aschbecher et al,

2013).

Kao odgovor na fizicke ili emocionalne stresore, averzivne stimuluse, organizam aktivira
dva sistema, hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda osovinu i simpato-adrenalni sistem.
Aktivacija ovih sistema dovodi do lucenje glukokortikoida, ACTH i kateholamina u cirkulaciju, Sto
dalje rezultuje bihejvioralnim i perifernim promenama sa ciljem ponovnog uspostavljanja
homeostaze (Chrousos i Gold, 1992; Tapp et al., 2019). Aktivacijom simpato-adrenalnog sistema
noradrenergicki neuroni u locus coeruleus-u svojim projekcija deluju na srz nabubrega i dovode
do oslobadanja kateholamina, adrenalina i noradrenalina iz hromafinih celija, ¢ime ucestvuju u
brzom odgovoru na stres ,bori se i bezi” (Smith i Vale, 2006; Jaggi et al., 2011).

Sa ciljem ispitivanja akutnog i hroni¢nog stresa i potencijalne antistres terapije razvijen je
niz animalnih modela, koju ukljuCuju imobilizacijom izazvan stres, stres izazvan potapanjem
Zivotinja u hladnu vodu, stres izazvan elektri¢nim Sokom, stres izazvan prisilnim plivanjem (eng.
forced swimming-induced stress), stres izazvan liSavanjem hrane, stres izazvan neonatalnom
izolacijom itd (Jaggi et al., 2011). Dodatno, animalni modeli dugoro¢ne stimulacije HPA osovine,
dugorocnom primenom kortikosterona ili ACTH hormona sve se ceSce koriste kao modeli
hroni¢nog stresa i depresivnog ponasanja (Stani¢ et al., 2016; Petrovic et al., 2018; Donner et al,,
2012; Zhao et al., 2008; Du et al., 2009; Ding et al., 2018; Xie et al., 2018).

1.3.1. Kortikotropin, adrenokortikotropni hormon i glukokortikoidi

Kortikotropin (eng. corticotropin releasing hormone, CRH) je peptid koji se sastoji iz 41
aminokiseline (Vale et al., 1981) i koji se u odgovoru na stres oslobada iz PVN hipotalamusa u
portalnu cirkulaciju, nakon Cega ostvaruje efekat na adenohipofizi. CRH je primarni regulator
oslobadanja ACTH hormona iz adenohipofize u sistemsku cirkulaciju (Rivier i Vale, 1983). Svoj
efekat CRH ostvaruje putem dva tipa receptora - CRH-R1 i CRH-R2 (CRH-R2a i CRH-R2[), G-
protein receptora, Cija aktivnost se ostvaruje aktivacijom adenilat-ciklaze (Potter et al., 1994;
Chalmers et al.,, 1995; Perrin i Vale, 1999). Pored toga, kortikotropin svoj efekat na adenohipofizu
najverovatnije ostvaruje posredstvom CRH-R1 receptora lociranih u viSe regiona mozga Zivotinja,
ukljucujudi i anteriorni i srediSnji deo hipofize (Perrin i Vale, 1999).

Proopiomelanokortin (eng. pro-opiomelanocortin, POMC) je polipeptid visoko rasprostranjen
u hipofizi, koji je prekusur za bioaktivne proteine ACTH, B-endorfin, B-lipotropni hormon i
melanotropine - a-melanotropin, 3-melanotropin i y-melanotropin (Chang et al., 1980; Smith i
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Vale, 2006). Pored toga Sto je prisutan u brojnim tkivima, sinteza i obrada proopiomelanokortina
najcesce se vezuje za hipofizu i nastanak ACTH hormona (Slika 7)(Stevens i White, 2010).
Adrenokortikotropni hormon, ACTH (1-39), jedini je derivat proopiomelanokortina za koji je
pokazano da ostvaruje efekat na nivou nabubrezZne Zlezde (Paytremann et al,, 1973). Niz studija
ukazuje da je ekspresija proopiomelanokortinskog gena pod pozitivnhom regulacijom
kortikotropinom oslobodenim iz hipotalamusa, dok je negativno regulisana, negativhom
povratnom spregom, sistemskim glukokortikoidima (Stevens i White, 2010). Peptidi nastali
proteolizom proopiomelanokortina svoj efekat ostvaruju posredstvom melanokortinskih
receptora (MCR), MC1R, MC2R, MC3R, MC4R i MC5R, za koje se vezuju razli¢itim afinitetima
(Mountjoy et al., 1992; Cooray i Clark, 2011). Ekspresija melanokortinskih receptora, afinitet
fizioloSkih liganda za tip melanokortinskog receptora i fizioloSki efekti aktivacije receptora
predstavljeni su u tabeli 1. U toku aktivacija HPA osovine ACTH hormon se vezuje za MC2
receptore u zoni fascikulati nadbubrezne Zlezde, nakon cega dolazi do aktivacije cAMP puta, Sto
konatno dovodi do stimulacije steroidogeneze i povecanog oslobadanja glukokortikoida,
mineralokortikoida i androgenih steroida u cirkulaciju (Paytremann et al.,, 1973; Smith i Vale,
2006).
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Slika 7. Sinteza adrenokortikotropnog hormona (ACTH) iz proopiomelanokortina (POMC)
u adenohipofizi. Uz pomo¢ enzima prohormon konvertaze 1 u adenohipofizi nastaje ACTH. PC1 -

prohormon konvertaze 1; $-LPH - B-lipotropin hormon; y-MSH - melanotropin (preuzeto iz reference:
Stevens i White, 2010).

Opste je poznato da je nadbubrezna zZlezda podeljena u dve zone unutrasnji deo ili medulu,
koja sintetiSe kateholamine, i spoljasnji deo ili korteks koji sintetiSe steroidne hormone. Korteks
nadbubrezne Zlezde Cine tri zone: zona glomerulosa, koja sintetiSe mineralokortikoide; zona
fasciculata, koja sintetiSe glukokortikoide i zona reticularis, koja sintetiSe androgene
androstendion i dihidroepiandrosteron. Steroidogeneza je stimulisana ACTH hormonom, koji
posredstvom MC2 receptora utice na mobilizaciju holesterola na unutrasnju membranu
mitohondrija (Busada i Cidlowski, 2017). Glukokortikoidi, kortizol kod ljudi i kortikosteron kod
glodara, pripadaju grupi steroidnih hormona i imaju ulogu u regulaciji velikog broja
metabolickih, kardiovaskularnih, imunoloskih i bihejvioralnih funkcija (Smith i Vale, 2006). Opste
poznata Cinjenica je da se glukokortikoidi oslobadaju iz kore nadbubreZne Zlezde cirkadijalno, te
uticu na odrzavanje bazalne homeostaze, dok do povecanog oslobadanja dolazi prilikom
aktivacije HPA osovine, tokom fizioloSkog odgovora na stres.
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Tabela 1. Distribucija melanokortinskih receptora, afinitet fizioloskih liganda i fiziolosSki
efekti aktivacije receptora. MCxR - melanokortinski receptori, MSH - melanotropin, ACTH -
adrenokortikotropni hormon (modifikovano prema referenci: Cooray i Clark, 2011).

Melanokortinski Ekspresiia receptora Ligand preferenciia Glavna fizioloska
receptori presi) P 8 p ) funkcija
MC1R Melanociti, melanom, o«MSH=BMSH=ACTH<<yMSH Pigmentacija,

makrofage, mozak antiinflamatorni efekat
MC2R Kora nadbubreZne Zlezde ACTH Steroidogeneze

Mozak, placenta, Homeostaza energije,

LB pankreas, stomak TALBLEE AL B S G zapaljenje
Apetit, homeostaza
MC4R Mozak, kicmena mozdina aMSH=BMSH=ACTH>yMSH energije, erekciona
funkcija
MC5R Al s, Gyl sl aMSH>BMSH=ACTH>yMSH  Sekrecija egzokrine zlezde

zlezde

Svoj efekat glukokortikoidi ostvaruju vezivanjem za glukokortikoidne receptore (GR)
Siroko rasprostranjene u mozgu i perifernim tkivima. GR prisutni su u razli¢itim regionima
mozga ukljucujuci cerebralni korteks, srednji mozak, hipokampus i amigdale. Pokazano je
medutim da starenjem broj receptora opada pre svega u hipokampusu u CA3 regionu (Sapolsky
et al., 1983). U neaktivnoj formi GR predstavljaju multiproteinski kompleks lociran u citoplazmi,
a nakon vezivanja glukokortikoida dolazi do disocijacije GR iz kompleksa i translokacije u jedro
Celije. Osnovni mehanizam delovanja aktiviranih GR predstavlja vezivanje GR za DNK
promotorski region, deo zaduZen za glukokortioidni odgovor (eng. Glucocorticoid response
elements - GREs), dok regulacija samih gena mozZe biti pozitivna ili negativna (Bamberger et al.,
1996; Chamanderi et al., 2005). Drugi mehanizam delovanja GR je nezavisan od GRE vezivanja i
predstavlja protein-protein interakciju sa drugim transkripcionim faktorima (Bamberger et al,
1996; Chamanderi et al.,, 2005; Heitzer et al, 2007). Pored toga, glukokortikoidi svoj efekat
ostvaruju i vezivanjem za mineralokortikoidne receptore koji imaju visoki afinitet za
glukokortikoide, za razliku od GR za koje je pokazano da imaju nizak afinitet za glukokortikoide
(Meijer et al., 2018). Pokazano je da je aktivacija mineralokortikoidnih receptora izmedu ostalog i
deo negativne povratne sprege koja utice na bazalnu sekreciju glukokortikoida (Tapp et al,
2019). Dodatno, sve je viSe dokaza da glukokortikoidi svoj efekat ostvaruju i mehanizmom koji je
razliCit od genomskog, negenomskim mehanizmom, a koji je ukljuCen u pre svega rane faze
odgovora u akutnom stresu, a koji joS uvek nije ta¢no definisan (Jiang et al., 2014).

Sintetski glukokortikoidi su Siroko propisivani lekovi pre svega zbog antiinflamatornog i
imunosupresivnog efekta, kao terapija za veliki broj bolesti, ukljucuju¢i astmu, reumatoidni
artritis, ulcerativni kolitis, alergijski rinitis i kao deo hemioterapijskih rezima (Necela i Cidlowski,
2004). U sintetske glukokortikoidi ubrajaju se moderni GC kao Sto su prednizolon, budesonid i
deksametazon, ali i dalje popularni hidrokortizon (Adcock i Mumby, 2017; Timmermans et al,,
2019). Medutim, primena glukokortikoida pracena je velikim brojem neZeljenih efekata,
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ukljucujuci nezeljene efekte na kardiovaskularni, misi¢no-skeletni, imunoloski i endokrinoloski
sistem (Timmermans et al., 2019).

1.3.2. Regulacija aktivnosti hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda
osovine

Aktivnost HPA osovine pod uticajem je i nervnog i endokrinog sistema, medutim jacina i
duzina HPA aktivacije pre svega zavise od negativne povratne sprege glukokortikoidima (Keller-
Wood i Dallman, 1984). Povisen nivo glukokortikoida u cirkulaciji koji nastaje kao odgovor na
stres, dovodi do inhibicije aktivnosti HPA osovine negativhom povratnom spregom, odnosno
glukokortikoidi vezivanjem za glukokortikoidne receptore deluju inhibitorno na hipotalamus i
hipofizu (Slika 6)(Tapp et al., 2019; Smith i Vale, 2006). Lokalnom primenom glukokortikoida u
uslovima adrenalektomije pokazan je inhibitorni efekat glukokortikoida na neuralnu aktivnost
PVN putem velikog broja glukokortikoidnih receptora prisutnih u PVN hipotalamusa
(Sawchenko, 1987). Dodatno, u ¢elijskoj kulturi adenohipofize pokazano je da kortikosteron
inhibira oslobadanje ACTH hormona (Deng et al., 2015), dok je u klinickoj studiji pokazano da
primena prednizona inhibira oslobadanje ACTH i kortizol, kao odgovor na egzogenu CRH
stimulaciju, te da se inhibicija odvija na nivou adenohipofize uz najverovatnije posredovanje GR
(Russell et al,, 2010). Pored toga kombinacija eksperimentalnog i matemati¢ckog modela ukazuje
da u nadbubreZnoj Zlezdi sinteza glukokortikoida nije linearna sa nivoom ACTH hormona, te da je
moguce da sinteza glukokortikoida zavisi i od glukokortikoidima posredovane inhibicije
steroidogeneze (Walker et al., 2015).

Pored toga HPA osovina regulisana je i aferentnim projekcijama iz mozdanog stabla,
lamina terminalis, extra-PVN hipotalamusa i limbickih struktura prednjeg mozga, koje primarno
uticu na ekspresiju i oslobadanje CRH (Smith i Vale, 2006). Limbicke strukture, hipokampus,
prefrontalni korteks i amigdale, predstavljaju moZdane strukture ukljucene u formiranje
memorije i emocionalni odgovor, medutim uklju¢ene su i u aktivnost HPA osovine i u
bihejvioralni odgovor na stres (Forray i Gysling, 2004; Smith i Vale, 2006). Limbicke strukture
imaju mali broj direktnih konekcija sa PVN, te se informacije u vezi sa aktivnoS¢u HPA osovine
prenose putem neurona BNST (eng. Bed nucleus of the stria terminalis, BNST), hipotalamusa i
moZdanog stabla (Herman et al, 2005). BNST se smatraju intermitentnim neuronima koji
informacije iz limbickog i autonomnog nervnog sistema integrisu i prenose kao deo odgovora na
stres do PVN (Forray i Gysling, 2004). StaviSe, strukture limbi¢kog sistema eksprimiraju i
glukokortikoidne i mineralokortikoidne receptore, te je sama aktivnost limbiCkog sistema
podlozna glukokortikoidnoj regulaciji (Herman et al., 2005). In vivo, lezije hipokampusa dovele su
do povecanja sekrecije glukokortikoida u odgovoru na stres i povecanja biosinteze CRH Sto
ukazuje na inhibitornu ulogu hipokampusa (Herman et al., 1998). Inhibitorna uloga hipokampusa
na aktivnost HPA osovine ispitivana je u nizu studija, te je elektrostimulacija hipokampusa dovela
do smanjenja oslobadanja CRH iz PVN (Saphier i Feldman, 1987), dok su hipokampalne lezije
dovele do hipersekrecije glukokortikoida, povecanja sekrecije ACTH i CRH, i posledi¢no
produZenog odgovora na stres (Sapolsky et al., 1991; Herman et al., 1992; Herman et al., 1995). U
hipokampusu se nalazi veliki broj glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora, a veliki
broj studija ukazuje na ulogu upravo ovih receptora u inhibiciji HPA aktivnosti, posto je pokazano
da infuzija glukokortikoida u hipokampusu redukuje oslobadanja glukokortikoida i bazalno i
tokom odgovora na stres (Jacobson i Sapolsky, 1991). Dodatno pokazano je da nedostatak
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glukokortikoidnih receptora u hipokampusu dovodi do povecanja sekrecije kortikosterona, sto
dodatno ukazuje na to da je regulacija aktivnosti HPA osovine od strane hipokampusa zavisna od
same aktivacije glukokortikoidnih receptora hipokampusa (Sapolsky et al., 1984). U skladu sa
tim, smatra se da hipokampus ima znacajnu ulogu u samom zavrSetku odgovora na stres,
suprotno amigdali za koju se smatra da dovodi do pojacavanja sekrecije glukokortikoida
(Sapolsky et al., 1984; Jacobson i Sapolsky, 1991; Herman et al.,, 2005).

MoZdano stablo, preciznije kateholaminski centri u moZdanom stablu imaju znacajnu
ulogu u regulaciji aktivnosti HPA osovine. Ekscitatorni efekat kateholaminski neurona ostvaruju
se preko al-adrenergic¢kih receptora, koji dovode do povecanja sekrecije CRH i povecanja
aktivnosti HPA osovine. S tim u vezi brojne studije pokazale su da oStecenje kateholaminske
regulacije dovodi do izostanka HPA odgovora na neke somatske i psihogene stresore (Plotsky et
al., 1989). Noradrenergicni sistem lociran u ponsu - Locus coeruleus, ima Siroki spektar projekcija
u moZdanim regionima, ukljucujudi i projekcije u PVN hipotalamusa, gde ima znacajnu ulogu u
odgovoru organizma na stres, i projekcije u moZdanim regionima ukljucenim u formiranje
memorije (Wang et al., 2017; Benarroch, 2018; Gibbs et al., 2010). Znacajnu ulogu u regulaciji
noradrenergickog sistema lociranog u Locus coeruleus imaju presinapticki autoinhibitorni
receptori, podtip adrenergickih receptora alpha-2A adrenergicki receptori (a2ZA-AR) (Wang et al,,
2017). Samo odsustvo gena za a2A-AR kod miseva dovodi do znacajno izmenjene aktivnosti
simpatikusnog nervnog sistema, odnosno dovodi do poremecaja presinapticke inhibicije
noradrenalinom (Altman et al., 1999). Dodatno, pokazana je pozitivna uloga glukagenu-slicnog
peptid 1 (eng. Glucogen-like peptide 1, GLP-1) neurona u nucleus solitarius, koji u uslovima stresa
delovanjem na PVN povecavaju oslobadanje CRH i dovode do povecanja koncentracije ACTH i
HPA osovine jeste da prenosi informacije u vezi sa osmotskim sastavom krvi, tako Sto
angiotenzinski neuroni deluju na PVN i povecavaju sekreciju CRH i na taj nacin aktiviraju HPA
osovinu (Johnson et al, 1996; Plotsky et al., 1988). Dodatno HPA aktivnost regulisana je i
lokalnim projekcijama u samom hipotalamus, medijalni parvocelularni region PVN regulisan je
aferentnim projekcijama y-aminobuternom kiselinom - GABA (Roland i Sawchenko, 1993;
Boundaba et al., 1996).

Modulatori aktivnosti kortikotropina, te posledicno i HPA osovine, jesu proteini koji
vezuju kortikotropin (eng. corticotropin-releasing hormone - binding protein, CRH-BP) koji su
visoko eksprimirani u hipofizi i koji vezivanjem za kortikotropin dovode do modulacije
oslobadanja ACTH hormona. Veliki broj studija ukazuje da je ekspresija informacione RNK, stoga
i sinteze CRH-BP, povecana u uslovima stresa, dok je smanjena u uslovima adrenalektomije, Sto
ukazuje na potencijalnu ulogu CRH-BP kao regulatora HPA aktivnosti (Westphal i Seasholtz,
2006).

1.3.3. Uticaj aktivnosti HPA osovine na ucenje i pamcenje

Sve vedi broj istrazivanja pokazuje da hroni¢ni stres i povec¢ani nivoi ACTH hormona i
adrenalnih glukokortikoida mogu potencijalno da dovedu do kognitivnih poremecaja i
poremecaja ponasanja, kao Sto su Alzheimer-ova (AD) i Parkinsonova (PD) bolest (Vyas et al,,
2016; Burtscher et al.,, 2019; Munshi et al., 2020). Treba naglasiti da su hipokampus, prefrontalni
korteks i amigdale deo limbickog sistema, strukture koja je vazZna za formiranje memorije i
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emocija, koja pored toga utice na regulaciju aktivnosti HPA osovine, te predstavljaju potencijalnu
vezu izmedu HPA osovine i neuropsihijatrijskih oboljenja (Smith i Vale, 2006).

Hipokampus, kao Sto je ve¢ recCeno, sadrzi veliki broj glukokortikoidnih i
mineralokortikoidnih receptora i ucestvuje u regulaciji aktivnosti HPA osovine, medutim sve vise
studija ukazuje da i glukokortikoidni hormoni ostvaruju efekat na nivou hipokampusa tacnije da
imaju inhibitornu ulogu u procesima neurogeneze (Wong i Herbert 2004; Tanapat et al., 2001).
Efekat glukokortikoida na sve tri faze neurogeneze, proliferaciju, preZivljavanje i diferencijaciju,
ispitivan je u brojnim studijama (Cameron i Gould, 1996; Gould et al., 1992; Wong i Herbert,
2004; Wong i Herbert, 2006). Wong i Herbert su pokazali da povecan nivo kortikosterona kod
eksperimentalnih  Zivotinja dovodi do znacajnog smanjenja stvaranja neurona, dok
adrenalektomija (odstranjivanje nadbubrezne Zlezde) dovodi do povecanja diferencijacije novih
neurona u hipokampusu (Wong i Herbert, 2006). Pored toga pokazano je da adrenalektomija,
odnosno uslovi bez glukokortikoida, stimuliSe proliferaciju progenitorskih ¢elija u dentate gyrus
regionu, dok povecan nivo glukokortikoida suprimira proliferaciju (Cameron i Gould, 1996;
Gould et al.,, 1992). Dodatno, visok nivo glukokortikoida smanjuje i preZivljavanje progenitorskih
¢elija, dok uslovi bez glukokortikoida stimuliSu ovaj proces (Wong i Herbert, 2004). U skladu sa
pomenutim istrazivanjima, in vitro eksperimenti su pokazali da aplikacija glukokortikoida
povetava stvaranje glija Celija a smanjuju neurogenezu iz progenitorskih stem Ccelija
hipokampusa, dok blokadom GR ovaj efekat moZe da se prevenira (Chetty et al., 2014). Isti efekat
smanjenja neurogeneze postignut je i in vivo, izlaganjem Zivotinja stresu imobilizacijom i
aplikacijom glukokortikoida u trajanju od 7 dana (Chetty et al., 2014). Pored toga pokazano je da
dugorocni tretman Kkortikosteronom redukuje neurogenezu i aktivnost nezrelih neurona u
ventralnom dentate gyrus regionu, ali da ne dovodi do znaCajnog smanjenja generalne aktivnosti
dentate gyrus-a kod odraslih Zivotinja (Workman et al., 2015). U modelu nepredvidenog blagog
hronic¢nog stresa, kod Zivotinja je pokazano smanjenje parametra neurogeneze i opadanje gustine
GAP43 pozitivnih Celija u CA3 regionu hipokampusa, Sto je koreliralo sa depresivnim ponasanjem
(Zavvari et al., 2020).

Medutim, rezultati ispitivanja efekata akivacije HPA osovine na ekspresiju BDNF proteina
u hipokampusu nisu konzistentni. Smith i saradnici su pokazali da se nivo iRNK za BDNF protein
u hipokampusu, pre svega u delu dentate gyrus, znacajno smanjuje ve¢ nakon jednog sata kod
pacova podvrgnutih stresu imobilizacije, Sto je potvrdeno i primenom visokih doza
kortikosterona (Smith et al, 1995). Dodatno, izolacije u adolescentnom periodu kod Zivotinja
dovodi do promena u ekspresiji BDNF proteina u razliitim mozdanim regionima (Meng et al,,
2011). Medutim, efekat dugorocne aktivacije HPA osovine primenom ACTH hormona u trajanju
od 21 dan na nivo BDNF proteina u hipokampusu je izostao (Petrovi¢ et al., 2018).

U mnogobrojnim studijama pokazano je da glukokortikoidi uti¢u na formiranje memorije,
odnosno da uti¢u na dugorocnu potencijaciju i dugoro¢nu depresiju, i da se uticaj moZe objasniti
obrnutom U krivom ili zvono krivom (Slika 8) (de Kloet et al., 1999; Lupien et al., 2007). Smatra
se da optimalna LTP zahteva blago poviSen nivo glukokortikoida, odnosno aktivaciju
mineralokortikoidnih receptora i nekih glukokortikoidnih receptora, gde se aktivacija
mineralokortikoidnih receptora smatra preduslovom za LTP (de Kloet et al., 1999). Suprotno, u
uslovima jako poviSenog nivoa glukokortikoida dolazi do aktivacije svih mineralokortikoidnih i
svih glukokortikoidnih receptora, odnosno dolazi do snazne LTD, uz negativan uticaj na LTP (de
Kloet et al,, 1999).
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Konteks Stresor koji nije u vez
paradiome néenja sa paradigmom uéenja
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Slika 8. Jac¢ina sinapse i okupiranost glukokortikoidnih (GR) i mineralokortikoidnih (MR)

receptori. LTP - dugorocna potencijacija; LTD - dugoro¢na depresija (modifikovano prema referenci: de
Kloet et al., 1999).

U preklinickim studijama ispitivan je efekat aktivacije HPA osovine u standardnim
animalnim modelima za ispitivanje memorije. Baker i Kim su pokazali da stres uti¢e na memoriju
prepoznavanja, odnosno da dovodi do reverzibilnog oSte¢enja dugorotne memorije (Baker i Kim,
2002), dok su Sato i saradnici pokazali da tretman kortikosteronom u trajanju od 14 dana dovodi
do oksidativnih oStecenja u hipokampusu i do postepenog oste¢enja memorije (Sato et al., 2010).
[spitivanja efekata ACTH analoga na uc¢enje i pamcenje u razli¢itim animalnim modelima ukazuju
i na potencijalne pozitivne efekte ovog neuropeptida. U ispitivanju koje su sproveli Hock i
saradnici, aplikacija ACTHw-9) analoga dovela je do smanjenja anamnestickog efekta
elektrokonvulzivnog Soka posle trening faze i primene skopolamina pre trening faze u testu
pasivnog izbegavanja (eng. passive avoidance test). Nadalje, doslo je do poboljSanja performanse
u testu aktivnog izbegavanja i u kruznom lavirintu (eng. radial maze test), Sto ukazuje na
poboljSanje retencije memorije kod miSeva i pacova (Hock et al, 1988). Dodatno, ispitivanje
efekata dva ACTH-9) analoga ukazuje i na pozitivan efekat na skladiStenja olfaktornih
informacija (Roman et al.,, 1989). Antianamnesticki efekat joS jednog ACTH analoga, ACTH @-7),
dobijen je i nakon ishemijskih lezija u prefrontalnom korteksu ispitivano Morisovim vodenim
lavirintom (Silachev et al., 2009).
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1.3.4. Hiperaktivnost HPA osovine i oksidativna oStecenja biomolekula

Glukokortikoidni hormoni oslobodeni u stresnim uslovima povecavaju nivo glukoze u
cirkulaciji putem stimulacije glukoneogeneze, glikogenolize i lipolize, a ovo povecanje
metabolizma indirektno moze da dovode do povecanog stvaranja ROS-a (Spiers et al., 2014;
Teague et al, 2007). Stoga ne cudi zainteresovanost istraZzivackih timova za ispitivanja
povezanosti izmedu aktivnosti HPA osovine i oksidativnih oSte¢enja biomolekula.

Rezultati in vitro studije pokazaju da je mitohondrijalna funkcija ukljucujuci
mitohondrijalnu oksidaciju, mitohondrijalni membranski potencijal i kapacitet za zadrZzavanjem
kalcijuma, regulisana dugoro¢nim tretmanom kortikosteronom (Du et al.,, 2009). Pored toga in
vitro studija pokazala je da hormoni stresa kortizol, adrenalin i noradrenalin mogu da dovedu do
oStecenja DNK, da mogu da uticu na reparaciju DNK i da mogu da doprinesu Ccelijskoj
transformaciji (Flint et al., 2007). U preklini¢kim studijama pokazano je da stres moZe da dovede
do oksidativnih ostec¢enja DNK u moZdanim regionima hipokampusu, amigdale i prefrontalnom
korteksu (Consiglio et al.,, 2010). Stres imobilizacijom kod Zivotinja, pored oksidativnih DNK
oSte¢enja u moZdanim regionima, doveo je i do povecanja lipidne peroksidacije i oksidacije
proteina u moZdanim regionima, plazmi i jetri (Liu et al, 1996). U klinickim ispitivanjima
hroni¢nih psihopatoloskih stanja pokazana je veza izmedu parametara oksidativnih oSecéenja
DNK i nivoa kortizola (Aschbacher et al., 2013; Joergensen et al.,, 2011), dok je veza izmedu
oksidativnih oSte¢enja DNK i HPA aktivnosti pokazana i u studiji velikih razmera (Black et al,,
2017). Navedeni rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u genotoksi¢nom
efekatu glukokortikoida (Bali et al., 1990; Singh et al., 1994; Flint et al., 2007).

U preklini¢koj studiji pokazano je da egzogena primena Kkortikosterona u trajanju od 21
dan, kao i stres izazvan ograni¢enjem (eng. restraint stress) povecavaju oksidativni stres u
moZdanom tkivu Zzivotinja, odnosno dolazi do smanjenja nivoa enzimske i neenzimske
antioksidativne zastite, i dolazi do povecanja lipidne peroksidacije i oksidacije proteina (Zafir i
Banu, 2009). Pored toga, pokazano je da dugorocni tretman kortikosteronom smanjuje kapacitet
DNK molekula u perifernim limfocitima da se in vitro suprotstave visokoreaktivnom
oksidativnom agensu, da dovodi do smanjenja antioksidativne aktivnosti u plazmi pacova, bez
efekta na lipidnu peroksidaciju (Stani¢ et al., 2016). Dodatno pokazano je da je ACTH hormonom
indukovana hipertenzija povezana sa povecanim oksidativnim stresom, koji reaguje na
antoksidativni tretman tempolom, dok vitamin C i vitamin E nemaju efekat na ovu promenu
(Zhang et al.,, 2003; Schyvens et al., 2007).

U skladu sa navedenim, moZe se ocekivati da hroni¢na aktivacija HPA osovine i posledi¢no
oslobadanje glukokortikoida mogu da dovedu do Stetnih uticaja na biomolekule, Sto je verovatno
povezano sa stvaranjem ROS-a.

1.3.5. Eksperimentalni modeli zasnovani na primeni ACTH

U poslednje tri decenije primenom ACTH hormona razvijen je model hronickog stresa i
depresije. Prve studije ispitivanja efekata primene ACTH tretmana kod Wistar pacova pokazale
su da i akutna i hroni¢na primena ACTH hormona dovode do povecanja krvnog pritiska i nivoa
kortikosterona u plazmi pacova (Gamallo et al., 1988; Gamallo et al., 1992). Promene su bile
kompatibilne sa promenama koje su primec¢ene kod Zivotinja izloZenih stresu akutne i hroni¢ne
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buke (Gamallo et al., 1988; Gamallo et al., 1992), Sto je ukazalo da ACTH primena imitira fizioloSki
stres. StaviSe ponovljena primena ACTH hormona je kasnije validirana kao preklini¢ki model
depresije rezistentne na antidepresive kod pacova u testu forsiranog plivanja (eng. forced
swimming-induced stress, FST) (Kitamura et al,, 2002).

1.4. Magnezijum

Magnezijum (Mg) je drugi najzastupljeniji intracelularni katjon koji je ukljucen u skoro sve
anabolicke i katabolicke reakcije, kao kofaktor u preko 300 enzimskih reakcija. Vaznost uloge
magnezijuma ogleda se i u Cinjenici da je magnezijum ukljucen u sve reakcije formiranja i
potrosSnje adenozin-trifosfata (ATP). Pored toga magnezijum ima fizioloski fundamentalnu ulogu
u regulaciji strukture, propustljivosti i integriteta cCelijske membrane, aktiviranju sinteze
fosfolipida membrane, u regulaciji ¢elijskog rasta i reprodukciji, kao i u u transportu i akumulaciji
kalcijuma (Scibior, 2016; Hartwig, 2001). Dodatno, Mg uti¢e i na metabolizam ugljenih hidrata i
lipida, ima ulogu u transportu glukoze u skeletne misice, jetru i masno tkivo, uti¢e na glukozni
transporter 4 i tirozin kinaze povezane sa insulinskim receptorima (Scibior, 2016). Pokazano je
da pored uloge u enzimskim reakcijama ukljucenim u obradu DNK, DNK replikaciji i reparaciji,
Mg utice i na stabilnost DNK i hromatina, odnosno ima ulogu u odrZavanju genomske stabilnosti
(Hartwig, 2001). Kako magnezijum ima ulogu u kontroli celijskog ciklusa i apoptoze,
intracelularna koncentracija magnezijuma je veoma dobro regulisana.

Uzimaju¢i u obzir vaznost uloge magnezijuma u fizioloSkim procesima i patoloskim
stanjima zabrinjavaju¢i su podaci iz epidemioloskih studija sprovedenih u zapadnoj Evropi i
Sjedinjenim Americkim DrZavama, a koje su pokazale da je unos magnezijuma u populaciji daleko
ispod preporucenog dnevnog unosa, odnosno da hrana koja se konzumira ima nizak sadrZaj
magnezijuma u proseku izmedu 30% i 50% preporucenog dnevnog unosa (Grober et al., 2015;
Costello et al,, 2016). Preporuceni dnevni unos magnezijuma po americkom vodi¢u za ishranu je
bliZze definisan u zavisnosti od pola i godina (Dietary Guidelines for Americans, 2015-2020) i u
skladu je sa informacijama dostupnim od strane americkog Nacionalnog instituta za zdravlje za
2021.godinu (eng. National Institutes of Health)(Tabela 2).

Uzimaju¢i u obzir ulogu magnezijuma u neurotransmisiji, veliki broj istraZivanja sprovodi
se kako bi se ispitali potencijalno pozitivni efekti magnezijuma, ukljucujuéi i ispitivanja
neuroloskih bolesti kao $to su migrena, depresija, hronic¢ni bol, anksioznost, mozdani udar, AD i
PD (Kirklend et al., 2018; Petrovi¢ et al, 2018; Singewald et al, 2004; Li et al, 2014). U
preklini¢koj studiji Petrovi¢ i saradnici pokazali su da suplementacija magnezijumom u trajanju
od Cetiri nedelje poniStava stanje ocaja u modelu depresije rezistentne na tricikli¢ne
antidepresive (Petrovi¢ et al., 2018). U skladu sa ovim rezultatima, miSevi hranjeni dijetom sa
smanjenim unosom magnezijuma pokazali su depresivno i anksiozno ponasanje u bihejvioralnim
testovima, a efekti su bili reverzibilni primenom antidepresiva i anksiolitika (Singewald et al,,
2004). Pored toga Li i saradnici su pokazali protektivni efekat magnezijuma na sinapse u modelu
AD kod miSeva (Li et al,, 2014), Sto je u skladu sa rezultatima iz sistemskog pregleda gde je
predstavljeno da je kod vecine pacijenta sa AD smanjen nivo magnezijuma u cerebrospinalnoj
te¢nosti (Varonese et al., 2016). U klinickim studijama sprovedenim na zdravim dobrovoljcima
pokazano je da oralna suplementacija Mg moZe da smanji efekte hiperaktivnosti HPA osovine
(Zogovi¢ et al., 2014; Dmitrasinovi¢ et al., 2016). Pokazano je da Cetvoronedeljna suplementacija
Mg smanjuje aktivnost HPA osovine kod studenata, pre svega smanjenjem kortizola i posledi¢no
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IL-6 (Zogovi¢ et al., 2014), Sto je pokazano i kod rekreativnih sportista (Dmitrasinovi¢ et al.,
2016). Pored toga, suprimiranje hiperaktivnosti HPA osovine doprinelo je i potencijalnom
antidepresivnom efektu Mg kod Zivotinja koje su tretirane ACTH hormonom (Petrovi¢ et al,,
2018).

