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CELIJSKI I MOLEKULARNI MEHANIZMI REGULACIJE ERITROCITOPOEZE U
USLOVIMA HRONICNOG STRESA

REZIME

Stres je sastavni deo svakodnevnog Zivota. Psiholoski stresori pokre¢u kompleksan
odgovor organizma na stres koji utice na razlicite fizioloSke procese ukljucujuci
hematopoezu. Poznato je da se u bazalnim uslovima proces eritrocitopoeze odvija
prevashodno u kostnoj srzi, dok se u stanjima povecanih potreba organizma za
eritrocitopoezom ovaj proces, nazvan stres eritrocitopoeza (SE), aktivira i u slezini.
Prema najnovijim saznanjima, neadekvatna regulacija SE moZe rezultirati
prekomernom ekspanzijom i malignom transformacijom nezrelih celija crvene
krvne loze. Do sada je proces SE ispitivan prevashodno na misjim modelima
anemije dok su literaturni podaci o efektima hroni¢nog psiholoskog stresa na
proces eritrocitopoeze veoma oskudni. Cilj ove studije je bio: 1) da se ispita uticaj
hroni¢nog psiholoSkog stresa na proces eritrocitopoeze u kostnoj srzi i slezini, i 2)
da se istraze cCelijski i molekularni mehanizmi regulacije ispitivanog procesa. U tu
svrhu su koris$¢eni odrasli muZjaci miSeva visokorodnih sojeva CBA i C57/BL6, kao
i MIF knockout miSevi koji su bili podvrgnuti restraint stresu 7 ili 14 dana
uzastopno, u trajanju od 2 sata dnevno. Za detekciju progenitorskih Ccelija
eritrocitne loze primenjen je metod kultivacije hematopoetskih ¢elija na podlozi od
metilceluloze obogacdene odgovaraju¢im citokinima. Metodama protocne
citofluorometrije i imunohistohemije izvrSena je detekcija i kvantifikacija
eritroblasta u ispitivanim uzorcima kostne srzi i slezine. Ekspresija ciljnih proteina
je analizirana primenom Western blot-a i imunohistohemije dok je relativna
ekspresija ispitivanih gena odredena metodom Real-Time PCR. NaSi rezultati su
pokazali da hronicni psiholoski stres redukuje koncentraciju gvozda i hemoglobina
u krvi, i da dovodi do stimulacije eritrocitopoeze u kostnoj srZi i slezini misa.
Inhibicija sinteze azot monoksida u potpunosti je sprecila stimuliSu¢i efekat
hroni¢nog stresa na progenitorske cCelije crvene krvne loze u kostnoj srzi, ukazujuci
prvi put da ovaj signalni molekul ima znacajnu ulogu u ekspanziji eritroidnih

progenitora tokom hroni¢nog psiholoSkog stresa. Pored poveéanog broja



progenitorskih celija, u slezini hroni¢no stresiranih Zivotinja smo detektovali i
znatno veci procenat eritroblasta $to ukazuje da hronicni psiholoski stres ima
izrazeniji  efekat na  ekstramedularnu  eritrocitopoezu.  Stimulisana
ekstramedularna eritrocitopoeza je bila pracena znacajnim povecanjem nivoa
kortikosterona i eritropoetina u cirkulaciji hroni¢no stresiranih miseva, kao i
istovremenim smanjenjem ekspresije glukokortikoidnog i eritropoetinskog
receptora u slezini ovih Zivotinja. Blokada glukokortikoidnog receptora pre
svakodnevne primene stresora je ukazala na klju¢nu ulogu ovog receptora u
ekspanziji kasnih eritroidnih porgenitora tokom hroni¢nog stresa. Takode,
dokazan je povecan broj c-Kit-imunoreaktivnih ¢elija u crvenoj pulpi hroni¢no
stresiranih miSeva. Pored navedenog, naSi rezultati su pokazali prvi put da
hronic¢ni psiholoski stres povecava ekspresiju BMP4 u crvenoj pulpi i dovodi do
viSestrukog povecanja ekspresije iRNK za njegove receptore u slezini. Hroni¢ni
restraint stres je povecao sintezu faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF) u
slezini wild-type Zivotinja, a delecija gena za MIF je rezultirala dodatnom
ekspanzijom nezrelih Celija eritrocitne loze Sto jasno ukazuje da ovaj citokin deluje
kao negativni regulator ekstramedularne eritrocitopoeze u hroni¢nom stresu.
SveopSte uzev, rezultati naSih istrazivanja pokazuju da hroni¢ni psiholoski stres
povecava broj eritroidnih progenitora u kostnoj srzi i dovodi do permanentne
aktivacije procesa SE u slezini, Sto predstavlja potencijalne faktore rizika za
malignu transformaciju nezrelih ¢celija eritrocitne loze u hroni¢cnom psiholoskom
stresu. Pored toga, prvi put je pokazana uloga MIF kao negativnog regulatora SE
koji sprecava prekomernu ekspanziju nezrelih celija eritrocitne loze u hroni¢nom
stresu. Rezultati, prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, doprinose opstem
sagledavanju fiziolosSkog odgovora organizma na stres i otvaraju mogucnosti za
dalja istrazivanja molekularnih mehanizama cija bi neadekvatna aktivacija mogla
rezultirati klonalnim rastom i malignom transformacijom nezrelih Celija crvene

krvne loze u toku hroni¢nog psiholoskog stresa.

Kljucne reci: eritrocitopoeza, hronicni stres, slezina, kostna srz, glukokortikoidi,

BMP4, MIF, NO
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CELLULAR AND MOLECULAR MECHANISMS UNDERLYING ERYTHROPOIETIC
RESPONSE TO CHRONIC STRESS

ABSTRACT

Stress has become an important aspect of daily life. Exposure to a psychological
stressor initiates an integrated response that affects different physiological
processes including hematopoiesis. The majority of steady-state erythropoiesis
occurs in the bone marrow. However, recent studies have shown that the adult
spleen serves as the main site of red blood cell production under different stress
conditions, collectively referred to as stress erythropoiesis (SE). Furthermore,
emerging evidence suggests that inappropriate activation of SE may predispose to
leukemic transformation. Much of what we know about SE comes from the analysis
of murine models of anemia, but the erythropoietic effects of chronic psychological
stress remain largely unknown. The aim of the current study was to examine the
influence of chronic psychological stress on erythropoiesis in adult bone marrow
and spleen, as well as to investigate cellular and molecular mechanisms underlying
the observed effects. For this purpose, adult male CBA and C57BL/6 mice were
subjected to 2 hrs. daily restraint stress for 7 or 14 consecutive days. In addition,
we used macrophage migration inhibitory factor (MIF)-knockout mice on a
C57BL/6 background to examine whether MIF is involved in the control of stress-
induced erythropoiesis. The number of erythroid progenitors was determined
using colony assays, whereas CD71/Ter119 profiles of bone marrow and splenic
cells were analyzed by flow cytometry. The expression of target proteins were
assessed by Western blot and immunohistochemistry, while gene expression
analysis was performed using real-time PCR. Our results showed that chronic
exposure to restraint stress decreased the concentration of iron and hemoglobin in
the blood, and resulted in markedly increased number of erythroid progenitors in
murine bone marrow and spleen. Blockade of nitric oxide synthesis completely
abolished the stimulatory effect of chronic restraint stress on erytrhoid
progenitors in the bone marrow, suggesting a role of nitric oxide in stress-induced

erythroid cell growth. Although repeated restraint stress initiated an erythroid



stress response in both bone marrow and spleen, the effects on growth and
maturation of erythroid cells were more prominent in the spleen, showing that
chronic psychological stress stimulates mainly extramedullary erythropoiesis. A
robust expansion of immature erythroid cells was associated with significantly
increased plasma erythropoietin and corticosterone levels as well as with
markedly decreased expression of erythropoietin receptor and glucocorticoid
receptor in the spleen of restrained mice. Blockade of glucocorticoid receptor prior
to daily restraint revealed an essential role of this receptor in the expansion of
splenic late-stage erythroid progenitors during chronic stress. Chronic stress
enhanced the expression of stem cell factor receptor in the splenic red pulp.
Furthermore, chronically stressed animals exhibited significantly increased
expression of bone morphogenetic protein 4 (BMP4) in the red pulp and
substantially enhanced mRNA expression levels of its receptors in the spleen.
Repeated restraint stress increased the expression of MIF in the spleen of wild-
type animals, and mice lacking the MIF gene showed a more pronounced splenic
erythroid response to chronic stress, clearly indicating that MIF is a negative
regulator of stress-induced extramedullary erythropoiesis. Taken together, our
results show that chronic psychological stress initiates robust expansion of
erythroid progenitors in the bone marrow, activates BMP4-dependent
extramedullary erythropoiesis and leads to the prolonged activation of SE
pathways in the spleen. Prolonged activation of these pathways along with an
excessive production of immature erythroid cells may predispose chronically
stressed subjects to a higher risk of leukemic transformation. Furthermore,
obtained findings demonstrate for the first time that MIF acts as a negative
regulator of stress-induced extramedullary erythropoiesis, preventing an
overexpansion of immature erythroid cells during chronic psychological stress. In
addition to introducing the topic for future studies on additional downstream
erythropoietic responses, these results increase our understanding of the

physiological mechanisms underlying chronic psychological stress.

Key words: erythropoiesis, chronic stress, spleen, bone marrow, glucocorticoids,

BMP4, MIF, NO
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1. UVOD

1.1. ERITROCITOPOEZA

1.1.1. Proces formiranja zrelih eritrocita tokom razvica

Eritrociti su cCelije bez jedra, ¢ija osnovna uloga obuhvata transport i
razmenu gasova (kiseonika i ugljen-dioksida). U stanju mirovanja eritrociti imaju
bikonkavan oblik kojim se obezbeduje ve¢a ukupna povrsina membrane u odnosu
na zapreminu Celije, Sto olakSava i ubrzava razmenu gasova eritrocita sa okolinom.
Zahvaljujuci svojoj fleksibilnosti, eritrociti koji se nalaze u cirkulaciji menjaju oblik,
zauzimajuc¢i najpovoljniji polozaj za prolazak kroz odgovarajuc¢i krvni sud. Oko
jedne trecine zapremine eritrocita ¢ini hemoglobin, protein koji reverzibilno
vezuje i prenosi kiseonik i ugljen-dioksid. Zbog prisustva hemoglobina citoplazma
eritrocita je acidofilna, a eritrociti na nativnom preparatu imaju narandZastu boju.
Posmatranjem eritrocita transmisionim elektronskim mikroskopom uocava se
uniformno elektronski gusta citoplazma. Elektronska gustina citoplazme potice od
gvoZzda koje se nalazi u hemoglobinu.

Sazrevanje eritrocita predstavlja dinamican i kontinuiran proces, u okviru
kojega celije prolaze kroz niz sukcesivnih stadijuma. Prema opSteprihvaéenom
misljenju, sve cCelije krvi poticu od jedne zajednicke pluripotentne maticne celije
hematopoeze (HSC, engl. hematopoietic stem cell). Ova celija ima sposobnost
asimetri¢cne deobe, pri ¢emu jednim delom nastaju celije identi¢nih svojstava
(samoobnavljanje), a drugim delom nastaju opredeljene C¢elije koje Ce se
diferencirati u maticne celije pojedinih loza. Pluripotentne maticne Ccelije su
malobrojne i relativno retko se dele u cilju samoodrZavanja i stvaranja
unipotentnih mati¢nih celija. Za razliku od njih, opredeljene maticne celije za
odredenu lozu predstavljaju depoe ¢elija u kostnoj srZi i slezini, koje se po potrebi
mogu brzo aktivirati u cilju samoobnove i/ili diferencijacije u zrele Ccelije
odgovarajuce loze. Celokupan proces nastanka uoblicenih elemenata krvi iz jedne
zajednicke HSC se naziva hematopoeza (Slika 1).

Tokom razvica kiCmenjaka, proces hematopoeze se odvija u nekoliko

stadijuma na razli¢itim anatomskim lokacijama (Slika 2). Prvobitno diferenciranje
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Slika 1. Shematski prikaz procesa hematopoeze

druge i postaju slobodne, pri ¢emu se u ovim celijama zapaZaju promene
karakteristicne za nastajanje primitivnih oblika pojedinih krvnih elemenata, a
medu njima se diferenciraju i primitivne celije eritroidne loze. U predelima gde
nastaju ovi procesi diferenciranja dolazi do nagomilavanja tec¢nosti heterogenog
sastava koja predstavlja buduc¢u plazmu. Tokom razviéa miSa, prve primitivne
¢elije eritroidne loze se mogu detektovati u Zumancanoj kesi izmedu 7. i 8. dana
embriogeneze (E7,5). Ove primitivne Celije, oznaCene kao EryP celije, sacinjavaju
posebnu populaciju ¢elija koje se po mestu porekla i brojnim karakteristikama

razlikuju od tzv. definitivnih eritroidnih ¢elija (EryD). Tako, EryP celije nastaju



iskljucivo u Zumancanoj kesi i vece su u poredenju sa EryD Celijama, koje nastaju
diferenciranjem progenitorskih c¢elija u Zumancanoj kesi i/ili fetalnoj jetri. Pored
toga, populacije EryP i EryD celija se razlikuju po sastavu hemoglobina, kapacitetu
za vezivanje kiseonika, kao i u specifi¢noj regulaciji njihove diferencijacije (Baron i

sar., 2012).

A

dan E6.5 E7.5 E10.5 E14.5 E18.5 adultni period

dan 17 23 27 30 10.5 nedelja

Slika 2. Uporedni prikaz procesa hematopoeze tokom razvi¢a misa (A) i coveka (B).
Modifikovano prema: Baron i sar. Blood 2012; 119:4828-4837.

Sazrevanje EryP C¢elija, ili primitivna eritrocitopoeza, predstavlja viSefazni
proces koji je vremenski precizno regulisan. Tako, primitivni eritroblasti nastali u
Zumancanoj kesi miSa ulaze u krvotok oko 9. dana embriogeneze kao nepotpuno
zrele Celije koje sadrze jedro. Vecina ovih Celija dovrSava proces sazrevanja i gubi
jedro polovinom gestacijskog perioda, ali se odreden broj primitivnih eritroblasta
moze detektovati u cirkulaciji fetusa i u kasnom gestacijskom dobu, kao i nekoliko
dana nakon rodenja (Kingsley i sar., 2004). S obzirom da polovinom gestacijskog
perioda fetalna jetra preuzima ulogu vodeceg hematopoeznog organa koji
obezbeduje optimalnu mikrosredinu za diferencijaciju i sazrevanje primitivnih

eritroblasta, smatra se da u ovom periodu EryP celije iz krvotoka prelaze u jetru



gde gube nukleus i dovrSavaju proces sazrevanja. U skladu sa tim, tokom druge
polovine prenatalnog razvica u cirkulaciji fetusa se pored EryP celija istovremeno
nalazi i sve vec¢i broj zrelih celija bez jedra - EryD C(Celija. Uporedo sa
odgovaraju¢om promenom morfoloSkih karakteristika celije (Slika 3), tokom
sazrevanja primitivnih eritroblasta dolazi i do kontrolisane redistribucije Celijskih
adhezionih molekula na njihovoj membrani, $to omogucuje laksi izlazak iz krvnih
sudova i obezbeduje neposredan kontakt EryP ¢elija sa makrofagima prilikom
njihovog prolaska kroz fetalnu jetru (Isern i sar., 2008). U perinatalnom periodu
kostna srz i slezina postaju primarna mesta za nastanak zrelih EryD ¢elija, da bi
kostna srz i nakon rodenja zadrZala ulogu osnovnog hematopoeznog organa,

obezbedujuci adekvatno snabdevanje organizma eritrocitima u bazalnim uslovima.
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Slika 3. Stadijumi diferencijacije primitivnih eritroblasta.
Modifikovano prema: Baron i sar. Blood 2012; 119:4828-4837.

Regulacija procesa sazrevanja eritrocita tokom ontogeneze se ostvaruje
zahvaljuju¢i vremenski 1 prostorno precizno Kkoordinisanoj ekspresiji
odgovaraju¢ih gena i posledi¢noj aktivaciji odredenih signalnih puteva. Tako,
tokom perioda gastrulacije, ekspresija gena Indian Hedgehog signalnog puta u
visceralnom endodermu misjeg embriona indukuje ekspresiju signalnog molekula
Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) u okolnom mezodermu, ¢ime se stvaraju

uslovi za nastanak primitivnih eritroblasta. Nakon toga, veliki broj transkripcionih



faktora ucestvuje u specifikaciji i diferencijaciji Celija eritroidne loze, a medu njima
najznacajniju ulogu imaju GATA1l i GATAZ2, kao i Kriippel-like factor 1 (KLF1)
(Baron i sar., 2012; Dzierzak i Philipsen, 2013). Ekspresija transkripcionog faktora
GATA2 se detektuje u ranim stadijumima embriogeneze, a istrazivanja na
miSevima pokazuju da je ovaj transkripcioni faktor neophodan za proliferaciju HSC
i uspostavljanje procesa hematopoeze u celini (Ling i sar., 2004). Za razliku od
GATAZ2, transkripcioni faktor GATA1, Cija se ekspresija uocava nesto kasnije u
odnosu na pojavu ekspresije GATA2, usmerava diferencijaciju pluripotentnih HSC
ka eritroidnoj i megakariocitnoj lozi (Bresnick i sar., 2010). Nakon formiranja
zajednickih progenitorskih ¢elija za eritroidnu i mekakariocitnu lozu,
transkripcioni faktor KLF1 vrsi supresiju megakariocitopoeze i usmerava dalju

diferencijaciju Celija ka eritroidnoj lozi (Baron i sar., 2012).

1.1.2. Proces formiranja zrelih eritrocita u adultnom periodu

OgraniCen Zivotni vek zrelih eritrocita uslovljava potrebu za njihovim
neprekidnim obnavljanjem koje se odvija procesom eritrocitopoeze. Za razliku od
fetalnog perioda, tokom koga najveci broj zrelih eritrocita nastaje u jetri, u
adultnom organizmu se proces diferencijacije i sazrevanja eritrocita odvija
prevashodno u kostnoj srzi. Kostna srz je lokalizovana u sunderastom koStanom
tkivu dugih kostiju, u ki¢menim prsljenovima i u grudnoj kosti, a sacinjena je od
hematopoetskih ¢elija i vezivne strome.

Kontinuiran proces eritrocitopoeze obezbeduje optimalan broj eritrocita u
bazalnim uslovima i adekvatno snabdevanje organizma kiseonikom. Tokom ovog
procesa, koordinisanim delovanjem razlicitih regulatornih molekula iz HSC nastaju
prvo progenitorske (opredeljene maticne Ccelije), a zatim prekursorske Ccelije
crvene krvne loze, da bi se na kraju formirali zreli eritrociti. Sazrevanje celija
eritroidne loze je praceno karakteristicnim morfoloSkim promenama koje se
ogledaju u postupnom smanjenju veli¢ine ¢elije i nukleusa (Slika 4). Nukleusi
vremenom postaju piknoti¢ni i na kraju bivaju odstranjeni, a citoplazma, u kojoj
ima sve manje organela, biva ispunjena sve vecom koli¢inom hemoglobina.

Prve morfoloski prepoznatljive opredeljene mati¢ne celije za eritroidnu

lozu su tzv. BFU-E ¢elije (engl. burst forming unit-erythroid). Ove celije se



karakteriSu visokim kapacitetom proliferacije i izrazenom mitotskom aktivnoScu,
Sto istovremeno omogucava njihovu samoobnovu i diferencijaciju ka zrelijim
progenitorima - CFU-E celijama (engl. colony forming unit-erythroid) koje su
manjih dimenzija u poredenju sa BFU-E Celijama, i u odnosu na citoplazmu imaju
krupan nukleus. Premda BFU-E i CFU-E C¢elije odraslog organizma pokazuju
slicnosti sa ovim progenitorskim ¢elijama u fetalnom periodu, postoje izvesne
morfoloske i funkcionalne razlike izmedu fetalnih i adultnih opredeljenih mati¢nih
Celija za eritroidnu lozu. Tako, fetalne BFU-E celije su krupnije i imaju veci
proliferativni kapacitet u odnosu na odgovarajuce cCelije odraslog organizma, dok
CFU-E celije u fetalnom periodu pokazuju velu senzitivnost na dejstvo
eritropoetina. Takode, za razliku od adultnih BFU-E €elija, za ¢iji je rast neophodno
prisustvo nekoliko specifi¢nih faktora rasta, ukljucujudi i eritropoetin, fetalne BFU-
E se mogu detektovati u medijumu koji sadrZi samo eritropoetin. Deobom CFU-E
¢elija nastaju proeritroblasti, prve Celije crvene krvne loze koje se sa sigurno$¢u

mogu detektovati na preparatima posmatranim pod svetlosnim mikroskopom.
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Slika 4. Diferencijacija Celija eritroidne loze kod odraslog misa.
Modifikovano prema: Dzierzak i Philipsen. Cold Spring Harb Perspect Med
2013;3:a011601.

Proeritroblasti su celije sa krupnim nukleusom i bazofilnom citoplazmom
koja se odlikuje prisustvom velike koli¢ine ribozoma i poliribozoma. Ove Ccelije
prolaze kroz dva deobna ciklusa formiraju¢i bazofilni eritroblast. Bazofilni

eritroblast je neSto manjih dimenzija u odnosu na svog prethodnika. Citoplazma je



bazofilnija, premda se u njoj zapaZa sve manji broj organela. Deobom bazofilnog
eritroblasta nastaje polihromatofilni eritroblast koji je manji od bazofilnog
eritroblasta, sa pre¢nikom od 10-12 pm. Nukleusi polihromatofilnih eritroblasta su
ekscentri¢no postavljeni i odlikuju se ve¢om koli¢inom heterohromatskih regiona.
Na preparatima posmatranim pod svetlosnim mikroskopom citoplazma ovih celija
je obojena delimi¢no bazofilno, a delimi¢no acidofilno, Sto predstavlja rezultat
postupnog nakupljanja novosintetisanog hemoglobina. Daljom deobom ovih celija
nastaju ortohromatofilni eritroblasti. Ortohromatofilni eritroblast, koji se Cesto
naziva i eozinofilnim eritroblastom, nema sposobnost deobe, ali se u njemu
odigravaju procesi diferenciranja koji posledicno vode ka formiranju zrelog
eritrocita. Citoplazma ortohromatofilnih eritroblasta je u potpunosti acidofilna
zbog znacajnog prisustva hemoglobina. Nukleus ovih celija je heterohromatican,
postupno biva potiskivan ka periferiji Celije i na kraju izbacen (Slika 4). Po
izbacivanju nukleusa, novonastala celija - retikulocit ima dijametar 7-9 pum, a
njegovim daljim sazrevanjem dolazi do formiranja zrelog eritrocita (Junqueira i
Carneiro, 2005).

Uporedo sa navedenim promenama morfoloskih karakteristika Ccelija,
proces sazrevanja eritrocita je pracen postepenim smanjenjem ekspresije
receptora za stem cell factor - c-Kit (CD117), kontinuiranim povecanjem i
posledicnim smanjenjem ekspresije transferinskog receptora (CD71), uz
istovremeno postepeno povecanje ekspresije eritroidnog antigena Ter119 na
membrani Celija (Slika 4). Tako, ekspresija receptora c-Kit je karakteristi¢na za
pluripotentne mati¢ne Celije hematopoeze, kao i za nezrelije forme Celija eritroidne
loze, sve do stadijuma bazofilnog eritroblasta. Trostruko povecanje ekspresije
CD71 se detektuje na membrani eritroidnih ¢elija od proeritroblasta do stadijuma
bazofilnog eritroblasta. Nakon toga, ekspresija ovog receptora se postepeno
smanjuje, tako da u stadijumu ortohromatofilnog eritoblasta dostiZe nivo slican
onome koji karakteriSe proeritroblaste. Za razliku od navedenih markera,
sazrevanje eritroidnih Celija se karakteriSe kontinuiranim povecanjem ekspresije
membranskog antigena Ter119, pocev od proeritroblasta pa sve do zrelog

eritrocita (Chen i sar., 2009).



1.1.3. Regulacija eritrocitopoeze u bazalnim uslovima

Stalno obnavljanje eritrocita je strogo kontrolisan proces koji omogucava
dinamicku ravnotezu izmedu broja novoformiranih ¢elija i starih eritrocita koji se
uklanjaju procesom fagocitoze. Na ovaj nacin se u bazalnim uslovima svakodnevno
obnavlja oko 1% eritrocita, obezbeduju¢i kontinuiranu produkciju ovih celija u
skladu sa fizioloskim potrebama organizma. Kompleksna regulacija
eritrocitopoeze se ostvaruje posredstvom hemijskih medijatora - hormona,
citokina i faktora rasta.

Najznacajniju ulogu u regulaciji eritrocitopoeze ima eritropoetin, hormon
koji se sintetiSe u endotelnim ¢elijama kapilarne mreZe intersticijuma bubrega.
Eritropoetin je po hemijskom sastavu glikoprotein koji se sastoji od 165
aminokiselina i 4 oligosaharidna lanca neophodna za njegovu aktivnost in vivo.
Ovaj hormon povecava broj eritropoetin-senzitivnih mati¢nih ¢elija u kostnoj srZi,
usmeravajuci njihovu diferencijaciju u prekursorske Ccelije crvene krvne loze.
Receptor za eritropoetin (EpoR) je protein sa jednim transmembranskim
domenom i pripada familiji receptora sa tirozin kinaznom aktivnoS¢u. Vezivanjem
za EpoR koji se nalazi na membrani opredeljenih mati¢nih Celija za eritrocitnu
lozu, eritropoetin pokrece kaskadu intracelularnih signalnih puteva, stimuliSu¢i na
taj nacin proliferaciju i prezivljavanje ovih ¢elija. Naime, u odsustvu eritropoetina
CFU-E ¢elije podleZu procesu programirane celijske smrti. Vezivanje eritropoetina
za receptor na membrani CFU-E ¢elija stimuliSe transkripciju odredenih gena, kao
$to je Bcl-xL, koji kodirajudi istoimeni protein sprec¢ava apoptozu i na taj nacin
omogucava preZivljavanje i dalju diferencijaciju ovih ¢elija (Gregory i sar., 1999).
Pored toga, eritropoetin reguliSe i sazrevanje prekursorskih celija, indukujuci
ekspresiju gena za globine i glikoforin - proteine koji ulaze u sastav eritrocita.

Nasuprot CFU-E (¢elijama, ciji je rast uslovljen prevashodno dejstvom
eritropoetina, za rast BFU-E ¢elija je, pored eritropoetina, neophodno prisustvo i
drugih regulatornih faktora kao Sto su: faktor rasta maticnih Celija (engl. stem cell
factor, SCF), interleukin 3, glukokortikoidni hormoni i dr. Pokazano je da SCF
ispoljava direktno dejstvo na BFU-E progenitore, stimuliSu¢i njihov rast i
prezivljavanje (Dai i sar., 1991). Ispitivanja na knockout miSevima kojima

nedostaje gen za SCF i/ili njegov receptor (c-Kit) potvrduju klju¢nu ulogu ovog



citokina u eritrocitopoezi. Delecija navedenih gena uzrokuje teZak oblik anemije i
dovodi do smrtnog ishoda u fetalnom ili perinatalnom periodu razvica ovih
genetski modifikovanih miseva (Broudy, 1997). Takode, rezultati istrazivanja in
vitro ukazuju na direktnu interakciju izmedu c-Kit, EpoR i glukokortikoidnog
receptora (GR) u procesu proliferacije BFU-E ¢elija, odnosno na kooperativno
dejstvo SCF, eritropoetina i glukokortikoida u regulaciji eritrocitopoeze (von
Lindern i sar., 1999).

Regulacija eritrocitopoeze umnogome zavisi od Celija mikrosredine u okviru
koje se ovaj proces odvija. U skladu sa tim, brojna eritroblastna ostrva, prisutna u
kostnoj srzi i slezini, predstavljaju specijalizovane niSe, odnosno posebne
morfoloske i funkcionalne jedinice koje pospesuju proliferaciju, diferencijaciju i
sazrevanje eritroblasta. Svako ostrvo se sastoji od centralno pozicioniranog
makrofaga koji je okruZen eritroblastima u razli¢itim stadijumima zrelosti. Ostrva
se detektuju duz citave kostne srzi, a elektronskomikroskopskom analizom su
uocCene razlike u stepenu zrelosti eritroblasta izmedu ostrva lokalizovanih u
neposrednoj blizini venskih sinusoida i ostrva koja se nalaze na vecoj udaljenosti
od njih. Tako, eritroblastna ostrva koja su udaljena od sinusoida u svom sastavu
imaju znacajno veci broj proeritroblasta, a ona koja se nalaze u neposrednom
kontaktu sa sinusoidima sadrze veci procenat zrelijih prekursora. Ovaj podatak
ukazuje na ¢injenicu da blizina venskog sinusoida moZe biti od presudnog znacaja
za sazrevanje prekursorskih c¢elija eritroidne loze, kao i na moguénost da
eritroblastna ostrva predstavljaju pokretne strukture koje se uporedo sa procesom
diferencijacije eritroblasta kre¢u prema venskim sinusoidima. Kretanje ovih ostrva
se moZe ostvariti zahvaljuju¢i migraciji centralno pozicioniranog makrofaga
(Yokoyama i sar., 2003; Chasis i Mohandas, 2008).

Makrofag eritroblastnog ostrva potice od prekursorske c¢elije monocitno-
makrofagne loze i deo je posebne subpopulacije makrofaga lokalizovane u
hematopoeznim tkivima. Njegova uloga se ogleda prevashodno u stimulaciji
sazrevanja eritoblasta, Sto se ostvaruje kroz neposredni kontakt membrane
makrofaga sa membranom nezrelih ¢elija eritroidne loze (Chow i sar., 2013).
Naime, poznato je da eritroblasti prilikom sazrevanja eksprimiraju razli¢ite

adhezione molekule na svojoj povrsSini, ostvaruju¢i direktne homotipske i



heterotipske Celijske intrakcije. Rezultati brojnih studija pokazuju da meducelijske
interakcije u okviru eritroblastnog ostrva imaju znacajnu ulogu u regulaciji
terminalne diferencijacije Celija crvene krvne loze (Hanspal i Hanspal, 1994; Soni i
sar., 2008; Wang i sar., 2013). Dokazano je da neposredni kontakt eritroblasta sa
makrofagom stimuliSe proliferaciju ovih prekusorskih ¢elija, Sto posledi¢no dovodi
do povecane produkcije zrelih eritrocita. Ispitivanjem regulatornog mehanizma
koji se nalazi u osnovi stimulisane proliferacije eritroblasta nakon njihove
interakcije sa makrofagima, ustanovljeno je da neposredni kontakt sa makrofagom
utice direktno na cCeliski ciklus eritroblasta, ubrzavajuci prelazak iz GO u G1 fazu,
kao i da je ovaj mehanizam nezavisan od lokalne koncentracije eritropoetina
(Rhodes i sar., 2008). Pored toga, proliferacija eritroblasta je regulisana i
interakcijama koje se ostvaruju izmedu samih eritroblasta. Ove homotipske
interakcije u okviru eritroblastnog ostrva pokrecu signalni mehanizam Kkoji
ucestvuje u regulaciji aktivnosti transkripcionog faktora GATA-1 (Gutiérrez i sar.,
2004).

Celije eritroblastne niSe sintetiu i brojne solubilne faktore Kkoji
mehanizmima pozitivne 1 negativne povratne sprege reguliSu proces
eritrocitopoeze. Tako, eritroblasti u prisustvu eritropoetina sekretuju protein Gas6
(engl. growth arrest-specific). Ovaj protein se vezuje za svoj receptor na
eritroblastima i aktivacijom fosfatidil inozitol-3 kinaze pojaCava prenos signala
preko EpoR. Takode, vezujuéi se za odgovarajudi receptor na makrofagima, Gas6
smanjuje sekreciju nekih regulatornih faktora sa inhibitornim dejstvom na
eritrocitopoezu (Angelillo-Scherrer i sar., 2008). Eritroblasti sintetiSu i vaskularni
endotelni faktor rasta koji indukuje migraciju monocita i na taj nacin parakrinim
mehanizmom uti¢e na formiranje eritroblastne niSe. Pored toga, ovaj signalni
protein povecava mikrovaskularnu permeabilnost, olakSavajuci prolaz retikulocita
kroz venske sinusoide. U okviru eritroblastnog ostrva se aktiviraju i razliciti
mehanizmi negativne povratne sprege. U skladu sa tim, makrofagi sekretuju brojne
proinflamatorne citokine, kao Sto su: interleukin 6, faktor nekroze tumora aq,
interferon y i dr, koji razlicitim molekularnim mehanizmima suprimiraju

eritrocitopoezu (Chasis i Mohandas, 2008).
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1.1.4. Stres eritrocitopoeza i mehanizmi formiranja eritrocita u stanjima
povecanih potreba organizma za eritrocitopoezom

Dinamika eritrocitopoeze je u potpunosti prilagodena potrebama
organizma. Tako, na primer, hipoksija tkiva stimuliSe stvaranje eritropoetina koji
obezbeduje proliferaciju i prezivljavanje veceg broja opredeljenih mati¢nih ¢elija
eritrocitopoeze, ¢ime se uspostavlja bolje snabdevanje tkiva kiseonikom. Stanje
anemije indukuje fizioloSki odgovor koji se ogleda u ubrzanom stvaranju novih
eritrocita, a koji takode podrazumeva povecanu proliferaciju i diferencijaciju
nezrelih Celija eritroidne loze. Pored toga, stanja hroni¢ne inflamacije, uzrokovana
infektivnim agensima ili tumorskim promenama, za posledicu imaju dugotrajnu
anemiju koja poveCava zahteve organizma za eritrocitopoezom. Produkcija
eritrocita u prethodno navedenim stanjima, kao i u drugim fizioloskim i patoloskim
stanjima koja ukljucuju povecanu potrebu organizma za stvaranjem eritrocita, vrsi
se procesom tzv. stres eritrocitopoeze (SE) (Bozzini i sar., 1994).