Tabela 2. Preporuceni dnevni unos magnezijuma u miligramima (mg) po americkom
vodicu za ishranu (modifikovano po referenci: Dietary Guidelines for Americans, 2015-2020).

Uzrast Pol Zenski Muski
Deca: 1-3 godine 80 mg 80 mg
Deca: 4-8 godine 130 mg 130 mg

Deca: 9-13 godine 240 mg 240 mg
14-18 godina 360 mg 410 mg
>18 godina 310 - 320 mg 400 - 420 mg

1.4.1. Uloga magnezijuma u uc€enju i pamcenju

Magnezijum kao alosterni modulator NMDA receptora neophodan je za regularnu
aktivnost ovog receptora, Sto ukazuju na znacajnu ulogu magnezijum jona u modulaciji neuralne
aktivnosti (Vargas-Caballero i Robinson, 2004; Ruppersberg et al, 1994). Kako su NMDA
receptori ukljuc¢eni u dugoro¢nu potencijaciju i sinapticku plasticnost, moze se pretpostaviti da je
uloga magnezijuma u znacajnoj meri povezana sa kognitivnim procesima. Nedostatak
magnezijumom posredovane blokade NMDA receptora, dovodi do preterane depolarizacije i
ekcitatoksticnosti Sto potencijalno moZe da dovede do AD i drugih neurodegenerativnih
poremecaja koji ukljuc¢uju gubitak memorije (Zhang et al, 2016). Do sada je u preklinickim
studijama terapijskih efekata magnezijuma najviSe ispitivane sa ciljem umanjivanja samog
memorijskog deficita nastalog starenjem ili usled traumatskih povreda mozga (Billard, 2006; Sen
i Gulati, 2010; Hoane, 2007).

Glutamat kao glavni ekscitatorni neurotransmiter u centralnom nervnom sistemu svoj
efekat ostvaruje preko metabotropnih i jonotropnih receptora, NMDA-R (N-metil-D-aspartat
receptor), AMPA-R (a-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazolpropionat receptor) i Kkainatnih
receptora, na presinaptickoj i postsinaptickoj membrani. NMDA receptor je heterotetramerni
proteinski kompleks koji se sastoji iz viSe subjedinica naj¢eSCe NR1 i NR2 subjedinica, dok se NR3
subjedinica rede javlja (Slika 9). Proteinski kompleks gradi jonski kanal koji je propustljiv za
jednovalentne i dvovalentne katjone, pre svega kalcijum, natrijum i kalijum. Specificnost ovog
receptora je u tome Sto se aktivira vezivanjem dva molekula, i to agonistima receptora
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glutamatom (mesto vezivanja na NR2 subjedinici) i glicinom (mesto vezivanja na NR1
subjedinici). Pored toga pokazano je da se D-serin takode vezuje za glicinskom mesto vezivanja,
te da je bar podjednako potentan kao glicin (Kalia et al., 2008). Medutim i pored visokog afiniteta
za glutamat, individualni ekscitatorni input ne dovodi do aktiviranja NMDA-R i otvaranja kanala,
pre svega zbog voltazno zavisne blokade receptora magnezijumom (Nowak et al., 1984). Pri
normalnoj polarizaciji Celija ekstracelularni Mg jon snazno se vezuje za mesto unutar samog
kanala i dovodi do blokiranja kanal (Slika 9), dok prilikom depolarizacije dovoljnog intenziteta
Mg napusta vezujuce mesto u samom NMDA-R, oslobada se pora kanala i omogucava se prolazak
jona (Kalia et al., 2008). Sve ovo ukazuje da je za maksimalnu aktivnost ekscitatorne
glutamatergicke sinapse, pored oslobadanja glutamata iz presinaptickog zavrSetka neophodna i
dovoljno jaka depolarizacije postsinaptiCke membrane koja Ce rezultovati disocijacijom Mg i
otvaranjem kanala. Stoga, u centralnom nervnom sistemu magnezijum kao alosterni modulator
pokazuje supresivan efekat na glutamatergicku neurotransmisiju, voltazno zavisnom blokadom
NMDA-R. Pri niskim nivoima ekstracelularnog magnezijuma u centralnom nervnom sistemu
blokada NMDA-R izostaje i dolazi do hiperekscitabilnosti NMDA-R, poveéane propustljivosti
jonotropnog kanala i produZenog ulaska katjona, pre svega kalcijuma, i produZene depolarizacije.
Na ovaj nacin pospesuje se kalcijumom-izazvana ekscitotoksi¢nost, Sto se moZe povezati sa
razvojem AD i drugih neurodegenerativnih poremecaja (de Baaij et al.,, 2015; Zhang et al., 2016).
Dodatno, povecan nivo intracelularnog kalcijuma u neuronima moZe da dovede do povecanog
stvaranja ROS-a i do ¢elijske smrti (de Baaij et al., 2015).

ca2+
Na*

Extracellular i
Intracellular
ho tase  Signalling
Enzyme
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Slika 9. NMDA receptor i mesta vezivanja za glutamat, glicin i magnezijum. NMDA receptor se
sastoji iz NR1 i NR2 subjedinica, koje formiraju jonski kanal za kalijum, natrijum i kalcijum. Agonisti
NMDA-R su glicin (Gly) - vezujuce mesto na NR1 subjedinica i glutamat (Glu) - vezujuée mesto na NR2
subjedinica, dok je magnezijum (Mg) alosterni modulator. Intracelularni targeti same aktivacije receptora
ukljucuju kinaze, fosfataze, druge enzime i proteini (eng. scaffold proteins). K* - kalijum; Ca2* - kalcijum;
Na+ - natrijum (modifikovano po referenci: Kalia et al., 2008).
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NMDA receptori su esencijalni za ekscitatornu sinapticku transmisiju i sinapticku
plasti¢nost, dugoro¢nu potencijaciju i dugoro¢nu depresiju i sve je viSe dokaza o njihovoj ulozi u
procesima ucenja i pamc¢enja (Paoletti et al.,, 2013; Zhang et al., 2016; Blanke i VanDongen, 2009).
Veliki broj preklinickih istrazivanja spoveden je kako bi se definisala uloga NMDA receptora u
memoriji prepoznavanja u tri klju¢na moZdana regiona, hipokampusu, peririnalnom korteksu i
medijalnom prefrontalnom korteksu, sa opre¢nim rezultatima o ulozi pojedini¢anih regiona u
prepoznavanju objekta, mesta i povezanosti objekata i mesta, odnosno ulozi u formiranju
dugorocne i kratkorotne memorije (Warburton et al,, 2013). Medutim, pokazano je da ucenje u
okviru NORT testa dovodi do povecanja jacine sinapsi u samom hipokampusu, $to je potvrdeno i
elektrofiziolosSkim testovima, te da su NMDA-R ukljuceni u adaptivni proces (Clarke et al., 2010).
Dodatno, uloga NMDA-R posredovane LTP u u€enju potvrdeno je smanjenjem LTP i oStecenjem
prostornog ucenja primenom NMDA-R antagoniste i genetskom izmenom NMDA-R u
hipokampusu (Morris et al., 1986; Sakimura et al., 1995).

Pregledom literature moZe se naci veliki broj studija koje se bave ispitivanjima upravo
efekata nedostatka magnezijuma ili suplementacije magnezijuma na memoriju Zivotinja. U
preklinickim studijama najviSe je ispitivan efekat magnezijuma u novosintetisanoj formi
magnezijum-L-treonata (MgT). Slutski i saradnici su pokazali da hroni¢na suplementacija
magnezijumom u formi MgT dovodi do znaCajnog povecanja koncentracije magnezijuma u
mozgu, Sto je uticalo na poboljSanje ucenja i memorije (Slutsky et al, 2010). MgT tretman u
trajanju od meseca dana doveo je do poboljSanja parametara kratkorocne i dugoro¢ne memorije,
ispitivano kod mladih i starih Zivotinja (Slutsky et al., 2010). Dodatno, MgT tretman je doveo do
povecanja sinapticke gustine u hipokampusu, ushodne regulacije NMDA-R i povecanja sinapticke
plasti¢nosti, kao i do poveéanja nivoa BDNF proteina (Slutsky et al., 2010). Stavi$e ovi rezultati su
u skladu sa in vitro rezultatima koji su pokazali da povecanje koncentracije magnezijuma dovodi
do povecanja sinapticke plasticnosti u kulturi ¢elija hipokampalnih neurona, te ukazali da je
magnezijum pozitivni regulator sinapticke plasti¢nosti (Slutsky et al., 2004). Wang i saradnici su
pokazali da tretman magnezijumom u trajanju od dve nedelje mozZe da prevenira i obnovi deficit
kratkoro¢ne memorije i dugorocne potencijacije u CA3-CA1 sinapsama hipokampusa u modelu
hroni¢nog neuropatskog bola (Wang et al., 2013). MgT primenjivan preventivno i terapijski
doveo je do inhibicije prekomerne ekspresije TNF-a, pro-inflamatarnog citokina koji je ushodno
regulisan u modelu neuropatskog bola. Nadalje, MgT pokazao je efekat na NMDA-R, gde je
smanjio negativni efekat neuropatskog bola na NMDA receptorima posredovanu struju (Wang et
al,, 2013). U skladu sa ovim rezultatima, Zhao i saradnici su pokazali da deficit memorije izazvan
antikancerskim lekom oksaliplatinom, koji je povezan sa ushodnom regulacijom TNF-a i aktivne
forme nuklearnog faktora kapa B (eng. nuclear factor kappa-B, NK-kB) i deficitom magnezijuma,
moZe da se prevenira suplementacijom magnezijumom (Zhou et al,, 2021). Desetodnevni tretman
magnezijumom doveo je do anuliranja efekta antikancerske terapije na indeks prepoznavanja u
NORT testu kratkoro¢ne memorije, kao i do anuliranja efekta na nivo TNF-a i aktivne forme NF-
kB u hipokampusu i medijalnom prefrontalnom korteksu kod Zivotinja tretiranih antikancerskom
terapijom u kombinaciji sa MgT (Zhou et al., 2021). Interesantno je da desetodnevni tretman MgT
nije imao efekta na indeksa prepoznavanja u NORT testu u odnosu na kontrolnu grupu (Zhou et
al, 2021). Dodatno, u preklini¢koj studiji sa ciljem ispitivanja memorije straha pokazano je da
hronicni tretman MgT deluje na nivou prefrontalnog korteksa, te da dovodi po povec¢anja NMDA-
R signalnog puta, ekspresije BDNF proteina, gustine presinaptickih punktova i sinapticke
plasti¢nosti u prefrontalnom korteksu (Abumaria et al.,, 2011). Pored toga, Sadir i saradnici su
pokazali pozitivan efekat dugorocnog tretmana MgT na retenciju memorije u uzdignutom plus
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lavirintu (eng. Elevated plus maze, EPM), medutim i tretmani sa MgClz i MgSO4 su pokazali trend
ka povecanju retencije memorije (Sadir et al., 2019).

Interesantno je da je potencijalno pozitivan efekat suplementacije magnezijumom
ispitivan i u animalnim modelima AD. Xu i saradnici su pokazali da u streptozotocin modelu AD,
najceS¢em obliku demencije koju izmedu ostalog karakteriSe progresivan gubitak neurona i
sinapsi, dolazi do opadanja nivoa magnezijuma u hipokampusu i dolazi do oSteenja ucenja i
pamcenja (Xu et al.,, 2014). U istom eksperimentu i.p. administracija magnezijuma u vidu MgSO4 u
trajanju od 7 dana dovela je do povecanja koncentracije magnezijuma u mozgu, zastitila je
kapacitete za ucenje i pamcenje, smanjila je efekat AD na LTP, abnormalnosti dendrita i
sinapticke proteine (Xu et al,, 2014). Pored toga, u transgenom miSjem modelu AD pokazano je da
je per os tretman MgT sinaptoprotektivan, odnosno da prevenira gubitak sinapsi i opadanje
memorije koje se javlja u netretiranoj grupi transgenih miseva (Li et al., 2014).

MozZe se zakljuciti da je mnogo viSe ispitivan terapijski efekat magnezijuma na smanjenje
deficita memorije koje je povezano sa starenjem i povredama mozga u odnosu na studije u
kojima se ispituje prokognitivni efekat magnezijuma kod zdravih Zivotinja i Zivotinja izloZenih
stresu (Billard, 2006; Sen i Gulati, 2010; Hoane, 2007).

1.4.2. Magnezijum i oksidativni status

Literaturni podaci ukazuju na potencijalne antioksidativne efekte magnezijuma. Pokazano
je da deficit magnezijuma stimuliSe sistemsku inflamaciju, odnosno oslobadanje inflamatornih
citokina, Sto posledicno aktivira ¢elije imunog sistema i dovodi do produkcije ROS-a (Weglicki et
al, 1992). U in vitro studijama pokazano je da magnezijum ima potencijal da redukuje
oksidativna oStecenja i da poveca aktivnost antioksidativnih enzima. Chen i saradnici su pokazali
u studiji na kulturi Celija koStane srZi da magnezijum moZe da poveca aktivnost antioksidativnih
enzima superoksid dizmutaze i katalaze i da tako smanji oksidativna oSte¢enja nastala UV
zraCenjem, te da potencijalno redukuje UV indukovanu apoptozu celija (Chen et al, 2019).
Suplementacija magnezijumom i selenom u kombinaciji u trajanju od osam nedelja je u studiji
sprovedenoj na pacovima hranjenim visoko masnom ishranom povecéala aktivnost
antioksidativnih enzima u serumu, pre svega SOD enzima, i smanjila koncentracija markera
lipidne peroksidacije malondialdehida (MDA) (Zhang et al, 2018). Kod Zivotinja kojima je
alokasonom izazvan dijabetes, cetvoronedeljna suplementacija Mg je delimi¢no obnovila
antioksidativne parametre i smanjila oksidativni stres izazvan dijabetesom, povecana je
aktivnost SOD enzima, glutantion-S-transferaze i nivoa vitamina C, a smanjena je lipidna
peroksidacija (Hans et al., 2003). Nasuprot ovim rezultatima, Scibior i saradnici, koji su pratili
efekte suplementacije magnezijumom u trajanju od 12 nedelja na koStano tkivo pacova, pokazali
su da suplementacija Mg (MgS04) smanjuje lipidnu peroksidaciju u koStanom tkivu. Pored toga
suplementacija Mg smanjuje i aktivnosti antioksidativnih enzima superoksid-dizmutaze,
glutantion peroksidaze i glutantion reduktaze, dok nema efekat na aktivnost katalaze (Scibior et
al., 2018). Takode, pokazano je da deficit Mg u ishrani kod eksperimentalnih Zivotinja dovodi do
povecanja oksidativnog stresa, odnosno da prilikom deficita magnezijuma u ishrani dolazi do
smanjenja aktivnosti enzimskih antioksidanasa u jetri i smanjenja nivo neenzimskih
antioksidanasa u plazmi, dok dolazi do povecanja lipidne peroksidacije (Chaudhary et al., 2007).
Kuzniar i saradnici su takode pokazali da deficit Mg u ishrani kod eksperimentalnih Zivotinja
dovodi do promena u antioksidativnom sistemu zastite gde je pokazano da pored smanjene

25



aktivnosti antioksidativnih enzima - SOD, glutantion peroksidaze i glutantion-S-transferaze,
dolazi do smanjenja i nivoa glutantiona (Kuzniar et al., 2003). Ispitivanjem efekata magnezijuma
na lipidnu peroksidaciju, Sadir i saradnici su pokazali da magnezijum tretman u trajanju od 28
dana smanjuju nivo MDA enzima u mozgu Zivotinja tretiranih magnezijumom u vidu MgClz,
MgS04 i1 MgT (Sadir etal., 2019).

Rezultati klini¢ke studije pokazali su da magnezijum ima potencijal da umanji oksidativna
oStecenja DNK u perifernim limfocitima nezavisno od stila Zivota, ispitivano komet testom
(Petrovi¢ et al., 2016), dok je nedostatak magnezijuma kod gojaznih ljudi povezan sa povecanim
oksidativnim stresom (Morais et al., 2017).
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2. CILJEVI RADA

[straZivanje obuhvaceno ovom disertacijom imalo je za cilj da se ispita efekat farmakoloski
izazvanog stresa, indukovanjem hiperaktivnosti stres osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
zlezda, na ucenje i pamcenje, kao i na molekularne promene u hipokampusu i locus ceruleus-u, uz
pratenje parametara oksidativnog stresa i oksidativnih oSte¢enja DNK molekula kod
eksperimentalnih Zivotinja pacova Wistar soja. Dodatno, cilj predloZene disertacije bio je da se
ispita efekat akutne i dugoro¢ne suplementacije magnezijumom na ucenje i pamdenje u
fizioloSkim i uslovima hiperaktivnosti HPA osovine. U navedenim animalnim modelima bio je cilj
i ispitivanje povezanosti promena parametara memorije sa nivoom oksidativnog stresa i
promenama u strukturi hipokampusa, regiona mozga u najvec¢oj meri odgovornog za formiranje
memorije.

Da bi se realizovali postavljeni ciljevi istraZivanje se odvijalo u dve faze:

I. U prvoj fazi istraZivanja ispitivano je na koji na¢in akutna i dugoro¢na primena ACTH
hormona uti¢u na memoriju Zivotinja, kao i kakav je efekat suplementacije magnezijumom
na uCenje i pamcenje Wistar pacova. Cilj prve faze istraZivanja bio je da se istraze:

e Promene u pozivanju memorije, nakon akutno izazvanog stresa primenom ACTH
hormona 30 minuta pre testa, kao i promene nakon akutne primene magnezijuma
koriS¢enjem testa prepoznavanja novog objekta (eng. Novel object recognition test -
NORT);

e Promene u pozivanju memorije nakon dugotrajne primene ACTH hormona u
trajanju od 21 dan, kao i da li primena magnezijuma u trajanju od 28 dana utice na
promene u ucenju i pamcenju, koriS¢enjem testa prepoznavanja novog objekta,
NORT testa;

e Promene u koncentraciji glavnog hormona stresa kod glodara - kortikosterona u
plazmi eksperimentalnih Zivotinja, kao i nivoa magnezijuma u mozgu
eksperimentalnih Zivotinja.

[I. U drugoj fazi istrazivanja ispitivan je efekat povecane aktivnosti HPA osovine na promene
u oksidativnom statusu i na molekularne promene u hipokampusu i locus ceruleus-u
pacova, uz pracenje efekata suplementacije magnezijumom na ove parametre. Cilj druge
faze istraZivanja bio je da se nakon dugotrajne primene ACTH hormona i magnezijuma
istraze:

e Promene nivoa markera oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u plazmi
Zivotinja, koriS¢enjem standardnih biohemijskih metoda;

e Stepen oksidativnog oStec¢enja DNK molekula u perifernim limfocitima koris¢enjem
Comet testa;
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¢ Promene u parametrima neurogeneze u hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja:
doublecortin (DCX), neutrofi¢ni faktor poreklom iz mozga (eng. Brain-derived
neurotrophic factor - BDNF) i protein povezan sa rastom 43 (eng. Growth-
associated protein - GAP-43);

e Promene u nivou ekspesiju alpha-2A adrenergic¢kih receptora (a2A-AR) u locus
ceruleus-u (LC).
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. EKsperimentalne Zivotinje

U eksperimentalnom istrazivanju koris¢ene su eksperimentalne Zivotinje, pacovi Wistar
soja, muskog pola, starosti 8 nedelja u trenutku preuzimanja sa farme instituta za medicinska
istraZivanja Vojnomedicinske akademije. Prosecna telesna masa Zivotinja iznosila je 200-250 g.

Zivotinje su ¢uvane u vivarijumu Farmaceutskog fakulteta pri standardnim uslovima koji
su podrazumevali temperaturu od 22+1 °C, relativnu vlaznost vazduhu 40% - 70% i ciklus 12h
svetlo - 12h mrak, pri ¢emu se svetlo palilo u 06:00h. Dodatno, Zivotinje su bile smeStene u
grupama od tri do Cetiri Zivotinje u kavezu od pleksiglasa (dimenzija 25 cm x 41 cm x 15 cm).
Cis¢enje kaveza, koje je podrazumevalo i promenu $uske, obavljano je tri puta nedeljno.

Prilikom rada sa eksperimentalnim Zivotinjama posStovani su propisi Etickog komiteta za
rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, broj
dozvole: 323-07-4826/2021-05. Zivotinje su redovno pracene od strane veterinara, praceno je
stanje koZe i krzna pre svega zbog supkutane primene tretmana i konzistencija fekalija zbog
tretmana magnezijumom, kao i bihejvioralni indikatori kao $to su socijalna interakcija, drZanje
tela i hod. Sve aktivnosti i testiranja Zivotinja odvijala su se tokom dnevne faze. Tokom samih
eksperimenta nisu zabeleZeni neZeljeni dogadaji.

3.2. Eksperimentalni dizajn
Eksperimentalni dizajn obuhvatao je dve faze istraZivanja:

U prvoj fazi istraZzivanja ispitivan je nacin na koji akutni i dugoro¢ni ACTH tretmani uticu
na memoriju Zivotinja, kao i efekat akutne i dugoro¢ne suplementacije magnezijumom na ucenje i
pamcenje Wistar pacova.

U drugoj fazi istraZivanja ispitivan je efekat povecane aktivnosti HPA osovine na
molekularne promene u hipokampusu pacova i uticaj povecane aktivnosti HPA osovine na
oksidativni status, uz pracenje efekata dugorofne suplementacije magnezijumom na ove
parametre.

U istraZivanju je uklju¢eno 128 eksperimentalnih Zivotinja. U prvoj fazu istraZivanja ukljuceno je
80 eksperimentalnih Zivotinja, a u drugoj fazi 48 eksperimentalnih Zivotinja.

3.2.1. Eksperimentalni dizajn - prva faza istrazivanja
U sklopu prve faze istraZivanja sprovedena su 3 eksperimenta (Slika 10):

1. U prvom eksperimentu Zivotinje su bile podeljene u dve eksperimentalne grupe (N=8, po
eksperimentalnoj grupi), grupu koja je akutno primala Mg rastvoren u vodi za pice, putem
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gastri¢ne sonde u dozi od 30 mg/kg (0,5 ml na 100 g telesne tezine) i kontrolnu grupu
koja je primala vodu za pi¢e na isti nacin (Slika 10A). Tretmani, Mg i voda za pice
primenjeni su 30 minuta pre test faze NORT testa.

. U drugom eksperimentu Zivotinje su bile nasumi¢no podeljene u Cetiri eksperimentalne
grupe (N=8, po eksperimentalnoj grupi) koje su primale akutne tretmane (Slika 10B). Prva
grupa Zivotinja primala je Mg u dozi od 30 mg/kg (0,5 ml na 100g telesne teZine), putem
gastriCne sonde, i fiziloSki rastvor s.c. (400 pL). Druga grupa Zivotinja primala je akutno 10
ug ACTH s.c. (10 pug u 400 pL fizioloSkog rastvora) i vodu za pi¢e putem gastri¢ne sonde.
Treca grupa Zzivotinja je primala akutne tretmane Mg i ACTH, dok je kontrolna grupa
Zivotinja primala fizioloSki rastvor s.c. (400 pL) i vodu putem gastri¢ne sonde. Svi tretmani
primenjeni su 30 minuta pre test faze NORT testa.

. U trecem eksperimentu ispitivan je efekat dugorocnih tretmana i Zivotinje su nasumicno
podeljene u Cetiri eksperimentalne grupe (N=8, po eksperimentalnoj grupi). Prva grupa
Zivotinja primala je Mg, rastvoren u vodi za pi¢e (300 mg/L) u trajanju od 28 dana, druga
grupa zivotinja primala je od osmog dana ACTH hormon s.c. (10 pg u 400 pL fizioloSkog
rastvora, dnevno) u trajanju od 21 dan, dok je tre¢a grupa Zivotinja primala kombinaciju
tretmana Mg, u trajanju od 28 dana kroz vodu za pice, i od osmog dana ACTH tretman s.c.
(10 pg u 400 pL fizioloSkog rastvora, dnevno) u trajanju od 21 dan. Kontrolna grupa
Zivotinja primala je supkutano fizioloSki rastvor (400 pL) od osmog dana eksperimenta
dok je voda za pice bila dostupna ad libitum (Slika 10C). Kako bi se smanjio efekat davanja
same injekcije Mg grupa je od osmog dana primala s.c. fizioloSki rastvor (400 pL). ACTH
tretirana grupa Zivotinja je imala ad libitum pristup vodi. Prilikom izvodenja NORT testa,
ACTH tretmani su primenjivani 3h pre habituacije, trening ili test faze ispitivanja. Po
zavrSetku NORT testa Zivotinje su Zrtvovane uvodenjem u opStu anesteziju injekcijom
natrijum-tiopental (Nesdonal®, Roche, Svajcarska). U svrhu odredivanja koncentracije
magnezijuma u mozgu i kortikosterona u plazmi, Zivotinjama je uzorkovana Kkrv i izolovan
je mozak.
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Slika 10. Prva faza istrazZivanja. (A) U prvom eksperimentu Zivotinje su bile podeljene u dve grupe,
akutno Mg tretirane zivotinje (per os u dozi 30 mg/kg) i kontrolnu grupu. (B) U drugom eksperimentu
Zivotinje su bile podeljene u 4 grupe: akutno Mg tretirane Zivotinje (per os u dozi 30 mg/kg), akutno
ACTH tretirane Zivotinje (s.c. 10 pg/400 pL fizioloSkog rastvora), akutno Mg i ACTH tretirane Zivotinje i
kontrolnu grupu. (C) U treCem eksperimentu Zivotinje su bile dugoro¢no tretirane i podeljene u 4 grupe:
Mg tretirane Zivotinje (300 mg/L u vodi za pi¢e) 28 dana, ACTH (s.c. 10 pg/400 pL fiziolosSkog rastvora)
tretirane Zivotinje od osmog dana u trajanju od 21 dan, Mg i ACTH tretirane Zivotinje i kontrolnu grupu.
NORT test je izvoden po protokolu tokom tri dana: faza habituacije (dan 1), trening faza (dan 2) i test faza
(dan 3). Svi akutni tretmani primenjeni su 30 minuta pre test faze NORT testa.
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3.2.2. Eksperimentalni dizajn - druga faza istrazivanja

U sklopu druge faze istrazivanja ispitivan je efekat dugoroc¢nih tretmana na:

- parametre hipokampalne neurogeneze,

- ekspesiju alpha-2A adrenergickih receptora u locus ceruleus-u,

- markere oksidativnog stresa i antioksidativne zastite,

- stepen oksidativnog oSte¢enja DNK molekula u perifernim limfocitima.

Zivotinje su nasumi¢no podeljene u ¢etiri eksperimentalne grupe (N=12, po eksperimentalnoj
grupi). Tretmani Zivotinja bili su identi¢ni tretmanima opisanim u trecem eksperimentu prve faze
istrazivanja, suplementacija magnezijumom rastvorenim u vodi za pi¢e u trajanju od 28 dana i
ACTH tretman s.c. u trajanju od 21 dan, poc¢evsi od osmog dana eksperimenta (Slika 11):

- Mg grupa - Mg rastvoren u vodi za pic¢e (300 mg/L) u trajanju od 28 dana i od osmog
dana s.c. fizioloski rastvor u trajanju od 21 dan;

- ACTH grupa - ACTH (s.c. 10 pg u 400 pL fizioloSkog rastvora, dnevno) od osmog dana u
trajanju od 21 dan i voda za pice je bila dostupna ad libitum;

- ACTH/Mg grupa - ACTH (s.c. 10 pg u 400 pL fizioloSkog rastvora, dnevno) od osmog dana
u trajanju od 21 dan i Mg rastvoren u vodi za pi¢e (300 mg/L) u trajanju od 28 dana;

- Kontrolna grupa - voda za pice dostupna ad libitum i od osmog dana s.c. fizioloski rastvor
u trajanju od 21 dan.

Po zavrSetku tretmana, 28-og dana eksperimenta, Zivotinje su uvedene u anesteziju ip.
primenom natrijum tiopentalnom (50 mg/kg; Nesdonal®, Roche, Svajcarska). Puna krv
uzorkovana je kardija¢nom punkcijom i deo krvi se koristio za ispitivanje stepena oSte¢enja DNK
molekula perifernih limfocita, a krvna plazma je koriS¢ena za ispitivanje markera oksidativnog
stresa i antioksidativne zaStite. Iz uzoraka mozga izolovani su hipokampus i locus ceruleus, i od 6
nasumicno odabranih Zivotinja iz svake eksperimentalne grupe hipokampus i locus ceruleus su
ukalupljeni u parafin za imunohistohemijsku analizu, dok su od preostalih 6 zZivotinja
hipokampusi ostavljeni na -80 °C do Western Blot analize.
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Slika 11. Druga faza istraZivanja - tretmani Zivotinja. Zivotinje su bile podeljene u 4 grupe: Mg
tretirane zivotinje (300 mg/L u vodi za pice) u trajanju od 28 dana, ACTH (s.c. 10 ug u 400 pL fizioloSkog
rastvora) tretirane Zivotinje od osmog dana u trajanju od 21 dan, kombinacijom tretmana (Mg i ACTH)
tretirane Zivotinje i kontrolnu grupu Zivotinja.
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3.2.3. Supstance korisc¢ene kao tretmani: magnezijum i ACTH analog

Magnezijum u obliku magnezijum-sulfata (MgS0O4), dobijen od Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu, rastvaran je u vodi za pice i za akutne i za dugorocne tretmane. U eksperimentima sa
akutnim tretmanima Mg2+* u dozi 30 mg/kg (0,5 ml na 100 g telesne teZine) primenjivan je putem
gastricne sonde, a kako bi se umanjio efekat nacina primene na rezultate eksperimenta ostale
Zivotinje su u istom eksperimentu dobijale placebo vodu za pi¢e putem gastricne sonde. U
eksperimentima sa dugoro¢nim tretmanima Mg2* rastvoren u vodi za pi¢e (300 mg/L) bio je
dostupan ad libitum. Koli¢ina konzumirane vode merena je na dnevnom nivou i prosecan dnevni
unos MgZ*bioje 48,6 + 10,1 mg/kg.

ACTH analog tetrakosaktid-acetat (Synacthen®, Novartis Pharma AG, Bazel, Svajcarska)
primenjivan je s.c. u dozi 10 pg rastvoreno u 400 pL fizioloSkog rastvora, a kako bi se umanjio
efekat nacina primene na rezultate eksperimenta Zivotinje koje nisu dobijale ACTH analog u
istom eksperimentu dobijale su s.c. 400 pL fizioloSkog rastvora. Ampule Synacthen® ¢uvane su
pod kontrolisanim uslovima u friZideru pri temperaturi 2 °C - 8 °C, a rastvori ACTH analoga su
sveZe pripremani pre same primene. Injekcije su primenjivani svakog dana u isto vreme (+ 30
minuta), uz obavezno rotiranje mesta primene kod Zivotinja kod kojih su primenjivani dugoro¢ni
tretmani.

3.3. Test prepoznavanja novog objekta - NORT

Promene u dugotrajnoj memoriji eksperimentalnih Zivotinja, ispitivanje uticaja
hiperaktivnosti stres osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubreZzna Zlezda, kao i potencijalno
prokognitivnih efekata magnezijuma praceno je testom prepoznavanja novog objekta (eng. Novel
object recognition test - NORT). Poznata Cinjenica da pacovi i miSevi imaju urodenu preferenciju
za novim, te da mogu da prave razliku izmedu poznatog i novog, iskoris¢ena je za test
prepoznavanja novog objekta. Prednosti ovog testa su pre svega u Cinjenici da ne zahteva obimne
treninge i nije stresan za Zivotinje, $to ga Cini slicnim testovima prepoznavanja koji se koriste u
klinickim ispitivanjima (Dere et al., 2007).

3.3.1. NORT protokol

NORT protokol koji je koriS¢en koncipiran je tako da mogu da se ispitaju prokognitivni
efekti tretmana. Naime cCitav test se sastoji iz tri faze gde je interval izmedu faza 24h (Slika 12).
Prva faza, faza habituacije, obuhvata fazu prilagodavanja Zivotinja na okolinu i aparaturu za
izvodenje testa. Tokom ove faze Zivotinje su slobodne da istrazuju okolinu u trajanju od pet
minuta (Slika 12A). Druga faza, trening faza, obuhvata fazu tokom koje se postavljaju dva
identicna objekta za istraZivanje. U toku ove faze Zivotinje su slobodne da istrazuju dva identi¢na
objekta u trajanju od pet minuta (Slika 12B). Treca faza, test faza, je faza u kojoj se umesto jednog
prethodno istrazivanog objekta stavlja novi objekat. U toku ove faze Zivotinje su slobodne da
istraZuju objekte, stari ve¢ poznati objekat i novi objekat u trajanju od pet minuta, pri ¢emu se
prati vreme Koje Zivotinje provedu istrazujuci novi i ve¢ poznati objekat u test fazi (Slika 12C). U
ovom protokolu ne ocekuje se da kontrolne Zivotinje zapamti trening fazu, odnosno ocekuje se da
kontrolna grupa Zivotinja ne pravi razliku u istraZivanju novog i ve¢ videnog objekta u test fazi.
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Sa druge strane, oCekuje se da Zivotinje koje su zapamte trening fazu, u test fazi viSe vremena
provode istrazujuci novi objekat, shodno urodenoj preferenciji za novim.

Slika 12. NORT protokol obuhvata tri faze: fazu habituacije (A), trening fazu (B) i test fazu
(C); gde je interval izmedu faza 24h. (A) Faza habituacije: Zivotinje istrazuju okolinu u trajanju od 5
minuta. (B) Trening faza, tokom koje se postavljaju dva identi¢na objekta za istrazivanje: Zivotinje
istrazuju dva identi¢na objekta u trajanju od 5 minuta. (C) Test faza, tokom koje se postavljaju jedan ve¢
istrazivani objekat i jedan novi objekat za istraZivanje: Zivotinje istraZuju dva objekta u trajanju od 5
minuta. U toku eksperimenta prati se vreme Kkoje Zivotinje provedu istrazujuci novi i ve¢ poznati objekat u
test fazi.
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Za izvodenje NORT testa koriSCeno je ogradeno drveno polje dimenzija 60 cm x 40 cm x
60 cm sa crnim gumenim podom. Predmeti koji su koriS¢eni kao objekti bili su Zuta staklena
piramida (10 cm x 10 cm x 10 cm) i standardna aluminijumska konzerva (0,33 ml). Uticaj efekta
urodene preferencije za odredenim predmetom ili pozicijom u prostoru eliminisan je
randomizacijom predmeta i pozicija unutar drvenog polja, tako Sto je Zivotinjama u trening fazi
nasumicno odredivan objekat za istrazivanje, dok je u test fazi nasumi¢no odredivan poloZaj
novog objekta (Slika 13). Olfaktorni tragovi Zivotinja uklanjani su nakon svakog eksperimenta uz
pomo¢ 70% etanola. PonaSanje Zivotinja snimano je koriS¢enjem digitalne kamere povezane sa
softverom ANY-maze (Stoelting Co, Velika Britanija), sistemom koji je podesSen tako da
automatski prati glavu Zivotinja i snima koliko je vremena Zivotinja provela u zoni objekta, a koji
je virtualno podeSen da obuhvata 2 cm oko samog objekta. Fizicko dodirivanje objekta i njuskanje
objekta smatralo se istraZivanjem objekta (Dere et al., 2007), dok se penjanje i sedenje na samom
objektu nisu racunali kao istrazivanje (Slika 14). Zivotinje koje nisu istraZivale objekte u
ukupnom trajanju od 10 sekundi iskljuCene su iz studije i statisticke analize. U eksperimentu sa
dugorocnim tretmanom NORT protokol se sprovodio tokom poslednja 3 dana tretmana.

Trening faza Test faza

mesto 1 | mesto 2 | mesto 1 | mesto 2
I | | 1
il i | i
i | i |
il i i |
I | | 1
il i | i
i | i |
il il i |

Slika 13. NORT test: randomizacija objekata u trening fazi i randomizacija pozicije
objekata u test fazi. U trening fazi naizmeni¢no i nasumic¢no postavljani su objekat I i objekat II. U test
fazi novi objekat je nasumic¢no postavljan na novu poziciju (mesto), $to je na slici predstavljeno plavom
bojom. | - objekat Zuta staklena piramida; II - objekat standardna aluminijumska konzerva.
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Slika 14. NORT test: primeri ponasanja Zivotinja tokom izvodenja eksperimenta. (A i B)
Njuskanje objekta od strane eksperimentalne Zivotinje. (C) Dodirivanje objekta od strane eksperimentalne
zivotinje. (D) Penjanje na objekat od strane eksperimentalne Zivotinje. Fizicko dodirivanje objekta i
njuskanje objekta smatralo se istrazivanjem objekta, dok se penjanje i sedenje na samom objektu nisu
racunali kao istraZivanje. PonaSanje Zivotinja snimano je koriS¢enjem digitalne kamere povezane sa
softverom ANY-maze (Stoelting Co, Velika Britanija).

3.3.2. NORT parametri

U NORT eksperimentima praceni parametri koji su koriSceni za statisticku analizu i
evaluaciju efekata tretmana bili su vreme istrazivanja poznatog (eng. familiar object exploration
time - tf) i vreme istraZivanja novog objekta (eng. novel object exploration time - tn) tokom test
faze. Dodatno, na osnovu ovih parametara odredivani su i indeks prepoznavanja (eng. recognition
index - R index) i indeks diskriminacije (eng. discrimination index - D index) za dodatnu
statisticku analizu izmedu eksperimentalnih grupa Zivotinja (Wang et al, 2013; Gard et al,
2012)(Slika 15).
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Slika 15. NORT test: formule za izracunavanje indeksa diskriminacije i indeksa
prepoznavanja u test fazi. DI - indeks diskriminacije; RI - indeks prepoznavanja; tf - vreme
istrazivanja poznatog objekta u test fazi; tn - vreme istraZivanja novog objekta u test fazi.

3.4. Odredivanje Kkoncentracije magnezijuma u prefrontalnom
korteksu mozga eksperimentalnih Zivotinja

U treCem eksperimentu prve faze istrazivanja, nakon uvodenja u anesteziju i dekapitacije,
Zivotinjama je izolovan mozak sa ciljem odredivanja koncentracije magnezijuma u prefrontalnom
korteksu. Prefrontalni korteks je izolovan na osnovu Paxinos-Watson-ovog atlasa i koris¢enjem
matriksa za mozak pacova (Zivic instruments, Pitsburg, SAD). Uzorci tkiva su mineralizovani
koncetrovanim kiselinama analiticke Cistoce HNO3 i HClOs4 (Merck, Darmstad, Nemacka) u
odnosu 4:1, a nakon mineralizacije uzorci su diluirani sa 0,1 mol/L HNOs3 i koncentracija
magnezijuma je odredivana plamenom atomskom apsorpcionom sprektrofotometrijom (eng.
flame atomic absorption spectrophotometry, FAAS, instrument GBC 932AA, Dandenong, Australija).
Dok su za validaciju metode KkoriS¢eni referentni uzorci nacionalnog biroa za standarde (eng.
National Bureau of Standards, NIST SRM 1577a bovine liver, National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, SAD).

3.5. Odredivanje Koncentracije Kkortikosterona u plazmi Wistar
pacova

Nivo kortikosterona u plazmi Wistar pacova odredivan je koriS¢enjem sistema tec¢na
hromatografija - elektrosprej jonizacija - tandem masena spektrometrija (eng. Liquid
chromatography - Electrospray lonisation - Tandem mass spectrometry, LC-ESI-MS/MS).

Puna krv Zivotinja dobijena sréanom punkcijom, prvo je centrifugirana, nakon cega je u
dobijeni supernatant dodat deksametazon kao interni standard. Ekstrakcija uzoraka, 250 pL,
odradena je na koloni ¢vrste faze (eng. solid-phase column - SPE; ekstrakciona kolona: SOLA 10
mg/mL, Thermo Scientific, kat. br. 60109-001, SAD) postavljenoj na vakum. Prekondicioniranje
ekstrakcione kolone odradeno je sa 1 ml metanola (Sigma Aldrich Co., kat. br. 34885, SAD) i 2 ml
destilovane vode. Nakon nanoSenja uzorka, analizirani uzorci eluirani su sa 1 ml metanola (Sigma
Aldrich Co., kat. br. 34885, SAD). Kako bi dobili kalibracionu krivu u 6 tacaka (Wong et al., 1994),
radni rastvori kortikosterona i deksametazona pripremani su u metanolu (500 pg/mL za
kortikosteron; 10 pg/mL za deksametazon) i razblaZeni su sa destilovanom vodom do finalnih
koncentracija: 50 ng/mL, 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 750 ng/mL i 1000 ng/mL u plazmi
bez kortikosterona. Za odredivanje koncentracije kortikosterona koriS¢ena je tecna
hromatografija pod visokim pritiskom (eng. High pressure liquid chromatography, HPLC; Accela
3000, Thermo Scientific, SAD) spregnuta sa masenim detektorom (TSQ Quantum Access Max,
Thermo Scientific, SAD; radni parametri - tabela 3) pod slede¢im uslovima:
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e Kortikosteron: 346,96—121,04; koliziona energija - CE = 22 V;
346,96—328,82; koliziona energija - CE=15V;
e Deksametazon: 393,02—355,05; koliziona energija- CE=10V.

Hromatografsko razdvajanje uzoraka radeno je na koloni Xterra MS C18 3,5 um, 2,1x150
mm (Waters S.A.S., kat. br. 186000408, Francuska) na temperaturi od 30 °C i pri protoku mobilne
faze od 300 pL/min, pri cemu je koriS¢ena mobilna faza acetonitril (Sigma Aldrich Co., kat. br.
34967,SAD) i 0,1 % rastvor mravlje kiseline u destilovanoj vodi (50% : 50%).

Tabela 3. Radni parametri masenog detektora prilikom odredivanje koncentracije
kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja.

Maseni detektor - radni parametri:
- napon spreja 4500V
- temperatura uparivaca 400 °C
- pritisak noseceg gasa 50
- pritisak pomoc¢nog gasa 40
- kapilarna temperatura 300 °C.

3.6. Izolovanje i odredivanje KkoliCine proteina u hipokampusu
Western blot metodom

Kako bi se odredila koli¢ina neurotrofi¢nog faktora poreklom iz mozga (eng. Brain derived
neurotrophic factor, BDNF) i proteina povezanog sa rastom 43 (eng. Growth Associated Protein 43,
GAP-43) u drugoj fazi istrazivanja od 6 nasumic¢no odabranih Zivotinja iz svake eksperimentalne
grupe izolovani su hipokampusu za Western blot analizu. Western blot metoda je Siroko
primenjivana za detekciju i analizu proteina, a sama metoda se zasniva na prenosu
elektroforetski razdvojenih proteina sa gela na membranu nakon Cega se proteini mogu
specifi¢no vizualizovati. Sematski prikaz Western blot metode je prikazan na slici 16.

3.6.1. Priprema tkiva hipokampusa za Western blot analizu

Nakon Zrtvovanja Zivotinja hipokampusi su izolovani i ¢uvani na -80 °C do Western blot
analize. Tkivo hipokampusa je homogenizovano na 4 °C u 300 pL RIPA pufera (Sigma Aldrich, kat.
br. R0278, SAD), gde RIPA (eng. Radioimmunoprecipitation assay) pufer (150 mM NaCl, 1,0%
IGEPAL® CA-630, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0) ima ulogu u
liziranju celija i solubilizaciji proteina iz uzorka. Nakon homogenizacije, homogenizati su
ostavljeni u frizideru na 4 °C da liziraju sat vremena, nakon c¢ega su centrifugirani 20 minuta na
12 000 obrtaja po minuti na 4 °C. Iz izolovanog supernatanta odredivana je ukupna koli¢ina
proteina (Lowry et al,, 1951), a kao standard je koriS¢en BSA (eng. Bovine serum albumine, BSA,
Sigma Aldrich Co., kat. br. A2058, SAD) u koncentracijama 0,2-10 mg/ml. Odredivanje koli¢ine
proteina radeno je u duplikatu, za svaki uzorak i standardni rastvor. Koncentracija proteina
svedena je na istu - 6 mg/ml razblaZivanjem sa destilovanom vodom.

38



Lysis

I

Intact cell qg Protein
b

denaturation "
‘ Priprema uzoraka ’

@ ' ]
N / > *
1S0kd))| —— — — — ‘ Gel elektroforeza ’

-~ i \4

‘ Transfer na membranu ’

‘ Blokiranje membrane ’

,/ \4

| Inkubacija sa }

Kk~

primarnim antitelom

@HRP *
Inkubacija sa
N /' sekundarmim antitelom
7N

!

i}lRP " *

Detekcija ]

Total protein *

B g | .._l
nn"
i

2

[ i

Slika 16. Sematski prikaz Western blot metode. Nakon prvog koraka, same pripreme uzoraka,
uzorci se nanose na sistem za elektroforezu - SDS-PAGE, gde se proteini razdvajaju na osnovu
molekulskih masa. U slede¢em koraku proteini se transferuju sa gela na membranu, nakon cega se vrsi
blokiranje membrane, kako bi se izbeglo nespecificno vezivanje antitela. U slede¢im koracima slede
inkubacija prvo sa primarnim, pa sa sekundarnim antitelom i supstratom za hemiluminiscenciju, Sto je
praceno detekcijom i analizom dobijenih rezultata. (modifikovano prema referenci: Bass et al., 2017)
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3.6.2. Natrijum-dodecil-sulfat-poliakrilamid gel elektroforeza (eng. Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel electrophoresis - SDS-PAGE)

Elektroforeza obuhvata upotrebu gela za razdvajanje (eng. Separating/running gel) sa
ciljem da se proteini razdvoje na osnovu molekulske mase u toku same elektroforeze, i gela za
koncentrovanje proteina (eng. Stacking gel), sa ciljem da se proteini iz uzorka koncentriSu na
samom pocetku elektroforeze (Slika 17).

Prilikom pripreme gelova prvo je pripreman gel za razdvajanje 4,5 ml 10% SDS gel (1,5 M
Tris baza, Fisher scientific, kat. br. BP152-500, SAD, pH=8,8; 30% akrilamid-bisakrilamid - AA-
bis, Sigma Aldrich Co., kat. br. A2917, SAD; 10% SDS, Fisher scientific, kat. br. P128364, SAD;
TEMED, Sigma Aldrich Co., kat. br. T9281, SAD; 10% amonijum persulfat - APS, Fisher scientific,
kat. br AC201531000, SAD i dH20), koji je nakon nanoSenja poravnat sa 10% etanolom, i koji je
ostavljen da polimerizuje 45 minuta. Nakon uklanjanja etanola, nanosen je gel za koncentrovanje
2 ml 4% SDS gel (0,5 M Tris baza, Fisher scientific, kat. br. BP152-500, SAD; pH=6,8, 30%
akrilamid-bisakrilamid - AA-bis, Sigma Aldrich Co., kat. br. A2917, SAD; 10% SDS, Fisher
scientific, kat. br. P128364, SAD; TEMED, Sigma Aldrich Co., kat. br. T9281, SAD; 10% amonijum
persulfat - APS, Fisher scientific, kat. br AC201531000 i dH20) i postavljani su ‘CeSlji¢i’, pri cemu
se vodilo racuna da ne dode do stvaranja mehuri¢i, nakon Cega je gel ostavljan da polimerizuje
oko 30 minuta. U poslednjem koraku 400 ml pufera za elektroforezu (eng. Running buffer) (25
mM Tris baza, Fisher scientific, kat. br. BP152-500, SAD, 192 mM glicin, Fisher scientific, kat. br.
G46-500, SAD, 0,1% SDS, Fisher scientific, kat. br. PI28364, SAD i dH20) dodato je u aparaturu u
kadicu i izmedu dva stakla.

Katoda(-) -—s

Stacking gel ——a

Runming gel

Anoda (+)

Pufer

Slika 17. SDS-poliakrilamid gel elektroforeza. SDS poliakrilamid gel elektroforeza obuhvata
pripremu gela za razdvajanje (eng. Running gel), gela za koncentrovanje (eng. Stacking gel) i pufera za
elektroforezu. Uzorci koji sadrze proteine se nanose u bunarice i prilikom aktiviranja sistema, pri voltazi
od 100-120 V, proteini se kre¢u u smeru od katode (-) ka anodi (+) i razdvajaju se na osnovu molekulske

mase. (modifikovano prema referenci: https://www.proteinatlas.org/learn/method /western+blot )

40



Leammle pufer za pripremu uzorka je koris¢en kako bi se dobilo Sto bolje razdvajanje
proteina pomocu SDS-poliakrilamid gel elektroforeze (eng. Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel electrophoresis - SDS-PAGE). Neposredno pred elektroforezu, uporedno sa
polimerizacijom gelova, pripremani su uzorci. U prethodno pripremljenih 200 puL Leammle pufera
za pripremu uzorka (62,5 mM Tris baza, Fisher scientific, kat. br. BP152-500, SAD, pH=6,8
prilagoden sa HCl, 10% glicerol, 2% SDS, Fisher scientific, kat. br. PI28364, SAD, 0,002%
bromfenolplavo, Sigma Aldrich Co., kat. br. B0126, SAD) dodato je 5 pL 3-merkaptoetanol (Sigma
Aldrich Co., kat. br. M6250, SAD). U slede¢em koraku uzorci su mesSani sa pripremljenim puferom
u odnosu 1:1 (30 pL uzorka : 30 pL. Leammle pufera), a ovako pripremljeni uzorci su kuvani u
kljucaloj vodi u digestoru na 100 °C, u trajanju od 3 min. Nakon hladenja na gelove za
elektroforezu nanoseno je 10 pL uzorka i 2,5 pL proteina Ladder-a (Prism Ultra Protein Ladder
(10-245 kDa), Abcam, kat. br. ab116028, Velika Britanija), proteina poznatih molekulskih masa
kako bi se lakSe i preciznije lokalizovali ispitivani proteini. Standardni uzorci su koriS¢eni kao
kontrola same procedure.

Elektroforeza je radena na sistemu za vertikalnu elektroforezu Perfect Blue™ Vertical
Double Gel System/Twin S (VWR Peqglab, kat. br. PEQL45-1010-C, SAD) u trajanju od oko 2h pri
naponu od 100-120 V na sobnoj temperaturi, a gelovi su dalje koriS¢eni za Western blot analizu.

3.6.3. Transfer proteina sa gela na membranu

U slede¢em koraku Western blot analize proteini su transferovani sa gela na membranu
(eng. Blotting). Kako bi se gelovi izolovali iz aparature za elektroforezu, zajedno sa staklima
potapani su u pufer za transfer (20% metanol, Sigma Aldrich Co., kat. br. 322415, SAD, 25 mM
Tris baza, Fisher scientific, kat. br. BP152-500, SAD i 192 mM glicin, Fisher scientific, kat. br. G46-
500, SAD, pH=8.3), koji olakSava odvajanje samog gela od stakala i omogucava lakse prebacivanje
na filter papir. PVDF membrana (eng. polyvinylidene difluoride - PVDF; Amersham™ Protran®
Western blotting membranes, nitrocellulose, Cytiva, kat. br. 10600002, SAD), prethodno ise¢ena
na dimenzije 10x5, je prvo aktivirana potapanjem 2 min u 100% metanola (Sigma Aldrich Co.,
kat. br. 322415, SAD), zatim potapanjem 2 min u dH20 i na kraju potapanje u pufer za transfer u
trajanju od 2 min. Nakon ovih koraka pristupilo se pravljenju sendvica (Slika 18), ¢emu je
prethodilo potapanje svih komponenti u pufer za transfer. ,Sendvic“ se formira tako Sto se na
crnu stranu stavlja sunder za transfer, zatim filter papir na koji je prenesen gel, PVDF membrana,
i na kraju ponovo filter papir. Crna strana aparature na kojoj se nalazi gel ide ka crnoj elektrodi -
katodi, a sam prenos proteina ide u smeru od katode ka anodi.

Za transfer proteina koriS¢en je sistem za vlazni transfer PerfectBlue™ Tank electro
blotting systems WEB™ S (VWR Peqlab, kat. br. PEQL52-WEB-10, SAD), koji je prethodno
napunjen hladnim puferom za transfer. Transfer proteina sa gela na membranu se odvijao na 4 °C
u trajanju od 50 min (100 V, 300 mA).
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Slika 18. Sematski prikaz formiranja ‘sendvi¢a’ i transfera proteina sa gela na membranu.
Sendvi¢ formiraju filter papir, gel, PVDF membrana i filter papir, tako Sto se gel postavlja bliZe katodi.
Transfer proteina odvija se u smeru anode (+) (modifikovano prema referenci: https://www.bio-rad-
antibodies.com /separating-proteins-to-a-blotting-membrane-western-blotting.html)

3.6.4. Detekcija proteina

Nakon transfera, kako bi se izbeglo nespecifitcno vezivanje antitela na membrani,
membrane su inkubirane (eng. Blocking) sa 5% rastvorom BSA (eng. Bovine Serum Albumin) u
TBST (eng. Tris-buffered saline-Tween; 50 mM Tris-HCI, Sigma Aldrich Co., kat. br. T6666, SAD,
pH=7,4, 150 mM NacCl, 0,5% Tween® 20, Sigma Aldrich Co., kat. br. P9416, SAD) u trajanju od 1h
na mesalici pri sobnoj temperaturi. U slede¢em koraku membrane su opkrojene, obeleZene po
antitelima i inkubirane sa primarnim antitelima preko no¢i pri temperaturi 4 °C. Sutradan, nakon
inkubacije membrane su ispirane sa TBST-om 4 puta u trajanju od po 15 minuta, te inkubirane sa
sekundarnim-HRP antitelom u trajanju od 1h na mesalici. Nakon sekundarne inkubacije
membrane su ponovo ispirane sa TBST-om 4 puta u trajanju od po 15 minuta. Karakteristike
primarnih i sekundarnih antitela koriS¢enih u Western blot analizi se nalaze u tabeli 4.

Postupak vizualizacije sekundarnog antitela obuhvatao je koriS¢enje supstrata za
hemiluminiscenciju Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen
Corporation, kat. br. WP20005, SAD). Nakon poslednjeg ispiranja membrane, membrana je
postavljena na plasticnu providnu podlogu nakon c¢ega je pipetiran supstrat za
hemiluminiscenciju, dobijen mesSanjem u odnosu 1:1 (HRP Chemiluminescent Substrate Reagent A
i HRP Chemiluminescent Substrate Reagent B, Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate
Reagent Kit, Invitrogen Corporation, kat. br. WP20005, SAD), i dodata je plasti¢na providna
podloga. Nakon jednog minuta radena je vizualizacija sekundarnog antitela. Za vizualizaciju
sekundarnog antitela koriS¢en je hemiluminescentni sistem za detekciju (LAS 1000 Plus -
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Fujifilm, Japan), a sami filmovi su se obradivali upotrebom programa za obradu slike Image
Reader LAS-1000 Lit (Fujifilm, Japan). Izmerene vrednosti signala su izrazene u arbitrarnim

jedinicama (a.u.), a vrednosti su izraZene u odnosu na signal 8 aktina.

Tabela 4. Primarna i sekundarna antitela koris¢ena za Western blot analizu.

Antitela Karakteristike Katal(_)skl br?] ! RazblaZenje
proizvodac
. Primarno zecije Kat. br. ab72439 _
Anti-BDNF polikolonsko antitelo Abcam, Velika Britanija 1:2000
. . Primarno zecje Kat. Br. ab8227 _
Anti-B actin poliklonalno antitelo Abcam, Velika Britanija 1:2000
Primario misie Kat. br. 33-5000
Anti-GAP43 ) ThermoFisher Scientific, 1:2000
monoklonsko antitelo
SAD
1:2000
Goat Anti Rabbit | Sekundarno kozije anti- Kat. Br. ab6721 za Anti-f3 actin
IgG (HRP) zecCije antitelo Abcam, Velika Britanija 1:3000
za Anti-BDNF
Goat Anti Mouse | Sekundarno kozje anti- Kat. Br. HAF007 1:1000
IgG (HRP) miSje antitelo Biotechine, SAD '
3.7. Imunohistohemijska analiza eKkspresije DCX proteina u

hipokampusu i a2A-adrenergickih receptora u locus ceruleus-u

U drugoj fazi istrazivanja nakon Zrtvovanja Zivotinja od preostalih 6 Zivotinja iz svake
eksperimentalne grupe izolovani su hipokampusi, koji eksprimiraju neuralni protein doublecortin
(DCX), i locus ceruleus-i za imunohistohemijsku analizu (Slika 19 i 20).

Nakon izolovanja, tkiva hipokampusa i locus ceruleus-a su fiksirana u rastvoru
formaldehida puferovanog fosfatima (3,6 %), dehidratisana u seriji rastvora etanola i ukalupljena
u parafinu. Preseci tkiva sa rostrokaudalnim regionom hipokampusa debljine 5 um su dobijeni
serijskim seCenjem parafinskih preparata na kriokatu Leica Cryocut 1800 Cryostat (Leica,
Nemacka).
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Slika 19. Imunohistohemijska metoda: prikaz koraka. I korak - izolovanje tkiva; II korak -
fiksacija tkiva; III korak - kalupljenje tkiva; IV - secenje tkiva, dobijanje preseka tkiva; V korak -
prenoSenje preseka tkiva na mikroskopsku plocicu; VI korak - demaskiranje antigena i blokiranje; VII
korak - inkubacija sa primarnim antitelom; VIII korak - inkubacija sa sekundarnim antitela; IX korak -
bojenje i vizualizacija (preuzeto sa: https://www.creative-diagnostics.com/Immunohistochemistry-
guide.htm ).

3.7.1. Odredivanje eKkspresije @DCX proteina u hipokampusu
imunohistohemijskom metodom

Preseci tkiva hipokampusa, su na pocetku prvo deparafisani i hidratisani, stavljanjem
mikroskopskih plocica u kivete sa rastvorima slede¢im redosledom: ksilol I, ksilol II, ksilol III,
100 % etanol, 100 % etanol, 96 % etanol, 96 % etanol, 70 % etanol, destilovana voda; u trajanju
od po 5 minuta, te ispirani PBS-om (eng. Phosphate buffered saline) u trajanju od po 5 minuta tri
puta. Nakon toga preparati su inkubirani sa reagensima i antitelima na sobnoj temperaturi, dok
su posle svake inkubacije preparati ispirani tri puta PBS-om u trajanju od po 5 minuta. Endogene
peroksidaze su blokirane inkubacijom sa blokatorom peroksidaza stavljanjem 1-3 kapi blokatora
na ceo preparat (5-10 min u vlaznoj komori), dok je inkubacija sa blokatorom seruma blokirala
epitope i smanjila nespecificna vezivanja (1-3 kapi, 20min u vlaznoj komori). Inkubacija sa
primarnim anti-DCX antitelom (75 pl rastvora), razblaZenim u odnosu 1:100 u blokatoru seruma,
odvijala se na sobnoj temperaturu u vlaznoj komori preko no¢i. Narednog dana, nakon ispiranja,
preparati su inkubirani prvo sa univerzalnim biotinizovanim sekundarnim antitelom (1-3 kapi), a
zatim i sa HRP-streptavidin kompleksom (1-3 kapi) na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori u
trajanju od po 30 minuta.
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U narednom koraku vrSena je inkubacijom sa sveZe pripremljenim HRP supstratom -
diaminobenzidinom (DAB), gde se razvijanje boje pratilo pod mikroskopom i u proseku je bilo
potrebno izmedu 30 s i 10 minuta (Slika 20). Sama reakcija je prekidana stavljanjem
mikroskopske plocice u kivetu sa destilovanom vodom. Kontrastiranje se radilo hematoksilinom
(Sigma Aldrich Co., kat. br. MHS1, SAD), nakon cega su preparati ispirani vodom iz Cesme i
dehidratisani (70% etanol, 96% etanol, 100% etanol, 100% etanol, ksilol II, ksilol III u trajanju od
po 5 min). Pokrovna ljuspica je stavljena uz koris¢enje DPX Mountant medijuma za histologiju.
Preparati su analizirani pomoc¢u svetlosnog mikroskopa Olympus BX50 (Olympus Optical Co.,
GmbH, Hamburg, Nemacka), povezanog sa digitalnom kamerom (SonyPower HAD 3CCD, Tokio,
Japan) i kompjuterskog programa za obradu slike (Microlmage, Ver. 4.0., OLYMPUS Optical Co.
GmbH, Hamburg, Nemacka). Imunopozitivne Celije kvantifikovane su pod uveli¢canjem 400x, od
strane iskusnog istrazivaca koji je bio ’slep’ za tretmane. Broj DCX pozitivnih ¢elija odreden je u
celom dentate gyrus regionu hipokampusa i izraZen je po povrsini vidnog polja (0,07 mm?2).

Reagensi za imunohistohemijsku detekciju DCX sadrZani su u komercijalnom kitu
ImmunoCruz® goat LSAB Staining System: sc-2053 (Santa Cruz biotechnology, inc, SAD),
ukljucujuc¢i i sekundarno misje anti-kozije biotenizovano antitelo. Kao primarno antitelo za
detekciju DCX koriSc¢eno je kozije poliklonsko anti-DCX antitelo (Tabela 5).

BOJENIJE VIZUALIZACLA
Signal
Supstrat ° O
nzim \K.\ ®
\ Sekundarno \ \"@
/ antitelo /

Uzorak tkiva

Primarno antitelo Antigen od interesa je obojen

i vidljiv pod mikroskopom.

Antigen

Slika 20. Osnovni princip imunohistohemijske analize. Uzorak tkiva ispoljeva antigen, na koji se
specificno vezuje primarno antitelo. Na primarno antitelo vezuje se sekundarno antitelo sa enzimom, te
dodavanjem supstrata za enzim dolazi do stvaranja signala. Pozitivne ¢elije su obojene braon bojom i
vidljive su pod mikroskopom (modifikovano prema referenci: Immunohistochemistry (IHC) Handbook,
bio-techne.com).
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Tabela 5. Primarna i sekundarna antitela koris¢ena za imunohistohemijsku analizu.

Antitela Karakteristike Kataloski broj i proizvodac

Primarno kozije poliklonsko Doublecortin (C-18)

Anti-DCX antitelo Kat. Br. sc-8066;

Santa Cruz biotechnology, inc, SAD

Mguse Sekundarno migje anti-kozije ImmunoCruz® goat LSAB Staining System:

Anti-Goat biotenizovano antitelo Kat. Br. sc-2053

IgG-Biotin Santa Cruz biotechnology, inc, SAD

: e . Anti-alpha 2a Adrenergic Receptor

Anti- a2A-AR | Frimarno zfl‘;‘i]til‘;"hkl‘)mko antibody; Kat. Br. ab65833
Abcam, Velika Britanija
HRP Horse ImmPRESS® Horse Anti-Rabbit IgG

Sekundarno konjsko anti-zecije

Anti-Rabbit HRP konjugovano antitelo

IgG

Polymer Detection Kit, Peroxidase
Kat. Br. MP-7401; Vector Laboratories, SAD

3.7.2. Odredivanje ekspresije a2A-AR u locus ceruleus-u
imunohistohemijskom metodom

Pripremljene mikroskopske plocCice sa tkivom su stavljene u termostat podeSen na 56-57
°C na 30 minuta. Preseci tkiva su nakon toga deparafisani i hidratisani, stavljanjem
mikroskopskih ploc€ica u kivete sa rastvorima slede¢im redosledom: ksilol I, ksilol II, ksilol III,
100 % etanol, 100 % etanol, 96 % etanol, 96 % etanol, 70 % etanol, destilovana voda; u trajanju
od po 5 minuta, te ispirani PBS-om (eng. Phosphate buffered saline) u trajanju od po 5 minuta tri
puta. Tkivo je zaokruZeno Liquid Pen Block-om, nakon c¢ega su preparati inkubirani i posle svake
inkubacije preparati su ispirani 3 puta PBS-om u trajanju od po 5 minuta. Endogene peroksidaze
su blokirane inkubacijom sa 3 % H202 u trajanju od 10 minuta u vlaznoj komori na sobnoj
temperaturi, dok je inkubacija sa blokatorom seruma blokirala epitope i smanjila nespecificna
vezivanja (Serum Block reagens iz kita MP-7401, 30min u vlaZznoj komori na sobnoj temperaturi).
Inkubacija sa primarnim anti-a2-adrenergickim receptor antitelom, razblazenim u odnosu
1:1000 u blokatoru seruma, odvijala se u vlaznoj komori u friZideru preko no¢i. Narednog dana,
nakon ispiranja, preparati su inkubirani sa sekundarnim antitelom konjugovanim sa
peroksidazom (eng. horseradish peroxidase, HRP) u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi u
trajanju od 60 minuta.

Vizualizacija je vrSena nakon inkubacijom sa sveZe pripremljenim HRP supstratom -
diaminobenzidinom (DAB substrate kit, Abcam, kat. br. Ab64238, Velika Britanija), gde se
razvijanje boje pratilo pod mikroskopom i u proseku je bilo potrebno izmedu 1 minutai 40 si 2
minuta (Slika 20). Kontrastiranje se radilo hematoksilinom (Sigma Aldrich Co., kat. br. MHS1,
SAD), nakon Cega su preparati ispirani vodom iz cesme i dehidratisani (70 % etanol, 96 % etanol,
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96 % etanol, 100 % etanol, 100 % etanol, ksilol III, ksilol II, ksilol II u trajanju od po 5 min).
Pokrovna ljuspica je stavljena uz koriS¢enje DPX Mountant medijuma za histologiju. Preparati su
analizirani pomocu istog mikroskopa kao i preparati hipokampusa. Imunopozitivne celije
kvantifikovane su pod uvelicanjem 400x, od strane iskusnog istrazivaca koji je bio ’slep’ za
tretmane. Broj a2A-AR pozitivnih Celija odreden je u celom locus ceruleus-u i izraZen je po
povrsini vidnog polja (0,07 mm?2).

Reagensi za imunohistohemijsku detekciju a2A-AR sadrZani su u komercijalnom kitu
ImmPRESS® HRP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Detection Kit, Peroxidase (Vector Laboratories,
SAD), ukljucujuéi i sekundarno konjsko anti-zecCije HRP konjugovano antitelo. Kao primarno
antitelo za detekciju a2A-AR koriS¢eno je zecije poliklonsko anti- a2A-AR antitelo (Tabela 5).

3.8. Odredivanje stepena oSteCenja DNK molekula perifernih
limfocita nakon dugorocnih tretmana

Nakon Zrtvovanja Zivotinja u drugom eksperimentu, kardijacnom punkcijom uzorkovana
je puna krv kako bi se ispitao stepen oStecenja DNK molekula perifernih limfocita. OStecenje DNK
molekula perifernih limfocita odredivano je alkalnim Comet testom, Siroko primenjivanom
standardnom metodom za odredivanja oStecenja DNK u razli¢itim tipovima celija, ukljucujuci
periferne limfocite. U Comet testu oStecenje DNK odreduje se na osnovu kretanja oStecene DNK u
elektricnom polju. Prednosti Comet testa kao in vitro testa su pre svega osetljivost na nizak nivo
DNK ostecenja, mali uzorak, jednostavnost testa i brzina izvodenja (Tice et al., 2000).

U toku eksperimenta prvo je ispitivano da li dugoroc¢ni tretmani magnezijumom, ACTH
hormonom i kombinacijom tretmana uti¢u na stabilnost DNK molekula perifernih limfocita, dok
je u drugom delu eksperimenta ispitivana osetljivost DNK molekula perifernih limfocita na
egzogeni oksidativni stres (izlaganje 1,5 mM H202 u trajanju od 5 minuta). Inkubacija sa visokim
dozama vodonik peroksida predstavlja deo standardne metode za koju se pokazalo da odrzava
dobru viabilnost ¢elija a produkuje odgovaraju¢e DNK oStecenje (Stani¢ et al., 2016; Petrovi¢ et
al,, 2016).

Koris¢en je modifikovan protokol po Singh-u i saradnicima (Singh et al., 1988), a koji je
standardizovan u naSoj laboratoriji (Stani¢ et al., 2016; Petrovi¢ et al., 2016). Pre izvodenja testa,
viabilnost celija za svaki uzorak ispitivana je triptan-plavo metodom, i bila je preko 90 %
(Anderson et al., 1994; Strober, 2015). Mikroskopske plocice su pripremljene i obloZene sa 1 %
rastvorom obic¢ne agaroze (eng. normal melting point agarose; Sigma Aldrich Co., kat. br. A9539,
SAD), koja je ostavljena da se osuSe na sobnoj temperaturi. Uzorak heparizovane pune krvi
Zivotinja, 6 pL, pomesan je sa 100 pL 0,67 % rastvora agaroze niske tacke topljenja (eng. low
melting point, LMP; Sigma Aldrich Co., kat. br. A9918, SAD) u fosfatnom puferu (eng. Phosphate
buffered saline, PBS, Institut za virusologiju, vakcine i serume "Torlak", Srbija), te pipetiran na
prethodno pripremljene mikroskopske plocice i nakon stavljanja pokrovne ljuspice, ostavljen da
oc¢vrsne 5 min na 4 °C. Nakon uklanjanja pokrovne ljuspice, mikroskopski uzorci su tretirani
zavisno od dela eksperimenta sa 60 pL PBS-a ili sa 60 pL 1,5 mM H202 u trajanju od 5 min na 4 °C.
U slede¢em koraku naneSen je novi sloj 0,5 % rastvora LMP agaroze u PBS-u (100 pL) koji je
ostavljen da o¢vrsne 5 min na 4 °C. PloCice su zatim uronjene u lizirajuci rastvor (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA - ethylene-diaminetetra-acetic acid, Sigma Aldrich Co., kat. br. E6758, SAD, 10 mM Tris,
pH=10, Sigma Aldrich Co., kat. br. T1503, SAD, 1% Triton X-100, Sigma Aldrich, Co., kat. br.