Najnovija istrazivanja ukazuju na SE kao na jedinstven proces koji se
umnogome razlikuje od procesa eritrocitopoeze u bazalnim uslovima (Paulson i
sar.,, 2011). Dosadasnja saznanja o SE poti¢u uglavnom iz rezultata dobijenih u
eksperimentima na miSevima, i to prevashodno na misjim modelima akutne i
hroni¢ne anemije. Rezultati ovih ispitivanja pokazuju da je SE proces koji se odvija
predominantno u slezini i da po mnogim Kkarakteristikama nalikuje procesu
eritrocitopoeze u fetalnom periodu. Naime, pokazano je da se u toku ovog procesa
u slezini regrutuje specijalizovana populacija eritroidnih progenitora, nazvanih
,stres” BFU-E (Celije. Ove celije se poput fetalnih BFU-E progenitora mogu
detektovati u medijumu koji sadrzi samo eritropoetin (Perry i sar., 2007). Takode,
eritroidni prekursori nastali procesom SE u nekim patoloskim stanjima, kao Sto je
anemija srpastih Celija, sadrze znacajne koli¢ine fetalnog hemoglobina (Luck i sar.,
2004; Frenette i sar., 2007). Nalaz povecane produkcije fetalnog hemoglobina
tokom SE potvrduju i rezultati istraZivanja ovog procesa na primatima (DeSimone i
sar., 1982). Pored navedenih sli¢nosti sa eritrocitopoezom u fetalnom periodu, SE
se, za razliku od adultne eritrocitopoeze u bazalnim uslovima, ne odvija u kostnoj
srzi ve¢ ekstramedularno. Naime, eritrocitopoeza u kostnoj srzi je homeostatski

proces koji omogucava optimalnu produkciju eritrocita u bazalnim uslovima.
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Medutim, kostna srZ ne moZe da obezbedi adekvatno snabdevanje organizma
eritrocitima u razli¢itim fizioloskim i patoloskim stanjima koja zahtevaju ubrzanu
eritrocitopoezu. U takvim uslovima dolazi do aktivacije procesa SE u slezini.
Slezina predstavlja specificnu mikrosredinu koja moZe podrzati ubrzanu
produkciju eritrocita i na taj naCin adekvatno odgovoriti na povecane zahteve
organizma za eritocitopoezom (O’Neill, 2012).

S obzirom da je stvaranje eritrocita regulisano signalima iz mikrosredine u
kojoj se ovaj proces odvija, mehanizmi regulacije SE u slezini se znac¢ajno razlikuju
od mehanizama koji reguliSu bazalnu eritrocitopoezu u kostnoj srzi (Socolovsky,
2007; Paulson i sar., 2011). Tako, u kostnoj srzZi mehanizmima ograni¢ene
samoobnove nastaje manji broj progenitorskih celija koji je optimalan za
obnavljanje eritrocita u bazalnim uslovima. Medutim, da bi odgovor organizma na
povecane zahteve za eritrocitopoezom bio adekvatan, neophodan preduslov je da
se procesom SE uveca pul ranih progenitora koji ¢e daljom diferencijacijom
obezbediti ve¢i broj zrelih eritrocita. Stoga se u SE aktivacijom razlicitih

mehanizama vrsi kontinuirana samoobnova BFU-E progenitora (Slika 5), ¢ime se

znacajno povecava njihov broj u slezini.
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Slika 5. Mehanizmi samoobnove BFU-E éelija.
Modifikovano prema: Hattangadi i sar. Blood 2011; 118:6258-6268.
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Najznacajniju ulogu u procesu samoobnove eritroidnih progenitora imaju
glukokortikoidni hormoni. Vezuju¢i se za GR, ovi hormoni pokrecu kaskadu
intracelularnih signalnih puteva deluju¢i na razlic¢ite fizioloske procese u
organizmu. Rezultati eksperimentalnih studija ukazuju na klju¢nu ulogu
glukokortikoida u stimulaciji eritrocitopoeze (Bauer i sar., 1999), Sto je utemeljeno
i u Cinjenici da policitemija moZe predstavljati prvu klinicku manifestaciju kod
pacijenata sa Cushing-ovim sindromom (Gursoy i sar., 2006). U skladu sa tim,
terapija glukokortikoidima ima protektivho dejstvo kod pacijenata obolelih od
odredenih oblika anemije (Liang i sar., 1994). IstraZivanja in vitro pokazuju da
glukokortikoidni hormoni podsti¢u formiranje BFU-E i CFU-E kolonija, odnosno da
u prisustvu malih koli¢ina eritropoetina stimuliSu proliferaciju eritroidnih
progenitorskih celija (Golde i sar., 1976; Udupa i sar., 1986). Ispitivanjem
molekularnih mehanizama, utvrdeno je da glukokortikoidi u nezrelim celijama
eritroidne loze indukuju ekspresiju transkripcionih faktora Myb i Lmo2, a
smanjuju ekspresiju GATA1 Sto omogucava ekspanziju ovih ¢elija tokom SE (Slika
5).

Posebna paZnja usmerena je na ispitivanje uloge GR u SE, s obzirom na
Cinjenicu da genetski modifikovani miSevi sa funkcionalnom inaktivacijom GR
imaju normalan broj eritrocita u bazalnim uslovima, ali ne mogu efikasno povecati
broj ovih celija u stanju anemije (Bauer i sar., 1999). Wesseley i sar. (1997) su
pokazali da upravo ovaj receptor ima ulogu klju¢nog regulatora u odnosu izmedu
proliferacije i diferencijacije nezrelih Celija eritroidne loze. Naime, koriste(i in vitro
pristup, ovi autori su dokazali da samoobnova eritroidnih progenitora nije moguc¢a
u medijumu koji ne sadrZi glukokortikoide, kao ni u medijumu koji pored
deksametazona sadrzi i blokator GR. Cinjenica da se proces SE brZe odvija u slezini
p537/- miSeva ukazuje na inhibitornu ulogu tumor supresornog proteina p53 u
sazrevanju progenitorskih celija eritroidne loze, kao i na znacaj njegovog
antagonizma sa GR u odrzavanju balansa izmedu proliferacije i diferencijacije ovih
progenitorskih celija (Ganguli i sar.,, 2002). Takode, utvrdeno je da su efekti
glukokortikoida na proliferaciju nezrelih celija crvene krvne loze posredovani
direktnom interakcijom GR sa receptorima koji poseduju tirozin kinaznu aktivnost

(von Lindern i sar., 1999). U skladu sa tim, na membrani humanih eritroblasta
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pokazana je direktna interakcija izmedu GR i EpoR, koja u procesu SE dovodi do
kontinuirane deobe ovih celija i odlaZe njihovo terminalno sazrevanje (Stellacci i
sar., 2009). Medutim, i pored navedenih istraZivanja ¢iji rezultati jasno ukazuju na
kljunu ulogu GR u SE, ciljne celije i fizioloSki efekti glukokortikoida u ovom
procesu jos uvek nisu razjasnjeni (Lodish i sar., 2010).

Za razliku od nepotpuno rasvetljene uloge glukokortikoida, povecana
produkcija eritropoetina u SE pokreée niz dobro definisanih regulatornih
mehanizama koji obezbeduju efikasnost eritrocitopoeze tokom ovog procesa.
Aktiviraju¢i EpoR, eritropoetin svoje dejstvo u SE ispoljava na Sirem spektru
nezrelih Celija eritroidne loze, u poredenju sa ¢elijama na koje ovaj hormon deluje
u uslovima homeostaze (Socolovsky, 2007). Tako, na primer, delecija gena za
eritropoetin ili njegov receptor dovodi do intrauterine smrti miSeva zbog
potpunog odsustva zrelih ¢elija crvene krvne loze, ali je kod genetski
modifikovanih embriona uocen normalan broj BFU-E i CFU-E ¢elija. Neizmenjen
broj ovih celija kod eritropoetin/- i EpoR/- embriona ukazuje na cinjenicu da
eritropoetin nije neophodan za nastanak i proliferaciju eritroidnih progenitora u
bazalnim uslovima (Wu i sar., 1995). Nasuprot tome, rezultati brojnih studija
pokazuju znacajnu ulogu ovog hormona i njegovog receptora u ekspanziji BFU-E i
CFU-E celija tokom SE. Naime, EpoR se mozZe detektovati na membrani celija u
veoma ranim fazama hematopoeze, ukljucuju¢i HSC Celije i eritroidne progenitore
(Stopka i sar., 1998). U uslovima SE, uporedo sa povetanom produkcijom
erotropoetina, zapaza se i drasti¢no povecanje broja ovih Celija u slezini. Uvecanje
pula eritroidnih progenitora se ostvaruje aktivacijom EpoR i njegovog
intracelularnog signalnog puta koji ukljucuje i fosforilaciju transkripcionog faktora
STATS. U skladu sa tim, procenjuje se da je svega oko 6% EpoR aktivirano tokom
bazalne eritrocitopoeze (Syed i sar., 1998), dok se u uslovima povecane produkcije
eritropoetina broj aktiviranih EpoR uvecava i do hiljadu puta. Pored mehanizma
ekspanzije progenitorskih Celija, za ubrzanu produkciju eritrocita u SE odgovoran
je i mehanizam povecanog prezivljavanja eritroblasta. Tako, za razliku od bazalne
eritrocitopoeze, gde se odredeni procenat ranih prekursora kontinuirano uklanja
procesom apoptoze, visoka koncentracija eritropoetina tokom SE suprimira

ekspresiju receptora Fas na membrani ranih eritroblasta, i na taj na¢in omoguéava
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prezivljavanje i dalju ekspanziju ovih celija. Istovremeno sa aktivacijom navedenih
pozitivnih regulatornih mehanizama, eritropoetin pokrece i mehanizme negativne
povratne sprege kojima se sprec¢ava prekomerna aktivnost EpoR u SE, a samim tim
i potencijalna maligna transformacija nezrelih Celija eritrocitne loze. Jedan od ovih
mehanizama podrazumeva nishodnu regulaciju i posledicnu degradaciju
aktiviranih EpoR (Walrafen i sar., 2005; Socolovsky, 2007).

Pored aktivacije GR i EpoR, za optimalnu produkciju eritrocita tokom SE
neophodna je i kooperativna interakcija ovih receptora sa CD117 (c-Kit) (Kolbus i
sar., 2003). Rezultati dosadasnjih istraZivanja pokazuju da je aktivacija SCF/c-Kit
signalnog puta od presudnog znacaja za preZivljavanje i samoobnovu ¢elija u ranim
fazama procesa SE. Vezivanje SCF za c-Kit aktivira intracelularni prenos signala i
na taj nacin reguliSe ekspresiju proteina Bcl-2 koji obezbeduje preZivljavanje
progenitorskih Celija hematopoeze. U skladu sa tim, c-Kit receptor je prisutan i na
membrani specijalizovane populacije BFU-E progenitora u slezini i njegovom
aktivacijom se omogucava adekvatna ekspanzija ovih Celija u odgovoru na stres
(Paulson i sar., 2011). Naime, pokazano je da se aktivacijom c-Kit receptora
odrzava ekspresija transkripcionog faktora STAT5, indukovana eritropoetinom,
Sto dovodi do duZeg preZivljavanja i kontinuirane proliferacije eritroidnih

progenitora u SE (Kapur i Zhang, 2001).

1.1.5. Uloga signalnog molekula BMP4 u regulaciji stres eritrocitopoeze

Proces SE se odvija ekstramedularno, a aktivacija i regulacija ovog procesa
u slezini zavise od specifi¢nih signala nastalih u njenoj mikrosredini. Poznato je da
u uslovima poveane potrebe organizma za eritrocitopoezom, pod uticajem
signalnog molekula BMP4 i sinergickog dejstva eritropoetina, glukokortikoida i
SCF dolazi do nagle ekspanzije ,stres” BFU-E progenitora u slezini i posledicne
diferencijacije ovih celija ka CFU-E i eritroblastima (Socolovsky, 2007; Paulson i
sar., 2011).

Klju¢na uloga BMP4 u aktivaciji procesa SE je prvi put pokazana
ispitivanjem mutacije kod tzv. flexed-tail (f/f) miSeva. Primeceno je da ovi miSevi
tokom fetalnog i neonatalnog perioda razvi¢a imaju tranzitornu anemiju koja se

spontano povlaci dve nedelje nakon rodenja (Cole i Regan, 1976). Takode, u

15



bazalnim uslovima f/f miSevi imaju potpuno ocuvanu eritrocitopoezu, ali je nakon
eksperimentalno indukovane anemije uocen izvestan zastoj u oporavku ovih
miSeva. Dalja istrazivanja su pokazala da zastoj u oporavku f/f miSeva nastaje
usled defekta u ekspanziji BFU-E cCelija u slezini, kao i da ovi progenitori
predstavljaju specijalizovanu populaciju celija koje su po morfoloskim i
fenotipskim karakteristikama veoma sli¢ne fetalnim BFU-E ¢elijama (Lenox i sar.,
2005). Ispitivanja mutacije f/f miSeva dovela su do saznanja da genski lokus koji je
zahvacen mutacijom kod genetski neizmenjenih miSeva kodira sintezu proteina
Smad5, transkripcionog faktora u nishodnom putu aktivacije signalnog molekula
BMP4 (Hegde i sar., 2007).

Molekul BMP4 pripada tzv. TGF-f (engl. transforming growth factor beta)
familiji proteina koja ima znacajnu ulogu u toku razvi¢a (Hogan, 1996). Pored
Siroke zastupljenosti ovih proteina u embrionalnim tkivima, BMP4 je prisutan i u
nekim tkivima adultnog organizma, kao Sto je crvena pulpa slezine gde ucestvuje u
regulaciji tkivne homeostaze (Alarmo i sar, 2013). Markantno povecanje
ekspresije proteina BMP4 u slezini karakteriSe razli¢ita fizioloSka i patoloSka
stanja koja aktiviraju proces SE. Tako je pokazano da se u uslovima hipoksije u
slezini prvo aktivira signalni put Hedgehog, koji zatim dovodi do povecanja
ekspresije ovog proteina u crvenoj pulpi (Paulson i sar., 2011). BMP4 svoje dejstvo
ostvaruje vezivanjem za specificne receptore - BMPR (engl. bone morphogenetic
protein receptor) tipa I i II. S obzirom da receptori tipa I imaju veci afinitet za
BMP2 i BMP4, prvi veZu BMP4, a zatim privlace receptore tipa Il i na taj nacin
formiraju heteromerni receptorski kompleks. Nakon toga, BMPR tipa II kao
konstitutivno aktivna kinaza vrsi fosforilaciju receptora tipa I, ¢ime se pokrece
kaskada intracelularnih signala i omogucava aktivacija sekundarnog glasnika -
molekula Smad5 (Sieber i sar., 2009).

[strazivanja in vivo su potvrdila da indukcija signala Hedgehog u slezini i
posledicno formiranje kompleksa BMP4/BMPR predstavljaju neophodne
preduslove za aktivaciju procesa SE. Naime, na miSjem modelu anemije je
pokazano da aktivacija ovih signala u slezini prethodi nagloj ekspanziji ,stres”
BFU-E celija. Takode, dokazano je da BFU-E celije u kostnoj srzi nisu osetljive na

dejstvo signalnog molekula BMP4, ve¢ da se u odgovoru na anemiju jedan deo ovih
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progenitora mobiliSe iz kostne srzi i prelazi u slezinu, gde pod uticajem Hedgehog
signala sticu karakteristike ,stres” BFU-E Celija. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju
na slezinu kao specificnu mikrosredinu koja obezbeduje signale neophodne za
nastanak ,stres” BFU-E progenitora i za regulaciju procesa SE u celini (Paulson i
sar., 2011).

Znacaj koordinacije svih navedenih faktora u regulaciji SE se ogleda u
Cinjenici da bi neadekvatna aktivacija ovog procesa mogla rezultirati
prekomernom ekspanzijom i malignom transformacijom nezrelih ¢elija eritroidne

loze (Socolovsky, 2007).

1.2. STRES

Savremen nacin Zivota uslovljava svakodnevnu izloZenost razli¢itim
stresnim situacijama, a neadekvatan odgovor organizma na stres se nalazi u osnovi
patogeneze mnogih obolenja (Mayer, 2000; Steptoe i Kivimaki, 2012; Goyal i sar.,
2013). U skladu sa tim, brojna istrazivanja su usmerena na ispitivanje mehanizama
odgovornih za dejstvo stresa na razliCite procese na celularnom i molekularnom
nivou, ukljucujudi rast, diferencijaciju i malignu transformaciju celija (Feng i sar.,
2012; Vojta i Zoldos, 2013).

Naziv stres potice od reci stresse iz srednjovekovnog engleskog jezika, koja
je oznacavala napor, teskobu ili ogranicenje. U medicini 19. veka stres je smatran
osnovom slabog zdravlja, a tek poCetkom 20. veka pojam stresa je doveden u vezu
sa poremecajem homeostaze organizma. Naime, tridesetih godina 20. veka,
kanadski lekar Hans Selye je utvrdio da Siroka paleta razlic¢itih Stetnih stimulusa
dovodi do veoma sli¢nih fizioloskih promena u organizmu i definisao model tzv.
opSteg sindroma adaptacije, a stimuluse koji uzrokuju ovaj sindrom nazvao je

stresorima (Szabo i sar., 2012).