47



T8532, SAD i 10% DMSO - dimethylsulfoxide, Sigma Aldrich Co., kat. br. 41639 SAD; pH=10 je
podesSen sa 10 M NaOH) i ostavljene preko noci na 4 °C. U slede¢em koraku, mikroskopske plocice
sa uzorcima su prebacene na 30 minuta u hladni pufer za elektroforezu (300 mM NaOH i 1 mM
EDTA, Sigma Aldrich Co., kat br. E6758, SAD, pH>13), nakon cega je izvedena horizontalna
elektroforeza u trajanju od 30 minuta pri uslovima 4 °C, 25 Vi 215 mA na sistemu PerfectBlue
Wide Gel System Maxi ExW (Peqlab, Life Science, Nemacka). Kako bi se uklonile sve baze i
detrdZenti, nakon elektroforeze plocice su ispirane tri puta na svakih 5 min sa 0,4 M rastvorom
Tris baze (Sigma Aldrich Co., kat. br. T1503, SAD, pH=7,5, podeSen sa koncentrovanom HCI),
nakon Cega su obojene sa rastvorom etidijum bromida koncentracije 20 pg/mL (Sigma Aldrich
Co., kat. br. E1385, SAD).

Analiza oStecenja DNK perifernih limfocita vrSena je nakon stavljanja pokrovne ljuspice
vizualno, koriS¢enjem flurescentnog mikroskopa (Olympus BX 50 microscope, Olympus Optical
Co., GmbH, sa Zivinom lampom HBO, 100 W, 516-560 nm, Zeiss) pri uvecanju 100x. Prilikom
analize mikroskopskih preparata koris¢en je softver za obradu slike Microlmage, Ver. 4.0.
(Olympus Optical Co. GmbH).

Preparati su pripremani u duplikatu za svaku Zivotinju i za svaki preparat odradena je
procena 50 celija, tako da je analizirano ukupno 100 celija po Zivotinji. Preparati su analizirani
vizualno, od strane jednog istrazivaca koji je bio ’slep’ za tretmane, a Celije su podeljene u 5
kategorija na osnovu veliCine repa, odnosno kolicine DNK oslobodene iz nukleusa (Anderson et
al., 1994; Heuser et al., 2002) (Tabela 6, Slika 21). Celije u apoptozi su isklju¢ene iz dalje analize
(Singh, 2005).

Rezultati Comet testa predstavljeni su kao totalni broj celija sa oSte¢enim DNK
molekulom (eng. Damaged nuclei, DN) od 100 analiziranih ¢elija po Zivotinji - Ukupan DN. Pored
toga na osnovu jacine oStecenja DNK, Celije su grupisane u 2 kategorije: srednje ili umereno
oStecene Celije i visoko oStecene Celije. Srednje ili umereno oStecene Ccelije, Umereni DN,
predstavljaju zbir ¢elija kategorija 1 i 2 (oStecenja izmedu 5% i 40% u odnosu na neoStecene
Celije), dok visoko oStecene Celije, Visoki DN, predstavljaju zbir Celija kategorija 3 i 4 (oSteCenja
preko 40% u odnosu na neoStecene celije).

Tabela 6. Pet kategorija kometa perifernih limfocita Wistar pacova

Kategorija Ostecenja Celija % oStecenja Celija
0 neostecene manje od 5%

blago oStecene izmedu 5% 1 20%
2 srednje oStecene izmedu 20% i 40%
3 visoko oStecene izmedu 40% i 95%
4 maksimalno oStec¢ene vece od 95%
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Slika 21. Mikroskopski prikaz kategorija perifernih limfocita Wistar pacova na osnovu
veli¢ine repa (klase kometa). (0) kategorija 0, neo$tecene ¢elije; (1) kategorija 1, blago oStecene
Celije; (2) kategorija 2, srednje oStecene Celije; (3) kategorija 3, visoko oStecene celije; (4) kategorija 4,
maksimalno ostecene celije.

Dodatno, u daljoj analizi rezultata izraCunat je i totalni komet skor (eng. total comet score,
TCS) za svaku Zivotinju na osnovu formule TCS = 0(n)+1(n)+2(n)+3(n)+4(n) gde 'n’ predstavlja
broj celija u odgovarajucoj klasi (Khisroon et al., 2015). Kako je analizirano 100 ¢elija po Zivotinji,
vrednosti TCS nalazi se izmedu 0 jedinica, totalno neosStecene celije, i 400 jedinica, totalno
oStecene celije (Collins, 2004; Sopi¢ et al., 2014). Dodatno, komet skor je izracunat i za umereno
oStecene Celije (eng. medium damaged comet score, MDCS) i za visoko oStecene Celije (eng. highly
damaged comet score, HDCS) (Stanic et al., 2016).
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3.9. Odredivanje markera oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite u plazmi Wistar pacova

Sa ciljem ispitivanja uticaja povecane aktivnosti HPA osovine i suplementacije
magnezijumom na promene u oksidativnom statusu dugorocno tretiranih eksperimentalnih
Zivotinja, odredivani su markeri oksidativnog statusa u plazmi: superoksid anjon (02-), totalni
oksidativni status (TOS) i produkti oksidacije proteina (eng. Advanced oxidation protein products,
AOPP), kao i aktivnosti antioksidativnih enzima superoksid dizmutaze (SOD) i paraoksonaze 1
(PON1).

Nakon Zrtvovanja Zivotinja u drugom eksperimentu, kardijatnom punkcijom uzorkovana
je krv, koja je transferovana u epruvete sa heparinom na 4 °C. Uzorci Kkrvi su zatim centrifugirani
na 3000 obrtaja u minuti na 4 °C u trajanju od 15 minuta, a uzorci plazme su skladisteni na -80 °C
do analiziranja. Spektrofotometrijska analiza uzoraka radena je na aparatu ILAB 300+
(Instrumentation Laboratory, Milan, Italija; Slika 22).

Slika 22. Aparatura koriS¢ena za spektrofotometrijske analize, ILAB 300 plus analizator
(preuzeto iz: Katalog opreme, Farmacetskog fakulteta, 2020).

3.9.1. Odredivanje nivoa superoksid anjona - O~

Nivo superoksid anjona (0Oz7) u plazmi odredivan je metodom opisanom od strane
Auclair-a i Voisin-a (Auclair i Voisin, 1985), a koja se zasniva na redukciji nitro plavog
tetrazolijuma (eng. nitroblue tetrazolium, NBT) Zute boje do plavog diformazana (Slika 23).

Diformazan nije rastvorljiv u vodi, pa se pored glavnog reagensa NBT (konc. 1 mmol/L) u
uzorak dodaje i Zelatin (konc. 0,1 mg/ml), dok se reakcija odvija u 0,05 M fosfatnom puferu
pH=8,6 (konc. 0,1 mM EDTA). U pripremi uzoraka ekstruzija kiseonika vrsi se azotnim gasom pod
pritiskom sat vremena pre analize. Nivo superoksid anjona je izrazen kao brzina redukcije NBT,
mereno spektrofotometrijski na 560 nm.
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Slika 23. Molekulske strukture nitro plavog tetrazolijuma (NBT) i diformazana. (A) NBT -
Zuto jedinjenje; (B) Diformazan - plavo jedinjenje (preuzeto iz reference: Auclair C, Voisin E. Nitroblue
tetrazolium reduction. In: Greenwald RA,editor. CRC Handbook of Methods for Oxygen Radical Research.
BocaRaton, FL: CRC Press; 1985. p. 123-32).

3.9.2. Odredivanje totalnog oksidativnog statusa - TOS

Odredivanje totalnog oksidativnog statusa (eng. total oxidative status, TOS) u uzorku se
baziralo na sposobnosti oksidanasa iz uzorka da dovedu do oksidacije fero (Fe?*) jona u feri
(Fe3*) jone u kiseloj sredini (Erel, 2005; Kotur-Stevuljevic et al., 2015).

Oksidansi iz uzorka, poput vodonik peroksida i lipidnih hidroperoksida, dovode do
oksidacije fero jona iz fero-o-dianizidin kompleksa u feri jone. Odredivanje TOS-a odvija se uz
pomoc reagensa, 5 mM fero-amonijum-sulfata i 10 mM o-dianisidin dihidrohlorida, a oksidacija
se odvija u prisustvo visoke koncentracije glicerola (konc. 1,35 mol/L). Druga reakcija koja je
neophodna za odredivanje totalnog oksidativnog statusa, predstavlja stvaranje obojenog
kompleksa u reakciji uzmedu feri jona i ksilenol oranza (konc. 150 pumol/L) u kiseloj sredini, gde
je intenzitet boje proporcionalan totalnoj koli¢ini oksidanasa u uzorku. Absorbanca nastalog
jedinjenja je merena na 560 nm i proporcionalna je totalnoj koli¢ini molekula u uzorku.
Kalibracija same metode je radena sa vodenim rastvorima vodonik peroksida (konc. 10-200
umol/L) i rezultati su predstavljeni kao ekvivalenti H202 po litru (umol/L).

3.9.3. Odredivanje koncentracije AOPP

Produkti oksidacije proteina (eng. Advanced oxidation protein products, AOPP), kao
marker oksidativnog stresa odredivan je spektrofotometrijskom metodom opisanom od strane
Witko-Sarsat-a (Witko-Sarsat et al., 1996).

Prilikom pripreme uzorka plazme 200 pL uzorka je razblazeno u odnosu 1:5 u 20 mM
fosfatnom puferu pH 7,4, nakon Cega je dodavano 20 pL glacijalne kiseline, 10 pL kalijum-jodida i
20 uL glacijalne kiseline. Absorbanca nastalog jedinjenja merena je na 340 nm. Kalibracija
metode je radena sa hloramine T kao standardom u koncentracijama 10-100 pumol/L, te je
koncentracija AOPP izraZena kao ekvivalent hloramin T po litri (umol/L).
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3.9.4. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dizmutaze - SOD

Sa ciljem odredivanja aktivnosti enzimske antioksidativne zaStite u plazmi odredivana je
aktivnost SOD enzima koriS¢enjem modifikovane metode postavljene od strane Misra i Fridovich-
a (Misra i Fridovich, 1972). Ova metoda se zasniva na sposobnosti SOD enzima da inhibira
autooksidaciju adrenalina (epinefrina) u alkalnoj sredini pri pH=10,2 do adrenohroma roze boje
sa maksimumom absorbance na 480 nm.

Tokom izvodenja eksperimenta pripremani su rastvori uzoraka i kontrolni rastvori sa
razliCitim koncentracijama adrenalina, pocevsi od koncentracije 10 mmol/L. Uzorak plazme 10
uL, pripreman je dodatkom 690 pL bikarbonatnog pufera (konc. 0,05 mmol/L, pH=10,2) uz
dodatak rastvora EDTA (konc. 1 mmol/L), dok je u kontrolni uzorak dodavan samo bikarbonatni
pufer. U slede¢em koraku dodavano je 50 pL rastvora adrenalin koncentracije 10 mmol/L u HCl
(konc. 20 mmol/L). Kivete su ostavljene na tamnom mestu 3 minuta, nakon ¢ega je merena
absorbanca na svaki minut u trajanju od tri minuta.

SOD enzim maksimalnu aktivnost odnosno najveéi procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina ostvaruje pri koncentraciji adrenalina koja ¢e dovesti do promene absorbance od
0.025 nm u minuti, te je SOD aktivnost u uzorku odredivana pri toj koncentraciji adrenalina.
Aktivnost SOD enzima predstavljena je u relativnim jedinicama, kao procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina, gde je jedna relativna jedinica definisana kao ona aktivnost enzima
koja inhibira autooksidaciju adrenalina 50%.

3.9.5. Odredivanje aktivnosti paraoksonaze 1 - PON1

Nivo parametara antioksidativne zasStite u plazmi, ispitivan je i putem odredivanje
antioksidativne aktivnost paraoksonaze 1 (PON1), enzima koji smanjuje oksidaciju lipida
(Litvinov et al.,, 2012). PON1 aktivnost je odredivana metodom opisanom od strane Richter-a i
Furlong-a (Richter i Furlong, 1999), a koja se zasniva na konverziji paraoksona, supstrata za
PON1 enzim, do p-nitrofenola intenzivno Zute boje u alkalnoj sredini.

Aktivnost PON1 enzima u uzorku odredivana je dodavanjem 1,2 mM paraoksona (Chem
Service, West Chester, SAD) kao supstrata za enzim i dodavanjem alkalnog rastvora koji sadrzi 10
mmol/L Tris-HCI, pH 8,5, 2 mmol/L CaClz. Brzina konverzije paraoksona do p-nitrofenola je
pracena spektrofotometrijski na 405 nm, dok su rezultati aktivnosti enzima predstavljeni kao
brzina konverzije, pumol supstrata koji hidrolizuje po minuti u litru plazme (U/L).

3.10. Statisticka analiza rezultata

Rezultati istraZivanja obradivani su odgovaraju¢im statistickim testovima: studentovim t-
testom, t-testom parova, jednofaktorskim ANOVA testom, ponovljenim ANOVA testom i
dvofaktorskim ANOVA testom. Ispitivanje normalne raspodele podataka procenjivano je Shapiro-
Wilkov-im testom.
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Statisticka analiza rezultata NORT testa obuhvatala je primenu sledecih testova:

- Studentov T-test koriScen je za analizu vrednosti D indexa i R indexa u eksperimentu 1.

- Jednofaktorska ANOVA koriS¢ena je za analizu vrednosti D indexa i R indexa dobijenih u
eksperimentima sa akutnim i dugoro¢nim tretmanima. Prilikom primene ANOVA testa, za
viSestruka poredenja koriS¢en je Bonferroni post hoc test.

- Ponovljena ANOVA koris¢ena je za analizu rezultata vremena istraZivanja u test fazi, gde je
tretman bio faktor izmedu eksperimentalnih Zivotinja, a preferencija za objektom faktor
eksperimentalne Zivotinje.

Za statisticku analizu koncentracije magnezijuma u prefrontalnom korteksu i kortikosterona
u plazmi Zivotinja KkoriS¢enja je dvofaktorska ANOVA, sa fiksnim faktorima tretmanima
magnezijumom i ACTH hormonom, uz koriS¢enje post hoc testa za visestruka poredenja gde je
bilo potrebno (Student-Newman-Keuls Method).

Jednofaktorski ANOVA test koriS¢en je za analizu markera oksidativnog stresa i aktivnosti
antioksidativnih enzima, kao i za analizu nivoa DCX, BDNF i GAP 43 u hipokampusu i aZA-AR u
LC eksperimentalnih Zivotinja. Prilikom primene ANOVA testova za viSestruka poredenja
koriS¢eni su Bonferroni i LSD post hoc testovi.

Za analizu rezultata oStecenja DNK molekula perifernih limfocita koriS¢ena je dvofaktorska
ANOVA sa fiksnim faktorima tretmanima i in vitro inkubacijom PBS-om ili H202 uz koriS¢enje
Bonferroni post hoc testa. Dodatno, T-test parova korisS¢en je za analizu razlike u oSte¢enju DNK
perifernih limfocita inkubiranih sa PBS i H202 unutar svake eksperimentalne grupe.

Statisticki znacajnom vrednosS¢u smatrana je vrednost p<0,05. Rezultati su predstavljeni kao
srednje vrednosti + standardna greSka. StatistiCka analiza podataka je radena pomocu programa
GraphPad Prism Verzija 7 (San Dijego, SAD) i PASW Statistics verzija 18 (Cikago, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Uticaji akutne i dugorocne aktivacije HPA osovine na memoriju
eksperimentalnih Zivotinja, modulatorna uloga magnezijuma

Cilj izvodenja NORT testa bio je da se ispita da li akutni i dugoroc¢ni tretmani
magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom tretmana uticu na memoriju pacova. Kako je
ispitivanje ukljucivalo pracenje potencijalno prokognitivnih efekata tretmana koriséen je
protokol sa 24 sata intervalom izmedu trening i test faze u kome se ocekuje da kontrolne
Zivotinje u test fazi nisu zapamtile trening fazu, te da ne prave razliku izmedu novog i poznatog
objekta. Tokom samih testova praceno je vreme istraZivanja poznatog i vreme istrazivanja novog
objekta u test fazi, a Zivotinje koje nisu istrazZivale objekte u ukupnom trajanju od 10 sekundi
iskljucivane su iz studije i iz statisticke analize.

4.1.1. NORT test - indeks diskriminacije i indeks prepoznavanja

Prvi korak u analizi rezultata dobijenih sprovodenjem NORT testova bio je izracunavanje i
statisticka analiza vrednosti indeksa diskriminacije (D indexa) i indeksa prepoznavanja (R
indexa), najc¢esce koriS¢enog pristupa prilikom analize rezultata NORT testa (Gard et al., 2007;
Gard et al.,, 2012; Wang et al., 2013).

4.1.1.1. Promene u D indeksu i R indeksu - eksperiment 1

Vrednosti indeksa diskriminacije (D index) i indeksa prepoznavanja (R index) Zivotinja
tretiranih akutno magnezijumom i kontrolne grupe Zivotinja iz eksperimenta 1 prikazane su na
slici 24 (Slika 24, A i B).

Prilikom analize rezultata, studentov t-test nije pokazao statisticki znacajnu razliku ni u
indeksu diskriminacije ni u indeksu prepoznavanja izmedu akutno magnezijumom tretirane
grupe Zivotinja i kontrolne grupe Zivotinja.

Kako ni u jednom planiranom eksperimentu akutni i dugoroc¢ni tretmani magnezijumom
nisu paralelno primenjivani, prilikom analize rezultata, rezultati dugorono magnezijumom
tretiranih Zivotinja dobijeni iz eksperimenta 3 analizirani su i predstavljeni uz rezultate
eksperimenta 1. Studentov t-test pokazao je statisti¢ki znacajnu razliku i u indeksu diskriminacije
(p<0,05) i u indeksu prepoznavanja (p<0,05) izmedu dugoro¢no Mg tretirane grupe Zivotinja i
kontrolne grupe Zivotinja (Slika 24, A i B).
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Slika 24. Efekti tretmana magnezijumom na vrednosti indeksa diskriminacije (A) i indeksa
prepoznavanja (B) u NORT testu. Vrednosti indeksa diskriminacije (D index) i indeksa
prepoznavanja (R index) Zivotinja tretiranih akutno magnezijumom i kontrolne grupe Zivotinja iz
eksperimenta 1, i dugoro¢no tretiranih magnezijumom iz eksperimenta 3 predstavljene su kao srednje
vrednosti # S.E.M. Analiza rezultata iz eksperimenta 1 radena je studentovim t-testom, nakon cega je
uraden studentov t-test poredenja kontrolne grupe Zivotinja i dugoro¢no magnezijum tretirane grupe
Zivotinja iz eksperimenta 3. *p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu.

4.1.1.2. Promene u D indeksu i R indeksu - eksperiment 2

Na slici 25 prikazane su vrednosti indeksa diskriminacije i indeksa prepoznavanja
Zivotinja akutno tretiranih magnezijumom, ACTH hormonom i ACTH/Mg kombinacijom tretmana
i kontrolne grupe Zivotinja iz eksperimenta 2 (Slika 25, A i B).

Nasuprot rezultatima iz prvog eksperimenta, u ponovljenom eksperimentu akutni
tretman magnezijumom pokazao je statisticki znacajno veée vrednosti D indeksa (p<0,05) i R

55



indeksa (p<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu Zzivotinja, Sto ukazuje da su magnezijumom
tretirane Zivotinje viSe vremena provele u istraZivanju novog objekta u test fazi u odnosu na
Zivotinje iz kontrolne grupe. Dodatno ovaj efekat na vrednosti D indeksa i R indeksa, prisutan je i
prilikom poredenja magnezijumom tretirane grupe Zivotinja i ACTH tretirane grupe Zivotinja (D
index - p<0,05; R index - p<0,05). Za razliku od akutne primene magnezijuma, akutna primena
ACTH hormona i akutna primena kombinacije tretmana (ACTH/Mg) nisu pokazala statisticki
znacajne promene u vrednostima D indeksa i R indeksa u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 25. Efekti akutnih tretmana na indeks diskriminacije (A) i indeks prepoznavanja (B)
u NORT testu. Vrednosti indeksa diskriminacije (D index) i indeksa prepoznavanja (R index) Zivotinja
tretiranih akutno magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom ACTH/Mg tretmana i kontrolne grupe

Zivotinja predstavljene su kao srednje vrednosti + S.E.M. Analiza rezultata radena je jednofaktorskim
ANOVA testom. *p<0,05
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4.1.1.3. Promene u D indeksu i R indeksu - eksperiment 3

Vrednosti indeksa diskriminacije i indeksa prepoznavanja Zivotinja dugoroc¢no tretiranih
magnezijumom, ACTH hormonom i ACTH/Mg kombinacijom tretmana i kontrolne grupe Zivotinja
prikazane su na slici 26.
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Slika 26. Efekti dugoroc¢nih tretmana na indeks diskriminacije (A) i indeks prepoznavanja

(B) u NORT testu. Vrednosti indeksa diskriminacije (D index) i indeksa prepoznavanja (R index)
Zivotinja tretiranih magnezijumom 28 dana, ACTH hormonom 21 dan i kombinacijom ACTH/Mg tretmana
i kontrolne grupe Zivotinja predstavljene su kao srednje vrednosti + S.E.M. Analiza rezultata radena je

jednofaktorskim ANOVA testom. ***p<0,001, **p<0,01
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U skladu sa rezultatima koji su dobijeni za akutni tretman magnezijumom u eksperimentu
2, tretman magnezijumu u trajanju od 28 dana pokazao je statisticki znatajno povecanje
vrednosti D indeksa i R indeksa u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p<0,01, za oba indeksa).
Dodatno, statisticki znacajan efekat na D indeks i R indeks tretman magnezijumom imao je i uz
hroni¢nu aktivaciju HPA osovine tretmanom ACTH hormonom poslednjih 21 dan (p<0,001, za
oba indeksa). Izolovana primena ACTH hormona nije pokazala statisticki znacajne promene u
vrednostima D indeksa i R indeksa u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, kao ni u odnosu na
magnezijumom i ACTH/Mg tretirane grupe Zivotinja.

4.1.2. NORT test - vremena istrazivanja objekata u test fazi

Sa ciljem ispitivanja prokognitivnih efekata tretmana u NORT testu, koriS¢en je protokol u
kome se ocekuje da kontrolne Zivotinje u test fazi nisu zapamtile trening fazu, te da ne prave
razliku izmedu novog i poznatog objekta. U tako postavljenom protokolu ocekuje se da je
vrednost D indeksa kontrolnih Zivotinja pribliZzno jednaka nuli, Sto nam je ukazalo da je moZda
krucijalno pitanje prilikom analize rezultata “Da li Zivotinje u specificnoj grupi prave razliku
izmedu novog i poznatog objekta?” Na ovo pitanje, odgovor bi mogao da se dobije jednostavnom
analizom rezultata t-testom sa ciljem ispitivanja da li je D indeks znacajno razli¢it od nule ili t
testom parova kako bi se uporedilo vreme provedeno istrazujuci novi objekat i poznati objekat.
Medutim, prilikom viSestrukog poredenja, ponavljanje t testa bi moglo da dovede do laZzno
pozitivnih rezultata.

Dodatno, poredenje diskriminiSu¢ih parametra izmedu grupa, D indeksa i R indeksa,
koriS¢enjem ANOVA testa, odgovorilo nam je na pitanje "Koja grupa diskriminiSe bolje ili pamti
bolje?” ali nismo dobili odgovor na pitanje “Da li kontrolna grupa pamti trening fazu?”

Stoga smo se, sa ciljem dobijanja odgovora na prvo i krucijalno pitanje za svaku grupu, a
uzimajuci u obzir probleme koji se javljaju prilikom viSestrukog koriS¢enja nezavisnih t-testova,
opredelili za ANOVA test ponovljenih merenja (eng. Repeated Measure ANOVA), pri ¢emu je
preferencija za objektom faktor eksperimentalne Zivotinje, i pracen je efekat ovog faktora unutar
svake eksperimentalne grupe.

U sva tri eksperimenta analizirano je vreme istraZivanja objekta pomoc¢u ANOVA testa
ponovljenih merenja, gde je faktor izmedu eksperimentalnih Zivotinja bio tretman, a preferencija
za objektom faktor eksperimentalne Zivotinje. Predstavljeni su efekti oba faktora, i dodatno
pojedinacni efekat faktora Zivotinje (preferencije za objektom), kako bi analizirali koje grupe
Zivotinja znacajno prave razliku izmedu objekata.

4.1.2.1. Promene u vremenu istrazivanja objekata - eksperiment 1

Prilikom analiziranja rezultata prvog eksperimenta, a kako je glavni cilj u ovoj analizi
poredenje vremena istrazivanja unutar same grupe Zivotinja, pored akutne Mg i kontrolne grupe
Zivotinja u analizu rezultata ukljucena je i grupa Zivotinja dugoroc¢no tretiranih magnezijumom iz
treceg eksperimenta.
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Statisticka analiza rezultata koriS¢enjem ponovljenog ANOVA testa pokazala je da nije bilo
znacajnog efekta tretmana na vreme istrazivanja (F(2,18)= 0,731; p = 0,495), medutim preferencija
za objektom je statisticki znacajno uticala na ovaj parametar (F(1,18) = 13,251; p = 0,002), a sama
interakcija izmedu ova dva faktora pokazala je statisticki trend (F(2,18) = 3,521; p = 0,051).

Daljom analizom pojedinacnog faktora preferencije za objektom na vreme istrazivanja,
pokazano je da kontrolne Zivotinje ne prave razliku izmedu poznatog (prethodno predstavljenog)
i novog objekta (p = 0,964), u skladu sa ocekivanjima prilikom postavljanja protokola. Nasuprot
tome, Zivotinje tretirane akutno (p = 0,018) i dugorocno (p = 0,002) magnezijumom provele su
statisticki znacajno viSe vremena u istraZivanju novog objekta (Slika 27), Sto ukazuje na
potencijalni prokognitivni efekat tretmana.
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Slika 27. Efekti akutnog i dugoro¢nog tretmana magnezijumom na vreme istraZivanja
novog i poznatog objekta u testu dugorone memorije. Vremena istraZivanja objekata u test fazi
NORT testa Zivotinja tretiranih akutno i dugoroc¢no, 28 dana, magnezijumom i vremena istraZivanja
kontrolne grupe predstavljena su kao srednje vrednosti (+ S.E.M), koje su Zivotinje provele istrazujuci
poznati (f.o) i novi (n.0.) objekat. Vremena pojedinacnih Zivotinja predstavljena su ravnom linijom.
*#p<0,01, *p<0,05, u odnosu na vreme istrazivanja poznatog objekta unutar grupe.
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4.1.2.2. Promene u vremenu istrazivanja objekata - eksperiment 2

U drugom eksperimentu, ispitivan je efekat akutnih tretmana magnezijumom, ACTH
hormonom i kombinacijom tretmana na vreme provedeno u istraZivanju poznatog i novog
objekta u test fazi NORT testa.

Analiza rezultata ponovljenim ANOVA testom pokazala je da tretman nije uticao na vreme
istrazivanja (F3,24) = 0,478; p = 0,700), dok je preferencija za objektom znacajno uticala na ovaj
parametar (F,24) = 22,677; p = 0,000), kao i interakcija izmedu faktora (F(3,24) = 5,648; p =
0,004).

Daljom analizom pojedina¢nog faktora preferencije za objektom na vreme istrazZivanja, a u
skladu sa rezultatima prvog eksperimenta, pokazano je da kontrolne Zivotinje nisu pravile razliku
izmedu poznatog i novog objekta (p = 0,868). Dodatno, Zivotinje akutno tretirane ACTH
hormonom takode nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u vremenu istrazivanja novog i ve¢
poznatog objekta (p = 0,561). Medutim, Zivotinje akutno tretirane magnezijumom i u drugom
eksperimentu proveli su znacajno viSe vremena istrazujuci novi objekat u poredenju sa poznatim,
kako je prikazano na slici 28. Pored toga, Zivotinje akutno tretirane kombinacijom tretmana Mg i
ACTH provele su statisticki znacajno viSe vremena istrazujuci novi objekat (p = 0,01).
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Slika 28. Efekti akutnih tretmana magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom
tretmana na vreme istrazivanja novog i poznatog objekta u testu dugoroCne memorije.
Vremena istraZivanja objekata u test fazi NORT testa Zivotinja akutno tretiranih magnezijumom, ACTH
hormonom i ACTH/Mg kombinacijom tretmana i vremena istrazZivanja kontrolne grupe predstavljena su
kao srednje vrednosti (+ S.E.M) koje su Zivotinje provele istrazujuci poznati (f.0) i novi (n.o.) objekat.
Vremena pojedinacnih Zivotinja predstavljena su ravnom linijom. ***p<0,001, **p<0,01, u odnosu na
vreme istrazivanja poznatog objekta unutar grupe.
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4.1.2.3. Promene u vremenu istrazivanja objekata - eksperiment 3

Uticaj dugoroc¢nih tretmana, predstavljen je na slici 29, i pokazano je da efekat tretmana
na vreme istrazivanja nije signifikantan (F(3,23) = 1,606; p = 0,215), nasuprot tome preferencija za
objektom znacajno je uticala na ovaj parametar (F(1,23) = 24,154; p = 0,000), kao i interakcija
izmedu faktora (F(3.23) = 7,833; p = 0,001).

Analiza pojedinacnog efekta preferencije za objektom pokazala je da kontrolna grupa
Zivotinja nije pravila razliku izmedu objekata (p = 0,324), Sto je u skladu sa prethodna dva
eksperimenta. Dodatno, pokazano je da ACTH tretman u trajanju od 21 dan nije uticao na
eksperimentalne Zivotinje, odnosno ni ACTH grupa Zivotinja nije pravila razliku izmedu objekata
(p = 0,110). Medutim, pacovi tretirani magnezijumom u trajanju od 28 dana (p = 0,002), kao i oni
tretirani dugoro¢no kombinacijom Mg i ACTH tretmana (p = 0,000), proveli su statisticki
znacajno visSe vremena istrazujuci novi objekat u poredenju sa poznatim objektom.
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Slika 29. Efekti dugorocnih tretmana magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom
tretmana na vreme istrazivanja novog i poznatog objekta u testu dugoroCne memorije.
Vremena istrazivanja objekata u test fazi NORT testa Zivotinja tretiranih magnezijumom per os u trajanju
od 28 dana, ACTH hormonom s.c. u trajanju od 21 dan i kombinacijom ACTH/Mg tretmana (ACTH s.c.
21dan/Mg per os 28dana) i vremena istrazivanja kontrolne grupe (fizioloSki rastvor s.c. 21 dan)
predstavljena su kao srednje vrednosti (+ S.E.M), koje su Zivotinje provele istrazuju¢i poznati (f.0) i novi
(n.o.) objekat. Vremena pojedinacnih Zivotinja predstavljena su ravnom linijom. ***p<0,001, **p<0,01, u
odnosu na vreme istrazivanja poznatog objekta unutar grupe.
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4.2. Efekat dugorocnih tretmana na koncentraciju magnezijuma u
prefrontalnom korteksu

U cilju evaluacije efekata dugoroc¢nih tretmana na koncentraciju magnezijuma u mozgu
Zivotinja, u trecem eksperimentu prve faze istrazivanja nakon Zrtvovanja Zivotinja izolovan je
prefrontalni korteks kao deo limbiCkog sistema, moZdane strukture ukljucenje u formiranje
memorije i u emocionalni odgovor.

Dobijeni rezultati ukazuju da dugoroc¢ni tretmani magnezijumom, ACTH hormonom i
kombinacijom tretmana nisu uticali na koncentraciju magnezijuma u prefrontalnom korteksu.
StatisticCkom analizom podataka nije pokazan statisticki znacajan efekat magnezijum (F(1,23) =
0,669, p = 0,422) niti ACTH (F(1,23) = 0,238, p = 0,631) faktora, kao ni interakcije ova dva faktora
(Fa,23 = 0,253, p = 0,620) na koncentraciju magnezijuma u prefrontalnom korteksu, ispitivano
dvofaktorskim ANOVA testom (Tabela 7).

Tabela 7. Koncentracija magnezijuma u prefrontalnom Kkorteksu eksperimentalnih
Zivotinja. Koncentracija magnezijuma u prefrontalnom Kkorteksu Zivotinja dugoro¢no tretiranih
magnezijumom u trajanju od 28 dana (Mg grupa), ACTH hormonom u trajanju od 21 dan (ACTH grupa),
kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa) i kontrolne grupe Zivotinja predstavljene su kao srednje
vrednosti + S.E.M. Nije bilo statisti¢ni znacajnih razlika u koncentraciji magnezijuma u prefrontalnom
korteksu izmedu eksperimentalnih grupa.

Grupa Koncentracija (mmol/kg)
Kontrola 9,27 £1,47
Mg 9,56 + 0,82
ACTH 8,35+0,71
ACTH/Mg 9,57 +0,68

4.3. Uticaj dugorocnih tretmana na koncentraciju kortikosterona u
plazmi eksperimentalnih Zivotinja

Kako bi se analizirao uticaj dugorocnih tretmana na aktivnost HPA osovine i utvrdilo da li
primena ACTH hormona tokom 21 dana dovodi do aktivacije HPA osovine, odredivana je
koncentracija kortikosterona u plazmi Zivotinja. Koncentracija kortikosterona u plazmi Zivotinja
evaluirana je u sve Cetiri eksperimentalne grupe i rezultati su predstavljeni u tabeli 8.

Statisticka analiza dvofaktorskim ANOVA testom pokazala je statisticki znacajan efekat
ACTH faktora (F(1,24) = 8,891, p = 0,006) na koncentraciju kortikosterona u plazmi, ali ne i efekat
magnezijuma (F(1,24) = 3,329, p = 0,081). Kako je pokazana i znacajna interakcija ova dva faktora
(Fa,24) = 5,365, p = 0,029) uraden je i test za viSestruku komparaciju (eng. All Pairwise Multiple
Comparison Procedure, Student-Newman-Keuls Method) koji je pokazao da je nivo kortikosterona
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u plazmi statisticki znacajno veci kod Zivotinja tretiranih ACTH hormonom u trajanju od 21 dan u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p = 0,001) i ACTH/Mg tretiranu grupu Zivotinja (p = 0,008).
Ovi rezultati ukazuju da primena ACTH hormona dovodi do aktivacije HPA osovine, kao Sto je i
ocekivano. Medutim rezultati ukazuju da ko-administracija magnezijum tretmana uz ACTH
tretman smanjuje ovaj efekat na HPA osovinu.