1.2.1. Vrste stresora
Zivot opstaje zahvaljujuéi odrzavanju kompleksnog dinamic¢kog
ekvilibrijuma - homeostaze koja je neprekidno izloZena uticajima razli¢itih

unutrasnjih i spoljaSnjih stresora. Stresor je u najSirem smislu reci svaki stimulus
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koji moZe narusiti homeostazu, a stanje organizma iz kojeg proizilazi fizioloski
odgovor kao reakcija na novonastalu situaciju nazivamo stresom.

IzloZenost stresoru dovodi do kompleksnih interakcija izmedu razlicitih
fizioloskih sistema u organizmu, a koje su specificne u odnosu na tip i prirodu
stresora (Joéls i Baram, 2009). Stresori mogu biti fizicke (npr. visoka i niska
temperatura, radijacija, vibracija), psiholoske (npr. frustracije, sukobi sa osobama
u okruzenju) ili socijalne prirode (npr. ekonomske Kkrize, drustvene transformacije,
ratovi). Istorijski gledano, adaptacija na fizicke stresore je imala klju¢nu ulogu u
opstanku svih vrsta, ukljucujudi i ljudski rod. Sa razvojem civilizacije, situacija se
menja, tako da psiholoSki i socijalni stresori postaju sve zastupljeniji i samim tim
dobijaju sve veci znacaj. Stresori se takode mogu podeliti na sistemske, odnosno
limbicki-nesenzitivne i procesivne ili tzv. limbicki-senzitivne stresore. Limbicki-
nesenzitivni stresori predstavljaju direktnu opasnost za preZivljavanje i ne
zahtevaju obradu informacija u okviru limbic¢kog sistema. U ove stresore se
ubrajaju hipoksija, hemoragija, inflamacija i dr. Nasuprot tome, limbicki-senzitivni
stresori zahtevaju kognitivnu obradu informacija i ukljucuju odgovor limbickog
sistema na novi ili pretec¢i stimulus koji se dovodi u vezu sa prethodnim iskustvom
(Pordevi¢, 2011). U odnosu na mesto delovanja, stresori mogu biti spoljasnji (npr.
buka, aerozagadenje) i unutraSnji (npr. hipoglikemija, gubitak tecCnosti i
elektrolita). Zavisno od duzine trajanja, sve stresore moZemo podeliti na akutne i
hroni¢ne, a prema intenzitetu njihovog dejstva na stresore niskog, srednjeg i
visokog intenziteta.

S obzirom da svaki stresor indukuje specifican obrazac fizioloSkog
odgovora organizma (Joéls i Baram, 2009), uspostavljeni su brojni eksperimentalni
modeli za izu¢avanje mehanizma koji se nalaze u osnovi adaptivnog odgovora na
stres. Jedan od najceSc¢e koriS¢enih eksperimentalnih modela za ispitivanje ovih
mehanizama je model tzv. restraint stresa, odnosno stresa izazvanog delimi¢nom
imobilizacijom Zivotinje. Delimi¢na imobilizacija Zivotinje pripada grupi
kombinovanih stresora srednjeg intenziteta, sa izrazito naglaSenom psiholoSkom
komponentom (Buynitsky i Mostofsky, 2009). Pokazano je da restraint, pored
odgovora neuroendokrinog sistema, pokrece CcCitav niz razlicitih fizioloskih

interakcija u organizmu, i kao takav predstavlja reprezentativan model za
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izu¢avanje mehanizama uklju€enih u odgovor na stres (Patchev i Patchev, 2006;

Buynitsky i Mostofsky, 2009).

1.2.2. Neuroendokrini odgovor organizma na stres

Odrzavanje stabilnosti unutraSnje sredine organizma je dinamicki proces
koji se ostvaruje zahvaljuju¢i aktivaciji homeostatskih i alostatskih mehanizama.
Nasuprot homeostazi, u kojoj se stabilnost uspostavlja aktivacijom fizioloskih
procesa koji se suprostavljaju promenama, alostaza podrazumeva postizanje
stabilnosti putem stalnih promena (McEwen i Wingfield, 2003). Sastavni deo
alostaze je i adaptacija na stres koja obuhvata sve fizioloSke, psiholoSke i
bihejvioralne promene nastale usled izlaganja organizma stresoru. Pri tome,
adaptivna reakcija na stres ne podrazumeva samo spremnost organizma da
odgovori na dejstvo stresora, nego i njegovu sposobnost da vrsi koordinaciju i
adekvatnu kontrolu stresnog odgovora (O'Connor i sar., 2000).

Odgovor organizma na stres je koordinisan prevashodno aktivacijom
nervnog i endokrinog sistema. Centri koji reguliSu stresni odgovor smesteni su u
hipotalamusu i moZdanom stablu, a obuhvataju neurone paraventrikularnog jedra
i locus coeruleus-a. Ova dva regulatorna centra su medusobno povezana nervnim
putevima Sto omogucava sinhronu aktivaciju njihovih efektornih sistema - osovine
hipotalamus-hipofiza-nadbubreZna Zlezda (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal,
HPA) i simpaticko-adrenomedularnog sistema (Slika 6).

U odgovoru na stres, neuroni paraventrikularnog jedra hipotalamusa luce
hormon koji stimuliSe oslobadanje adrenokortikoktropnog hormona (engl.
corticotropin releasing hormone, CRH) i arginin vazopresin (AVP). Hormon CRH je
po strukturi peptid, sacinjen od 41 aminokiseline, i primarno se sintetiSe u
parvocelularnom delu paraventrikularnog jedra hipotalamusa. Nakon sinteze, CRH
se iz parvocelularnih neurona oslobada u krvotok i vezuje se za transportni
protein, tzv. CRH-binding protein Sto mu pored transporta omogucava i izvesnu
stabilnost u cirkulaciji. Sekrecija ovog hormona je regulisana mnogobrojnim
stimulatornim i inhibitornim signalima koji potiCu iz mozdanog stabla, iz
hipokampusa i amigdala. CRH deluje preko specifi¢cnih receptora povezanih sa

proteinom G i stimulacijom adenilat ciklaze oslobada cikli¢ni adenozin-monofosfat
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koji nakon toga aktivira protein kinazu A. Na ovaj nacin, vezivanjem za svoj
receptor Kkoji se nalazi na membrani adrenokortikotropnih celija hipofize, CRH
povecava ekspresiju gena za proopiomelanokortin (POMC) i posledi¢nu produkciju

adrenokortikoktropnog hormona - ACTH (Ciri¢, 2000; Hillhouse i sar., 2002).

Locus coeruleus
[Noradrenergicki sistem)

Noradrenalin
Paraventrikularno jedro A

AVP
CRH

Kortizol
Adrenalin
Noradrenalin
Simpaticki
ganglion
Noradrenalin
Neuropoetidi

Slika 6. Neuroendokrini odgovor organizma na stres.
Modifikovano prema: Antoni i sar. Nature Reviews Cancer 2006; 6:240-248

Pored navedenog, CRH stimuliSe sekreciju AVP iz magnocelularnih neurona
paraventrikularnog jedra i sinergisticki sa AVP utice na oslobadanje ACTH. Tako je
pokazano da u bazalnim uslovima oko 50% neurona ukljuenih u regulaciju
sekrecije ACTH eksprimira istovremeno CRH i AVP (Whitnall i sar., 1987).
Koekspresija ova dva peptida u hipotalamusu se markantno povecava tokom
hroni¢nog stresa Sto potvrduje znacaj sinergickog dejstva CRH i AVP u stimulaciji

sekrecije ACTH (Dinan i Scott, 2005; Merali i sar., 2009).
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ACTH nastaje enzimskom razgradnjom prohormona - POMC i luci se
epizodicno, u cirkadijalnom ritmu koji se generiSe u suprashiazmatickom jedru
hipotalamusa. Porast sekrecije ACTH se postiZe povecanjem amplitude i dostiZe
maksimum u ranim jutarnjim casovima. Regulacija lucenja ovog hormona je
kompleksna i pod konstantim je uticajem brojnih centralnih i perifernih signala
koji deluju suprotno. Najznacajniji sekretagog ACTH je CRH, dok corticotropin
release inhibiting factor (CRIF), somatostatin, oksitocin, supstanca P i atrijalni
natriureticki peptid ispoljavaju inhibitorni uticaj na sintezu ovog hormona. Visina
porasta ACTH na stimulaciju CRH je u inverznoj Kkorelaciji sa nivoom
glukokortikoida u cirkulaciji, jer glukokortikoidi smanjuju osetljivost
adenokortikotropnih ¢elija na dejstvo CRH. Medu centralnim inhibitornim
signalima, najveci efekat na supresiju ACTH ima CRIF, koji smanjuje i bazalnu i
stimulisanu sekreciju ovog hormona (Ciri¢, 2000). U stresu se povecava sekrecija
ACTH, pri ¢emu intenzitet i trajanje kortikotropnog odgovora zavise od brojnih
faktora (Budec i sar., 1994; Kudielka i Kirschbaum, 2005), ukljucujuci i vrstu
stresora (Jasni¢ i sar., 2012). Naime, primena razli¢itih eksperimentalnih modela je
ukazala na varijabilnost odgovora HPA osovine u stresu, odnosno na cinjenicu da
svaki stresor ima sopstveni neuroendokrini obrazac aktivacije sa kvantitativno i
kvalitativno razli¢itim mehanizmima delovanja (Pacak i Palkovits, 2001; Pordjevi¢
i sar., 2003). Nakon sinteze u adrenokortikotropnim ¢elijama, ACTH se oslobada u
krvotok i vezivanjem za melanokortinske receptore tipa 2 uti¢e na strukturu i
funkciju nadbubreZne Zlezde. Tako, pored stimulatornog dejstva na sintezu i
sekreciju glukokortikoidnih hormona, ACTH reguliSe lu¢enje androgena, pospesuje
produkciju aldosterona, povecava protok krvi kroz nadbubreznu Zlezdu i dovodi

do njene hipertrofije.

1.2.3. Glukokortikoidni hormoni kao medijatori stresa

Stimulisana sekrecija ACTH u stresu podstice celije zone fascikulate
nadbubrezne Zlezde da pojacCano sintetisu i luce glukokortikoidne hormone. Kao i
svi ostali steroidni hormoni, glukokortikoidi nastaju biosintezom iz holesterola i
stoga u svojoj osnovi imaju ciklopentanoperhidrofenantrensku prstenastu

strukturu. Holesterol se u vidu kompleksa sa lipoproteinima male gustine (engl.
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low density lipoprotein, LDL) vezuje za LDL receptore na adrenokortikalnim
Celijama, a zatim se nakon ulaska u celiju enzimskim procesom oslobada iz LDL
kompleksa. Dalja transformacija holesterola u steroidne hormone vrsi se u
mitohondrijama i zahteva uceS¢e oksidativnih enzima iz familije citohroma P-450.
ACTH stimuliSe sintezu glukokortikoida povecanjem ekspresije LDL receptora,
regulacijom transporta holesterola u mitohondrijama, kao i aktivacijom odredenih
enzima - holesterol esteraze i mitohondrijalnih enzima koji konvertuju holesterol u
kortizol, odnosno u kortikosteron. Naime, kortizol je osnovni glukokortikoidni
hormon u organizmu c¢oveka, a kortikosteron u organizmu glodara. Nezavisno od
ACTH, mehanizmi nervnog i imunskog sistema takode reguliSu aktivnost korteksa
nadbubrezne Zlezde, Cime se moZe objasniti disocijacija u sekreciji ACTH i
glukokortikoida, prisutna u odredenim patoloskim stanjima poput generalizovane
inflamacije ili tokom prolongiranog stresa (Bornstein i sar., 2008).

Glukokortikoidi se smatraju opStim markerima stresa (O'Connor i sar.,
2000). Brojni, eksperimentalno dobijeni podaci jasno ukazuju na povecanje
stresora (Kant i sar., 1985). Ranija istrazivanja Amario i sar. (1986) su pokazala da
je odgovor kortikosterona na stres u direkntoj vezi sa intenzitetom stresa, dok su
rezultati neSto kasnijih ispitivanja potvrdili da koncentracija kortikosterona u
plazmi moZe biti pouzdan marker intenziteta stresa samo ukoliko su
eksperimentalne Zivotinje izloZene stresoru slabog ili srednjeg intenziteta (Marti i
Amario, 1998).

Povecana sekrecija glukokortikoida u stresu predstavlja deo adaptivne
reakcije organizma. U prvoj fazi stresnog odgovora glukokortikoidi povecavaju
senzitivnost kardiovaskularnog sistema na dejstvo kateholamina i na taj nacin
doprinose porastu arterijskog pritiska, ubrzanju sr¢ane frekvence i povecanju
udarnog volumena srca (Sapolsky i sar., 2000). Tokom druge faze, tzv. faze
adaptacije na stres, glukokortikoidni hormoni podsticu procese lipolize, proteolize,
glikogenolize i glukoneogeneze, odnosno mobiliSu energetske rezerve organizma i
Takode, ovi hormoni inhibiraju dugorotno anabolizam koji, izmedu ostalog,

obuhvata procese rasta i zarastanja tkiva. Glukokortikoidi, dakle, ucestvuju u
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odrzavanju alostaze tako S$to efektornim Ccelijama obezbeduju dostupnost
energetskih rezervi organizma i uticu na preraspodelu energije tokom stresa
(Kyrou i Tsigos, 2009). Treca faza stresnog odgovora, u kojoj dolazi do trajnog
narusavanja homeostatskih mehanizama, nastaje u situaciji kada je stresor
izuzetno visokog intenziteta ili ako njegovo dejstvo predugo traje. Visok nivo
kortizola, odnosno dugotrajna kontinuirana sekrecija glukokortikoidnih hormona
dovodi do tzv. ,degenerativne kaskade” sa oSteenjem neurona, atrofijom
hipokampusa i posledi¢nim poremecajem kognitivnih funkcija (Conrad, 2008).
Pored navedenog, glukokortikoidi mehanizmima negativnhe povratne sprege
reguliSu aktivnost HPA osovine u stresu. Aktivacijom brzih (negenomskih) ili
klasi¢nih (genomskih) mehanizama glukokortikoidi svoje inhibitorno dejstvo
mogu ispoljiti na svim nivoima HPA osovine. Tako, u hipotalamusu inhibiraju
sintezu i oslobadanje CRH i AVP (Erkut i sar., 1998; Itoi i sar., 2004), Sto se
posredno odrazZava i na sekretornu aktivnost kortikotropnih ¢elija adenohipofize.
Takode, pokazano je da glukokortikoidi posredstvom aktivacije nukleusnog
receptora Dax-1 pokre¢u mehanizme intraadrenalne negativne povratne sprege i
na taj nacin suprimiraju proces steroidogeneze u Celijama korteksa nadbubreZne
zlezde (Gummow i sar., 2006).

Sve navedene efekte glukokortikoidi ostvaruju vezivanjem za specificne
receptore: receptore tipa 1 (mineralokortikoidni receptori, MR) i receptore tipa 2
(GR). Siroka rasprostranjenost ovih receptora u razli¢itim tkivima omoguéava
glukokortikoidima da deluju na skoro sve ¢elije u organizmu. U bazalnim uslovima,
kada je koncentracija glukokortikoidnih hormona niska, MR su glavni medijatori
njihovog dejstva. U stresu, sa porastom koncentracije glukokortikoida dolazi do
saturacije MR i aktivacije sve veteg broja GR, koji preuzimaju ulogu primarnih

medijatora u odgovoru glukokortikoidnih hormona na stres (Joels i Kloet, 1994).

1.3. INTERAKCIJE 1ZMEPU GLUKOKORTIKOIDNIH HORMONA I FAKTORA
INHIBICIJE MIGRACIJE MAKROFAGA

Glukokortikoidni hormoni imaju Sirok spektar antiinflamatornih i
imunoregulatornih efekata. Dejstva glukokortikoida na zapaljenske i imunolosSke

procese obuhvataju inhibiciju produkcije proinflamatornih citokina, preraspodelu
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razli¢itih populacija leukocita i modulaciju funkcije imunokompetentnih ¢elija.
Tako je pokazano da deksametazon u dozi 30 mg smanjuje produkciju IL-1, IL-6,
[L-8 i [FNy, a u ve¢im dozama inhibitorno deluje i na IL-2, IL-3 i TNFa (Kunicka i
sar.,, 1993). Medutim, za razliku od ostalih proinflamatornih citokina, cija se
aktivnost pod uticajem glukokortikoida smanjuje, sa porastom nivoa
glukokortikoidnih hormona povecava se produkcija jednog citokina sa
proinflamatornim dejstvom - faktora inhibicije migracije makrofaga (engl.
macrophage migration inhibitory factor, MIF). MIF, =zatim, antagonizuje
antiinflamatorna i imunosupresivana dejstva glukokortikoida i na taj nacin
omogucava adekvatan inflamatorni i imunski odgovor organizma u uslovima
povecane koncentracije glukokortikoidnih hormona u cirkulaciji (Bacher i sar.,

1996; Flaster i sar., 2007).

1.3.1. Uticaj glukokortikoidnih hormona na faktor inhibicije migracije
makrofaga

S obzirom da inhibiraju sintezu vecine citokina uklju¢enih u zapaljenske
procese, glukokortikoidi imaju veoma izraZena antiinflamatorna svojstva i Siroku
terapijsku primenu. Tretman glukokortikoidima dovodi do porasta broja
neutrofilnih leukocita, uz istovremeno smanjenje broja limfocita i monocita u
cirkulaciji. Takode, glukokortikoidi inhibiSu adheziju leukocita za endotel krvnog
suda, odnosno njihovu migraciju na mesto inflamacije, i na taj nac¢in smanjuju
intenzitet inflamatornog odgovora. Mehanizam antiinflamatornog dejstva ovih
hormona zasniva se prevashodno na inhibiciji ekspresije tzv. proinflamatornih
gena koji kodiraju razlic¢ite citokine, enzime i adhezione molekule odgovorne za
nastanak zapaljenskog procesa (Barnes, 1998).

Regulacija inflamatornog odgovora je veoma kompleksna i pod konstantim
je uticajem brojnih fizioloSkih cinilaca sa opre¢nim dejstvom. Tako, u kontroli
zapaljenskog procesa glukokortikoidi ostvaruju znacajan fizioloski antagonizam sa
MIF (Calandra i Bucala, 1996; Aeberli i sar., 2006). Ispitivanjem direktne
interakcije ovih fizioloSkih antagonista u in vitro uslovima, pokazano je da
glukokortikoidi, nasuprot inhibitornom uticaju na ostale proinflamatorne citokine,

indukuju sintezu i oslobadanje MIF (Calandra i sar., 1995). Pored toga, uoceno je
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da efekat glukokortikoida na MIF zavisi od primenjene koncentracije hormona. Da
bi ispitali interakciju glukokortikoida i MIF-a u in vivo uslovima, Fingerle-Rowson i
sar. (2003) su eksperimentalne Zivotinje tretirali deksametazonom i nakon toga
analizirali ekspresiju MIF u nekoliko razli¢itih tkiva. Prvo su prisustvo ovog
citokina dokazali u: slezini, jetri, timusu, nadbubreznoj Zlezdi, miSi¢cnom tkivu i
koZi kontrolnih Zivotinja, C¢ime je potvrdena konstutivna ekspresija MIF u
navedenim tkivima. Medutim, ekspesija MIF je ostala neizmenjena i nakon
obostrane adrenalektomije kontrolnih Zivotinja, pokazuju¢i da glukokortikoidni
hormoni ne uti¢u na bazalnu sintezu ovog citokina. Nasuprot tome, porast nivoa
markantnog povecanja ekspresije MIF u svim ispitivanim tkivima. Takode,
pracenjem brzine odgovora MIF kod tretiranih Zivotinja, uoceno je da se sinteza
ovog proteina u timusu i slezini povecava ve¢ nekoliko sati nakon primene
kasnije, Sto odrazava razli¢itu osetljivost ispitivanih tkiva na dejstvo
glukokortikoidnih hormona. U skladu sa navedenim rezultatima Fingerle-Rowson i
sar. (2003), pokazano je da celije razlicitih tkiva povecano sintetiSu MIF tokom
stresa, odnosno da dejstvo psiholoSkog stresora povecava koncentraciju ovog
citokina u cirkulaciji (Edwards i sar., 2010; Alexander i sar., 2012; Lu i sar., 2013).
Povecana koncentracija MIF u Kkrvi pacijenata obolelih od depresije, koja se
karakteriSe povecanom aktivnoS¢u HPA osovine (Alexander i sar., 2012; Bloom i
Al-Abed, 2014), obezbeduje dodatnu potvrdu znacajne uloge glukokortikoidnih

hormona u stimulaciji sekrecije ovog citokina.

1.3.2. Uticaj faktora inhibicije migracije makrofaga na glukokortikoidne
hormone

MIF je prvi put opisan 1966. godine, kao citokin koji se sintetiSe u T-
limfocitima, a koji inhibira migraciju makrofaga. Danas se zna da pored limfocita
MIF sekretuju i druge ¢elije: monociti/makrofagi, eozinofili, bazofili, epitelne i
endotelne celije, fibroblasti i dr. (Calandra i Roger, 2003). Ovaj citokin je
homotrimerni protein koji ne pokazuje strukturnu sli¢nost sa ostalim

proinflamatornim citokinima. Izgraden je od tri identicna polipeptina lanaca -
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monomera, sainjena od 115 aminokiselina. Svoju biolosku funkciju MIF osvaruje
vezivanjem za specifican receptor - CD74, a nastali kompleks MIF/CD74 postaje
aktivan tek nakon formiranja signalnog kompleksa sa molekulom CD44 (Leng i
sar., 2003; Shi i sar., 2006). Ovako formirani signalni kompleks MIF/CD74/CD44
aktivira intracelularne kinaze: Src protein kinazu, mitogenom aktivirane protein
(MAP) kinaze i fosfatidilinozitol-3 kinazu. Pored ovog klasicnog mehanizma, moZe
da se aktivira i alternativni signalni put koji nastaje nakon endocitoze nezavisne od
receptora, a koji podrazumeva vezivanje MIF za citoplazmatski protein JAB-1 (engl.
Jun-c activation domen binding) ¢ime se objasnjava uloga ovog citokina u inhibiciji
proliferacije tumorskih celija (Shackleford i Claret, 2010).

Osnovna uloga MIF je regulacija aktivacije makrofaga i limfocita u
inflamatornom i imunskom odgovoru. Pored toga, ovaj proinflamatorni citokin je
Siroko zastupljen u tkivima neuroendokrinog sistema i u€estvuje u regulaciji HPA
osovine (Savaskan i sar., 2012). Sekretovan iz makrofaga, MIF moze da deluje
autokrino ili parakrino, stimuliSu¢i sopstvenu sintezu i sintezu drugih
inflamatornih medijatora. SintetiSe se konstitutivno, a nakon stimulacije
endotoksinima, egzotoksinima i nekim proinflamatornim citokinima kao npr. TNFa
i [FNy, sintetisan MIF se oslobada iz citoplazmatskih depoa. Osim Sto podstice
produkciju proinflamatornih citokina iz aktiviranih ¢elija, MIF stimuliSe i migraciju
leukocita na mesto inflamacije. Pokazano je da uti¢e i na migraciju fibroblasta,
ubrzavajuéi proces regeneracije oSteCenih tkiva (Gilliver i sar., 2011). Ovaj
proinflamatorni citokin ima znacajnu ulogu u nastanku i razvoju sepse (Martin,
2000), a uCestvuje i u mehanizmima patogeneze nekih autoimunskih obolenja kao
S$to je reumatoidni artritis (Kasama i sar., 2010; Llamas-Covarrubias i sar., 2013).

Budu¢i da su proinflamatorna i imunomodulatorna dejstva MIF u
potpunosti suprotna dejstvima glukokortikoida, MIF se smatra najznacajnijim
fizioloSkim antagonistom ovih hormona. Njihovo antagonisticko dejstvo je
pokazano na razli¢itim tipovima celija ukljucuju¢i T-limfocite, makrofage i
fibroblaste (Leech i sar., 1999). Tako je koriS¢enjem eksperimentalnih modela
endotoksicnog Soka i reumatoidnog artritisa utvrdeno da MIF antagonizuje
protektivne efekte glukokortikoidnih hormona u navedenim patoloskim stanjima

(Calandra i Bucala, 1996; Santos i sar., 2001). U skladu sa tim, Fingerle-Rowson i
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sar. (2003) su pokazali da se primenom anti-MIF antitela, i posledi¢cnom
neutralizacijom funkcije ovog citokina u cirkulaciji, pojacava antiinflamatorni
efekat glukokortikoida Sto ima potencijalni terapijski znacaj, posebno imaju¢i u
vidu Sirok spektar neZeljenih dejstava koja mogu nastati usled dugotrajne primene
glukokortikoidnih hormona (Morand i sar., 2003).

S obzirom na potencijalni terapijski znacaj MIF, sve ve(i broj istrazivanja
usmeren je na ispitivanje mehanizama koji se nalaze u osnovi njegove fizioloske
interakcije sa glukokortikoidima. Tako je dokazano da MIF smanjuje osetljivost
¢elija na dejstvo glukokortikoidnih hormona. Naime, Aeberli i sar. (2006) su nakon
izolacije makrofaga iz peritoneuma MIF-/- i MIF*/* miSeva pratili efekat
glukokortikoida na sekreciju proinflamatornih citokina iz izolovanih celija i
pokazali da delecija gena za MIF povecava odgovor makrofaga na dejstvo
glukokortikoidnih hormona. Kako su bioloski efekti glukokortikoida posredovani
aktivacijom GR, dalja istrazivanja su obuhvatila rasvetljavanje signalnih
mehanizama kojima MIF antagonizuje efekte aktiviranog GR na transkripciju

ciljnih gena (Slika 7).

A B

Slika 7. Mehanizmi antagonistickog dejstva MIF na GR-posredovanu aktivaciju (A) ili
represiju (B) ciljnih gena. Modifikovano prema: Aeberli i sar. Rheumatology
2006;45:937-43.
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Jedan od potencijalnih mehanizama podrazumeva inhibitorni efekat MIF na
glukokortikoidima indukovanu aktivaciju transkripcije gena za fosfatazu MAP
kinaze 1 (engl. MAP kinase phosphatase 1, MKP-1), ali joS uvek nije utvrdeno da li
se ovaj efekat MIF ostvaruje direktno ili posredstvom inhibicije proteina p53
(Slika 7A). Drugi mehanizam bi obuhvatao antagonisticke efekte MIF na
glukokortikoidima posredovanu inhibiciju transkripcionih faktora AP-1 i NFkB

(Slika 7B) (Daun i sar., 2000; Aeberli i sar. 2006).

1.4. ULOGA AZOT MONOKSIDA U ERITROCITOPOEZI I STRESU

Azot monoksid (engl. nitric oxide, NO) je signalni molekul koji u€estvuje u
odrzavanju homeostaze organizma (Jensen i sar., 2009; bikic¢ i sar., 2013). SintetiSe
se oksidacijom L-arginina, a reakciju oksidacije katalizuju tri izoforme enzima NO
sintaze (NOS): dve konstitutivne - neuralna (nNOS) i endotelna (eNOS), i jedna
inducibilna (iNOS) izoforma. Prema novijim saznanjima, NO moZe nastati i
konverzijom nitrita i nitrata (Lundberg i Weitzberg, 2010) Sto predstavlja njegov
alternativni izvor u uslovima hipoksije. Ovaj signalni molekul uestvuje u regulaciji
razliitih bioloskih procesa u organizmu. Tako je pokazano da NO uti¢e na rast i
diferencijaciju nezrelih ¢elija eritroidne loze (Shami i Weinberg, 1996). Takode,
poznato je da NO parakrinim mehanizmima reguliSe neuroendokrinoimunoloske
interakcije u uslovima stresa (Rettori i sar., 2009) i da psiholoski stres modulisSe
aktivnost transkripcionog faktora NFkB i posledi¢nu produkciju NO u razlic¢itim
tipovima celija (Bierhaus i sar., 2003; Echeverry i sar., 2004), ali uloga ovih
signalnih molekula u regulaciji eritrocitopoeze tokom hroni¢nog stresa jos uvek

nije razjaSnjena.

1.4.1. Azot monoksid kao regulator eritrocitopoeze

Azot monoksid je rastvorljiv i veoma reaktivan gas koji nakon sinteze
odmah difunduje iz celije. PoluZivot NO u velikoj meri zavisi od hemijskog
okruzenja i krece se od nekoliko sekundi u krvi do nekoliko minuta u pojedinim
tkivima (Kelm, 1999). Siroko je rasprostranjen u organizmu i deluje kao parakrini
regulator vecine fizioloSkih procesa. Mehanizmi delovanja NO su razliciti, a

obuhvataju: 1) aktivaciju solubilne gvanilat ciklaze i stvaranje ciklicnog guanozin-
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monofosfata, 2) direktno vezivanje za hem grupu mnogih enzima, 3) formiranje
peroksinitritnog anjoina u reakciji sa superoksidnim anjonom i 4) nitrozilaciju
proteina, lipida i nukleinskih kiselina (Thippeswamy i sar., 2006). S obzirom da
lako podleze oksidativhom procesu stvarajuci tzv. reaktivna jedinjenja azota,
prekomerna i/ili produzena produkcija NO mozZe da prouzrokuje brojne patoloske
promene u organizmu (Pacher i sar., 2007). Stoga su veoma znacajni mehanizmi
uklanjanja NO sa mesta njegove produkcije, a jedan od tih mehanizama
podrazumeva vezivanje ovog molekula za hemoglobin u eritrocitima. Naime, hem
grupa hemoglobina ima veoma visok afinitet vezivanja za NO Sto eritrocite Cini
prenosiocima ovog signalnog molekula, a direktno vezivanje NO za hemoglobin
moZze posluZiti i kao mehanizam zastite od toksi¢nog dejstva njegove prekomerne
produkcije. Pokazano je da NO reaguje i sa cisteinom (Cys)-93 u sastavu (-
subjedinice hemoglobina, i dok reakcija sa gvozdem iz hema moZe inaktivirati NO,
S-nitrozilacija Cys-93 predstavlja mehanizam ocCuvanja bioaktivnosti ovog
signalnog molekula (Coki¢ i Schechter, 2008; Helms i Kim-Shapiro, 2013).
Interakcija izmedu NO i eritrocita je veoma kompleksna. Danas se smatra da
eritrociti, pored transporta i skladiStenja NO, mogu vrSiti i njegovu sintezu de novo
(Kleinbongard i sar., 2006; Cortese-Krott i Kelm, 2014). Sa druge strane, NO utice
na funkciju eritrocita (Kahn i sar., 2013) i reguliSe proces njihovog sazrevanja
(Coki¢ i Schechter, 2008). Naime, rezultati in vitro studija pokazuju inhibitorno
dejstvo NO na rast i diferencijaciju porgenitorskih ¢elija eritroidne loze.
Ispitivanjem uticaja donora egzogenog NO na celije kostne srzi, Maciejewski i sar.
(1995) su uocili direktan i dozno-zavisan efekat NO donora na apoptozu
progenitorskih Celija i na formiranje eritroidnih kolonija. Inhibitorni uticaj NO na
rast BFU-E i CFU-E kolonija potvrden je godinu dana kasnije, kultivisanjem CD34+
¢elija izolovanih iz perifernog krvotoka coveka (Shami i Weinberg, 1996). Takode,
koriS¢enjem Ccelijske linije humane eritroleukemije (K562), utvrdeno je da NO
inhibira sintezu hemoglobina i na taj nacin suprimira diferencijaciju K562 ¢elija
indukovanu razli€itim hemijskim agensima (Chénais i sar., 1999). U skladu sa tim,
Kiigiikkaya i sar. (2006) su merili endogenu produkciju NO tokom diferencijacije
K562 celija i pokazali da je nivo NO u obrnutoj korelaciji sa koncentracijom

hemoglobina i stepenom diferencijacije ovih celija.
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Uloga NO u regulaciji hematopoeze dokazana je i u in vivo uslovima. Tako
blokada aktivnosti NOS in vivo povecava broj pluripotentnih maticnih ¢elija u
kostnoj srzi miSa i podstice njihovu diferencijaciju u progenitorske C¢elije za
eritrocitnu lozu (Michurina i sar., 2004; Krsti¢ i sar., 2010). Ispitivanjem
pojedina¢nog udela razlic¢itih izoformi NOS u parakrinoj regulaciji hematopoeze,
utvrdeno je da nNOS ima najveci uticaj na proces sazrevanja svih hematopoetskih
¢elija, ukljucujuci i Celije eritroidne loze. Poznato je da se regulacija sazrevanja
eritroidnih progrenitora ostvaruje posredstvom brojnih medijatora koji se
sintetiSu u stromalnim c¢elijama kostne srzi, tako da se ove cCelije, smatraju i
najznacajnijim izvorom lokalno produkovanog NO. U skladu sa tim, Krasnov i sar.
(2008) su analizirali ekpresiju sve tri izoforme enzima NOS u c¢elijama strome
kostne srzi i uocili da je nNOS direktno ukljuena u proces diferencijacije
progenitorskih cCelija hematopoeze. Takode, poredenjem hematopoeze kod
nNOS*/* i nNOS-/- miSeva, pokazan je znacajno veci broj progenitora u kostnoj srzi
genetski modifikovanih miSeva, Sto potvrduje ulogu nNOS u produkciji NO i

parakrinoj regulaciji hematopoeze.

1.4.2. Azot monoksid kao modulator aktivnosti HPA osovine u stresu

Siroka zastupljenost NOS u tkivima obezbeduje adekvatnu produkciju NO u
odgovoru na brojne fizioloSke i imunoloSke stimuluse (Slika 8). Lokalno
produkovani NO, u =zavisnosti od koncentracije, aktivira razli¢ite signalne
mehanizme i deluje kao auto/parakrini regulator citavog niza fizioloskih procesa u
organizmu (Coleman, 2001). Tako, pored efekata na kardiovaskularni, respiratorni,
urogenitalni, gastrointestinalni i imunski sistem (Thippeswamy i sar., 2006; Bude¢
i sar., 2009), NO utice i na neuroendokrini sistem (Rivier, 2001).