Tabela 8. Koncentracija kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Koncentracija
kortikosterona u plazmi Zivotinja dugoroc¢no tretiranih magnezijumom u trajanju od 28 dana (Mg grupa),
ACTH hormonom u trajanju od 21 dan (ACTH grupa), kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa) i
kontrolne grupe predstavljene su kao srednje vrednosti = S.E.M. **p<0,01 u odnosu na kontrolnu grupu;
## p<0,01 u odnosu na ACTH/Mg grupu.

Grupa Koncentracija
P kortikosterona (ng/ml)
Kontrola 205,82 + 1,28
Mg 208,78 £ 1,40
ACTH 237,64 + 11,31 **,##
ACTH/Mg 212,77 + 3,58

4.4. Uticaj dugoroc¢nih tretmana na ekspresiju parametara
neurogeneze i sinaptogeneze u hipokampusu

Kako je hipokampus struktura za koju je pokazano da je ukljuCena u formiranje,
konsolidaciju i pozivanje memorije, a dentate gyrus region hipokampusa predstavlja mozdanu
strukturu za koju je pokazano da tokom citavog Zivota ucestvuje u procesima neurogeneze bilo je
znacajno odrediti parametre neurogeneze i sinaptogeneze u hipokampusu. BDNF protein se
smatra klju¢nim medijatorom sinapticke plasti¢nosti i adultne neurogeneze (Meng et al,, 2011), a
doublecortin (DCX) protein nalazi se u sastavu progenitorskih ¢elija i nezrelih nervnih celija, dok
je nedetektabilan u sastavu zrelih neurona, te se moZze koristiti kao marker adultne neurogeneze
(Brown et al., 2003). Dodatno, protein povezan sa rastom 43 (eng. Growth-Associated Protein 43,
GAP43) ima znacajnu ulogu u sinaptogenezi, regulaciji rasta aksonskih zavrsetaka i regulaciji
organizacije citoskeleta u nervnim zavrSetcima (Benowitz i Routtenberg, 1997), te se smatra
markerom sinapticke plasti¢nosti.

Uzimaju¢i sve navedeno u obzir analizirana je koli¢ina proteina neutroficnog faktora
poreklom iz mozga - BDNF i proteina povezanog sa rastom 43 - GAP43 u hipokampusu, kao i
gustina Celija koje eksprimiraju DCX.
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4.4.1. Kolic¢ina BDNF proteina u hipokampusu

Ukupna koliCina proteina neutroficnog faktora poreklom iz mozga (BDNF) odredivana je
Western blot metodom. Dobijeni rezultati predstavljeni su u arbitralnim jedinicama (a.u.),
odnosno normalizovani su u odnosu na (3-aktin (Slika 30, Tabela 9).

Pokazano je da Cetvoronedeljni tretmana magnezijumom (p < 0,001) dovodi do znacajnog
povecanja koliCine BDNF proteina u hipokampusu u odnosu na kontrolnu grupu. Takode,
kombinacija tretmana ACTH/Mg statisticki znacajno povec¢ava ukupnu koli¢inu BDNF proteina u
odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,05), Sto ukazuje da je efekat magnezijuma prisutan i u
uslovima aktivacije HPA osovine. Efekat magnezijuma na ukupnu koli¢inu BDNF proteina je u
skladu sa rezultatima dobijenim analizom rezultata NORT testa.

Efekti magnezijuma (p < 0,01) i kombinacije tretmana magnezijuma i ACTH hormona (p <
0,05) na ukupnu koli¢inu BDNF proteina bili su prisutni i u odnosu na ACTH tretiranu grupu
zZivotinja. Dodatno, samostalan dugoroc¢ni tretman ACTH hormonom nije doveo do znacajnog
uticaja na kolicinu BDNF proteina u hipokampusu u odnosu na Kkontrolnu grupu
eksperimentalnih Zivotinja.

% ked ww w®
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Koli¢ina BDNF proteina
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Slika 30. Uticaj dugoro¢nih eksperimentalnih tretmana na koli¢cinu BDNF proteina u
hipokampusu Wistar pacova. Koli¢ina BDNF proteina Zivotinja tretiranih magnezijumom u trajanju
od 28 dana (Mg grupa), ACTH hormonom u trajanju od 21 dan (ACTH grupa) i ACTH/Mg kombinacijom
tretmana (ACTH/Mg grupa; 21dan/28dana) i kontrolne grupe (fizioloSki rastvor 21 dan) predstavljene su
kao srednje vrednosti (+ S.E.M). Rezultati su izraZeni u arbitralnim jedinicama (a.u.), normalizovani u
odnosu na 3-aktin. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.
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Tabela 9. Uticaj eksperimentalnih tretmana na koli¢inu BDNF proteina u hipokampusu.
Koli¢cina BDNF proteina zivotinja dugoro¢no tretiranih magnezijumom, ACTH hormonom i ACTH/Mg
kombinacijom tretmana i kontrolne grupe predstavljene su kao srednje vrednosti (+ S.E.M). Rezultati su
izraZeni u arbitralnim jedinicama (a.u.), normalizovani u odnosu na B-aktin. ***p<0,001, **p<0,01, *
p<0,05, u poredenju sa kontrolnom grupom (a), magnezijum grupom (b) i ACTH grupom (c).

Grupa Koli¢ina BDNF proteina (a.u.)
Kontrola 0,6178 £ 0,061
Mg 1,194 + 0,125 a ***
ACTH 0,6952 £ 0,023 b**
ACTH/Mg 1,023 + 0,058 a* c*

4.4.2. Koli¢ina GAP43 proteina u hipokampusu

Ukupna koli¢ina proteina povezanog sa rastom 43 (eng. Growth-associated protein -
GAP43), odredivana je Western blot metodom. Dobijeni rezultati predstavljeni su u arbitralnim
jedinicama (a.u.), normalizovani u odnosu na 3-aktin (Slika 31, Tabela 10).

Pokazano je da tretman magnezijumom u trajanju od Cetiri nedelje, tretman ACTH
hormonom u trajanju od tri nedelje i kombinacija tretmana ne uti¢u znacajno na koli¢inu GAP43
proteina u hipokampusu Zivotinja u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Medutim,
kombinacija tretmana ACTH/Mg dovela je do statisticki znac¢ajnog povecanje kolicine GAP43
proteina u poredenju sa grupom magnezijumom tretiranih Zivotinja (p < 0,01) i ACTH tretmanom
tretiranih Zivotinja (p < 0,05).

Tabela 10. Uticaj eksperimentalnih tretmana na koli¢inu GAP43 proteina u hipokampusu.
Koli¢ina GAP43 proteina Zivotinja tretiranih magnezijumom u trajanju od 28 dana (Mg grupa), ACTH
hormonom u trajanju od 21 dan (ACTH grupa) i ACTH/Mg kombinacijom tretmana (21dan/28dana) i
kontrolne grupe (fizioloski rastvor 21 dan) predstavljene su kao srednje vrednosti (+ S.E.M). Rezultati su
izraZeni u arbitralnim jedinicama (a.u.), normalizovani u odnosu na (-aktin. **p<0,01, * p<0,05, u
poredenju sa magnezijum grupom (a) i ACTH grupom (b).

Grupa Koli¢ina GAP43 proteina (a.u.)
Kontrola 0,7017 £0,12704
Mg 0,4487 + 0,07974
ACTH 0,6176 +0,07905
ACTH/Mg 0,9597 + 0,16376 a**b*
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Slika 31. Uticaj dugoroc¢nih eksperimentalnih tretmana na koli¢inu GAP43 proteina u
hipokampusu Wistar pacova. Koli¢ina GAP43 proteina zivotinja dugorotno tretiranih
magnezijumom, ACTH hormonom i ACTH/Mg kombinacijom tretmana i kontrolne grupe predstavljene su
kao srednje vrednosti (+ S.E.M). Rezultati su izraZeni u arbitralnim jedinicama (a.u.), normalizovani u
odnosu na 3-aktin. **p<0,01, *p<0,05.

4.4.3. Ekspresija DCX proteina u dentate gyrus regionu hipokampusu

Sa ciljem ispitivanja uticaja dugorocnih tretmana magnezijumom, ACTH hormonom i
kombinacijom tretmana na ekspresiju doublecortin proteina u dentate gyrus regionu
hipokampusa radena je imunohistohemijska analiza histoloSkih preseka hipokampusa. Dobijeni
rezultati su predstavljeni kao broj cCelija koje eksprimiraju DCX (DCX+ ¢elije) po vidnom polju
povrsSine 0,07 mm? (Slika 32, Tabela 11).

Tronedeljni tretman ACTH hormonom doveo je do statisticki znaCajnog smanjenja broja
DCX+ ¢elija u dentate gyrus regionu hipokampusu u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p <
0,001), dodatno ovaj efekat je bio prisutan i u odnosu na Mg tretiranu grupu Zivotinja (p <
0,0001) kao i ACTH/Mg tretiranu grupu Zivotinja (p < 0,05).

Dugoroc¢ni tretman magnezijumom nije doveo do znacajnih promena u broju DCX+ ¢elija u
hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, magneziijum u
kombinaciji sa ACTH hormonom (ACTH/Mg grupa) anulirao je negativni efekat koji je pokazao
tretman ACTH hormonom (p < 0,05).
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Tabela 11. Uticaj dugoro¢nih eksperimentalnih tretmana na gustinu Ccelija Kkoje
eksprimiraju DCX protein u dentate gyrus regionu hipokampusu. Broj ¢elija koje eksprimiraju
DCX (DCX+), po vidnom polju 0,07mm?, Zivotinja dugoroc¢no tretiranih magnezijumom (Mg grupa), ACTH
hormonom (ACTH grupa) i ACTH/Mg kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa) kao i kontrolne grupe
Zivotinja predstavljen je kao srednja vrednost (+ S.E.M). ***p<0,0001, ***p<0,001, *p<0,05, u poredenju
sa kontrolom grupom (a), magnezijum grupom (b) i ACTH grupom Zivotinja (c).

Grupa DCX+/0,07mm?
Kontrola 4,273 £ 0,145
Mg 4,848 + 0,280
ACTH 2,269 £ 0,272 a*** b
ACTH/Mg 3,622 + 0,447 c*
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Slika 32. Uticaj eksperimentalnih tretmana na broj ¢elija koje eksprimiraju DCX protein u
dentate gyrus regionu hipokampusu. Broj ¢elija koje eksprimiraju DCX (DCX+), izraZen po vidnom
polju 0,07mm?2, Zivotinja tretiranih magnezijumom u trajanju od 28 dana, ACTH hormonom u trajanju od
21 dan i ACTH/Mg kombinacijom tretmana (21dan/28dana) i kontrolne grupe (fizioloski rastvor 21 dan)
predstavljen je kao srednja vrednost (* S.E.M). ****p<0,0001, ***p<0,001, * p<0,05.
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4.5. Efekat dugoroCnih tretmana na ekspesiju alpha-2A
adrenergickih receptora u Locus ceruleus-u

Sa ciljem ispitivanja uticaja dugorocnih tretmana magnezijumom, ACTH hormonom i
kombinacije tretmana na ekspresiju alpha-2A adrenergickih receptora (a2A-AR) u Locus ceruleus
(LC) regionu radena je imunohistohemijska analiza histoloskih preseka LC-a. Rezultati dobijeni
imunohistohemijskom analizom predstavljeni su kao broj ¢elija koje eksprimiraju alpha-2A
adrenoreceptori (a2A-AR) i izraZeni su po vidnom polju 0,07mm? (Slika 33).

Tronedeljni tretman ACTH hormonom doveo je do statisti¢ki znacajnog povecanja gustine
ekspresije alpha-2A adrenergickih receptora («2A-AR) u LC regionu u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja (p < 0,001). Dugorocni tretmani magnezijumom i kombinacijom tretmana
magnezijumom i ACTH hormonom (ACTH/Mg grupa) pokazali su slican efekat (p < 0,001; p <
0,001).
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Slika 33. Uticaj eksperimentalnih tretmana na gustinu ¢elija koje eksprimiraju alpha 2A-
adrenergicke receptore (a2A-AR). Broj Celija koje eksprimiraju a2A-AR u LC regiji, izrazen po
vidnom polju 0,07mm?, Zivotinja tretiranih magnezijumom u trajanju od 28 dana, ACTH hormonom u
trajanju od 21 dan i ACTH/Mg kombinacijom tretmana (21dan/28dana) i kontrolne grupe (fizioloski
rastvor 21 dan) predstavljen je kao srednja vrednost (+ S.E.M). ***p<0,001.
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4.6. Uticaj tretmana na oksidativnha oSte¢enja DNK molekula, na
parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

Pokazano je da povecanje aktivnosti HPA osovine dovodi do znacajnih metabolickih
promena, a takode i do promena u oksidativnhom statusu i aktivnosti antioksidativnih enzima (Liu
et al.,, 1996; Stanic et al., 2016). Sa druge strane, na osnovu dosadasnjih studija o uticaju Mg na
metabolicke procese, moglo bi se pretpostaviti da dugorocni tretman magnezijumom mozZe
uticati na ravnoteZu parametara oksidativnog statusa (Scibior et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Stoga, u cilju ispitivanja potencijalnih efekata povecane aktivnost HPA osovine i
dugorocnog tretmana magnezijumom, praceno je oksidativno oStecenje DNK molekula perifernih
limfocita. Pored toga praceni su parametri oksidativnog statusa: superoksid anjon, totalni
oksidativni status i koncentracija produkata oksidacije proteina, kao i aktivnosti enzima
antioksidativne zastite superoksid dizmutaze i paraoksonaze 1.

4.6.1. Ostecenja DNK molekula perifernih limfocita

Efekti dugorofnih tretmana magnezijumom, adrenokortikotropnim hormonom i
kombinacijom Mg i ACTH tretmana na DNK perifernih limfocita praceni su Comet testom.
Rezultati su predstavljeni kao ukupan broj Celija sa DNK oSte¢enjem od 100 analiziranih celija,
kao i broj Celija umerenog DNK oStecenja i broj ¢elija visokog DNK oStecenja (Slike 34 i 35).

Rezultati komet testa za svaku eksperimentalnu grupu predstavljeni su kao totalni komet
skor (eng. total comet score - TCS) koji je izra¢unat mnoZenjem broja ¢elija date kategorije sa
odgovarajucom kategorijom (Khisroon et al., 2015). Dodatno, komet skor je izracunat i analiziran
za umereno oStecene Celije (eng. medium damaged comet score - MDCS) i za visoko oStecene celije
(eng. highly damaged comet score - HDCS) (Stani¢ et al., 2016) (Tabele 12 i 13, Slika 36).

4.6.1.1. Ukupni broj perifernih limfocita sa DNK oStecenjem

Inkubacija perifernih limfocita sa PBS-om nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u
ukupnom broju perifernih limfocita sa DNK oSte¢enjem izmedu eksperimentalnih grupa,
medutim razlika je primecena nakon inkubacije sa H202 (Slika 34). Statisticki znacajno povecanje
ukupnog broja celija sa DNK ostecenjem primeceno je u svakoj eksperimentalnoj grupi nakon
inkubacije perifernih limfocita sa H202.

Statisticki znacajan efekat tretmana (F3,87) = 31,13, p < 0,0001), prisustva H202 (F187) =
586, p < 0,0001) i interakcije izmedu tretmana i prisustva H202 (F@3s7) = 23,14, p < 0,0001)
dobijen je dvofaktorskim ANOVA testom. Ukupan broj Celija sa DNK oSte¢enjem znacajno je
povecan kod ACTH tretirane grupe Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p < 0,0001),
dok je ovaj efekat izostao kod ACTH/Mg tretirane grupe Zivotinja. Naprotiv, ukupni broj ¢elija sa
DNK oStecenjem u ACTH/Mg tretiranoj grupi Zivotinja je znacajno smanjen u odnosu na ACTH
tretiranu grupu Zivotinja (p < 0,001).
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Rezultati su pokazali da je tretman magnezijumom znacajno smanjio ukupni broj ¢elija sa
oSte¢enjem DNK molekula u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja (p < 0,0001), ali i u
poredenju sa ACTH (p < 0,0001) i ACTH/Mg (p < 0,0001) grupama Zivotinja.
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Slika 34. Uticaj eksperimentalnih tretmana na ukupan broj ¢elija sa oSte¢enjem DNK
molekula. Periferni limfociti pacova Wistar soja tretiranih magnezijumom per os 28 dana (Mg grupa),
adrenokortikotropnim hormonom s.c. 21 dan (ACTH grupa), kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa) i
fizioloSkim rastvorom s.c. 21 dan (kontrolna grupa) inkubirani su in vitro sa PBS-om ili H20,. Analiza je
radena na 100 c¢elija po svakom uzorku, i rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M.
*¥**4p<0,0001, ***p<0,001, u poredenju PBS ili H,0, tretiranih uzoraka izmedu eksperimentalnih grupa;
##p<(0,0001, ###p<0,001, u poredenju PBS i H,0; tretiranih uzoraka unutar eksperimentalne grupe.

4.6.1.2. Stepen DNK ostecenja perifernih limfocita: ¢elije sa umerenim i ¢elije
sa visokim oSte¢enjem DNK molekula

Stepen osStecenja DNK molekula u perifernim limfocitima evaluiran je u sve Ccetiri
eksperimentalne grupe Zivotinja, u prisustvu i u odsustvu inkubacije sa H202 (Slika 35).
Inkubacija Celija sa H202 statisticki znacajno je povecala broj ¢elija umerenog i visokog DNK
oStecenja u poredenju sa odsustvom inkubacije kod svih eksperimentalnih grupa Zivotinja.
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Slika 35. Uticaj eksperimentalnih tretmana na stepen oSte¢enja DNK molekula perifernih
limfocita: broj celija sa umerenim DNK osteenjem (A) i broj ¢elija sa visokim DNK
oStecenjem (B). Periferni limfociti pacova Wistar soja tretiranih magnezijumom per os 28 dana (Mg
grupa), adrenokortikotropnim hormonom s.c. 21 dan (ACTH grupa), kombinacijom tretmana (ACTH/Mg
grupa) i fizioloSkim rastvorom s.c. 21 dan (kontrolna grupa) inkubirani su in vitro sa PBS-om ili H;O..
Celije sa umerenim DNK o$te¢enjem predstavljaju zbir ¢elija kategorije 1 i 2 (o$teéenja izmedu 5% i 40%
u odnosu na neoStecéene ¢elije), dok celije sa visokim DNK oSteé¢enjem predstavljaju zbir ¢elija kategorija 3

Kontrola
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i 4 (oSteCenja preko 40% u odnosu na neoStecene Celije). Analiza je radena na 100 celija po svakom
uzorku i rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, poredenje PBS ili H;0; tretiranih uzoraka izmedu eksperimentalnih grupa; ###* p<0,0001,
###p<0,001, #* p<0,01, #p<0,05, poredenje PBS i H,0; tretiranih uzoraka unutar eksperimentalne grupe.

Broj ¢elija umerenog DNK oStecenja analiziran je dvofaktorskim ANOVA testom koji je
pokazao znacajan efekat tretmana (F3,s7) = 10,01, p < 0,0001) i prisustva H202 (F1,87) = 221,6, p <
0,0001), kao i postojanja interakcije izmedu tretmana i prisustva H202 (F3s7) = 5,596, p =
0,0015). Broj umereno oStecenih celija je signifikantno povecan kod ACTH tretirane grupe
Zivotinja u poredenju sa kontrolnom grupom (p < 0,05). Nasuprot tome, slicno efektu tretmana
magnezijuma na ukupan broj DNK oStecenih cCelija, tretman magnezijumom je smanjio broj
umereno ostecenih celija u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p < 0,01), ali i u odnosu na
ACTH grupu (p < 0,0001) i ACTH/Mg grupu Zivotinja (p < 0,0001).

Signifikantan efekat tretmana (F387)= 6,105, p = 0,0008), prisustva H202 (F1,87) = 64,12, p
< 0,0001) i interakcije ova dva faktora (F3s7) = 5,857, p = 0,0011) pokazan je i na broju Celija sa
visokim do maksimalnim oSte¢enjem DNK molekula. Povecanje broja visoko osStecenih celija
primeceno je kod ACTH tretirane grupe Zivotinja u poredenju sa ostale tri eksperimentalne
grupe. ACTH tretman je pokazao znacajno povecanje broja Celija visokog DNK osStetenja u
poredenju sa kontrolnom grupom (p < 0,001), dok je ovaj efekat izostao kod ACTH/Mg tretirane
grupe zivotinja. U skladu sa rezultatima dobijenim za ukupan broj DNK oSte¢enih Ccelija,
kombinacija ACTH i Mg tretmana pokazala je smanjenje i u broju ¢elija visokog DNK osStecenja u
poredenju sa ACTH tretiranom grupom (p < 0,05). Znacajan efekat magnezijuma na visoko
oStecene Celije nije primecen u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, ali je primecen u poredenju
sa ACTH (p < 0,0001) i ACTH/Mg (p < 0,05) grupama Zivotinja.

4.6.1.3. Promene nivoa totalnog komet skora (TCS), komet skora umereno
oStecenih celija (MDCS) i komet skora visoko ostecenih ¢elija (HDCS)

Statisticka analiza vrednosti TCS dvofaktorskim ANOVA testom pokazala je signifikantan
efekat tretmana (F@3s7) = 17,89, p < 0,0001), prisustva H202 (F1,87) = 320,6, p < 0,0001) i
interakcije ova dva faktora (F(387) = 15,2, p < 0,0001). Takode, statisticka analiza vrednosti MDCS
pokazala je signifikantan efekat tretmana (F@3s7) = 6,78, p = 0,0004), prisustva H202 (F(1,87) =
137,5, p < 0,0001) i interakcija ova dva faktora (F,s7) = 5,396, p = 0,0019), kao i statisticka
analiza vrednosti HDCS, efekat tretmana (F385 = 6,755, p = 0,0004), prisustva H202 (F(185 =
57,84, p < 0,0001) i interakcije ova dva faktora (F3,s5) = 6,379, p = 0,0006).

U skladu sa rezultatima dobijenim za totalni broj oStecenih celija, za broj celija sa
umerenim oStecenjem DNK i za broj ¢elija sa visokim oStecenjem DNK nakon in vitro inkubacije
sa H202, ACTH tretman je znacajno povecao totalni komet skor (p < 0,0001), komet skor umereno
oStecenih ¢elija (p < 0,05) i komet skor visoko oStecenih celija (p < 0,001) u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja (Slika 36, Tabela 12). Efekat tretmana ACTH u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja izostao je kod eksperimentalnih Zivotinja tretiranih ACTH
hormonom u kombinaciji sa magnezijumom (ACTH/Mg grupa). Pored toga, ACTH/Mg tretirana
grupa Zivotinja pokazala je znacajno smanjenje totalnog komet skora (p < 0,001) i komet skor
visoko oStecenih celija (p < 0,01) u poredenju sa ACTH grupom Zivotinja.
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Suplementacija magnezijumom u Mg grupi pokazala je znacajno smanjenje totalnog komet
skora (p < 0,001) i komet skora umereno ostecenih celija (p < 0,05) u poredenju sa kontrolnom
grupom Zivotinja (Slika 36, Tabela 12). Pored toga, tretman magnezijumom pokazao je statisticki
znacajno smanjenje sva tri skora (TCS, MDCS i HDCS) u poredenju sa ACTH grupom i statisticki
znacajno smanjenje totalnog komet skora i komet skora umereno oStecenih ¢elija u poredenju sa
ACTH/Mg tretiranom grupom Zivotinja.
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Slika 36. Vrednosti totalnog komet skora - TCS (A), komet skora umereno DNK ostecenih
¢elija - MDCS (B) i visoko DNK ostecenih celija - HDCS (C) nakon in vitro inkubacije sa H20:2.
Periferni limfociti pacova Wistar soja tretiranih magnezijumom per os 28 dana (Mg grupa),
adrenokortikotropnim hormonom s.c. 21 dan (ACTH grupa), kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa) i
fizioloSkim rastvorom s.c. 21 dan (kontrolna grupa) su in vitro inkubirani sa H0,. Odgovaraju¢i komet
skorovi su izraCunati mnoZenjem broja celija date kategorije sa samom kategorijom. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.
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Tabela 12. Totalni komet skor (TCS), komet skor umereno DNK ostecenih celija (MDCS) i
visoko DNK ostecenih celija (HDCS) nakon in vitro inkubacije sa Hz202. Periferni limfociti
pacova Wistar soja tretiranih dugorotno magnezijumom (Mg grupa), adrenokortikotropnim hormonom
(ACTH grupa) i kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa), kao i kontrolne grupe, in vitro su inkubirani sa
H;0;. Odgovaraju¢i komet skorovi su izracunati mnoZenjem broja celija date kategorije sa samom
kategorijom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, u poredenju sa kontrolom (a), magnezijum grupom (b) i ACTH grupom (c).

H20:2

Kontrola Mg ACTH ACTH/Mg
TCS 107,917 + 11,789 23;883 £9,129 33*5;;523;35053 &ffiiii”ﬁ%
MDCS TR B T 25,833 +5,016 zjﬁ*i*i 16,448 16)3;727 +4,361
HDCS 41,833 £11,159 19,667 7,404 ;33%;13435 ff*i 9,705

U skladu sa rezultatima dobijenim za totalni broj oStecenih cCelija, za broj celija sa
umerenim osStecenjem DNK i za broj ¢elija sa visokim oSte¢enjem DNK, in vitro inkubacija
perifernih limfocita sa PBS-om nije pokazala statisticki znacajnu razliku u vrednosti komet
skorova (TCS, MDCS i HDCS) izmedu eksperimentalnih grupa (Tabela 13).

Tabela 13. Totalni komet skor (TCS), komet skor umereno DNK ostecenih celija (MDCS) i
visoko DNK ostecenih ¢elija (HDCS) nakon in vitro inkubacije sa PBS-om. Periferni limfociti
pacova Wistar soja tretiranih dugoro¢no magnezijumom (Mg grupa), adrenokortikotropnim hormonom
(ACTH grupa) i kombinacijom tretmana (ACTH/Mg grupa), kao i kontrolne grupe, inkubirani su in vitro sa
PBS-om. Odgovaraju¢i komet skorovi su izraCunati mnoZenjem broja Celija date kategorije sa samom
kategorijom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. Nije bilo statisti¢ni znacajnih razlika
u komet skorovima nakon in vitro inkubacije sa PBS-om izmedu eksperimentalnih grupa.

PBS

Kontrola Mg ACTH ACTH/Mg
TCS 6,417 + 1,69 5417 + 2,385 8,583 + 2,265 18,583 + 3,338
MDCS 5917 + 1,583 5417 + 2,385 7,252,161 16,917 £ 3,29
HDCS 0,5+0,5 0+0 1,333+ 0,801 1+£0,674
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4.6.2. Efekti dugoroc¢nih tretmana magnezijumom, adrenokortikotropnim
hormonom i kombinacije tretmana na markere oksidativhog stresa i
antioksidativne zastite u plazmi Wistar pacova

Sa ciljem ispitivanja efekata dugoroc¢nih tretmana magnezijumom, ACTH hormonom i
kombinacije tretmana na oksidativni stres u plazmi pacova Wistar soja odredivani su markeri
oksidativnog stresa: superoksid anjon, totalni oksidativni status i koncentracija produkata
oksidacije proteina, kao i aktivnosti enzima antioksidativne zaStite superoksid dizmutaze i
paraoksonaze 1.

4.6.2.1. Promene vrednosti nivoa superoksid anjona - O~

Kao sto je prikazano na slici 37 dugoro¢ni tretman ACTH hormonom, u trajanju od 21
dan, doveo je do statisticki znacajnog povecanja nivoa superoksid anjona u poredenju sa
kontrolnom grupom (p < 0,01). Sa druge strane, efekat ACTH hormona je anuliran dugoro¢nom
suplementacijom magnezijumom, tacnije nivo supreoksid anjona kod Zivotinja iz ACTH/Mg grupe
nije pokazao statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, a dodatno
statisticki je znacajno niZi u odnosu na ACTH grupu (p < 0,05). Medutim, samostalna
suplementacija magnezijumom nije dovela do znacajnog efekta na nivo superoksid anjona u
poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja (Slika 37, Tabela 14).
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Slika 37. Uticaj eksperimentalnih tretmana na nivo superoksid anjona. Nivo superoksid
anjona odredivan je u plazmi pacova Wistar soja dugoro¢no tretiranih magnezijumom,
adrenokortikotropnim hormonom i kombinacijom tretmana (ACTH/Mg), kao i kod kontrolne grupe.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0,01, *p<0,05.
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Tabela 14. Vrednosti markera oksidativnog stresa: Oz, TOS i AOPP. Nivoi markera
oksidativnog stresa odredivani su u plazmi pacova Wistar soja dugorotno tretiranih magnezijumom,
adrenokortikotropnim hormonom i kombinacijom tretmana (ACTH/Mg) kao i kod kontrolne grupe.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.E.M. **p<0,01, *p<0,05, u poredenju sa kontrolom (a),
magnezijum grupom (b) i ACTH grupom (c).

Markeri oksidativnog stresa

Kontrola Mg ACTH ACTH/Mg
Srzr;ol p— 7,5+ 1,057 9,5+ 0,671 ;ff 1,461 ff 0,365
105 30,74 + 2,164 27,9 + 1,831 37,86 + 7,268 23,14+ 1,76
pmol/L
ﬁr(r)l?l)/L 93,11 + 3,797 2*1,;3 +9,835 33;63 7451 69,75 + 6,915

4.6.2.2. Promene vrednosti totalnog oksidativnog status - TOS

Vrednosti totalnog oksidativnog statusa prikazane su na slici 38 i u tabeli 14. Dugoroc¢ni
tretmani magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom tretmana nisu doveli do znacajne
promene u vrednosti totalnog oksidativnog statusa u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja.
Pored toga, razlika u vrednosti totalnog oksidativnog statusa izmedu grupa nije postojala.
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Slika 38. Uticaj eksperimentalnih tretmana na totalni oksidativni status. TOS je odredivan u
plazmi pacova Wistar soja tretiranih magnezijumom per os u trajanju od 28 dana, adrenokortikotropnim
hormonom s.c. u trajanju od 21 dan, kombinacijom tretmana (ACTH/Mg) i kod kontrolne grupe. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost * S.E.M. Nije bilo statisti¢ni znac¢ajnih razlika u vrednostima TOS-a
izmedu eksperimentalnih grupa.
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4.6.2.3. Promene Koncentracije produkata oksidacije proteina - AOPP

Kao $to je prikazano na slici 39 tretman magnezijumom u trajanju od 28 dana doveo je do
znacajnog smanjenja koncentracije produkata oksidacije proteina u plazmi Wistar pacova u
poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (p < 0,01). Dodatno, efekat magnezijuma bio je
prisutan i u poredenju sa ACTH tretiranom grupom Zivotinja (p < 0,01). Medutim, ovaj efekat
magnezijuma u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja izostao je kod Zivotinja tretiranih u
kombinaciji sa ACTH hormonom (ACTH/Mg grupa). Dodatno, dugorocni tretman ACTH
hormonom nije doveo do promene u koncentraciji AOPP (Slika 39, Tabela 14).
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Slika 39. Uticaj eksperimentalnih tretmana na AOPP. Koncentracija AOPP odredivana je u plazmi
pacova Wistar soja tretiranih magnezijumom per os u trajanju od 28 dana, adrenokortikotropnim
hormonom s.c. u trajanju od 21 dan, kombinacijom tretmana (ACTH/Mg) i kod kontrolne grupe. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost *+ S.E.M. **p<0,01.

4.6.2.4. Promene aktivnosti enzima superoksid dizmutaze - SOD u plazmi

Na slici 40 prikazana je aktivnost enzima superoksid dizmutaze u plazmi pacova Wistar
soja tretiranih magnezijumom u trajanju od 28 dana, ACTH hormonom u trajanju od 21 dan,
kombinacijom tretmana ili tretiranih fizioloSkim rastvorom - kontrolna grupa (Slika 404, Tabela
15).
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Slika 40. Uticaj eksperimentalnih tretmana na aktivnost enzima antioksidativne zastite
superoksid dizmutaze - SOD (A) i paraoksonaze 1 - PON1 (B). Aktivnost enzima odredivana je u
plazmi pacova Wistar soja dugoro¢no tretiranih magnezijumom per os (Mg grupa/28dana),
adrenokortikotropnim hormonom s.c. (ACTH grupa/10 pg, 21 dan), kombinacijom tretmana (ACTH/Mg

grupa) i fiziolosSkim rastvorom s.c. (kontrola/21 dan). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost *
S.E.M. ¥**p<0,0001, *p<0,05.
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Primena ACTH hormona u trajanju od 21 dan dovela je do statisticki znac¢ajnog smanjenja
antioksidativne aktivnosti SOD enzima u plazmi eksperimentalnih Zivotinja u poredenju sa
kontrolnom grupom (p < 0,0001), ali i u poredenju sa grupom Zivotinja tretiranom
magnezijumom (p < 0,0001). Medutim, ovaj efekat je izostao kod Zivotinja tretiranih dugoro¢no
kombinacijom magnezijumom 28 dana i ACTH hormonom poslednjih 21 dan, StaviSe kombinacija
tretmana je znacajno povecala aktivnost SOD enzima u poredenju sa ACTH grupom Zivotinja (p <
0,0001). Dodatno, efekat magnezijuma je bio prisutan samo u uslovima aktivacije HPA osovine
ACTH tretmanom.

Tabela 15. Aktivnosti antioksidativnih enzima: SOD i PON1. Aktivnost antioksidativnih enzima
odredivana je u plazmi pacova Wistar soja dugoroc¢no tretiranih magnezijumom, adrenokortikotropnim
hormonom i kombinacijom tretmana (ACTH/Mg) i kontrolne grupe. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + S.E.M. ****p<(,0001, *p<0,05, u poredenju sa kontrolom grupom (a), magnezijum grupom (b) i
ACTH grupom (c).

Aktivnosti antioksidativnih enzima

(U/L) Kontrola Mg ACTH ACTH/Mg
SOD 153,5 + 0,885 146,8 + 1,078 ;Bﬁf;iﬁ” szkf +1,276
PON1 48,17 + 5,747 57,67 + 3,844 33'5 349 54,33 + 2,472

4.6.2.5. Promene aktivnosti enzima paraoksonaze 1 - PON1 u plazmi

Aktivnosti paraoksonaze 1 u plazmi pacova Wistar soja tretiranih dugorocno
magnezijumom, ACTH hormonom i kombinacijom tretmana, kao i aktivnost PON1 enzima u
kontrolnoj grupi prikazane su na slici 40 (Slika 40B, Tabela 15).