U fizioloSkim uslovima, NO se sintetiSe u razli¢itim strukturama centralnog
nervnog sistema i deluje kao neadrenergicki neholinergicki neurotransmiter. Ovaj
signalni molekul se smatra atipi¢nim neurotransmiterom, jer se, za razliku od
klasi¢nih neurotransmitera, ne nalazi u vezikulama i nema specificne receptore
(Thippeswamy i sar., 2006). Pored toga, NO uclestvuje u medusobnim
interakcijama neurona i glijalnih celija, a deluje i kao parakrini regulator

kompleksnih neuroendokrinih interakcija u okviru HPA osovine. Konstitutivna
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ekspresija NOS u neuronskim telima hipotalamusnih jedara, u eminenciji medijani
i hipofizi ukazuje na ulogu NO u regulaciji sekrecije hipotalamusnih i hipofiznih
hormona (Bugajski i sar., 2004). Uticaj ovog molekula na aktivhost HPA osovine
ispitivan je prevashodno u in vivo uslovima, intracerebroventrikularnom,
intravenskom ili subkutanom primenom razli¢itih donora NO i inhibitora
aktivnosti NOS (Lopez-Figueroa i sar., 1998). Medutim, njegova uloga u regulaciji
HPA osovine je, usled oprecnih rezultata brojnih eksperimentalnih istrazivanja,
ostala nerazjaSnjena. Tako je pokazan i stimulatorni i inhibitorni uticaj NO na
aktivnost HPA osovine, a dobijeni podaci su se, izmedu ostalog, razlikovali i u
zavisnosti od nacina aplikacije NO donora ili NOS inhibitora (Rivier, 2003;

Mancuso i sar., 2010).

Guanilil
ciklaza

v

cGMP

Fizioloski (Ca++) signal:

Agonist receptora
Elektriéni impuls

Brzi, prolazni odgovor

. NO @

DIREKTNO
NO-
INDIREKTNO

Minuti

Imunoloski signal:
LPS, IL-1, TNF-a, IFN-y

W— =AW= ~+~3IMDNIO0R

— mRNA
—» protein

Produzeni odgovor- rast,
prezivljavanje, apoptoza itd.

Toksi¢nost

Oksidativni stres

Slika 8. Produkcija NO u odgovoru na razlicite stimuluse. Modifikovano prema:
Coleman JW. Int Inmunopharmacol 2001; 1:1397-1406.

Pored uticaja na bazalnu aktivnost HPA osovine, NO ispoljava i modulatorne
efekte na aktivaciju neuroendokrinog sistema u stresu (Tsuchiya i sar., 1997;
Gulati i sar., 2006). Naime, opSte prihvaceno da NO ucestvuje u adaptacionom
odgovoru organizma na stres, i to na dva nacina: 1) indirektno, eNOS-

posredovanom regulacijom vaskularnog tonusa, sa posledicnom modulacijom
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regionalnog protoka krvi, Sto se posredno odrazava na aktivnost HPA osovine i 2)
direktno, kao rezultat povecane aktivnosti nNOS i neposrednog efekta lokalno
produkovanog NO (Joung i sar., 2012). Lokalno sintetisan NO moZe ispoljavati i
stimulatorne i inhibitorne efekte na aktivnost HPA osovine u stresu, u zavisnosti
od vrste stresora i ispitivanog tkiva (Mancuso i sar., 2010).

Psiholoski stresori stimuliSu aktivnost HPA osovine i uticu na produkciju NO
u razli¢itim tipovima cCelija (Gadek-Michalska i sar., 2012). Tako, stres izazvan
delimi¢nom imobilizacijom povecava ekspresiju enzima NOS u moZdanom tkivu
stresiranih Zivotinja (Madrigal i sar., 2001; Echeverry i sar., 2004). Pored uticaja na
produkciju NO u razli¢itim regionima mozga, pokazano je da psiholoski stres
moduliSe aktivnost NOS i u ostalim tkivima (Custodis i sar., 2011; Mao i sar., 2012).
Mehanizmi aktivacije NOS su kompleksni, a rezultati brojnih istraZivanja ukazuju
na klju¢nu ulogu transkripcionog faktora NFkB u regulaciji ekspresije ovih enzima
(Carbone i sar., 2008; Parohova i sar., 2009). Takode, prolongirana izloZenost
psiholoSkom stresoru moze uzrokovati razliCite patoloSke procese u organizmu, a
ispitivanja na molekularnom nivou pokazuju da NO i NFkB ucestvuju u patogenezi
ovih poremecaja (Bierhaus i sar., 2004; Koo i sar., 2010; Barbieri i sar., 2012; Peng

isar., 2012).
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2.CILJEVI ISTRAZIVANJA

Stres eritrocitopoeza predstavlja jedinstven proces ¢ija se regulacija
umnogome razlikuje od regulacije eritrocitopoeze u bazalnim uslovima. Rezultati
novijih istrazivanja pokazuju da se SE odvija predominantno u slezini i da
neadekvatna aktivacija ovog procesa moZe uzrokovati prekomernu ekspanziju i
malignu transformaciju nezrelih ¢elija eritroidne loze. Dosadasnja saznanja o SE su
dobijena ispitivanjem ovog procesa prevashodno na misjim modelima anemije,
dok su literaturni podaci o efektima psiholoSkog stresa na proces eritrocitopoeze
veoma oskudni.

Imaju¢i u vidu da mehanizmi regulacije eritrocitopoeze u uslovima
hroni¢nog psiholoSkog stresa nisu poznati, istraZzivanja obuhvaena ovom
disertacijom imala su za cilj dobijanje podataka koji bi doprineli bojem
razumevanju Celijskih i molekularnih mehanizama ukljuc¢enih u regulaciju procesa
eritrocitopoeze tokom hroni¢nog stresa. U planiranim istrazivanjima smo posli od
pretpostavke da bi hroni¢na izloZenost psiholoSkom stresoru mogla dovesti do
stimulacije eritrocitopoeze u kostnoj srzi i slezini, i to prevashodno putem
aktivacije GR i njegove interakcije sa drugim regulatornim molekulima. Takode,
pretpostavili smo da se u toku hronicnog stresa aktiviraju i inhibitorni mehanizmi
kako bi sprecili prekomernu ekspanziju progenitorskih ¢elija eritrocitne loze, a koji
bi mogli biti posredovani aktivacijom transkripcionog faktora NF-«B i posledi¢cnom
produkcijom NO u ¢elijama kostne srZi i/ili povecanom sintezom i oslobadanjem
MIF u slezini.

Polazec¢i od navedenih ¢injenica, formulisali smo sledece ciljeve istraZivanja:
o ispitivanje uticaja hroni¢nog psiholoSkog stresa na proces eritrocitopoeze u
kostnoj srzi i slezini miSa
o definisanje uloge GR u delovanju hroni¢nog stresa na razliite kategorije

opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritrocitnu lozu

o ispitivanje uloge NO u regulaciji eritrocitopoeze u uslovima hroni¢nog

stresa

o ispitivanje uloge MIF u procesu eritrocitopoeze u toku hroni¢nog stresa
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Da bi se postigli navedeni ciljevi, istraZivanja su se odvijala u slede¢im pravcima:

definisanje modela restraint stresa odredivanjem nivoa kortikosterona u

serumu eksperimentalnih Zivotinja

analiza uticaja hroni¢nog stresa na koncentraciju eritropoetina, vrednosti

hematoloskih parametara i status gvozda u cirkulaciji ispitivanih miseva
pracenje efekata hroni¢nog stresa na broj BFU-E, CFU-E i eritroblasta u
kostnoj srzi i slezini miSa

analiza ekspresije GR, EpoR i C-kit u slezini hroni¢no stresiranih misSeva

ispitivanje dejstva hroni¢nog stresa na ekspresiju BMP4 i njegovih

receptora u slezini misa

ispitivanje efekata blokade GR (RU486) na dejstvo hroni¢nog stresa na rast

BFU-E i CFU-E u slezini misa

analiza uticaja neselektivnog inhibitora NOS (L-NAME) na dejstvo

hroni¢nog stresa na rast BFU-E i CFU-E u kostnoj srzi miSa

ispitivanje dejstva hronicnog stresa na aktivaciju transkripcionog faktora

NFkB i na ekspresiju nNOS i eNOS u ¢elijama kostne srzi misSa
ispitivanje uticaja hroni¢nog stresa na ekspresiju MIF u slezini misSa

ispitivanje dejstva hroni¢nog stresa na broj BFU-E, CFU-E i eritroblasta u

kostnoj srzi i slezini MIF knockout miseva
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Za izuc¢avanje mehanizama regulacije eritrocitopoeze u toku hroni¢nog stresa
koriS¢eni su miSevi visokorodnih sojeva CBA i C57/B16, kao i MIF knockout miSevi.
Eksperimentalne Zivotinje, preuzete iz Odeljenja za uzgoj laboratorijskih i
eksperimentalnih Zivotinja Instituta za medicinska istrazivanja Vojnomedicinske
akademije u Beogradu, ¢uvane su pod standardnim uslovima sa konstantnom
temperaturom od 25°C i svetlosnim rezimom 12 h svetlost/12 h tama, uz slobodan
pristup vodi i hrani. Istrazivanja su obuhvatila 4 eksperimentalna pristupa i
sprovedena su u saglasnosti sa Direktivom 2010/63/EU Evropskog parlamenta i
Saveta o zastiti Zivotinja, uz odobrenja Eticke komisije za zaStitu dobrobiti
oglednih Zivotinja Instituta za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu i
Eticke komisije za zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

3.2. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

3.2.1. Ispitivanje efekata hroni¢nog stresa na proces eritrocitopoeze

U cilju ispitivanja efekata hroni¢nog stresa na proces eritrocitopoeze,
odrasli muZjaci miSeva CBA soja, starosti 6-8 nedelja, podvrgnuti su restraint
stresu, odnosno stresu izazvanom delimi¢nom imobilizacijom, svakodnevnim
stavljanjem u ventilirane tubice zapremine 50 ml (Sartstedt, Nemacka), u trajanju
od 2 h. Kako bi se izbeglo navikavanje na dejstvo stresora, eksperimenti su vrSeni u
toku prepodneva pri cemu je svakog dana menjano vreme pocetka izlaganja
restraint stresu. Zivotinje su nasumi¢no podeljene u tri grupe:

e kontrolne, netretirane

e Zivotinje podvrgnute restraint stresu 7 dana uzastopno

e Zivotinje podvrgnute restraint stresu 14 dana uzastopno
Nakon poslednjeg tretmana, izvrSena je eutanazija Zivotinja metodom cervikalne
dislokacije i za analizu su uzete krv, slezina i kostna srz. Ispitivan je efekat

hroni¢nog stresa na rast i diferencijaciju BFU-E, CFU-E i eritroblasta u kostnoj srZi i
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slezini miSa. Pored toga, analizirana je ekspresija proteina BMP4, kao i ekspresija

receptora za EPO, SCF i BMP4 u slezini kontolnih i hroni¢no stresiranih miseva.

3.2.2. Ispitivanje uloge GR u delovanju hroni¢nog stresa na opredeljene
maticne celije eritrocitne loze

Da bi se definisala uloga GR u dejstvu hroni¢nog stresa na opredeljene
maticne Celije eritocitne loze eksperimentalne Zivotinje su podeljene u Cetiri grupe:

e kontrolne, netretirane

e Zivotinje podvrgnute restraint stresu 7 dana uzastopno

e Zivotinje tretirane sa blokatorom GR (RU486), 60 minuta pre

svakodnevne primene stresora

e 7Zivotinje tretirane sa blokatorom GR 7 dana uzastopno
Neposredno pre pocetka eksperimenta izmerena je telesna masa Zivotinja na
osnovu koje su izra¢unate dnevne doze blokatora GR (RU486, mifepriston, Sigma-
Aldrich, SAD). Mifepriston je rastvoren u dimetil-sulfoksidu, a zatim u pojedinacnoj
dnevnoj dozi od 50 mg/kg potkoZno aplikovan miSevima 60 minuta pre svakog
izlaganja stresoru. Nakon poslednjeg tretmana, Zivotinje su Zrtvovane i izolovane
su Celije slezine za kultivisanje i analizu. U okviru ovog eksperimentalnog pristupa
ispitivano je dejstvo hroni¢nog stresa na ekspresiju GR u slezini, kao i efekat
blokade ovog receptora u dejstvu hroni¢nog stresa na rast BFU-E i CFU-E u slezini

misa.

3.2.3. Ispitivanje uloge MIF u procesu eritrocitopoeze u toku hroni¢nog
stresa

Uloga MIF u regulaciji eritrocitopoeze u uslovima hroni¢nog stresa
ispitivana je na posredan nacin, koriS¢enjem MIF knockout miSeva. S obzirom da
miSevi kojima je inaktivisan gen za MIF pripadaju soju C57/Bl6, u ovom
eksperimentalnom pristupu su istovremeno ispitivani MIF knockout i wild-type
miSevi soja C57/Bl6 koji su podeljeni u tri grupe:

e kontrolni, netretirani

e miSevi podvrgnuti restraint stresu 7 dana uzastopno

e miSevi podvrgnuti restraint stresu 14 dana uzastopno
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Nakon Zrtvovanja, ispitivan je efekat hroni¢nog stresa na rast BFU-E, CFU-E i
erritroblasta u slezini wild type i MIF knockout miSeva. Pored toga, pracen je stepen

ekspresije MIF u splenocitima kontrolnih i hroni¢no stresiranih wild-type miSeva.

3.2.4. Ispitivaje uloge NO u regulaciji eritrocitopoeze u uslovima hroni¢nog
stresa

Da bi se ispitala uloga NO u dejstvu hroni¢nog stresa na proces
eritrocitopoeze, miSevi CBA soja su podeljeni u Cetiri homogene grupe:

e kontrolne, netretirane

e Zivotinje podvrgnute restraint stresu 7 dana uzastopno

e Zivotinje tretirane sa inhibitorom sinteze NO (L-NAME), 30 minuta pre

svakodnevne primene stresora

e Zivotinje tretirane sa L-NAME 7 dana uzastopno
Pre pocetka eksperimenta, izmerena je telesna masa Zivotinja i izraCunate su
dnevne doze neselektivnog inhibitora sinteze NO (L-NAME, Sigma-Aldrich, USA)
koji je rastvoren u fizioloSkom rastvoru i u pojedina¢noj dnevnoj dozi od 50 mg/kg
potkoZno aplikovan miSevima. Nakon Zrtvovanja, izolovana suspenzija kostne srzi
miSeva koriS¢ena je za kultivaciju i kvantifikaciju BFU-E i CFU-E progenitora,
ispitivanje aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, kao i za detekciju ekspresije

eNOS i nNOS.

3.3. METODE

3.3.1. Hematoloski parametri i ispitivanje statusa gvozda

Krv ispitivanih miSeva prikupljana je iz orbitalnog sinusa u MiniCollect®
mikro epruvete (Greiner Bio-One GmbH, Nemacka) sa antikoagulansom. Broj
leukocita, eritrocita i trombocita je odreden u hemocitometru, a odredivanje
hematokrita (Hct) vrSeno je postupkom centrifugiranja krvi koris¢enjem
mikrohematokrit centrifuge. Koncentracija hemoglobina (Hb) je odredena
metodom po Drabkinu koja se =zasniva na prevodenju hemoglobina u
cijanmethemoglobin i poredenju intenziteta boje sa bojom standardnog rastvora

poznate koncentracije. Intenzitet boje je oc¢itavan na spektrofotometru pri talasnoj
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duzini od 540 nm. Srednje vrednosti zapremine eritrocita-MCV (engl. mean cell
volume), koncentracije hemoglobina u eritrocitu-MCHC (engl. mean corpuscular
hemoglobin concentration), kolicine hemoglobina u eritrocitu - MCH (engl. mean
corpuscular hemoglobin) i Sirina distribucije eritrocita- RDW (engl. red cell

distribution width) izra¢unate su primenom odgovarajucih formula:

MCV= hematokrit/broj eritrocita
MCHC=koncentracija hemoglobina/hematokrit
MCH= koncentracija hemoglobina/broj eritrocita

RWC=SD/MCV x 100

Biohemijski parametri statusa gvoZzda, ispitivani u plazmi miSeva, obuhvatili
su koncentraciju gvozda, ukupni kapacitet njegovog vezivanja (TIBC) i saturaciju
transferina (TS) i odredeni su koriS¢enjem automatskog biohemijskog analizatora

COBAS Integra 400 plus (Roche, Svajcarska).

3.3.2. Odredivanje nivoa hormona

3.3.2.1. Odredivanje koncentracije kortikosterona u plazmi

Koncentracija kortikosterona u plazmi ispitivanih miSeva odredena je
veoma osetljivom i specificnom radioimunoloskom (engl. radioimmunoassay- RIA)
metodom, koriS¢enjem odgovarajuceg komercijalnog kita (Corticosterone 12> RIA
kit for Rats and Mice, MP Biomedicals, LLC). Metoda se zasniva na imunskoj reakciji
izmedu antigena i specificnog antitela. U analizi se koristi ograni¢ena koli¢ina
antitela koja reaguje sa ispitivanim antigenom i formira imunski kompleks. Zatim
se dodaje poznata Kkoli¢ina antigena obeleZzenog sa 1125 koji konkuriSe
neobeleZenom antigenu za vezuju¢a mesta na antitelu. Kako se antigeni vezuju za
isto antitelo, procenat njihovog vezivanja za antitelo odreden je odnosom njihovih
koncentracija. Precipitacijom se zatim odvajaju vezana i nevezana frakcija
obeleZenog antigena. Pomoc¢u gama scintilacionog brojaca odreduje se

radioaktivnost precipitata, konstruiSe se standardna kriva i na osnovu nje
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odreduje koncentracija kortikosterona u uzorku. Intraesej varijacija iznosila je

6,5% a interesej varijacija 4,1%.

3.3.2.2. Odredivanje koncentracije eritropoetina u plazmi

Koncentracija eritropoetina u plazmi merena je enzimskim imunotestom
(engl. enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), prema uputstvu proizvodaca
odgovarajuceg komercijalnog kita (Quantikine Mouse/Rat Epo Immunoassay, R&D
Systems, Velika Britanija). ELISA test se zasniva na principu vezivanja antigena i
specificnog antitela obeleZenog enzimom. Dodavanjem odgovarajuceg supstrata
razvija se enzimska reakcija i na bazi oCitavanja opticke gustine na ELISA c¢itacu

izracunava se koncentracija eritropoetina.

3.3.3. Celije i kulture ¢elija

3.3.3.1. Izolovanje i priprema suspenzije Celija kostne srZi i slezine misa
Nakon Zrtvovanja, u asepti¢nim uslovima su izolovani femuri i slezina misa.
Daljim postupkom istiskivanja kostne srzi pomocu Sprica i igle pripremljena je
suspenzija ukupnih Celija kostne srzi u odgovaraju¢em medijumu (engl. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium - DMEM, Invitrogen, CA, USA) oboga¢enom sa 5%
fetalnog tele¢eg seruma (engl. fetal calf serum - FCS, Invitrogen). Nakon izolacije
slezine, od kompaktnog tkiva se postupcima ustinjavanja kroz celicnu mrezicu,
prikupljanja i ponavljanog ispiranja pomoc¢u Sprica i igle dobila suspenzija
pojedinacnih ¢elija u rastvoru DMEM-a obogacenog sa 5% FCS. U izolovanim
suspenzijama Celija kostne srzZi i slezine odreden je ukupan broj Celija sa jedrom, na
osnovu kojega je podeSavana odgovarajuca koncentracija Celija za postavljanje

kultura.

3.3.3.2. Kulture ¢elija na polucvrstoj podlozi od metilceluloze

Za detekciju opredeljenih mati¢nih Celija eritrocitne loze, BFU-E i CFU-E
Celija, primenjen je metod kultivacije hematopoetskih ¢elija na podlozi od
metilceluloze obogacene odgovaraju¢im citokinima. Buduc¢i da se opredeljene

maticne Celije hematopoeze mogu detektovati i definisati isklju¢ivo na osnovu
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njihovih funkcionalnih osobina, ovaj metod se zasniva na svojstvu hematopoetskih
Celija da u prisustvu odgovarajucih stimulatora rasta na polucvrstim podlogama
stvaraju kolonije sacinjene od morfoloski prepoznatljivih Celija odredene loze. S
obzirom da svaka kolonija nastaje od jedne opredeljene maticne Ccelije
hematopoeze, broj kolonija odgovara broju hematopoetskih prethodnika u
zasadenom uzorku Celija.

U cilju kultivisanja BFU-E i CFU-E ¢elija koris¢eni su komercijalni MethoCult
proizvodi (Stem Cell Technologies, Kanada), medijumi koji obezbeduju optimalan
rast navedenih opredeljenih maticnih ¢elija miSa. Za kultivaciju BFU-E upotrebljen
je MethoCult M3434 koji pored metilceluloze sadrZi rekombinantni misji SCF (50
ng/ml), rekombinantni misji IL-3 (10 ng/ml), rekombinantni misji IL-6 (10 ng/ml)
i rekombinantni humani EPO (3 U/ml). Detekcija CFU-E je vrSena nakon kultivacije
Celija kostne srzi i slezine u MethoCult M3334 koji od rekombinantnih citokina
sadrzi samo rekombinantni humani EPO (3 U/ml).

SmesSe za kultivaciju celija pripremane su suspendovanjem 2x105 ukupnih
¢elija kostne srzi , odnosno 4x10> ukupnih celija slezine u 1 ml odgovarajuceg
MethoCult medijuma. Tako pripremljene smeSe razlivane su u plasticne Petri
posude za kulturu tkiva (Spektar, Srbija), precnika 35 mm, i inkubirane na
temperaturi 37°C, u atmosferi sa 5% COz i 100% vlaznosti. Nakon 7 dana
inkubacije u MethoCult M3434, skorovane su BFU-E-formirane kolonije pod
inverznim mikroskopom. Kolonije nastale iz CFU-E skorovane su pod inverntnim
mikroskopom nakon 2 dana inkubacije u medijumu MethoCult M3334. Za svaku

eksperimentalnu grupu postavljane su kulture ¢elija u duplikatu.

3.3.4. Protocna citometrija

Metoda prototne citometrije primenjena je za detekciju i kvantifikaciju
prekursorskih ¢elija eritrocitne loze u kostnoj sr#i i slezini miga. Celije kostne sr#i i
slezine, izolovane i pripremljene na prethodno opisan nacin, ispirane su u
odgovarajuc¢em puferu za ispiranje (engl. phosphate-buffered saline, PBS, -sa 1mM
EDTA i 5 mM glukozom). Nakon toga, izdvojeni su alikvoti Celija (1x10° Celija) i
resuspendovani u 100 pl pufera za inkubaciju (PBS sa 0,5% BSA - engl. Bovine

Serum Albumine, i 5mM glukozom) u koji je dodata odgovaraju¢a kombinacija
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primarnih i izotipskih kontrolnih antitela konjugovanih sa specificnim
fluorescentnim markerima (Tabela 1). Po zavrSetku perioda inkubacije od 45 min
(+4°C), nevezana frakcija antitela je odstranjenja ispiranjem, a (Celije su
resuspendovane u 1 ml PBS-a i analizirane koriS¢enjem proto¢nog citometra

CyFlow CL (Partec, Nemacka).

Tabela 1. Antitela primenjena za detekciju i kvantifikaciju prekursorskih celija
eritrocitne loze protocnom citometrijom

Antitelo (At) RazblaZenje At Kataloski broj Proizvodac
PE*-obelezen :

e et a1 1:100 553673 BD Pharmingen, SAD
PE/Cy7*-obeleZen _ .

anti-miji CD71 1:100 113812 BioLegend, SAD
PE-obelezen IgG2b 1:100 553989 BD Pharmingen; SAD
k izotipska kontrola

PE/Cy7-obelezen IgG2a 4, 400521 BioLegend, SAD

k izotipska kontrola

*fikoeritrin, **fikoeritrin/cijanin 7

3.3.5. Histoloska i imunohistohemijska analiza

Nakon Zrtvovanja, slezine ispitivanih miSeva su izolovane u asepti¢nim
uslovima, centralni deo slezine je fiksiran u 4% rastvoru formalina i ukalupljen u
parafinu. Izolovani femuri su posle fiksacije u 4% rastvoru formalina bili
podvrgnuti procesu dekalcifikacije, nakon ¢ega su ukalupljeni u parafinu. Od
ukalupljenog tkiva slezine i kostne srzi nacinjeni su preseci, debljine 3 pm, koji su
zatim montirani na visokoadherentne plocice i suSeni na temperaturi od 56°C u
toku jednog sata. Tkivni iseCci pripremljeni na ovakav nacin koriS¢eni su za

histoloSku analizu i za imunohistohemijska ispitivanja.

3.3.5.1. Histoloska analiza
U cilju histoloske analize tkivni preseci su bojeni hematoksilin-eozinom
(H&E). Naime, ispitivani uzorci slezine i kostne srzi prvo su deparafinisani u

ksilolu, a zatim hidratisani u seriji alkohola opadajuce koncentracije (100%, 96% i

41



70%). Nakon ovako sprovedene procedure preseci su bojeni hematoksilinom po
Mayer-u, prosvetljivani u 2% rastvoru eozina, dehidratisani, ponovo prosvetljivani

i analizirani pod svetlosnim mikroskopom.

3.3.5.2. Imunohistohemijska analiza

Za detekciju odredenih antigena u tkivu slezine koriS¢ena su specifi¢na
monoklonska i poliklonska anti-misja antitela (Tabela 2). Vizuelizacija kompleksa
antigen-antitelo vrSena je primenom visokosenzitivne i specifi¢ne
imunohistohemiske metode, tzv. obeleZene streptavidin-biotin (Labeled
Streptavidin-Biotin - LSAB+) metode i 3,3’-diamino-benzidin tetrahidro-hlorida
(DAKO, Danska) kao supstrat-hromogena, uz KkoriS¢enje komercijalnog kita
(Novocastra Peroxidase Detection System kit, Leica Biosystems, Nemacka).

Postupak imunohistohemijskog bojenja trostepenom LSAB+ tehnikom
zapocet je demaskiranjem antigena koje je sprovedeno u 0,01 M rastvoru citratnog
pufera pH 6 (Target Retrival Solution, DAKO, Danska) u mikrotalasnoj pe¢nici (700
W), u trajanju od 21 min. Posle demaskiranja antigena, blokirana je aktivnost
endogene peroksidaze sa 0,3% vodenim rastvorom H202 u toku 10 minuta na
sobnoj temperaturi, nakon Cega je usledila inkubacija tkivnih preseka sa
odgovarajué¢im primarnim antitelom u vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi u
toku jednog sata. Zatim su preseci inkubirani sa biotiniziranim antikozjim ili
antize¢jim imunolobulinima 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga vrSena je
inkubacija sa streptavidinskim konjugatom na peroksidazu rena 30 min, a
kompleks antigen-antitelo je vizuelizovan primenom rastvora supstrat-
hromogena, u trajanju od 5-10 minuta na sobnoj temperaturi. Na kraju su tkivni
preseci kontrastirani Mayer-ovim hematoksilinom (Merck, Nemacka) i uklapani u
vodeni medijum. Za rastvaranje svih primarnih antitela koriS¢en je komercijalni
rastvarac (Dako antibody diluent, DAKO, Danska), a za ispiranje preparata u toku

procedure imunohistohemijskog bojenja 0,1 M PBS pH 7,4.
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Tabela 2. Pregled primarnih antitela koriS¢enih u imunohistohemijskim
ispitivanjima

Antitelo (At) Razblazenje At  Katalos$ki broj Proizvodac

anti-misji Ter119 1:400 550565 BD Pharmingen, SAD
anti-humani c-kit 1:400 A4502 Dako, Danska
anti-misji EPOR 1:100 sc-5624 Santa Cruz, SAD
anti-misji GR 1:400 sc-1004 Santa Cruz, SAD
anti-misji BMP4 1:100 VMA1049 AbCys, Francuska
anti-h/m* MIF 1:600 PA5-27343 Thermo Scientific, SAD

*h/m - humani/mis;ji

3.3.5.3. Morfometrijska analiza

Na histoloSkim preparatima, obojenim H&E, izvrSena je stereoloska analiza,
dok je brojnost ciljnih ¢elija po mm?2 povrsSine odredivana na tkivnim presecima
obojenim imunohistohemijskom metodom.

Za stereoloSku analizu slezine koriS¢en je viSenamenski testni sistem M-42
(Weibel, 1979), pomoc¢u kojega je odredena je volumenska gustina pojedinacnih
komponenti koje sacinjavaju tkivo slezine. Volumenska gustina pokazuje koji deo
sveukupnog prostora zauzima posmatrana komponenta. Na ovaj nacin su
analizirane sledece sastavne komponente tkiva slezine: crvena pulpa, bela pulpa,
marginalni sinusi sa marginalnom zonom, vezivno tkivo i zona ispod kapsule.
Vrednost volumenske gustine za odredenu komponentu tkiva (Vvf) izra¢unava se
kada se broj pogodaka koji padaju na ispitivanu komponentu (Pf) podeli sa brojem
svih testnih ta¢aka unutar testnog polja (Pt).

Vvf = Pf/Pt
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Pored navedenog, odreden je broj folikula po tkivnom preseku, kao i broj folikula
po mm? povrSine tkiva.

Morfometrijska analiza tkivnih preseka obojenih imunohistohemijskom
metodom je izvrSena KkoriS¢enjem istraZzivackog mikroskopa Olympus AX70
(Olympus, Nemacka) i softvera analysis Pro 3.1 (Soft Imaging system GmbH,
Nemacka). Kvantitativna analiza ekspresije odredenog antigena u crvenoj pulpi
slezine podrazumevala je odredivanje broja Celija koje eksprimiraju ispitivani
protein. Vrednosti su dobijene skorovanjem imunoreaktivnih celija primenom
uveli¢anja objektiva x 40 na 5 polja po tkivnom preseku i izraZene su kao broj

imunoreaktivnih ¢elija po 1 mm? povrsine crvene pulpe.

3.3.6. Western blot analiza

3.3.6.1. Izolacija proteina

Ukupni Celijski proteini slezine izolovani su postupkom homogenizacije
tkiva u ohladenom puferu za liziranje celija (50 mM Tris-HCl pH 7,6; 150 mM
natrijum-hlorid; 1% Triton x-100; 1% natrijum-deoksiholat; 0.1 % natrijum-
dodecil suflat; 2 mM EDTA; 50 mM natrijum fluorid), koriste¢i odnos - 100 mg
tkiva na 1 ml pufera. Neporedno pre pocCetka homogenizacije, navedenom puferu
su dodati inhibitori proteaza (10 pl/ml, Pierce Thermo Fisher Scientific, SAD) i
natrijum-ortovanadat (5 pl/ml). Tako dobijeni ¢elijski lizati su inkubirani 25 min
na +4°C, a zatim centrifugirani na 15000 g i temperaturi +4°C, u trajanju od 20 min.

Postupak za izolaciju proteina iz Celija kostne srzi obuhvatio je izdvajanje
citoplazmatske i nukleusne frakcije proteina. Izolovanoj suspenziji Celija kostne
srzi dodat je odgovaraju¢i pufer za liziranje (10 mM hidroksietil piperazin-
etansulfonska kiselina - HEPES, pH 7,9; 1,5 mM magnezijum-hlorid; 10mM
kalijum-hlorid; 0,5 mM ditiotreitol; 20 mM natrijum-fluorid) u zapremini 5 puta
vecoj od zapremine Celijskog taloga dobijenog centrifugiranjem suspenzije ¢elija u
PBS-u. Nakon 25 minuta inkubacije na ledu, lizat celija je centrifugiran na 420 g u
trajanju 15 min na temperaturi +4°C. Dobijenom talogu je dodat pufer za liziranje u
zapremini dva puta vecoj od zapremine pocetnog Celijskog taloga. Intenzivnim

meSanjem Celijskog lizata i centrifugiranjem na +4°C u trajanju od 15 min na
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10000 g, izdvojeni su citoplazmatski proteini i dobijen je talog celijskih nukleusa.
Nukleusni proteini su zatim izolovani liziranjem celijskih jedara u puferu za
ekstrakciju nukleusnih proteina (20 mm HEPES pH 7,9; 1,5 mM magnezijum-
hlorid; 0,2 mM EDTA, 420 mM natrijum-hlorid; 25% glicerol; 0,5 mM ditiotreitol;
20 mM natrijum-fluorid), dodatog u zapremini koja je iznosila 2/3 pocetnog
¢elijskog taloga. Ovako dobijena smesa je inkubirana 40 min na +4°C, a zatim na
istoj temperaturi centrifugirana 20 min na 15000 g, nakon Cega su izdvojeni
nukleusni proteini. Upotrebom komercijalnog BCA testa (Pierce, Rockford, SAD)
odredena je koncentracija proteina u svakom uzorku, a zatim su uzorci ¢uvani na -

70°C do analize.

3.3.6.2. Elektroforeza i transfer

Nakon dodavanja redukcionog pufera za uzorke (0,125 M Tris, pH 6,8, 4%
SDS, 20% glicerol, 0,2 M DTT, 0,02% bromfenol plavo) uzorci proteina ¢elijskih
lizata su kuvani u kljucaloj vodi 3 minuta. Ovako pripremljeni uzorci nanoSeni su
na akrilamidni gel debljine 1 mm i razdvajani SDS-PAGE elektroforezom, pri
konstantnoj jaCini struje od 20 mA. Nakon toga, razdvojeni proteini su

elektrotransferom prenosSeni na nitroceluloznu membranu (Applichem, SAD).

3.3.6.3. Imunoblot i detekcija proteina

Nespecificno vezivanje proteina blokirano je inkubacijom membrane sa 5%
BSA u 0,1% Tween-20 u TBS-u (TTBS) tokom 1 h. Membrana je zatim inkubirana
sa primarnim antitelom (Tabela 3) na rotacionoj mesalici, 2 h na sobnoj
temperaturi, ili preko no¢i na +4°C. Posle ispiranja, usledila je inkubacija
membrane sa sekundarnim antitelom, konjugovanim sa HRP (engl. horseradish
peroxidase), tokom 1 h i 30 min na sobnoj temperaturi. Za podeSavanje
odgovarajuceg razblaZenja primarnih antitela koriS¢en je 1% BSA u TTBS-u, a
membrane su izmedu navedenih koraka ispirane u rastvoru TTBS.