Pomenuti tretmani u sve tri grupe, Mg, ACTH i ACTH/Mg grupi, nisu doveli do znacajnih
promena u aktivnosti PON1 enzima u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Medutim,
tretman magnezijumom je doveo do povecanje PON1 aktivnosti u plazmi eksperimentalnih
Zivotinja u poredenju sa ACTH tretmanom (p < 0,05).
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5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj magnezijuma na memoriju u fizioloskim i uslovima
aktivacije HPA osovine

Rezultati prve faze ove doktorske disertacije ukazuju da akutna i dugorofna primena
magnezijuma pokazuju prokognitivni efekat, odnosno tretmani dovode do poboljSanja memorije
pacova Wistar soja ispitivano testom prepoznavanja novog objekta. Nasuprot tome rezultati
ukazuju da akutna i dugorocna aktivacija HPA osovine primenom ACTH hormona ne dovodi do
poboljSanja memorije eksperimentalnih Zivotinja. Medutim, u uslovima primene kombinacije
tretmana, akutne aktivacije HPA osovine uz akutno primenjen magnezijum i u uslovima
dugorocne aktivacije HPA osovine uz dugorotno primenjivan magnezijum, primeceno je
poboljSanje memorije pacova.

5.1.1. Prokognitivni efekat magnezijuma

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na prokognitivni efekat akutno i dugorocno
primenjenog magnezijuma, na Sta ukazuju vremena istrazZivanja novog i poznatog objekta,
odnosno vrednosti D indeksa i R indeksa u testu prepoznavanja novog objekta.

Vazno je istaci da je akutna primena magnezijuma u formi MgSO4 dovela do poboljsanja
pozivanja dugorofne memorije u testu prepoznavanja novog objekta kod zdravih odraslih
pacova. lako je ovo ispitivanje zasnovano na pojedinacnoj bihejvioralnoj paradigmi sa ciljem
ispitivanja specificnog aspekta epizodne memorije (Antunes i Biala, 2012), prokognitivni efekat
akutno primenjenog magnezijuma primecen u prvom eksperimentu reprodukovan je u drugom
eksperimentu. Postoji veoma skroman broj bihejvioralnih studija kod pacova u kojima je
ispitivan efekat akutne primene magnezijuma u kojima nije pokazano ni poboljSanje memorije ni
redukcija memorijskog deficita do sada. Browne i saradnici su pokazali da disfunkcija ucenja,
koja se prati poveéanjem vremena potrebnog za pronalaZenje platforme u Morisovom vodenom
lavirintu, nije oslabljena preventivnom akutnom primenom magnezijuma kod pacova koju su
doZiveli traumatsku povredu mozga, iako je tretman doveo do znacajnog smanjenja progresivnog
gubitka tkiva hipokampusa (Browne et al., 2004). Pored toga efekat jedne doze magnezijum-
sulfata na poboljSanje pozivanja dugoro¢ne memorije pokazan je i kod Zivotinja akutno tretiranih
ACTH hormonom. Iako NORT protokol koris¢en u ovom istrazivanju ne mozZe da detektuje
oStecenje memorije, postoje studije koje ukazuju da akutni glukokortikoidni tretmani dovodi do
oStecenja pozivanja dugorocne memorije i kod Zivotinja i kod ljudi (de Quervain et al., 1998; de
Quervain et al., 2000; Lupien i McEwen, 1997).

U ovom istrazivanju prokognitivni efekat magnezijuma u identicnom NORT protokolu je
primecen i nakon dugorocne ad libitum primene magnezijum-sulfata u periodu od 28 dana.
Uzimajuci u obzir da je akutni tretman magnezijumom u NORT protokolu doveo do poboljSanja
pozivanja epizodne memorije, ne moZe se sa sigurnos$¢u smatrati da je poboljSanje memorije koje
je primeceno kod Zivotinja tretiranih dugorotno magnezijumom u trajanju od 28 dana jasna
posledica dugoro¢nog uzimanja magnezijuma. Suprotno tome, uzimaju¢i u obzir ad libitum
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pristup magnezijumu od strane Zivotinja, ne moZe se ni tvrditi da je samo mala koli¢ina
magnezijuma uzeta pre samog testa uzrok kognitivnog pobolj$anja. Cak $tavi$e kontinuirano ad
libitum uzimanje magnezijuma rastvorenog u vodi za pi¢e moglo je uticati na sve faze memorije
(akviziciju, konsolidaciju i pozivanje memorije) i odgovarajuce kognitivne procese u 24h inter-
intervalu. U saglasnosti sa rezultatima ove doktorske disertacije, pokazano je da hroni¢ni tretman
magnezijumom u obliku Mg-L-treonata dovodi do smanjenja razliCitih kratkoroc¢nih i dugoro¢nih
deficita memorije u NORT testu u animalnim modelima: gubitak memorije povezan sa godinama
(Slutsky et al., 2010), hroni¢ni neuropatski bol (Wang et al., 2013), Alchajmerova bolest (Li et al,,
2014) i lekom izazvan gubitak memorije (Zhou et al., 2021). Pokazano je da tretman Mg-L-
treonatom u trajanju od jednog meseca poboljSava prepoznavanje novog objekta u NORT
modifikovanom protokolu kratkorone memorije, u kome kontrolne grupe starih Zivotinja nisu
uspele da diskriminiSu novi objekat posle 10 minuta, dok je tretman Mg-L-treonatom doveo do
poboljsanja i dugoro¢ne memorije u modifikovanom protokolu sa 12h inter-intervalom (Slutsky
et al., 2010). Od znacaja je da su u istoj studiji ispitivani efekti hroni¢nih tretmana drugih soli
magnezijuma, kao S$to su magnezijum-hlorid, magnezijum-citrat i magnezijum-glukonat, na
dugorocnu memoriju u protokolu modifikovanom koriS¢enjem tri objekta i modifikovane
formule za izracunavanje indeksa prepoznavanja, te da ovi tretmani nisu uspeli da znacajno
povecaju indeks prepoznavanja u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja analizirano
jednofaktorskim ANOVA testom (Slutsky et al., 2010). Kako je u animalnom modelu hroni¢nog
neuropatskog bola pokazan deficit kratkoro¢ne memorije koris¢enjem modifikovanog NORT
testa (Slutsky et al., 2010), Wang i saradnici su pokazali da dvonedeljni oralni tretman Mg-L-
treonatom rastvorenim u vodi za pice pokazuje i preventivni i terapijski uticaj na oCuvanje
kratkoro¢ne memorije (Wang et al., 2013). Indeks prepoznavanja Zivotinja tretiranih Mg-L-
treonatom u modelu hroni¢nog neuropatskog bola znacajno je poboljSan u odnosu na Zivotinje
koje nisu primale magnezijum, ali se ne razlikuje u odnosu na kontrolnu grupu zZivotinja (Wang et
al, 2013). Pozitivan efekat oralne primene magnezijum-L-treonata u trajanju od 8 dana na
kratkoro¢nu memoriju koriS¢enjem NORT testa pokazan je i prilikom ispitivanja oksaliplatinom
izazvanog deficita memorije (Zhou et al., 2021). Dodatno, u animalnom modelu AD koriS¢enjem
transgenih misSeva, Li i saradnici su pokazali da oralna primena magnezijum-L-treonata
rastvorenog u vodi za pi¢e u trajanju od 16 meseci dovodi do poboljSanja i kratkorocne i
dugorocne memorije ispitivano u modifikovanom NORT testu sa inter-intervalima 5min i 24h (Li
etal.,, 2014).

Pored napred navedenih istrazivanja efekat dugoro¢nog tretmana magnezijumom na
memoriju Zivotinja ispitivan je u razliitim animalnim modelima ukljuc¢uju¢i Morisov vodeni
lavirint, T-lavirint i uzdignut plus lavirint (eng. Elevated plus maze, EPM). Slutski i saradnici su
pokazali da tretman magnezijum-L-treonatom putem vode za pice u trajanju od 24 dana dovodi
do poboljsanja prostorne radne memorije, ispitivano T-lavirint testom, i dugoro¢ne prostorne
radne memorije, ispitovano Morisovim vodenim lavirintom, kod mladih (2 meseca) i kod starih
(22 meseca) zivotinja (Slutsky et al., 2010). Sadir i saradnici su ispitivali efekat dugoroc¢nih
tretmana magnezijum-L-treonatom, magnezijum-hloridom i magnezijum-suflatom u razli¢itim
dozama, na akviziciju i retenciju memorije u uzdignutom plus lavirintu. Znacajan efekat na
procenat retencije memorije pokazao je tretman magnezijum-L-treonatom u trajanju od 28 dana
u dozama 100 mg/kg i 150 mg/kg, dok su tretmani sa magnezijum-hloridom i magnezijum-
suflatom pokazali trend ka povecanju retencije memorije (Sadir et al., 2019). Interesantno je da je
tretman magnezijum-L-treonatom u dozi 50 mg/kg, minimalnoj efektivnoj dozi po Slutskom i
saradnicima (Slutsky et al., 2010), takode pokazao samo trend ka povecanju retencije memorije
(Sadir et al., 2019). Medutim Li i saradnici su pokazali da tretman magnezijumom u obliku
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magnezijum-sulfata u trajanju od 61 dan poboljSava prostornu memoriju ispitivano Morisovim
vodenim lavirintom kod pacova sa hepati¢nom encefalopatijom, uz izostanak razlike u odnosu na
kontrolnu grupu Zzivotinja (Li et al., 2017). Suprotno pomenutim studijama, suplementacija u
trajanju od osam nedelja novom komponentom magnezijuma, magnezijum-pikolinatom, kao i
magnezijum oksidom (500 mg/kg) nisu pozitivno uticale na broj ulazaka u ciljni kvadrant, ve¢
suprotno imale su negativan uticaj na prostornu memoriju u poredenju sa kontrolnom grupom
Zivotinja (Orhan et al,, 2022).

Procena je da preko 40 miliona ljudi u svetu boluje od demencije gde je najces¢i oblik (60-
75%) demencije AD, te stoga, veliki broj studija ispituje vezu izmedu incidence AD i opadanja
kognitivnih sposobnosti i nacina ishrane i svakodnevnog unoSenja nutrijenata (Dominguez i
Barbagallo, 2018; Lane et al., 2018). Takode, veliki broj klinickih studija ukazuje da pacijenti sa
AD imaju nizak nivo magnezijuma u krvi (Balmus et al.,, 2017; Lemke, 1995; Barbagallo et al,,
2011). Stoga je znacajno pomenuti pozitivan efekat tretmana magnezijumom iz preklinickih
istrazivanja Alchajmerove bolesti. U modelu AD primenom streptozotocina ispitivan je efekat i.p.
primene magnezijum-sulfata u trajanju od 7 dana u razli¢itim dozama (50 mg/kg, 100 mg/kg i
150 mg/kg) na prostornu memoriju Sprague-Dawley pacova tri nedelje nakon intervencije i dve
nedelje nakon tretmana magnezijumom (Xu et al., 2014). Ocekivano, streptozotocin model doveo
je do memorijskog deficita, dok je tretman magnezijum-sulfatom (100 mg/kg i 150 mg/kg)
efikasno smanjio kognitivni deficit, znacajno je smanjio latenciju do skrivene platforme, povecao
vreme provedeno i broj ulazaka u ciljni kvadrant. Dodatno efekat je pracen povecanjem
koncentracije magnezijuma u hipokampusu, bez razlike u koncentraciji magnezijuma u
hipokampusu u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Xu et al., 2014). Zatim u miSijem modelu
AD, pored ve¢ pominjanog efekta pokazanog u testu prepoznavanja novog objekta, Li i saradnici
ispitivali su efekat magnezijum-L-treonata na prostornu memoriju u Morisovim vodenom
lavirintu. Statisticki znacajan efekat magnezijum-L-treonata pokazan je kod 7 meseci starih
Zivotinja nakon mesec dana tretmana, i potvrden kod istih Zivotinja starih 15 meseci nakon 9
meseci tretmana (Li et al.,, 2014). U skladu sa ovim rezultatima u istom modelu AD na miSevima
dobijen je slican efekat magnezijum-L-treonat tretmana na prostornu memoriju kod 6 meseci
starih miSeva nakon 3 meseca tretmana magnezijumom (Xiong et al., 2022).

lako je skoro tri decenije visoko cenjeno terapeutsko dejstvo magnezijuma u neuroloSkim
poremecajima taCan mehanizam je ostajao neotkriven, delimicno zbog neadekvatnog
razumevanja transporta magnezijuma kroz krvno-mozdanu barijeru i nacina na koji bi mogao biti
modifikovan (Vink, 2016). Dodatno, centralni pozitivni efekti magnezijuma Siroko su ispitivani.
Jedna od studija pokazala je da oralna primena magnezijuma dovodi do parcijalne reverzije
promena EEG tokom spavanja i no¢nih neuroendokrinih promene povezanih sa starenjem (Held
et al, 2002). Takode, pokazano je smanjenje oslobadanja supstance P i posledi¢no nishodna
regulacija neuroloske inflamacije (Kramer et al., 1997), kao i poboljSanje kognicije i lokomocije
kod pacova sa hepaticnom encefalopatijom (Li et al., 2017). U skladu sa izborom terapijskog
oblika magnezijuma u ovom istrazivanju, znacajno je napomenuti da su Hallak i saradnici
ispitivali centralni efekat periferno primenjenog magnezijum-sulfata. Istrazivanje je pokazalo da
tretman magnezijum-sulfatom dovodi do povecanja koncentracije magnezijuma u
cerebrospinalnoj te¢nosti gde povecanje koreliSe sa povecanjem koncentracije u krvi, dok sam
tretman magnezijum-sulfatom pokazuje antikonvulzivni efekat (Hallak et al., 1992). Pored toga,
tretman magnezijum-sulfatom je pokazao centralni efekat znacajnom redukcijom kapaciteta
vezivanja NMDA receptora u korteksu i nekim regionima hipokampusa (Hallak et al.,, 1994).
Medutim, poboljSanje dugorocne memorije u NORT protokolu u ovom istraZzivanju koje je
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pokazano nakon primene magnezijuma u trajanju od 28 dana, nije potkrepljeno sa signifikatnim
povecanjem koncentracije magnezijuma u prefrontalnom korteksu, a izuzev ovog odredivanja,
samo istraZivanje nije bilo fokusirano na ispitivanje transporta magnezijuma kroz krvno-
moZdanu barijeru. Uzimajuc¢i u obzir gore navedena istrazivanja, kao i ¢injenicu da je tretman
magnezijumom u ovom istraZivanju primenjivan oralno, moZe se pretpostaviti da su joni
magnezijuma prosli krvno-mozdanu barijeru na isti nacin na koji prolazi magnezijum unet putem
hrane.

5.2. Izostanak prokognitivnog efekta ACTH hormona

Kako je stres Siroko definisan kao stanje naruSavanja homeostaze organizma izrazito je
interesantan za istraZivace, pa je razvijen veliki broj animalnih modela sa ciljem ispitivanja
efekata akutnog i hroni¢nog stresa, te potencijalne antistres terapije (Jaggi et al.,, 2011). Primarni
fizioloSki odgovor na fizicki ili emocionalni stres sa ciljem uspostavljanja ponovne homeostaze i
povecavanja mogucnosti za preZivljavanjem jeste aktivacija HPA osovine, uz aktivaciju simpato-
adrenalnog sistema (Chrousos i Gold, 1992; Smith i Vale, 2006; Yegen, 2010). Medutim u okviru
istrazivanja ove doktorske disertacije ispitivan je potencijalno prokognitivni efekat aktivacije
HPA osovine primenom ACTH hormona. Model repetativne primene niskih doza ACTH hormona
(10 pg/po Zivotinji/po danu) u trajanju od 21 dan validiran je u naSoj laboratoriji u testu
forsiranog plivanja kao model depresije rezistentne na triciklicne antidepresive (Petrovic et al.,
2018), prethodno uspostavljen od strane Kitamure (Kitamura et al, 2002). lako se dobro
uspostavljeni model depresije rezistentne na triciklicne antidepresive kod pacova bazira na
hroni¢noj administraciji visokih doza ACTH (100 pg/po Zivotinji), Siswanto i saradnici su
pokazali da doze 10 pg/kg i 100 pg/kg pokazuju skoro ekvivalentno akutno povecanje
kortikosterona (oko 220 ng/ml) i komparabilne vecCernje nivoe kortikosterona u plazmi odraslih
muskih Sprague-Dawley pacova (Kitamura et al., 2002; Walker et al., 2015; Siswanto et al., 2008).
Zaista, i u ovom istrazivanju doza ACTH 10 pg po Zivotinji (grubo oko 30 ug/kg) dovela je do
povecanja koncentracije kortikosterona do komparabilnih 240 ng/ml, Sto je bilo signifikatno vise
u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja.

U NORT protokolu ovog istrazivanja akutni i dugoroc¢ni tretmani ACTH hormonom nisu
doveli do poboljSanja memorije, uz povecan nivo kortikosterona verovatno i u fazi akvizicije i u
test fazi. Pored toga kako NORT protokol koris¢en u ovom istrazivanju ne moZe da detektuje
potencijalna oStecenja memorije, ne moZe se iskljuciti ni da tretman ACTH hormonom ima
potencijalno negativan efekat na memoriju Zivotinja. Shodno nasem saznanju ne postoje
istrazivanja efekata aktivacije HPA osovine primenom ACTH hormona, dok je dostupan veliki
broj studija u kojima je ispitivan efekat kortikosterona ili efekat fizicki izazvanog stresa na
memoriju Zivotinja. Dodatno, postoji odreden broj istraZivanja potencijalno prokognitivnih
efekata primene analoga ACTH hormona u animalnim modelima.

Akutni tretman kortikosteronom pokazao je poboljSanje konsolidacije memorije u NORT
testu (Okuda et al,, 2004), dok je tretman kortikosteronom primenjen pre retencionog testiranja
pokazao oSteéenje pozivanja prostorne memorije (de Quervain et al., 1998). Okuda i saradnici su
pokazali da efekat primenjenog kortikosterona odmah nakon trening faze u testu ispitivanje
dugorocne memorije (24h inter-interval) zavisi od emocionalne komponente. Sam pozitivan
efekat na prepoznavanje novog objekta bio je prisutan samo kod grupe Zivotinja koje nisu imale
habituaciju, odnosno efekat je bio prisutan samo uz komponentu emocionalnog uzbudenja
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povezanog sa treningom fazom u novom okruZenju. Medutim negativan efekat tretmana
kortikosteronom na pozivanje kratkorocne memorije (1h inter-interval) bio je prisutan kod
zZivotinja koje nisu prosle fazu habitacije, ukazujuci na potencijalno razlicite efekte kortikosterona
na konsolidaciju i pozivanje memorije kada je prisutna emocionalna komponenta (Okuda et al.,
2004). S obzirom da je kao deo protokola u naSem istrazivanju postojala faza habituacije, sam
izostanak poboljSanja memorije u NORT protokolu nakon akutno primenjenog ACTH tretmana
per se je u skladu sa gore navedenim rezultatima. Pozitivan efekat primene kortikosterona nakon
trening faze na konsolidaciju memorije potvrden je i u drugim animalnim modelima ukljucujuci
ispitivanja prostorne memorije i memorije uslovljavanja strahom (Sandi et al., 1997; Hui et al,,
2004). Sandi i saradnici su ispitivanjem efekat primene kortikosterona odmah nakon trening faze
pokazali pozitivan efekat na pozivanje prostorne memorije, odnosno znacajno skra¢enje vremena
pronalaZenja platforme u Morisovom vodenom lavirintu i retenciju memorije sedam dana nakon
trening faze (Sandi et al.,, 1997). Dodatno administracija kortikosterona nakon trening faze u ton-
Sok testu, u klasicnom testu uslovljavanja strahom poboljsala je retenciju memorije u 24h testu
(Hui et al.,, 2004). Pored toga, de Quervain i saradnici su pokazali da stres utice na pozivanje
dugorocne prostorne memorije samo ukoliko je primenjen 30 minuta pre retencionog testiranja,
dok efekat izostaje ukoliko je stres primenjen 2 minuta ili 4 sata pre samog testiranja, gde su ovi
rezultati u direktnoj korelaciji sa nivom kortikosterona u serumu pacova ukazujué¢i na ulogu
nadbubreZne Zlezde. Daljom primenom kortikosterona pre retencionog testiranja, potvrden je
dozno zavisni negativni efekat same primene kortikosterona pred retenciono testiranje na
pozivanje memorije, pri ¢emu je efekat izostao pri najnizoj dozi od 0,3 mg/kg kortikosterona (de
Quervain et al., 1998). U skladu sa ovim istrazivanjem akutno primenjen ACTH hormon 30
minuta pre test faze u naSem istrazivanju nije pokazao prokognitivni efekat na pozivanje ne-
prostorne memorije u testu prepoznavanja novog objekta, dok NORT protokol koriS¢en u ovom
istrazivanju nije mogao da detektuje potencijalna oSteéenja memorije, uz ogranicenje da u naSem
istrazivanju nakon akutnih tretmana nije odredivan nivo kortikosterona u plazmi.

[straZivanja uticaja rep-Sok stresa na memoriju prepoznavanja novog objekta ukazuju pre
svega na negativan efekat stresa, odnosno da stres dovodi do oStefenja memorije Zivotinja
(Baker i Kim, 2002; Park et al., 2017). Ispitivanjem uticaja stresa na memoriju prepoznavanja
novog objekta Baker i Kim su pokazali da rep-Sok stres primenjen pre trening faze (60 rep-Sok
stimulusa) dovodi do znacajnog oStecenja dugorone memorije prepoznavanja (3h interval), dok
je samo oStecenje reverzibilne prirode. Sa druge strane, stres nije pokazao uticaj na kratkoro¢nu
memoriju (5min interval) prepoznavanja novog objekta (Baker i Kim, 2002). Pored toga efekat
uticaja stresa izazvanog rep-Sok testom potvrden je i od strane Park-a i saradnika, koji su
potvrdili efekat stresa na dugorocnu memoriju prepoznavanja, odnosno da dolazi do smanjenje
preference za novim objektom u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja (Park et al., 2017).
Uzimaju¢i u obzir navedena istraZivanja protokoli dugorotne memorije su postavljeni tako da
kontrolna grupa Zivotinja moZe da zapamti trening fazu, za razliku od protokola sa 24h inter-
intervalom gde se ocekuje da kontrolna grupa Zivotinja nije zapamtila trening fazu. Stoga, su
rezultati naseg istraZivanja koji ukazuju da akutno i dugoro¢no primenjen ACTH per se nije doveo
do poboljSanja memorije u NORT protokolu, u skladu sa gore navedenim istrazivanjima, s tim Sto
sam efekat na oSte¢enje memorije nije moguce evaluirati u protokolu sa 24h inter-intervalom.

Pored gore navedenih istraZivanja dve grupe istrazivaca su ispitivale uticaj duZe primene
stresa na memoriju prepoznavanja novog objekta. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju da stres
ograni¢enjem primenjivan 6h svakog dana u trajanju od sedam dana, dovodi do oSte¢enja
dugorocne memorije prepoznavanja kod muskih pacova u protokolu sa 4h inter-intervalom
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(Bowman et al.,, 2009; Gomez et al.,, 2013). Dodatno, dugoro¢no primenjivan kortikosterona u
trajanju od 14 dana doveo je do postepenog opadanja retencije prostorne memorije ispitivano u
Morisovom vodenom lavirintu, sa znaCajnim opadanjem pocevisi od cCetvrtog dana nakon
obustave primene kortikosterona (Sato et al., 2010). Suprotno tome, dugorocno izlaganje stresu
hladno¢om 2h svakog dana u trajanju od pet dana nije pokazalo efekat na kratkoro¢nu memoriju
prepoznavanja niti na prostornu memoriju, nezavisno od pola Zivotinja, iako je nivo
kortikosterona bio povecan kod pacova muskog pola (El Marzouki et al., 2021). Dodatno, u
ispitivanju efekta primene buke u trajanju od 21 dan uz razli¢ite uslove cuvanja Zivotinja,
pojedinacno ili u paru, dobijeni su interesantni rezultati. Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju
ukazuju da kod Zivotinja koje su bile izloZene samo stresu bukom nije bilo efekta na performans,
odnosno ove Zivotinje su u test fazi provele viSe vremena istrazuju¢i novi objekat identi¢no
kontrolnoj grupi, dok Zivotinje koje su grupno ¢uvane nezavisno od faktora stresa bukom nisu
pokazale da prave razliku izmedu objekta ni u protokolu sa 2,5h ni u protokolu sa 4h inter-
intervalom (Beck i Luine, 2002), ukazujué¢i na kompleksan efekat koji zavisi od karakteristika
stresa.

Odredeni broj istrazivaca bavio se i ispitivanjem direktnog efekta melanokortina na
uCenje i pamcenje, ispitivanjem pre svega efekata razli¢itih analoga ACTH hormona u
preklini¢kim studijama ucenja i pamcenja. Hock i saradnici su ispitivali efekat ACTH 4-9) analog u
nizu razli¢itih testova gde rezultati ukazuju da je ACTH-9) analog smanjio anamnesticki efekat
elektrokonvulzivnog Soka primenjenog posle trening faze i primene skopolamina pre trening faze
u testu pasivnog izbegavanja (eng. passive avoidance test), zatim je poboljSao performanse u testu
aktivnog izbegavanja i u kruznom lavirintu (eng. radial maze test), Sto ukazuje na poboljSanje
retencije kod miSeva i pacova (Hock et al., 1988). Pored toga, pokazano je da intraperitonalno
injekciono primenjen ACTH-9) analoga pre ili nakon ucenja moZe da dovede do poboljSanja
skladisStenja olfaktornih informacija (Roman et al., 1989). Silachev i saradnici su ispitivali efekat
drugog analoga ACTH, ACTH4-7), na prostornu memoriju kod pacova kod kojih je fototrombozom
izazvane ishemijskim lezijama prefrontalnog korteksa. Pokazano je da ACTH analog primenjivan
tokom prvih 6 dana nakon ishemije moZe da oporavi moguénost ucenje ispitivano Morisovim
vodenim lavirintom, bez znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (Silachev et al., 2009).
Shodno nasem saznanju, ispitivanje samog efekta analoga ACTH hormona na memoriju
prepoznavanja u animalnim modelima trenutno nije dostupno u literaturi.

5.3. Uticaj magnezijuma na parametre neurogeneze i sinaptogeneze
u hipokampusu pacova

Rezultati druge faze ove doktorske disertacije ukazuju da dugorocna suplementacija
magnezijumom kod pacova utice na molekularnu strukturu dentate gyrus regiona hipokampusa.
U dentate gyrus regionu hipokampusa Zivotinja koje su primale magnezijum rastvoren u vodi za
pi¢e u trajanju od 28 dana pokazana je povecana kolicina BDNF proteina, StaviSe povecana
kolicina proteina bila je prisutna i kod grupe Zivotinja koja je primala kombinaciju ACTH/Mg
tretmana, u poredenju sa kontrolnom i ACTH tretiranom grupom Zivotinja. Dobijeni rezultati
pozitivnog efekat magnezijuma na koli¢inu BDNF proteina su u skladu sa rezultatima dobijenim u
bihejvioralnim testovima, odnosno ukazuju na povezanost kolicine BDNF proteina u
hipokampusu i memorije prepoznavanja. Dodatno iako samostalan tretman magnezijumom nije
uticao na gustinu cCelija koje eksprimiraju DCX, tretman magnezijumom smanjio je efekat
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aktivacije HPA osovine, odnosno gustina ¢elija koje eksprimiraju DCX u ACTH/Mg tretiranoj grupi
Zivotinja ne pokazuju znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Stoga se i efekat
magnezijuma na koli¢inu nezrelih neurona moze povezati sa pozitivnim rezultatima memorijskih
testova. Efekat magnezijuma na koli¢cinu GAP-43 proteina u hipokampusu bio je prisutan uz
povecanu aktivnost HPA osovine, odnosno Zivotinje koje su primale kombinaciju tretmana
pokazale su povecanu kolicinu GAP-43 proteina u dentate gyrus regionu hipokampusa.

Osnovne mozdane funkcije ucenje i pamcenje iako su oduvek privlacile veliki broj
istrazivaca nedovoljno su istrazene. Interesovanje za razumevanje mehanizama skladiStenja
informacija, odnosno istrazivanje potencijalnih terapija koje bi mogle da uti¢u na kodiranje
informacija, svakako ¢e biti sve vece uzimaju¢i u obzir pre svega sve vecu zastupljenost
pacijenata sa kognitivnim oSte¢enjem, ukljucuju¢i i pacijente sa AD. Prihva¢en mehanizam
kodiranja informacija u centralnom nervnom sistemu ukljucuje promene u jacini konekcija
izmedu samih neurona (Martin et al., 2000; Takeuchi et al., 2014), dok je sve viSe dokaza da je za
kasnu fazu dugorocne potencijacije i za dugoro¢nu memoriju neophodna sinteza novih proteina
(Lu et al, 2008). Dodatno, uloga hipokampusa i celog medijalno temporalnog reZnja na
formiranje memorije je poznata od sredine 20.veka, gde bi upravo i proces neurogeneze koji je
prisutan u hipokampusu ¢itavog Zivota mogao imati znacajnu ulogu.

Proteini iz familije neutrofina se smatraju znacajnim regulatorima preZivljavanja i
diferencijacije neurona (Huang i Reichardt, 2001; Bekinschtein et al., 2014), gde je sve ve(i broj
dokaza koji ukazuju upravo na ulogu sinteze BDNF proteina u hipokampusu, tanije na
potencijalno klju¢nu ulogu BDNF proteina u sinaptickoj plasti¢nosti i adultnoj neurogenezi (Lu et
al,, 2008; Meng et al,, 2011; Bekinschtein et al., 2014; Korte et al., 1998; Cunha et al., 2010). BDNF
protein sve poznate efekate ostvaruje putem receptora tipa tirozin kinaze za koje se vezuje
visokim afinitetom - TrkB i koji su Siroko rasprostranjeni u subregionima hipokampusa i u
prednjem mozgu, iako se vezuje i za neutrofinske p75NTR receptore slabim afinitetom (Lu et at,,
2008; Bekinschtein et al., 2014; Cunha et al., 2010). Nedostatak BDNF proteina ili blokiranje TrkB
receptora doveli su do promena u dugoroc¢noj potencijaciji (Korte et al, 1998), Sto ukazuje
upravo na klju¢nu ulogu liganda za TrkB receptore u uspostavljanju dugoro¢ne memorije. Stavise
povecana ekspresije informacione RNK za BDNF povezana je u nizu studija sa ucenjem i
pamcenjem (Pang i Lu, 2004). U preklinickoj studiji pokazano je povecano oslobadanje BDNF
proteina u dentate gyrus regionu hipokampusa i peririnalnom korteksu u testovima
prepoznavanja novog objekta, ukazujuci na ulogu upravo BDNF signalnog puta u konsolidaciji
memorije prepoznavanja (Callaghan i Kelly, 2012). Pored toga pogorSanje memorije
prepoznavanja i prostorne memorije bilo je prisutno kod odraslih Zivotinja kojima je specificno
uklonjen BDNF gen u hipokampusu ukazujuc¢i upravo na ulogu BDNF proteina najverovatnije u
procesima kodiranja i/ili konsolidacije memorije (Heldt et al., 2007). Stoga nije iznenadujuce da
je uloga BDNF proteina ispitivana u preklinickim i klinickim studijama AD (Budni et al., 2015).
Stavise Peng i saradnici su pokazali vezu izmedu smanjenja koli¢ine BDNF proteina i proBDNF
proteina kod pacijenta sa AD i opadanja kognitivnog skora (Peng et al., 2005), ukazujuc¢i na ulogu
BDNF proteina u kognitivnim oSte¢enjima kod pacijenta sa AD. U skladu sa ovim rezultatima
terapijski potencijal uticanja na koli¢inu BDNF proteina, koji ukljucuju i ushodnu regulaciju
informacione RNK, uveliko se razmatra u terapiji AD (Amidfar et al., 2020). Uzimaju¢i u obzir
gore pomenuta istraZivanja pozitivan efekat dugoro¢nog tretmana magnezijumom u naSem
istrazivanju na memoriju prepoznavanja Zivotinja koji je pokazan u NORT testu, moZe da se
poveZe sa povecanom koli¢inom BDNF proteina u hipokampusu. Medutim iako postoji znacajan
broj preklinickih studija koje su ispitivane efekte tretmana magnezijumom na memoriju, veza sa
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kolicinom BDNF proteina je slabo istrazena. U skladu sa nasim rezultatima poboljSanje memorije
nakon dugoroc¢nog tretmana magnezijum-L-treonatom povezano je sa povecanjem koli¢ine BDNF
proteina u hipokampusu (Slutsky et al., 2010) i prefrontalnom korteksu (Abumaria et al., 2011),
uz izostanak efekta na koli¢inu proteina u amigdali regionu (Abumaria et al., 2011). Pored toga
pozitivan efekat magnezijuma u obliku magnezijum-sulfata na kolicinu BDNF proteina u
hipokampus pokazan je i ACTH modelu depresije rezistentne na triciklicne antidepresive
(Petrovi¢ et al., 2018).

Uzimajuc¢i u obzir da je pokazano da se u dentate gyrus regionu hipokampusa proces
neurogeneze odvija i u adultnom dobu (Altman i Das, 1965; Cameron i Gould, 1996), odredeni
broj studija se bavio vezom izmedu stvaranja novih neurona i ucenja i pamcenja (Cameron i
Glover, 2015). Rana preklinicka ispitivanja ukazala su na ulogu adultne neurogeneze u
uspostavljanju memorije traga uslovljenog strahom, dok je efekat izostao u testovima prostorne
memorije, konteksom uslovljenog straha, istraZivanja novog konteksta i anksioznog ponasanja
(Shors et al., 2001; Shors et al., 2002), Sto moZe da ukaZe da je za razli¢ite memorijske zadatke
neophodna razli¢ita koli¢ina novih neurona ili da ipak za neke memorijske zadatke nisu potrebni
novi neuroni. Interesantno je da je koriS¢enjem specijalno genetski modifikovanih miseva
pokazano da su nezreli neuroni ukljuceni i neophodni za akviziciju prostornog ucenja, medutim
nisu neophodni za pozivanje prethodno skladiStene dugorone memorije (Vukovic et al., 2013).
Dodatno pokazano je da stimulacija adultne neurogeneze poboljSava rezultate specifi¢nih
kognitivnih zadataka, odnosno Zivotinje efikasnije prave razliku izmedu dva slicna konteksta
(Sahay et al.,, 2011). U skladu sa ovim rezultatima inhibicija adultne neurogeneze u dentate gyrus
regionu hipokampusa dovodi do deficita kognitivnih funkcija zavisnih od hipokampusa,
ukljucujuci deficit memorije prepoznavanja i prostorne memorije (Hossain et al., 2020). DCX je
protein povezan sa mikrotubulima, koji uti¢e na stabilizaciju i vezivanje mikrotubula (Horesh et
al, 1999), sa krucijalnom ulogom u migraciji prekusura neurona tokom razvoja centralnog
nervnog sistema (Brown et al, 2003). Medutim pokazano je da je DCX protein prisutan i u
adultnom dobu u dentate gyrus regionu hipokampusa, odnosno da se moZe koristiti kao marker
adultne neurogeneze, kao rani marker neuralne diferencijacije, poSto ulazi u sastav
progenitorskih i nezrelih neuralnih ¢elija dok je nedetektabilan u zrelim neuronima (Brown et al.,
2003; Hossain et al, 2020). Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da cetvoronedeljni
tretman magnezijumom povecava nivo nezrelih neurona, odnosno povecava nivo adultne
neurogeneze, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u memorijskim testovima prepoznavanja.
Dodatno efekat tretmana magnezijumom na nivo DCX pozitivnih Celija izraZeniji je u uslovima
HPA aktivacije, odnosno uslovima kada je pokazano smanjenje prisustva DCX pozitivnih celija.
Efekat magnezijuma u nasSem istraZivanju u skladu je sa in vitro rezultatima koji ukazuju da
proliferacija neuralnih stem celija hipokampusa Zivotinja zavisi od ekstracelularne koncentracije
magnezijuma (Jia, Mou et al, 2016), odnosno poveéan nivo ekstracelularnog magnezijuma
povecava diferencijaciju neuralne cCelijske linije dok suprimira diferencijaciju glija ¢elijske linije
(Liao et al., 2017). Stavi$e u preklini¢kim ispitivanjima tretman magnezijum-L-treonatom uticao
je na povecanje proliferacije neuralnih stem celija kod mladih i starih Zivotinja, bez efekta
praznjenja neuralnih rezervi (Jia, Liu et al.,, 2016). Sam ¢etvoronedeljni tretman magnezijum-L-
treonatom pokazao je povecanje BrdU+ i Ki67+ €elija u hipokampusu mladih miSeva ukazuju¢i na
povecanu proliferaciju neuralnih stem ¢elija, dok je povecanje DCX+ celija ukazalo na poveéanu
diferencijaciju neurona. Efekat tretmana i na proliferaciju i na diferencijaciju je bio prisutan i kod
starih Zivotinja nakon tretmana MgT u trajanju od 12 meseci (Jia, Liu et al., 2016). Svakako
najinteresantnija za naSe istraZivanje jeste studija koja je ukazala da transplatacija neuralnih
stem Celija tretiranih magnezijumom in vitro povecava neuralnu diferencijaciju in vivo, StaviSe
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transplantacija magnezijumom tretiranih Celija je povezana sa poboljSanjem prostorne memorije
Zivotinja (Wu et al,, 2019).

Interesantan je i protein otkriven sredinom sedamdesetih godina proslog veka GAP-43 ili
neuromodulin, koji se u neuralnim sinapsama nalazi u presinaptickoj Celiji vezan za membranu.
Tokom vremena GAP-43 protein je povezan sa regulacijom rasta aksonskih zavrSetaka,
regulacijom organizacije citoskeleta u nervnim zavrSetcima, oslobadanjem neurotransmitera,
dok se sve viSe povezuje sa sinaptiCkom potencijacijom i neurogenezom (pregled: Benowitz i
Routtenberg, 1997; Denny, 2006). U in vitro istrazivanjima pokazano je da dugorocna
potencijacija dovodi do fosforilacija GAP-43 proteina, supstrata protein kinaze C, koja opstaje
najmanje sat vremena ukazujuci time na ulogu presinaptickog mehanizma u odrZavanju LTP
(Gianotti et al, 1992). Sama fosforilacija GAP-43 proteina korelira sa oslobadanjem
neurotransmitera u sinaptickoj pukotini (Dekker et al., 1989), te se potencijalne promene u
fosforilaciji GAP-43 proteina mogu povezati sa promenama u oslobadanju neurotransmiteru.
Pored toga in vitro studije su ukazale da iako GAP-43 protein nije neophodan za indukciju LTP,
povecana fosforilacija GAP-43 proteina poboljSava kratkoro¢nu i dugoro¢nu potencijaciju (Hulo
et al.,, 2002). Sa druge strane nedostatak ekspresije GAP-43 proteina u in vitro i in vivo studijama
uticao je na proces neurogeneze, dok je sam nedostatak jednog alela kod heterozigotnih GAP-
43(+/-) miSeva ukazao na dinamicnu ulogu upravo GAP-43 proteina na proces neurogeneze u
hipokampusu kod postnatalnih i odraslih Zivotinja (Latchney et al., 2014). U ¢elijskoj liniji GAP-
43 knock-out miSeva dolazi do poremecaja proliferacije prekusura, inhibicije neuralne
diferencijacije i povecanja apoptoze nezrelih neurona, dok je inhibicija proliferacije prekusura
prisutna i in-vivo u korteksu GAP-43 knock-out mieva (Mani et al., 2001). Stavi$e u preklini¢koj
studiji pokazano je oSte¢enje prostorne memorije kod miSeva sa abnormalnim GAP-43 genom, uz
povecanje anksioznosti i sa stresom povezanog promenjenog ponasanja (Zaccaria et al., 2010).
Dodatno kod heterozigotnih GAP-43 miSeva pokazano je oStetenje memorije uslovljavanja
strahom zavisno od konteksa, bez efekta na memoriju uslovljavanja tragom, nociceptivnim ili
audio tragom, uz duplu redukciju GAP-43 proteina u hipokampusu (Rekart et al., 2005). Medutim
suprotno pomenutim istrazZivanjima u eksperimentu u kome je ispitivana prekomerna ekspresija
GAP-43 fosforilisane forme, pokazano je da se Zivotinje mogu podeliti u ,pametne“ i ,glupe“ sa
stanoviSta prostorne memorije, gde su Zivotinje sa loSijim rezultatima bihejvioralnih testova
pokazale 50% vecu koli¢inu GAP43 proteina u hipokampusu (Holahan et al., 2007). Ovi rezultati
ukazuje da iako povecana ekspresija GAP-43 proteina moZe da poboljSa memoriju, prekomerna
ekspresija moZe da ima suprotni efekat, i da dovede do opterecenja neuroplasti¢nosti (Holahan et
al, 2007), koja se dovodi u vezu sa AD (Mesulam, 2000). Efekat povecanja koncentracije
magnezijuma na funkcijonalne sinapticke konekcije jeste ispitivan, medutim koliko je nama
poznato ovo je prvo ispitivanje efekta magnezijuma na nivo GAP-43 proteina, kao faktora
sinapticke plasti¢nosti i neurogeneze, koji daje osnovu za dalja ispitivanja. Pre svega zbog
Cinjenica da je kod pacijenta sa AD post mortem pokazano opadanje koli¢cine GAP-43 proteina u
hipokampusu i frontalnom korteksu (Bogdanovic et al., 2000), a da je upravo koncentracija GAP-
43 proteina u cerebrospinalnoj te¢nosti marker sinapticke disfuncije kod AD (Qiang et al., 2022).
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5.4. Uticaj aktivacije HPA osovine na parametre neurogeneze i
sinaptogeneze u hipokampusu pacova

[ako akutna i dugoro¢na HPA aktivacija nisu dovele do poboljSanja memorije, dugoroc¢na
aktivacija HPA osovine dovela je do odredenih promena u strukturi hipokampusa. Rezultati
naseg istrazivanja ukazuju da je kod Zivotinja tretiranih dugorotno ACTH hormonom prisutno
smanjenje gustine Celija koje eksprimiraju DCX, odnosno prisutno je smanjenje broja nezrelih
neurona. S obzirom na ¢injenicu da NORT test koriS¢en u ovom istraZivanju ne moZe da detektuje
potencijalna oSte¢enja memorije ne moZe se iskljuciti potencijalno negativan efekat tretmana
ACTH hormonom na memoriju Zivotinja. Sa druge strane dugoroc¢na aktivacija HPA osovine nije
uticala na koli¢inu BDNF i GAP-43 proteina u dentate gyrus regionu hipokampusu Zivotinja, Sto je
u skladu sa rezultatima bihejvioralnih testova.

Kako je hipokampus struktura u kojoj se proces neurogeneze odvija tokom ¢itavog Zivota,
odnosno novi neuroni se stvaraju iz progenitorskih celija koje polaze kroz procese proliferacije,
prezivljavanja i diferencijacije, jasno je da veliki broj faktora moze da utice na ove procese.
Hipokampus sadrzi veliki broj glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora a kako sam
efekat glukokortikoida na procese ucenja i paméenja nije konzistentan, nije zacudujuci veliki broj
studija sprovedenih sa ciljem istraZivanja efekata stresa i glukokortikoida na procese
neurogeneze. Stoga je sam efekat aktivacije HPA osovine kroz pre svega efekat glukokortikoida
ispitivan u svim fazama adultne neurogeneze (Cameron i Gould, 1996; Gould et al., 1992; Wong i
Herbert, 2004; Wong i Herbert, 2006). Gould i saradnici su pokazali da u uslovima bez
glukokortikoida odstranjivanjem nadbubreZne Zlezde dolazi do povecanja proliferacija celija u
dentate gyrus regionu odraslih Zivotinja, dolazi do povecanja i prekusura neurona i glija Celija,
dok davanje kortikosterona prevenira ovaj efekat (Gould et al., 1992), ukazujuci na inhibitorni
ulogu glukokortikoida. Slican efekat je prisutan i nakon izlaganja Zivotinja prirodnom stresoru,
mirisu predatora, kada dolazi do smanjenja proliferacije Celija u hipokampusu, dok efekat
izostaje kod Zivotinja kojima je uklonjena nadbubreZna Zlezda, ukazujuc¢i na glukokortikoidima
zavisan efekat (Tanapat et al, 2001). U daljim istrazivanjima pokazano je da je uticaj
adrenalektomije neSto kompleksniji, odnosno da razli¢ito utiCe na celije koje su u razli¢itim
fazama procesa neurogeneze, odnosno da se povetava broj nezrelih neurona uz povecanje
apoptoze zrelih neurona (Cameron i Gould, 1996). Pored toga, interesantan je efekat
kortikosterona na proces neurogeneze kada je pracen uporedno pre i posle mitoze, medutim iako
je efekat na proliferaciju bio u skladu sa gore pomenutim istraZivanjima, smanjeno preZivljavanje
nezrelih neurona prisutno je kako u uslovima adrenalektomije tako i u uslovima povec¢anog nivo
kortikosterona ukazuju¢i na mozda klju¢nu ulogu upravo endokrinog okruZenja u kome celije
proliferiSu na samo preZivljavanje celija (Wong i Herbert, 2004). U daljim preklinickim
istraZivanjima slican efekat glukokortikoida pokazan je i na diferencijaciju progenitorskih celija u
neurone, gde je pokazano da povecan nivo kortikosterona dovodi do smanjenja stvaranja
neurona u adultnom hipokampusu, dok adrenalektomija dovodi do porasta broja novih neurona
(Wong i Herbert, 2006). Kako su neuralne stem celije multipotentne celije svakako je znacajno
dalje ispitivanje efekta glukokortikoida i na diferencijaciju neuralnih stem celija u smeru glija
Celija. Chetty i saradnici su pokazali in vitro da glukokortikoidi povecavaju stvaranje upravo
oligodendrocita uz smanjenje stvaranja neurona, dok je efekat preveniran blokadom
glukokortikoidnih receptora (Chetty et al., 2014). Isti efekat bio je prisutan i u in vivo ispitivanju,
gde je izlaganje Zivotinja stresu imobilizacijom ili aplikacijom glukokortikoida u trajanju od
sedam dana dovelo do smanjenja neurogeneze u hipokampusu uz poveéano stvaranje
oligodendrocita, medutim iako je proces neurogeneze nakon sedam dana od prestanka tretmana
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vracen na kontrolni nivo, efekat na stvaranja oligodendrocita nije bio reverzibilne prirode
(Chetty et al.,, 2014). Interesantno je da iako je dugorocni tretman kortikosteronom doveo do
smanjenja broja nezrelih DCX+ neurona u dentate gyrus regionu, dugoroCni tretman
kortikosteronom doveo je do blago poboljsanja prostorne memorije zavisne od hipokampusa
(Workman et al., 2015). Svakako bi jedno od objaSnjenja moglo da se zasniva na Cinjenici da je
dugoroc¢ni tretman kortikosteronom prekinut dan pre trening faze, uzimajuci u obzir supresiju
endogene HPA aktivnosti. Gore pomenuta istrazivanja ukazuju na pre svega inhibitorni efekat
stresa posredstvom glukokortikoida na proces neurogeneze, kroz inhibiciju proliferacije i
diferencijacije novih neurona. Dodatno kako i nase istrazivanje ukazuje da HPA aktivacija dovodi
do smanjenja broja nezrelih neurona, otvara se potreba za sprovodenjem daljih ispitivanja
efekata HPA aktivacije u protokolima koji mogu da detektuje oSte¢enja memorije.

Pored efekta glukokortikoida na proces neurogeneze, istrazuje se i efekat na neuralnu
plasti¢nost gde je prihva¢eno da je za optimalnu dugoro¢nu potencijaciju neophodan blago
poviSen nivo glukokortikoida, dok ekstremno visok nivo kortikosterona deluje negativno na LTP i
dovodi do snazne LTD (de Kloet et al, 1999; Lupien et al, 2007). Pored toga kao Sto je vec
pominjano postoji uverenje da kasna faza dugoroCne potencijacije i dugorotna memorija
zahtevaju sintezu novih proteina (Lu et al, 2008). S tim u vezi podaci o efektu stresa i
glukokortikoida na ekspresiju BDNF proteina u hipokampusu, samim tim i na neuralnu
plasti¢nost, nisu konzistentni. Pokazano je da ponovljeni stres imobilizacijom utice negativno na
nivo iRNK za BDNF u hipokampusu, sa najizraZenijem efektom u dentate gyrus regionu, uz
Cinjenicu da je efekat tranzitorne prirode pa je za vracanje na normalan nivo potrebno 24h
(Smith et al., 1995). Dodatno smanjen nivo BDNF proteina u hipokampusu bio je prisutan i nakon
dugorocnog ponovljenog stresa imobilizacijom u trajanju od 14 i 21 dan (Xu et al, 2006;
Radahmadi et al., 2015), dok rezultati ukazuju na reverzibilnu prirodu ovog efekta. Suprotno
ovim istrazivanjima stres imobilizacijom razli¢ite duzine trajanja pokazao je inicijalno loSije
rezultate memorijskih testova uz porast ekspresije BDNF gena, dok se kod produzenog stresa
rezultat memorijskih testova poboljsao uz normalan nivo BDNF gena, ukazujuéi na potencijalnu
negativnu korelaciju (Nooshinfara et al, 2011). lako je pokazano da socijalna izolacija kod
Zivotinja smanjuje ekspesiju iRNK za BDNF u DG regionu hipokampusa (Djouma et al., 2006),
Meng i saradnici su pokazali da socijalna izolacija u periodu adolescencije Zivotinja uti¢e na
ekspresiju BDNF proteina u adultnom dobu, odnosno kod Zivotinja koje su bile socijalno
izolovane tokom Zivota povecana je ekspresija BDNF proteina u razli¢itim mozdanim regionima u
adultnom dobu, ukljucujuéi i dentate gyrus region (Meng et al, 2011). Medutim u naSem
istraZivanju aktivacija HPA osovine dugoro¢nim tretmanom ACTH hormonom nije pokazala
efekat na koli¢inu BDNF proteina u hipokampusu, Sto je u skladu sa prethodno dobijenim
rezultatima u modelu depresije rezistentne na triciklicne antidepresive (Petrovic¢ et al., 2018).
Slican efekat dobijen je u uslovima adrenalektomije kada nedostatak glukokortikoida nije uticao
na nivo iRNK za BDNF protein u DG regionu u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja (Chao i
McEwen, 1994). U prilog nasSim rezultatima je i preklinicka studija u kojoj stres imobilizacijom u
subhroni¢nom protokolu nije doveo do poboljSanja memorije prepoznavanja novog objekta, uz
izostanak efekta na ekspresiju gena za BDNF protein u hipokampusu (Roustazade et al., 2022).
Dodatno u istrazivanju efekta akutnog i hroni¢nog stresa imobilizacijom na markere sinapticke
plasti¢nosti, efekat na nivo GAP-43 proteina i BDNF proteina u hipokampusu je izostao
(Rosenbrock et al, 2005). Slican efekat je pokazan u jo$ jednom istrazivanju, gde stres
imobilizacijom u trajanju od 21 dan nije doveo do promene u BDNF proteinu u DG regionu
hipokampusa dok je nivo GAP-43 proteina bio blago smanjen u CA3 regionu, uz izostanak efekat
u DG regionu (Kuroda i McEwen, 1998). Iako je pokazano da nedostatak glukokortikoda kod
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zZivotinja dovodi do povecanog nivoa iRNK za GAP-43 u CA1 i CA3 regionu hipokampusa, isti
efekat je izostao u dentate gyrus regionu (Chao et al.,, 1992; Chao i McEwen, 1994). U skladu sa
ovim rezultatima u modelu nepredvidenog blago hroni¢nog stresa pokazano je smanjenje
neurogeneze u DG regionu hipokampusa, uz opadanje GAP-43 pozitivnih ¢elija u CA3 regionu
hipokampusa, Sto je koreliralo sa depresivnim ponaSanjem (Zavvari et al., 2020). Pregledom
dostupnih radova moze se zakljuciti da stres i glukokortikoidi uticu na nivo GAP-43 proteina u
CA1i CA3 regionima hipokampusa, dok efekat izostaje na nivou DG regiona, Sto je potvrdeno i u
nasSem istrazivanju.

5.5. Uticaj dugorocnih tretmana na ekspesiju a2A-adrenergickih
receptora u Locus ceruleus-u

Noradrenergicki sistem lociran u LC ima veliki broj projekcija u razli¢itim mozdanim
regionima, ukljucujuci i projekcije ka limbickom sistemu, hipokampusu i amigdali (Benarroch,
2018) i ka PVN hipotalamusa (Wang et al., 2017). Stoga ne ¢udi interesovanje istrazivaca za ulogu
LC i noradrenergickih neurona u procesima ucenja i formiranja memorije, odnosno uloge
noradrenalina kao potencijalno znacajnog modulatora memorije (Takeuchi et al., 2016; Seo et al.,
2021; Lemon et al., 2009; Khakpour-Taleghani et al., 2008). Bilateralna inaktivacija LC ukazala je
na kompleksnost uloge LC u pomenutim procesima. Naime, nedostatak aktivnosti LC doveo je do
oStecenja pozivanja i retencije memorije, i oSte¢enja konsolidacije memorije u slucaju kada je
oStecenje LC neposredno nakon treninga, dok je izostao efekat na akviziciju memorije u testu
ucenja inhibitornog izbegavanja (eng. inhibitory avoidance learning; Khakpour-Taleghani et al.,
2008). U svojim ispitivanjima Lemon i saradnici takode su ukazali na ulogu neurona LC u
kodiranju prostorne memorije zavisne od hipokampusa, odnosno pokazali su da aktivacija
neurona LC stimuluSe LTD u SC-CA1 sinapsama posredstvom beta-adrenergic¢kih receptora, dok
je pozitivan efekat na prostornu memoriju pracen povecanjem nivoa noradrenalina u CA1l
regionu hipokampusa (Lemon et al., 2009). Stavi$e, primecena je bitna uloga i noradrenergickih
konekcija iz LC ka dentate gyrus regionu hipokampusa na formiranja memorije u testu gde je
uCenje povezano sa strahom (Seo et al, 2021). Suprotno gore pomenutim istraZivanjima,
pokazano je da akutna aktivacija LC-DG konekcija uz poveéanje nivoa (koncentracije)
noradrenalina dovodi do smanjenja diskriminacije konteksa, Sto je u skladu sa rezultatima koji
ukazuju da stres zadrzavanjem dovodi do smanjenja diskriminacije (Seo et al., 2021). Medutim
efekat stresa dovodi i do redukcije generalnog ,zamrzavanja“ Zivotinja ukazuju¢i na ulogu
razliitih sistema u efektu stresa na memoriju Zivotinja, ne samo LC-DG konekcija (Seo et al,
2021). Dodatno u ispitivanju efekata primene antagoniste i agoniste beta-adrenergickih
receptora kod mladih i starih Zivotinja na procese ucCenja i pamcenja, sproveden je niz
bihejvioralnih testova koji su ukazali na ulogu upravo noradrenergickih neurona u procesima
ucenja i pamcenja, uz izrazen efekat pogorsanja kod starih Zivotinja primenom beta blokatora
(Evans et al,, 2021).

Kako bi se ispitao uticaj tretmana na noradrenergicki sistem u ponsu, locus ceruleus-u, s
obzirom da se neuroni u LC aktiviraju kao odgovor na novi predmet (Vankov et al., 1995), u
okviru ove doktorske disertacije pracena je ekspresija a2A-adrenergickih receptora. lIako sva tri
tipa alpha-2-adrenergickih receptora a2A-AR, a2B-AR i «2C-AR pokazuju autoinhibitorni efekat,
pokazano je da odsustvo gena za a2A-AR kod miSeva dovodi do najznacajnijih izmena u regulaciji
oslobadanja neurotransmitera sinaptickog nervnog sistema (Altman et al, 1999). Uzimajuci u
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obzir da je LC moZdani region koji ima ulogu u odgovoru na stres, povezanost izmedu LC i
hipotalamusa ispitivana je u preklinickim studijama depresije. U modelu hroni¢nim stresom
izazvane depresije pokazano je smanjenje nivoa (koncentracije) noradrenalina u PVN
hipotalamusa, dok je primena blokatora a2A-adrenergickih receptora dovela do suprotnog efekta
na nivo noradrenalina (Wang et al, 2017). Dodatno, hroni¢ni stres je doveo da povecanja
ekspresije a2A-AR u hipotalamusu, a blokada receptora uticala je na smanjenje ovog efekta
(Wang et al,, 2017). U skladu sa ovim nalazima, rezultat ove doktorske disertacije ukazuje da
tretman ACTH hormonom dovodi do povecanja ekspresije aZA-adrenergickih receptora.
Uzimajuci u obzir da blokada a2A-adrenergickih receptora dovodi do poboljSanja konsolidacije
memorije, dok aktivacija istih receptora dovodi do gubitka memorije (Gibbs et al., 2010),
izostanak poboljSanja memorije nakon ACTH tretmana u NORT testu moZe se objasniti i
povecanjem inhibicije noradrenergickih signala iz LC ka hipokampusu. Pored toga, povecanje
ekspresije autoinhibitornih receptora moze biti posledica adaptabilnog odgovora na dugoro¢nu
aktivaciju HPA osovine, s obzirom da je u studijama hroni¢nog stresa pokazano povecanje
bazalne aktivnosti noradrenergickih neurona u LC (Mana i Grace, 1997).

Deficit magnezijuma u ishrani kod Zivotinja naruSava neurotransmisiju, prevashodno
glutamatergicku ali i noradrenergicku neurotransmisiju (Spasov et al., 2009). Pozitivan uticaj
magnezijuma na vreme imobilnosti u FST testu koji ukazuje na potencijalno antidepresivni efekat
magnezijuma, posredovan je monoaminskim sistemima ukljucuju¢i i noradrenergicki sistem,
odnosno al i a2 adrenergicke receptore (Cardoso et al, 2009). Medutim, od znacaja je da
rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da tretman magnezijumu u trajanju od Cetiri nedelje
dovodi do povecanje ekspresije a2A-adrenergickih receptora u LC. Uzimaju¢i u obzir da je u
ACTH modelu depresije kod zivotinja pokazano poveéanje koncentracije adrenalina i
noradrenalina u plazmi kod Zivotinja nakon izlaganja akutnom stresu u formi FST-a, bez razlike u
koncentraciji adrenalina u poredenju sa kontrolnom grupom (Petrovi¢ et al., 2018), moZe se
pretpostaviti da je efekat na autoinhibitorne receptore adaptabilne prirode.

5.6. Promene nivoa parametara oksidativnhog stresa i
antioksidativne zasStite nakon ACTH tretmana, protektivni efekat
magnezijuma

U drugoj fazi ove doktorske disertacije istrazivali smo promene u parametrima
oksidativnog statusa kao i integritet DNK molekula kod pacova nakon dugoroc¢ne primene ACTH
hormona, jednog od klju¢nih molekularnih medijatora neuroendokrine HPA osovine i sistemskog
stresa. Pored toga, istrazivali smo protektivni efekat cCetvoronedeljne suplementacije
magnezijumom na poviSen nivo oksidativnog statusa i na oksidativna DNK oStecenja.

Naime dugoro¢ni ACTH tretman kod Zivotinja oponasa hronic¢ni fizioloSki stres, Sto
uzrokuje poremecaj funkcije HPA osovine i dovodi do bihejvioralnih poremecaja (Kitamura et al.,
2002; Kitamura et al., 2008; Kitamura et al,, 2010; Kim et al., 2016). Kao Sto je ve¢ diskutovano,
pokazano je da dugoro¢na ACTH primena (10 pg po danu, 21 dan) kod pacova uzrokuje depresiji
slicno ponaSanje praceno hiperaktivnoS¢u HPA osovine, koja se manifestuje kroz povisen nivo
glukokortikoida u plazmi (Petrovi¢ et al, 2018). Stoga je u ovom istraZivanju implementiran
prethodno opisan model hroni¢nog stresa i depresije (Kitamura et al, 2002; Kitamura et al,,
2008; Kitamura et al., 2010; Kim et al.,, 2016; Petrovi¢ et al, 2018) i rezultati ukazuju da je

92



dugorocno izlaganje egzogenom ACTH hormonu kod pacova dovelo do porasta nivoa superoksid
anjona i signifikantnog smanjenja aktivnosti enzima cistaca slobodnih radikala SOD u plazmi.
Dobijeni rezultati ukazuju da ACTH tretman narusSava signalni put povezan sa redoksom i
povecava Stetne efekte superoksid anjona kod Zivotinja, Sto potencijalno moZe doprineti Stetnim
metabolickim efektima ACTH hormona. U skladu sa naSim rezultatima, u preklinickom modelu
ACTH hormonom izazvane hipertenzije detektovan je u plazmi povecan nivo produkta lipidne
peroksidacije F2-izoprostana, uz povec¢anu aortnu superoksid anjon produkciju (Zhang et al,
2005). Pretpostavka je da centralnu ulogu u efektu ACTH hormona na redoks balans ima NADPH
oksidaza zavisan signalni put (Zhang et al., 2005). U prethodnoj deceniji, u velikom broju studija
pokazano je da oStetena redoks homeostaza u mozgu dovodi do oSteCenja i smanjuje
prezivljavanje neurona, ukazujuc¢i na uzajamno dejstvo sa neuroinflamacijom jednim od klju¢nih
mehanizama koji je izmedu ostalog ukljucen u patogenezu depresije (Bakunina et al.,, 2015; Dang
et al, 2019). Svakako bi trebalo pomenuti da je povecanje markera oksidativnog stresa, kao Sto
su MDA i Fz-izoprostan, i oSteCenje antioksidativnog odbrambenog sistema, odnosno smanjenje
koncentracije askorbinske kiseline, glutantion peroksidaze i SOD enzima, primeceno kod
depresivnih pacijenata (Black et al., 2015; Maes et al,, 2011; Lindqvist et al., 2017; Bajpai et al,,
2014; Lopresti et al., 2014; Palta et al., 2014; Maes et al.,, 2012). Pretpostavka je da povecana
produkcija ROS-a i RNS-a u mozgu dovodi do mitohondrijalne disfunkcije, pove¢ane aktivnosti
mikroglija i neuralne smrti, Sto doprinosi manifestaciji depresije, iako je nekoliko aspekta
molekulare osnove ove pretpostavke i dalje neotkriveno (de Munter et al., 2021; Maes et al,,
2012; Cline et al,, 2015; Liu i Dudley, 2020).

Brojni dokazi dobijeni u in vivo i in vitro modelima ukazuju da su hormoni stresa,
prvenstveno glukokortikoidi povezani sa povecanom produkcijom ROS-a i RNS-a u razli¢itim
tipovima celija (Iuchi et al., 2003; Flint et al., 2007; Zafir i Banu, 2009; Flaherty et al., 2017). U
skladu sa nasSim rezultatima, Stani¢ i saradnici su pokazali da hroni¢na primena kortikosterona
kod pacova redukuje SOD aktivnost u plazmi (Stani¢ et al, 2016). Stavise preklinicke studije
ukazuju da izlaganje fizickom i emocionalnom stresu, ukljucujuéi ,emocionalni” ultrazvucni stres,
socijalnu paradigmu, zadrzavanje ili imobilizaciju, i hroni¢nu egzogenu administraciju
glukokortikoida, moZe da redukuje aktivnosti antioksidativnih enzima, ukljuc¢ujuéi SOD,
glutantion-S-transferazu, glutantion reduktazu i katalazu u mozgu, srcu, jetri i plazmi (Zafir i
Banu, 2009; Patki et al,, 2013; Stani¢ et al., 2016). Dodatno, rezultati ovih studija ukazali su na
signifikantno povecanje proteinskog karbonil sadrzaja, Sto ukazuje na oksidativna oSteéenja
proteina i povecanje koncentracije malondialdehida (MDA), produkta lipidne peroksidacije,
nakon stresa (Liu et al,, 1996; Zafir i Banu, 2009; de Munter et al., 2021). Pored toga nakon
izlaganja stresu glukokortikoidima posredovanim signalnim putem dolazi do neuralnih ostecenja,
gde potencijalni mehanizmi ukljuCuju nedostatak glukoze, pogorSanje glutamatom izazvane
ekscitatoksi¢nosti i inhibiciju uklanjanja glutamata (Goodman et al., 1996; Perez-Nievas et al.,
2007). Interesantno je da su ovi mehanizmi povezani sa preteranom produkcijom ROS, RNS i
inflamatornih medijatora u mozgu, pa se poviSen nivo kortikosterona u plazmi razmatra kao
potencijalni prediktor poveéanog oksidativnog stresa u mozgu (Perez-Nievas et al., 2007). U
daljim ispitivanjima povecanje oksidativnog oSte¢enja u hipokampusu povezano je sa oSteenjem
prostorne memorije. Naime Sato i saradnici pokazali su da povecana aktivnost HPA osovine,
tretmanom Kortikosteronom u trajanju od 14 dana, povetava oksidativna oStecenja u
hipokampusu povecanjem lipidne peroksidacije i oksidacije proteina skoro dva i tri puta viSe u
odnosu na Kkontrolnu grupu Zivotinja, i smanjenjem aktivnosti antioksidativnih enzima SOD,
katalaze i glutantion peroksidaze, Sto rezultuje smanjenjem memorijske funkcije skoro 60%
ispitivano Morisovim vodenim lavirintom (Sato et al., 2010).
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Koliko je nama poznato, prvi put je pokazano u ovom istrazivanju da tretman
magnezijumom ublazava Stetne efekte ACTH hormona na delikatan balans izmedu oksidanasa i
antioksidativnog odbrambenog mehanizma. Suplementacija magnezijumom je dovela do
signifikantnog smanjenja nivoa superoksid anjona uz povecanje aktivnosti SOD enzima u
ACTH/Mg tretiranoj grupi pacova, pokazujuci protektivan efekat na prekomernu produkciju
ROS-a i oslabljen antioksidativni odbrambeni mehanizam. Iako nije bilo razlike u nivou
produkata oksidacije proteina izmedu kontrolne grupe i ACTH tretirane grupe Zivotinja, tretman
magnezijumom je znacajno smanjio nivo produkata oksidacije proteina. U skladu sa ovim
zapaZzanjem je i povecana aktivnost PON1 enzima kod Zivotinja dugoro¢no tretiranih
magnezijumom u poredenju sa ACTH grupom.

Veza izmedu magnezijuma i oksidativnog stresa je opisana medutim literaturni podaci koji
podrZavaju pozitivne efekte magnezijuma na redoks homeostazu i genomsku stabilnost, kao i
potencijalna terapijska upotreba ostali su dvosmisleni. Hipomagnezijemija je povezivana sa
povecanim stvaranjem ROS-a i RNS-a, gde se ova veza Cesto moZe detektovati kod pacijenta koji
imaju hipertenziju, dijabetes i sr¢anu insuficijenciju (Liu i Dudley, 2020). Dodatno, nizak nivo
magnezijuma u ishrani i redukovan plazma/serum nivo magnezijuma kod gojaznih ljudi se
dovodi u vezu sa smanjenjem kapaciteta antioksidativnih enzima, inflamacijom, poreme¢enom
homeostazom kalcijuma i povecanom lipidnom peroksidacijom, odnosno pove¢anom
koncentracijom MDA (Codoner-Franch et al., 2010; Celik et al.,, 2011; Morais et al.,, 2017; Liu i
Dudley, 2020). Sa druge strane preklinicka studija ukazuje da dijeta sa smanjenim unosom
magnezijuma (15-30 mg/kg Mg) kod C57BL/6] miSeva moZe da dovede do dijastolne
kardiomiopatije (Liu et al, 2021). Stavi$e sréana patologija se javlja zajedno sa signifikatnom
redukcijom Celijskog nivoa ATP-a, mitohondrijalnom disfunkcijom i povecanom
mitohondrijalnom produkcijom ROS-a u srcu. Najinteresantnije je da su sve navedene promene
anulirane kada je dijeta sa normalnim sadrzajem magnezijuma primenjena kod Zivotinja (Liu et
al, 2021). Pored toga, znacajno zapazZanje koje ide u prilog hipotezi o ulozi magnezijuma u
poboljsanju antioksidativne zastite smanjenjem ROS/RNS produkcije, potice od studije koju su
sproveli Hans i saradnici na pacovima sa dijabetesom, koji su pokazali signifikantno povecanje
markera oksidativnog stresa (Hans et al, 2003). Tretman magnezijumom u trajanju od Cetiri
nedelje signifikantno je smanjio MDA koncentraciju u jetri i plazmi i povecao aktivnost
antioksidativnih enzima kod pacova sa dijabetesom. PredloZeni mehanizmi pozitivnih efekata
magnezijuma u odrZavanju redoks homeostaze i stabilnosti genoma, potencijalno ukljucuju
inhibiciju povecane mitohondrijalne ROS produkcije, supresiju mitohondrijalnog opterecenja
kalcijumom i otvaranja mitohondrijalne permeabilne transportne pore, kao i ukljucivanje u
endogeno ispravljanje oStecenja DNK molekula (Hartwig, 2001; Liu i Dudley, 2020).

5.7. ex-vivo oksidativnho oStecenje DNK nakon ACTH tretmana,
protektivni efekat magnezijuma

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da dugoro¢ni ACTH tretman signifikantno
povecava osetljivost perifernih limfocita na eksperimentalno izazvana oksidativna oSteéenja
nuklearne DNK. U prisustvu H202 kao oksidansa ACTH tretman dovodi do znacajnog povecanja
totalnog broja perifernih limfocita sa DNK oSte¢enjem, kao i povecanja broja ¢elija sa umerenim i
visokim DNK oStecenjem, u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Dodatno, u postavci
naseg istrazivanja pretpostavili smo da magnezijum ima bitnu ulogu u zastiti DNK molekula od
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slobodnih radikala. U skladu sa naSom pretpostavkom, podaci ukazuju da tretman
magnezijumom preventivho deluje na DNK oSteenja izazvana ACTH tretmanom, odnosno
ACTH/Mg tretirana grupa Zivotinja nije pokazala razliku u totalnom broju perifernih limfocita sa
DNK oStecenjem, niti u broju ¢elija sa umerenim i visokim DNK oStecenjem, u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja.

Dobijeni rezultati potkrepljuju rezultate iz prethodnih studija pokazuju¢i potencijalno jos
jednu znacajnu odliku povecanog nivoa glukokortikoida, odnosno sposobnost glukokortikoida da
uticu na oksidativna DNK oSteCenja. Znacajno povecanje DNK oSteCenja i slabljenje sistema
obnavljanja DNK molekula primeéeno je u istrazivanjima kod razlicitih tipova Celija nakon in vitro
ili in vivo izlaganja kortizolu (Flaherty et al., 2017). Liu i saradnici su pokazali pove¢an nivo 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozina u cerebralnom korteksu pacova nakon akutnog stresa
imobilizacijom (Liu et al.,, 1996). Zatim su Consiglio i saradnici pokazali da je DNK oStecenje
prisutno u hipokampusu i amigdali odmah nakon akutnog stresa izazvanog zadrZavanjem ili
testom forsiranog plivanja, te da je oStecenje detektabilno u hipokampusu i sedam dana nakon
akutnog stresa (Consiglio et al., 2010). Pored toga skorasnje studije istakle su vezu izmedu
hroni¢nog psiholoSkog stresa i otpornosti Celija na oksidativna DNK oSte¢enja (Aschbacher et al,
2013; Black et al.,, 2017). Dodatno u vise studija dobijeni su rezultati koji ukazuju da su markeri
(8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, 8-0kso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozine i 8-0kso-7,8-
dihidrooguanozine) koji ukazuju na oksidativha RNK i DNK oSte¢enja pozitivnho povezani sa
povecanjem psiholoskog stresa i nivoa kortizola (Joergensen et al., 2011; Black et al., 2017).

Rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa prethodnim istrazivanjem iz naSe laboratorije
koje je bilo bazirano na modelu depresije izazvane produzZenom primenom kortikosterona (100
mg/L, per os, 21 dan) kod pacova (Stani¢ et al., 2016). Interesantno je da je kortikosteron uticao
na DNK integritet predominatno povecavajuci osetljivost perifernih limfocita na visoki nivo
oSte¢enja DNK bez znacajnog efekta na broj ¢elija sa umerenim ostecenjem, dok je ACTH hormon
efekat ostvario i na Celije sa umerenim i na ¢elije sa visokim nivom oSte¢enja DNK. Iznenadujuce
je da u odsustvu H202 ni dugorocna primena kortikosterona (Stani¢ et al., 2016), ni dugoroc¢na
primena ACTH hormona nisu uticala na totalni broj perifernih limfocita sa DNK ostecenjem u
odnosu na kontrolnu grupu. Svakako se moze spekulisati da je Stetni efekat ACTH hormona na
oksidativna oSte¢enja DNK predominantno posredovan glukokortikoidima, kao rezultat ACTH
indukovanog povecanja sinteze i oslobadanja glukokortikoida.

Protektivni efekat magnezijuma na oksidativna DNK oSte¢enja u uslovima povecéane
aktivnosti HPA osovine u skladu je sa dostupnim rezultatima iz klinicke studije. Naime Petrovi¢ i
saradnici su pokazali da cetvoronedeljna suplementacija magnezijumom pokazuje preventivni
efekat na ex-vivo oksidativna DNK oStecenja perifernih limfocita kod igraca ragbija, koji su
pokazali signifikantno povecanje oksidativnog DNK oStec¢enja u odnosu na sedentarnu kontrolu
(Petrovi¢ et al., 2016). Medutim, iako je veza izmedu deficita magnezijuma i oksidativnog stresa
pokrivena studijama, dostupnost studija koje istrazuju mehanizam protektivnog efekta
magnezijuma na genomsku stabilnost u poremecajima povezanim sa stresom je oskudna.
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5.8. Uticaj magnezijuma na oksidativni status i oksidativno
oStecenje DNK

U ovom istrazivanju pokazali smo da suplementacija magnezijumom u trajanju od 28 dana
znacajno smanjuje nivo produkata oksidacije proteina. Pored toga suplementacija
magnezijumom dovodi do signifikantnog smanjenja nivoa superoksid anjona i povecanja
aktivnosti SOD enzima, antioksidativnog enzima, pokazujuc¢i tako protektivan efekat u uslovima
povecane aktivnosti HPA osovine. Medutim efekat magnezijuma bio je prisutan samo u uslovima
prekomernog stvaranja superoksid anjona i smanjene aktivnosti SOD enzima, dok je izostao u
normalnim uslovima. Dodatno vrednosti totalnog oksidativnog statusa i aktivnosti paraoksonaze
1 u plazmi su ostale relativno nepromenjene kod eksperimentalnih Zivotinja koje su primale
samo Cetvoronedeljni tretman magnezijumom u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Sa
druge strane rezultati ovog istrazivanja ukazuju da dugoroc¢ni tretman magnezijumom smanjuje
osetljivost DNK perifernih limfocita na oksidativna oSteenja izazvana in vitro izlaganjem
oksidansu. Tretman magnezijumom smanjio je totalni broj cCelija sa oksidativnim DNK
oSteCenjem, pre svega smanjenjem Celija sa umerenim DNK oSteenjem u poredenju sa
kontrolnom grupom. Pored toga kao Sto je ve¢ diskutovano, magnezijum preventivno deluje i na
DNK oStecenja izazvana ACTH tretmanom, smanjenjem totalnog ali i broja ¢elija sa umerenim i
visokim DNK oSte¢enjem u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Medutim ni magnezijum
nije uticao na broj ¢elija sa DNK oSte¢enjem u odsustvu H202.

Potencijal magnezijuma da redukuje Celijska oksidativna oStecenja i da povecava aktivnost
antioksidativnih enzima ispitivana je u nizu in vitro i in vivo studija. U in vitro ispitivanju Chen i
saradnici su pokazali da magnezijum povecava aktivnost SOD enzima i katalaze, i time smanjuje
oksidativna oStecenja nastala UV zraCenjem (Chen et al.,, 2019). Medutim, rezultati iz preklinickih
studija o samom efektu tretmana magnezijumom na oksidativni status su dvosmisleni. Pokazano
je da tretman magnezijumom u ko-administraciji sa selenom povecava aktivnost antioksidativnih
enzima kod pacova hranjenim visoko masnom ishranom (Zhang et al., 2018), smanjuje lipidnu
peroksidaciju u koStanom tkivu i jetri (Scibior et al.,, 2018; Scibior et al.,, 2013), dok deficit
magnezijuma u ishrani smanjuje aktivnost antioksidativnih enzima (Kuzniar et al, 2003;
Chaudhary et al., 2007). Zhang i saradnici su pokazali da tretman magnezijumom u trajanju od
osam nedelja u ko-administraciji sa selenom povecava aktivnost antioksidativnog SOD enzima,
dok je smanjena koncentracija MDA produkta lipidne peroksidacije u serumu (Zhang et al,,
2018). U skladu sa ovim rezultatima, tretman magnezijumom u trajanju od 12 nedelja smanjio je
lipidnu peroksidaciju i povecao aktivnost glutantion-S-transferaze u kostanom tkivu, medutim uz
smanjenje aktivnosti SOD enzima, glutantion peroksidaze i glutantion reduktaze (Scibior et al,,
2018). Povecana aktivnost glutantion-S-transferaze nakon tretmana magnezijumom pokazana je
i u antioksidativnom sistemu eritrocita (Scibior i Zaporowska, 2010). Sadir i saradnici su pokazali
da tretman magnezijumom u trajanju od 28 dana, nezavisno od oblika magnezijumove soli koja je
koris¢ena MgClz, MgS04 ili MgT smanjuje koncentraciju MDA u mozgu pacova, Sto ukazuje dalje
na smanjenu lipidnu peroksidaciju u mozdanom tkivu (Sadir et al., 2019). Rezultati ovih studija
ukazuju da tretman magnezijumom smanjuje lipidnu peroksidaciju u koStanom tkivu, jetri,
mozgu i serumu, uz povecanje aktivnosti pre svega glutantion-S-transferaze pokazano u
kostanom tkivu i eritrocitima. Medutim navedeni parametri, koncentracija MDA i aktivnost
glutantion-S-transferaze naZalost nisu ispitivani u okviru naSeg istraZivanja. Pored navedenih
istrazivanja, ispitivan je i efekat hipomagnezijemije na oksidativni status kroz animalne modele
smanjenog unosa magnezijuma putem ishrane. Pokazano je da deficit magnezijuma u ishrani kod
Wistar pacova u trajanju od tri meseca smanjuje aktivnost antioksidativnih enzima u jetri,

96



smanjuje nivo neenzimskih antioksidanasa u plazmi, uz povecanu lipidnu peroksidaciju
(Chaudhary et al., 2007). Sli¢an efekat deficita magnezijuma u ishrani je pokazan nakon 22 dana u
miSijem modelu na antioksidativni sistem eritrocita, sam deficit magnezijuma u ishrani je
povezan sa smanjenjem aktivnosti SOD, glutantion peroksidaze i glutantion-S-transferaze, uz
smanjenje nivoa glutantiona (Kuzniar et al, 2003). Dodatno u ve¢ pominjanoj studiji Hans i
saradnici su pokazali da Cetvoronedeljna suplementacija Mg u animalnom modelu dijabetesa
povecava aktivnost SOD enzima i glutantion-S-transferaze, povecava nivo vitamina C, uz
smanjenje lipidne peroksidacije (Hans et al, 2003). Izostanak efekta samostalnog tretmana
magnezijumom na aktivnosti SOD enzima u naSem istrazivanju je iznenadenje, medutim kako je u
dijabetesnom modelu i modelima deficita magnezijuma kroz ishranu ispitivan efekat niskog
nivoa magnezijuma, sama kontrolna grupa je imala normalan nivo Mg, Sto potencijalno ukazuje
na bitnost samog bazalnog nivoa magnezijuma. S tim u vezi, u preklinickoj studiji pokazano je da
tretmani magnezijum-pikolinatom i magnezijum oksidom u trajanju od 8 nedelja smanjuju
oksidativni stres, smanjenjem nivoa MDA u mozgu, jetri i serumu i pove¢anjem aktivnosti SOD
enzima i katalaze u mozgu, dok je efekat izraZeniji kod Zivotinja hranjenih visoko masnom
ishranom, koja je pokazala negativan efekat na koncentraciju magnezijuma (Orhan et al., 2022).
Sto je u skladu sa rezultatima koji ukazuju da u uslovima hiperaktivnosti HPA osovine kada je
pokazano da je aktivnost SOD enzima smanjena, tretman magnezijumom vratio je aktivnost SOD
enzima na normalan nivo. Pored toga svakako je interesantan efekat tretmana magnezijumom u
nasSem istrazivanju na smanjenje produkata oksidacije proteina, s obzirom da ispitivanje efekta
magnezijuma na AOPP nije dostupno u literaturi.

Literaturni podaci ukazuju da magnezijum izmedu ostalog ima ulogu u stabilizaciji DNK
molekula, odnosno da niska koncentracija magnezijuma utiCe na destabilizaciju DNK molekula
(Anastassopoulou i Theophanides, 2002; Hartwig, 2001). Potencijalni efekat magnezijuma na
DNK molekul ukljuc¢uje odrZavanje strukture DNK, uticaj na tacnost DNK replikaciju, uticaj na
aktivaciju procesa DNK reparacije i stimulaciju vezivanja mikrotubula (Hartwig, 2001). Pozitivan
efekat magnezijuma pokazan je i u klinickoj studiji, Petrovi¢ i saradnici su pokazali da
Cetvoronedeljna suplementacija magnezijumom pokazuje preventivni efekat na ex-vivo
oksidativna DNK osStecenja perifernih limfocita, pre svega ostvarujuci efekat na celije sa visokim
DNK ostecenjem u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja (Petrovi¢ et al., 2016).

Pored dostupnih studija mehanizam antioksidativnih svojstava magnezijuma je
kompleksan i nedovoljno istrazen, medutim trenutno ima nekoliko znacajnih aspekata koje bi
trebalo pomenuti. Ukoliko se osvrnemo na molekularne medijatora i puteva, pretpostavka je da
supresija glutamatergickih NMDA receptora u hipotalamusu, preko ekstracelularnog jona Mg
umanjuje hiperaktivnost HPA osovine i ublazava Stetne efekte ACTH hormona i kortikosterona
(Cratty i Birkle, 1999; Zhou et al,, 2018). Pored toga magnezijum ima klju¢nu ulogu u velikom
broju fizioloSkih procesa kao blokator kalcijumovih kanala, gde je samo mala promena u
intracelularnoj koncentraciji magnezijuma povezana sa poremecenim kalcijumovim putem i
kalcijumovom citotoksi¢noScu (de Baaij et al., 2015). Literaturni podaci ukazuju da magnezijum
modulira aktivnost NMDA receptora i L-tipa kalcijumovih kanala, smanjuje prekomerni ulazak
kalcijuma i prevenira abnormalno povecanje intracelularne koncentracije kalcijuma (Morais et
al, 2017), dok hipomagnezijemija promoviSe razdvajanje oksidativne fosforilacije i
mitohondrijalnu disfunkciju, dovodi do povecanja nivoa intracelularnog kalcijuma, Sto dalje
povecava formiranje slobodnih radikala i peroksinitrila (Morais et al., 2017; Zheltova et al,,
2016).
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U sistemskom pregledu i meta analizi pokazano je da je nivo magnezijuma signifikatno
nizi u serumu i plazmi pacijenata koji imaju AD u odnosu na zdrave kontrole (Du et al,, 2021), dok
je sve veci broj studija koji ukazuje na vezu izmedu oksidativnog stresa i neurodegenerativnih
bolesti (Singh et al., 2019; Chiurchiu et al., 2016). U klinickim studija kod pacijenta sa AD i MCI
pokazana je smanjena aktivnost antioksidativnih enzima i povecanje lipidne peroksidacije u
serumu (Padurariu et al.,, 2010), zatim periferni limfociti pacijenta sa AD pokazali su drugaciju
kinetiku reparacije oStecenja DNK (Leandro et al., 2013), Sto dalje usmerava istrazivanja ka
oStecenju DNK molekula kao jednim od potencijalno vaznih faktora u patologiji AD (Lin et al,
2020). Pored toga u klinickim studijima kod pacijenta sa AD pokazan je nizak nivo magnezijuma
u serumu (Lemke, 1995), nizak nivo jonizujuceg slobodnog magnezijuma u plazmi koji je u
korelaciji sa kognitivnim funkcijama (Barbagallo et al., 2011), i da nivo serumskog magnezijuma
pokazuje vezu sa stepenom AD (Cilliler et al., 2007). U skladu sa navedenim istraZivanjima,
istraZivanja koja se bave ispitivanjem efekta magnezijuma na oksidativni status u in vitro i in vivo
modelima AD, uz pracenje efekata na kogniciju postaju sve interesantnija. Xiong i saradnici su
pokazali da u in vitro modelu AD (amiloid-f tretirane neuralne celije hipokampusa) magnezijum-
L-treonat prevenira oksidativni stres i apoptozu ¢elija (Xiong et al., 2022). Stavise u preklini¢koj
studiji istog istraZivanja tretman magnezijum-L-treonatom u trajanju od tri meseca uspeo je da
poboljsa kognitivne rezultate u Morisovom vodenom lavirintu, uz smanjenje oksidativnog stresa
u hipokampusu i apopotoze neuralnih Celija u miSijem modelu AD (Xiong et al., 2022). Pored toga,
u klinickom ispitivanju Balmus i saradnici su pokazali korelaciju izmedu poveéanog nivoa lipidne
peroksidacije, smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima i smanjenja nivoa magnezijuma u
serumu kod pacijenta sa AD i MCI (Balmus et al., 2017).

Svakako bi trebalo osvrnuti se i na mali broj dostupnih preklinickih studija koje su
ispitivale korelaciju nivoa magnezijuma sa oksidativnim stresom i rezultatima memorijskih
testova. Orhan i saradnici su pokazali da Zivotinje hranjene visoko masnom ishranom imaju niske
nivoe magnezijuma u serumu, jetri i mozgu, dok u isto vreme pokazuju povecan nivo MDA i
smanjenu antioksidativnu aktivnost u mozgu, uz negativan efekat na prostornu memoriju u
poredenju sa kontrolnom grupom. Stavise tretman magnezijumom u vidu magnezijum pikolinata
ili magnezijum oksida poveéava nivo magnezijuma uz pozitivne efekte na memoriju i oksidativni
status, smanjenjem nivoa MDA i povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima (Orhan et al,
2022). Dodatno, u ispitivanju efekata dugoro¢nih tretmana magnezijum-L-treonatom,
magnezijum-hloridom i magnezijum-sulfatom, pokazano je da pozitivan efekat na retenciju
memorije ima samo magnezijum-L-treonat u ve¢im dozama 100 mg/kg i 150 mg/kg, dozama koje
su pokazale signifikatno ve¢i nivo magnezijuma u plazmu u odnosu na druge tretirane grupe,
medutim tretman magnezijumom nezavisno od oblika soli koja je koris¢ena, smanjuje
koncentraciju MDA u mozgu pacova $to ukazuje na smanjenje lipidne peroksidacije (Sadir et al.,
2019).
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata i diskusije ove doktorske disertacije mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Aktivacija hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda osovine dugoro¢nom primenom
ACTH hormona, koja je prethodno validirana kao model hroni¢nog stresa i aktivacija HPA
osovine akutnom primenom ACTH hormona, nisu dovele do poboljSanja memorije
prepoznavanja kod Wistar pacova koriS¢enjem testa prepoznavanja novog objekta, ali se
ne moZe se iskljuciti potencijalno negativni efekat aktivacije HPA osovine na memoriju
Zivotinja.

Suplementacija magnezijumom pokazala je prokognitivni efekat, kako kod zdravih
Zivotinja tako i uslovima hiperaktivnosti HPA osovine, iako nije dovela do povecanja
koncentracije magnezijuma u prefrontalnom korteksu. Prokognitivni efekat magnezijuma
bio je prisutan i nakon akutne i nakon dugoroc¢ne peroralne primene magnezijum-sulfata
ispitivano testom prepoznavanja novog objekta.

U modelu hroni¢nog stresa dugorofna suplementacija magnezijumom suprimirala je
hiperaktivnost HPA osovine, $to je pokazano smanjenjem nivoa kortikosterona u plazmi
Zivotinja.

Hiperaktivnost HPA osovine negativno je modulisala proces neurogeneze u dentate gyrus
regionu hipokampusa, Sto se manifestovalo smanjenjem gustine nezrelih neurona, iako je
ekspresija BDNF i GAP43 proteina ostala nepromenjena. Ovaj efekat bi mogao ukazati na
negativni uticaj hiperaktivnosti HPA osovine na memoriju Zivotinja.

Primena magnezijuma imala je stimulatorni efekat na proces adultne neurogeneze, koji se
ogledao u povecanju gustine nezrelih neurona u hipokampusu, kao i povecanju kolic¢ine
proteina koji podrzavaju neurogenezu, BDNF i GAP43, u hipokampusu eksperimentalnih
Zivotinja.

Dugoro¢ni tretmani ACTH hormonom i suplementacija magnezijumom modulisali su
aktivnost noradrenergickog sistema u Locus ceruleus-u tako $to su doveli do povecanja
ekspresije autoinhibitornih alpha-2A adrenergickih receptora.

Tretman ACTH hormonom pokazao je prooksidativni potencijal koji se manifestovao
povecanjem nivoa superoksid anjona i smanjenjem aktivnosti antioksidativnog enzima
SOD u plazmi Wistar pacova. ACTH tretman dovodi do povecanja osetljivosti DNK
molekula Zivotinja na ex-vivo oksidativna DNK oStecenja, koja se manifestuju pove¢anjem
broja ¢elija sa DNK oSte¢enjem nakon in vitro izlaganja vodonik peroksidu.

Tretman magnezijumom pokazao je antioksidativni potencijal i kod zdravih Zivotinja i u
modelu hroni¢nog stresa. Tretman magnezijumom smanjio je nivo produkata oksidacije
proteina u plazmi Zivotinja i osetljivost DNK molekula na ex-vivo izazvana oksidativna
DNK ostecenja, gde se efekat manifestuje smanjenjem broja ¢elija sa oksidativnim DNK
oSteCenjem nakon in vitro izlaganja oksidansu. Protektivan efekat magnezijuma u
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uslovima aktivacije HPA osovine manifestuje se vracanjem balansa oksidativnog statusa
smanjenjem nivoa superoksid anjona i poveéanjem aktivnosti antioksidativnog enzima
SOD, uz smanjenje osetljivosti DNK molekula na in vitro oksidativna DNK oStecenja.

Uzimajuci u obzir rezultate ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da je opravdano dalje ispitivanje
primene magnezijuma u klinickim ispitivanjima kod pacijenta kod kojih su prisutna kognitivna
oSteCenja, razliCitog stepena a koja eventualno mogu biti povezana sa promenama strukture i
funkcije hipokampusa i pove¢anim oksidativnim stresom ukljucujuci pacijente sa Alchajmerovom
boleS¢u, pacijente koji pate od hroni¢nog stresa i depresije.
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8. PRILOZI

Lista skracenica

3D - trodimenzionalni

a2A-AR - alpha-2A adrenergicki receptori

ACTH - adrenokortikotropni hormon

AD - Alchajmerova bolest

AMPA-R - a-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazolpropionat receptor

ANOVA - analiza varijanse (statisticki test)

AOPP - produkti oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein products)
ATP - adenozin trifosfat

a.u. - arbitralne jedinice

AVP - arginin-vazopresin

BDNF - neurotrofi¢ni faktor poreklom iz mozga (eng. brain-derived neurotrophic factor)
BNST - eng. bed nucleus of the stria terminalis

BrdU - bromodeoksiuridin

BSA - govedi serumski albumin (eng. bovine serum albumine)

CA - Amonov rog, cornu ammonis

cAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat

CRH - kortikotropin (eng. corticotropin releasing hormone)

CRH-BP - proteini koji vezuju kortikotropin (eng. corticotropin-releasing hormone - binding
protein)

CRH-Rx - kortikotropni receptor

DAB - 3,3’-diaminobenzidin

DCX - doublecortin

DCX+PCNA+ - neuroblasti pozitivni na doublecortin i Celijski proliferiSuc¢i nuklearni antigen
DG - dentatni girus, dentate gyrus

dH20 - destilovana voda

dHPC - dorzalni hipokampus
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DI / D index - indeks diskriminacije (eng. discrimination index)

DN - eng. Damaged nuclei

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiaminotetrasircetna kiselina

EEG - elektroencefalografija

EPM - uzdignut plus lavirint (eng. elevated plus maze)

f.0. - poznati ili familijarni objekat

FST - test forsiranog plivanja (eng. forced swimming-induced stress)
GABA - y-aminobuterna kiselina

GAP43 - protein povezan sa rastom 43 (eng. growth-associated protein 43)
GC - glukokortikoidi

GLP-1 - glukagenu-sli¢an peptid 1 (eng. glucogen-like peptide 1)
GLU - glutamat

GLY - glicin

GR - glukokortikoidni receptori

GRE - promotorski deo DNK zaduZen za glukokortikoidni odgovor (eng. glucocorticoid response
elements)

H20:2 - vodonik peroksid

HClO4 - perhlorna kiselina

HDCS - komet skor za visoko oStecene cCelije (eng. highly damaged comet score)

HNOs - nitratna kiselina

HPA - hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda (eng. hipothalamuc-pituitary adrenal axis)
HPC - hipokampus

HPLC - tecna hromatografija pod visokim pritiskom (eng. high pressure liquid chromatography)
HRP - eng. horseradish peroxidase

IL-6 - interleukin 6

i.p. - intraperitonealno

iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina (RNK)

LC - locus ceruleus
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LC-ESI-MS/MS - tecna hromatografija-elektrosprej jonizacija-tandem masena spektrometrija
(eng. liquid chromatography-electrospray ionisation-tandem mass spectrometry)

LPH - lipotropin hormon

LMP - niska tacka topljenja (eng. low melting point)

LSD - test najmanje znacajne razlike (eng. least significant difference)

LTD - dugoroc¢na depresija (eng. long-term depresssion)

LTP - dugoroc¢na potencijacija (eng. long-term potentiation)

MCI - blago kognitivno oStecenje

MCxR - melanokortinski receptori

MDA - malondialdehida

MDCS - komet skor za umereno ostecene Celije (eng. medium damaged comet score)

Mg / MgT / MgClz / MgSO4 - magnezijum / magnezijum-L-treonat / magnezijum hlorid /
magnezijum sulfat

mPFC - medijalni prefrontalni korteks

MR - mineralokortikoidni receptori

MSH - melanotropin

MTL - medijalno temporalni rezanj

NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NBT - nitro plavi tetrazolijum (eng. nitroblue tetrazolium)
NGF - faktor rasta neurona (eng. neuron growth factor)
NK-KkB - nuklearni faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa-B)
NMDA-R - N-metil-D-aspartat receptor

n.o. - novi objekat

NO- - azot monooksid radikal

NORT - test prepoznavanja novog objekta (eng. novel object recognition test)
02~ - superoksid anjon

OH- - hidroksilni anjon

OH: - hidroksilni radikal

ONOO: - peroksidnitril
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p75NTR — neutrofinski receptor 75

PBS - fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)

PC - prohormon konvertaze

PD - Parkinsonova bolest

per os - peroralno

PFC - prefrontalni korteks

POMC - proopiomelanokortin

PON1 - paraoksonaza 1

PVDF - polivinilidendifluorid

PVN - paraventrikularno jedro

RI / R index - indeks prepoznavanja (eng. recognition index)
RNK - ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivne azotne vrste (eng. reactive nitrogen species)
ROS - reaktivne kisonicne vrste (eng. reactive oxygen species)
s.c. — supkutano

SC-CA1 - eng. schaffer collateral-CA1

SDS-PAGE - natrijum-dodecil-sulfat-poliakrilamid gel elektroforeza (eng. sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

S.E.M. - standardna greska

SOD - superoksid dizmutaza

SPE - kolona cvrste faze (eng. solid phase extraction column)

STP - kratkorocna potencijacija (eng. short-term potentiation)

TAS - totalni antioksidativni status

TBST - tris pufer sa tvinom (eng. tris-buffered saline tween)

TCS - totalni komet skor (eng. total comet score)

tf - vreme istraZivanja poznatog objekta (eng. familiar object exploration time)
tn - vreme istraZivanja novog objekta (eng. novel object exploration time)
TNFa - faktor nekroze tumora a (eng. tumor necrosis factor a)

TOS - totalni oksidativni status
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TrkB - tropomiozin-kinazni receptor B (eng. tropomyosin receptor kinase)
UV - ultravioletno zracenje

VHPC - ventralni hipokampus
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Oopa3zan 5.

N3jaBa 0 ayTOpCcTBY

Nwme u ipesnme aytopa Beapana Bypuh

Bpoj nnnexca 19/13

HN3jaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa AUCepTaIldja Mo I HaCJIOBOM

YTI/IHaj XHUIEPAKTUBHOCTU OCOBHUHE XI/IHOTaJ'IaMyC-XI/IHO(l)I/I3a-Ha[[6y6pe>KHa JKJI€3/1a 1 OKCUJAATUBHOT CTpECa

Ha YUCH:C U namheme: MOAyJIaTOpHa yJjora CyHHeMeHTaHI/Ije MaI‘He3I/ijMOM

®  pE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKUBAYKOT Pajia;

Jla qucepranyja y LeJIVHU HU Y JISJIOBHMMa HYje Ouiia IIpe/UIoKeHa 3a CTULAkE JIpyre IUIUIOME IpeMa
CTYAUjCKUM MPOrpaMHUMa JIPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA,

Jla Cy pe3yJTaTi KOPEKTHO HaBEeIEHU U

Jla HUCaM KPILHKO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTENEKTYa IHy CBOjUHY APYTHX JIUIA.

IMornuc ayropa

Y Bbeorpany,
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Oopa3zan 6.

N3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M €JIEKTPOHCKE
Bep3Hje JOKTOPCKOI pajaa

Wme u npezume ayropa Beapana DBypuh

Bbpoj uanexca 19/13

Crynujcku nporpam _JIOKTOpCKe akajgeMcke cTynuje Moaya dapmakonoruja

HacmoB paga _VTHIlaj XUIIepakTHBHOCTH OCOBHHE XHMITOTAIaMyC-XHITOhu3a-Han0yOpekHa sKIe3na u
OKCHJIATHBHOT CTpeca Ha y4eHhe H NaMhere: MOIYJIATOPHA YIIora CYINIEMEeHTAIH]e MArHEe3H] YMOM

Mentop Ilpod. np Becna [lemuh

UzjaBipyjeM na je mrammaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOI pajia MCTOBETHA EJEKTPOHCKO] BEP3MjU KOjy cam
npenao/a paau noxpameHa y JIMruTaaHoM peno3utopujymy YHusep3uteray beorpany.

Jlo3BospaBaM 1a ce o6jaBe MOjU JIMIHH ITOJAIM BE3aHM 3a MoOHjame aKaJIeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa Hayka, Kao
IITO Cy UME U MPe3uMe, TOJUHA U MECTO poljerma U JaTyM o0paHe paja.

OBHM JTHYHU TIOJAITM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHHUM CTpaHUIlaMa IUTHTAIIHEC OWONHMOTEKE, Y €IEKTPOHCKOM
KaTajory u y mybnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

ITornuc ayropa

V¥ Bbeorpany,
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Oo6pa3zan 7.

N3jaBa o kopunthewy

Ognamhyjem YHuBep3uTeTcKy Oubmmoreky ,,CBetozap MapkoBuh™ ma y JururamHu peno3uTopujym
Vuusepsutera y beorpagy yHece Mojy IOKTOpPCKY AUCEpTalUjy IOJ HACIOBOM:

VTHIaj XUIIEPAaKTUBHOCTH OCOBHHE XMIOTAIAMYC-XUITO(PM3a-HaaOyOpekHa JKiIe34a U OKCHIATHBHOL CTpeca
Ha yyewme U naMheme: MOAYJIaTOpHA VJIora CYIUIEMEHTAM]€ MarHe3u]yMOM

KOja je MOje ayTOpCKO JeIo.

Hucepranujy ca CBUM NpWIIO3MMa Ipeaao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy OrOAHOM 32 TPajHO
apXUBHUpPAE.

Mojy IOKTOpPCKY AWICEpTaIlfjy IMOXpameHy y JMUTUTaTHOM permo3uTOpHjyMy YHHBEp3uTeTa y beorpamy u
JIOCTYIIHY Y OTBOPEHOM IPHUCTYITY MOTY Jia KOPUCTE CBH KOjH MOIITY]y OApeade cajipikaHe y 0JabpaHOM THITY
murnentie Kpeatusae 3ajeqaure (Creative Commons) 3a KOjy caMm ce OIyqro/a.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopctBo — HekoMepItijarHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMmepIjarao — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIIHjamHo — aenuTH 1o uctuM yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 ipepana (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenuta mox uctuM ycsioBuMa (CC BY-SA)
(MommMo a 3a0Kpy>KHTE CaMO jeIHY O[T IIeCT MOHYh)eHNX TUIeHITH.

Kparak orvc TUIeHnu je cacTaBHA 0 OBE H3jaBe).

ITornuc ayropa

V¥ Bbeorpany,
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1. AyropcTBo. /[03BosbaBaTe YMHOXKABamWke, TUCTPUOYIU]Y U JaBHO CAOMIITaBamkEe Jelia, U Mpepaje, ako ce
HaBeJIe UME ayTopa Ha HAauuH oJipeheH ol CTpaHe ayTopa WM JIaBaolla JIMIEHIIE, YaK M Yy KOMEpIIUjaHe
cBpxe. OBO je Hajcmo00aHMja O CBUX JIUIICHITH.

2. AyTOpCcTBO — HeKOMepuHjajaHo. J[0o3BojhaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIH]y U jaBHO CAOIIITABAME
Jielia, U Tipepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTtpaHe aytopa Wiy jaBaona ymienie. Opa
JIMIICHIIA HE JI03B0JbaBa KOMEPIIMjaIHY YyIOTpeOy Jnena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepHHjaJHO — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOXXaBame, UCTPUOYLH]Y H
jaBHO caoIllITaBame Jeina, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKoBakba WK YHOTpede aeia y CBOM [elly, ako Ce HaBele
UMe ayTopa Ha HauumH ozapeheH of cTpaHe ayTopa WiM JaBaona juneHune. OBa JIMIEHIA HE 103BOJbABA
KOMEpLHMjalHy ynoTpeOy nema. Y OAHOCY Ha CBE OcCTalle JIMIEHIE, OBOM JIMLIEHIIOM c€ OrpaHuuaBa HajBehn
00mM TpaBa Kopuiherma aena.

4. AYTOPCTBO — HEKOMEPIHMjaJTHO — JEJUTH TOA HCTUM YycJoBuMa. J[03BosbaBaTe yMHOXKABAHE,
IUCTPUOYITM]y W jaBHO CAOMIITaBamke eia, W Mpepaje, ako ce HaBeme MME ayTopa Ha HauuH oxpehen on
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIIC W aKo ce Ipepajia AUCTpUOyHpa MOJ| UCTOM WIN CIMYHOM JIHIICHI[OM.
Oga JinIIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIUjaliHy yIIoTpeOy Jielia u mpepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepaaa. /lo3BosbaBare yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIM]Y U JaBHO CaOMIITaBabEe Jeiia, 0e3
IpOMeHa, IPeoOINKOBamba WM YyIOTpeOe Jiefla y CBOM JIelTy, aKo ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o
CTpaHe ayTopa WM naBaoria jumenie. OBa JUIEHIIA T03B0JbaBa KOMEPITHjaTHy yIIoTpeOy mena.

6. AyTOpCTBO — JeJUTH TMOA HCTHM YycjgoBuMa. [lo3BojbaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPUOYIH]y W jaBHO
CaoIIIITaBamke JIeJIa, U Ipepajie, ako Ce HaBelle UMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeleH oj] cTpaHe ayTopa Wiu gaBaora
JMIICHIIE W aKO Ce Tpepaja AUCTPUOyHpa MOj MCTOM WM CIMYHOM JiuieHioM. OBa JUIICHIIA JI03BOJbaBa
KOMepITHjanHy ymnoTpeby maema m mpepamga. CnmuHa je codTBEPCKAM JIHIICHIIAMa, OJHOCHO JIHIICHIIAMa
OTBOPEHOT KOJIa.
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