Proteini, obeleZeni antitelima, vizuelizovani su na autoradiografskom filmu
(Amersham Pharmacia Biotech, Svedska) nakon inkubacije membrane sa
sistemom reagenasa za pojatanu hemiluminiscencu (ECL, engl. enhanced

chemiluminescence reagent system, Applichem). Intenzitet proteinskih traka
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kvantifikovan je denzitometrijski, primenom programa Image] (National Institute

for Health, SAD).

Tabela 3. Pregled primarnih antitela koriS¢enih u Western Blot analizi

Antitelo (At) Razblazenje At  Kataloski broj Proizvodac

anti-misji EPOR 1:2000 sc-5624 Santa Cruz, SAD
anti-misji GR 1:1000 sc-1004 Santa Cruz, SAD
anti-h/m* MIF 1:3000 PA5-27343 Thermo Scientific, SAD
anti-h/m nNOS 1:100 sc-5302 Santa Cruz, SAD
anti-h/m eNOS 1:500 sc-654 Santa Cruz, SAD
anti-h/m 1:600 PA1-14288 Thermo Scientific, SAD
NF-xB p65 )
anti-h/m Tubulin 1:8000 T6074 Sigma-Aldrich, SAD
anti-h/m Actin 1:500 sc-1616 Santa Cruz, SAD
anti-h/m Histon 1:200 sc-10808 Santa Cruz, SAD

*h/m - humani/misji

3.3.7. Analiza ekspresije gena

3.3.7.1. Izoloacija RNK i reakcija reverzne transkripcije

Ukupna RNK je izolovana iz 30 mg homogenizovanog tkiva slezine

koriS¢enjem komercijalnog kita (RNeasy Mini kit, Qiagen, Velika Britanija), nakon

Cega je usledilo uklanjanje rezidualne genomske DNK iz uzoraka izolovane RNK

upotrebom enzima DNase I (Thermo Scientific). Reakcija reverzne transkripcije

izvedena je prema uputstvima proizodaca kompleta za reverznu transkripciju -

Maxima First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific). Ukratko, 2,5 ug RNK, 6
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ul osnovne reakcione smesSe i voda bez nukleaza do ukupne zapremine od 20 pl,
inkubirani su prvo 10 min na 25°C, zatim 15 min na 50°C, da bi, na kraju, reakcija
bila prekinuta inkubacijom dobijene smeSe na 85°C, u trajanju od 5 min. Navedena
reakcija je izvedena u termobloku aparata Mastercycler personal (Eppendorf,

Nemacka).

3.3.7.2. Reakcija lancanog umnozavanja sa detekcijom produkata u realnom
vremenu

UmnoZavanje i detekcija ciljnih fragmenata cDNK izvrSeni su reakcijom
lan¢anog umnoZavanja sa detekcijom produkata u realnom vremenu (qRT-PCR,
engl. quantitative real time polymerase chain reaction), uz koriS¢enje
odgovaraju¢ih prajmera (Tabela 4) i komercijalne smeSe (Maxima SYBR
Green/ROX qPCR master mix, Thermo Scientific). Ova metoda omogucava

kvantifikaciju PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu.

Tabela 4. Pregled prajmera koriS¢enih u kvantitativnoj RT-PCR metodi

Gen Sekvenca (5’-3’) Veli¢ina PCR produkta

BMPR-Ia F: GGGTGTATGAAGTATGAAGGCTCTGAT 9% b
R: GCACAAATTGGTCCGACAACATTCTA P

F: GACAGAAGTTGGAAACCATCCCACAT
BMPR-I R: GTGACCTCACTGCCAGGCTATT 116 bp

F: AGGGATCTTTACCGGCTCCA
BMP4 R: TCCAGATGTTCTTCGTGATGG 134 bp

F: GCACAGTCAAGGCCGAGAA
GAPDH R: GCCTTCTCCATGGTGGTGAA 151bp

F - forward prajmer; R - reverse prajmer; bp - bazni par

U qRT-PCR se meri fluorescentni signal koji se emituje u toku PCR reakcije i
Ciji je intenzitet direktno proporcionalan koli¢ini PCR produkta u datom ciklusu. U
pocetnim ciklusima intenzitet fluorescencije ne prelazi bazalni nivo. Ciklus u kome
je fluorescentni signal uzorka znacajno visi od bazalnog signala, naziva se treshold
cycle - Ct. Vrednost Ct je obrnuto proporcionalna koli€ini ciljne sekvence u uzorku.

Tako, Sto je veci pocetni broj kopija ciljne sekvence, Ct je nizi, i obrnuto.
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Amplifikacija cDNK i detekcija produkata je izvedena u termobloku aparata
Mastercycler ep realplex (Eppendorf), po slede¢em qRT-PCR programu:
8 min na temperaturi od 95°C
40 ciklusa: 30 s na temperaturi od 95°C
30 s na temperaturi od 60°C
30 s na temperaturi od 72°C
Nakon zavrSenog procesa ampifikacije, analizirana je kriva topljenja produkata.
Ekspresija ispitivanih gena je odredena primenom komparativne AACt metode, a
izrazena je u odnosu na ekspresiju GAPDH (engl. glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase) kao kontrolnog gena.

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka. Statisticka
analiza uradena je primenom jednofaktorske i dvofaktorske analize varijanse
(ANOVA). U slucaju statisticke znacajnosti, dobijene primenom jednofaktorske
ANOVA, za procenu znacajnosti medugrupnih razlika upotrebljeni su odgovarajuci
post hoc testovi, dok je za statisticku znacajnost, utvrdenu dvofaktorskom ANOVA,
primenjeno medugrupno poredenje sa korekcijom po Bonferroni-u. Statisticka
obrada podataka, dobijenih qRT-PCR metodom, izvedena je koriS¢enjem programa
REST (engl. relative expression software tool) (Pfaffl i sar.,, 2002). Utvrdeni su
sledeci nivoi statisticke znacajnosti: p < 0,05, p<0,01ip <0,001.
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4. REZULTATI

4.1. EFEKTI HRONICNOG PSIHOLOSKOG STRESA NA ERITROCITOPOEZU

4.1.1. Uticaj hronic¢nog stresa na hematoloske parametare i status gvozda

U cilju ispitivanja efekata psiholoSkog stresa na proces eritrocitopoeze

misSevi, starosti 6-8 nedelja, podvrgnuti su psiholoSkom stresu u trajanju od 7 ili 14

dana, nakon cega su Zrtvovani. U perifernoj krvi analizirani su hematoloski

parametri i status gvozda (Tabela 5).

Tabela 5. Hematoloski parametri i status gvozda

Kontrole R7 R14
Eritrociti (x1012/1) 587 +0,3 598 +0,4 5,49 0,2
Leukociti (x102/1) 7,49 + 0,4 6,56 + 1,2 564+09
Trombociti (x1012/1) 1,59 +0,1 1,64 +0,1 1,43+0,1
Hb (g/1) 150,00 £ 6,1 100,94 £ 4,2*** 100,55 + 7,1***
Hct (%) 52,91 +0,6 50,75+ 1,2 52,20+0,8
MCV (fl) 86,83 +4,4 88,26 + 5,4 90,00 £5,7
MCH (pg) 26,88 + 0,4 19,98 £ 0,7*** 18,97 £ 0,3***
MCHC (g/1) 309,72 5,2 226,70 £ 9,6*** 210,57 + 6,8***
RDW (%) 11,36 £ 0,1 13,86 = 0,3** 14,20 = 0,3**
Gvozde (umol/1) 49,60 £ 0,9 12,96 + 2,7*** 33,06 + 2,1**
TIBC (umol/1) 61,12+0,6 24,16 + 2,4***  48,12+5,3
TS (%) 81,08+ 1,8 52,84 +9,1* 67,90 + 4,34

Hb - hemoglobin; Hct - hematokrit; TIBC - ukupni kapacitet za vezivanje gvozda; TS -
saturacija transferina; R7- Zivotinje stresirane 7 dana; R14 - Zivotinje stresirane 14 dana;

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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[ako nisu uocene razlike u broju eritrocita izmedu kontrolnih i stresiranih
Zivotinja, hroni¢na izloZenost psiholoskom stresoru dovela je do znacajnog
smanjenja koncentracija gvozda i hemoglobina u cirkulaciji (p<0,001). Pored toga,
kod hronic¢no stresiranih Zivotinja utvrdene su i smanjene vrednosti eritrocitnih
indeksa (MCH, MCHC, p<0,001), a kod miSeva stresiranih 7 dana detektovano je i

statisticki znacajno smanjenje ukupnog kapaciteta za vezivanje gvozda (p<0,01).

4.1.2. Hronicni stres stimuliSe rast BFU-E i CFU-E celija u kostnoj srzi i
slezini miSa

U okviru ispitivanja uticaja hroni¢nog psiholoskog stresa na

eritrocitopoezu, prvo su praceni efekti hroni¢nog delovanja psiholoSkog stresora

na rast i diferencijaciju opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritrocitopoezu. Rezultati

prikazani na Slici 9 pokazuju statisticki znacajno povecanje broja BFU-E i CFU-E

¢elija u kostnoj srzi (Slika 9A, B) i slezini (Slika 9C, D) stresiraih miSeva u odnosu

na kontrolne Zivotinje.
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Slika 9. Broj BFU-E i CFU-E Celija u kostnoj srZi (A, B) i slezini (C, D) netretiranih i hroni¢no
stresiranih miseva. K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana;
*p<0,05; **p<0,01.
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Pored promena u broju BFU-E progenitora u slezini hroni¢no stresiranih
miSeva, pokazali smo da te cCelije imaju Kkarakteristike tzv. ,stress” BFU-E’
progenitora. Naime, za razliku od ostalih BFU-E progenitora, ¢iji je rast uslovljen
prisustvom razlicitih faktora rasta, kolonije ,,stress” BFU-E Celija smo detektovali u

medijumu koji sadrzi samo eritropoetin (Slika 10).

Slika 10. Kolonije ,stres” BFU-E (elija formirane nakon inkubacije splenocita hroni¢no
stresiranih miseva u medijumu M3334. Uveli¢anje objektiva x20 (4, B), x40 (C).
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4.1.3. Dejstvo hronicnog stresa na razlicite subpopulacije Ter119-pozitivnih
¢elija u kostnoj srzi i slezini misa

Budu¢i da su prethodni rezultati pokazali izraZeno povecanje broja ranih i
kasnih opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritrocitopoezu u toku hroni¢nog stresa, u
sledecem eksperimentu smo ispitivali dejstvo stresa na zrelije forme Ccelija
eritroidne loze - Ter119-pozitivne Celije.

Metodom protocne citometrije, uz upotrebu markera CD71 i Ter119,
analiziran je uticaj hroni¢nog psiholoskog stresa na razlicite populacije eritroidnih
¢elija u kostnoj srzi. Na osnovu ekspresije navedenih markera izdiferencirane su tri
osnovne populacije eritroidnih celija u razli¢itim stadijumima zrelosti, koje su
pocev od nezrelijih ka zrelijim oblicima oznacene kao: CD71+*Ter119-,
CD71+Ter119+i CD71-Ter119+ Celije. Daljom analizom su ukupne Ter119-pozitivne
Celije razvrstane u subpopulacije (E1, E2 i E3) na osnovu njihove veli¢ine i stepena
ekspresije transferinskog receptora - CD71 (Slika 11A, B, C). Statisticka obrada
podataka je pokazala da 14 dana kontinuirane primene psiholoSkog stresora
dovodi do znacajnog povecanja broja CD71+Ter119+ ¢elija (p<0,05) u kostnoj srzi,
(Slika 11D, E), dok broj najzrelijih celija (CD71-Ter119+) ostaje nepromenjen u
odnosu na kontrole (Slika 11F). Pored toga, hroni¢ni psiholoski stres nije uticao ni
na procentualnu zastupljenost razli¢itih subpopulacija ukupnih Ter119-pozitivnih
¢elija u kostnoj srzi (Slika 11G, H, I).

U skladu sa podacima dobijenim metodom protocne citometrije,
kvalitativna analiza preseka kostne srzi, obojenih H&E, pokazala je prisustvo veceg
broja eritroblastnih ostrvaca kod stresiranih Zivotinja u poredenju sa kontrolama.
Takode, moZe se uociti da je povecanje broja eritroblastnih ostrvaca u kostnoj srzi
stresiranih miSeva izrazenije nakon 14 dana stresa (Slika 12).

Uporedo sa pracenjem efekata psiholoSkog stresa na eritroidne celije u
kostnoj srZzi, na identi¢an nacin je ispitivano i dejstvo stresa na razlicite populacije
ovih Celija u slezini miSa (Slika 13A, B, C). Rezultati su pokazali znacajno povecan
broj CD71+Ter119-i CD71+Ter119+ ¢elija (p<0,01) u slezini hroni¢no stresiranih
Zivotinja, dok je izrazeno povecanje broja CD71-Ter119+ ¢elija (p<0,001) uoceno
tek nakon 14 dana stresa (Slika 13D, E, F). Takode, hronicni stres je uzrokovao

znacajne promene u procentualnoj zastupljenosti razlicitih subpopulacija Ter119-
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pozitivnih Celija u slezini. Naime, nakon 7 i 14 dana svakodnevne primene stresora

povecano je ucesce nezrelijih formi Ter119-pozitivnih ¢elija (p<0,05; p<0,01) u

A 1000
Gate:R1 3900 Gate:R1 1000 Gate:R1
02:33.04% 01:350% 02:30.37% G1:876% G2:41.18%
5,100 4 5,100 4 5 100
g 2 2
g g g
~ ~ ~
o 104 o 104 o 104
=} =} : (=}
o : = T 04:2843% - 04:2147%
= . G4:2389% & o
1 14 1
0.1 0.1 T 0.1
041 1000 0 100 1000 04 1000
10001 ot G1=R 1 AND RN1 1000 T G T=R T AND RNT 0%
0A1:54.39% QAZ: 3.66% QA1:44 B6% QA2: 6.99% 0AZ: 4.21%
I~ -
5,100 4 5100 5,100
O 3 O
g B g g
2 E1 T E2 E1 g E1
~ ~ ~
a 104 o 104 o 10 4
© g o 3 ) =]
" o J8A3 GAd: 0.32% ) 0A4:0.11%
= OAZ: 0.11% e e
1 14 ; 1
] E3 >
0.1 > T T T 0.1 - T T T 0.1 T T T T
100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
FSC - FSC - FSC -
- 7 1 ~ 45 - * - 35 4
é 6 9\_, 40 é 30 4
@ 2 859 ¢ = I
=5 = T = 25
D 8 304 3 T
Yoy + & 20
5 ) & 25 A ]
E 19 aE - -
i - - .
=S 3 = 20 il
@ & 154 S
B2 £ E 10
+* + d
= = 10 )
oy I g
a8 ] a s a 54
(=] (=] (=]
1} 0 0
K R7 K R7 R14 K R7 R14
79 50 4
70 4 —
- -
&6 i, 60 - :g 45 T
= ) = T =
G o 2 i
0 W 504 Q i
& & I &
S a1 = 40 =
- - = 35 ]
i i ]
@ 34 @ 3p ] @
= & E: 30
7 4
e 2 & 201 e
- 2] ]
m 1A S 10 4 W 25
1] 1} 20
K R7 R14 K R7 R14 K R7 R14

Slika 11. Efekti hronicnog psiholoskog stresa na razli¢ite populacije i subpopulacije Ter119-
pozitivnih Celija u kostnoj srzi. Analiza ukupnih Ter119-pozitivnih Celija u kostnoj srzi
kontrolnih miseva (A) i miSeva stresiranih 7 (B), odnosno 14 dana (C). Zastupljenost
CD71+Ter119- (D), CD71+Ter119+ (E) i CD71-Ter119+ Celija (F) u kostnoj srzi kontrolnih i
hroniéno stresiranih miseva. Procentualno ucesce razli¢itih subpopulacija Ter119-pozitivnih
Celija u kostnoj srZi netretiranih i stresiranih miseva (G-I). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 -
Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana; *p<0,05.
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slezini stresiranih miSeva (Slika 13G, H) dok je procenat zrelih eritrocita bio

statisticki znacajno smanjen u slezini miSeva stresiranih 7 dana (Slika 13I).
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Slika 12. Eritroblastna ostrva u kOStnO] srZi kontrolmh miseva (A) i miseva stresiranih 7 (B),
odnosno 14 dana (C). H&E, uvelicanje objektiva x40.

Pored protocne citometrije, za detekciju Ter119-pozitivnih celija u slezini
koristili smo i imunohistohemijsku metodu. Morfometrijska analiza Ter119-
pozitivnih ¢elija u slezini podrazumevala je odredivanje njihovog broja po 1 mm?
crvene pulpe. S obzirom da se antigen Ter119 eksprimira na Celijama eritroidne
loze pocev od proeritroblasta do zrelog eritrocita, ukupne Ter119-imunoreaktivne
Celije smo na osnovu prisustva/odsustva nukleusa razvrstali na eritroblaste
(Ter119-pozitivne Celije sa nukleusom) i zrele eritrocite (Ter119-pozitivne Celije
bez nukleusa) (Slika 14B). Statisticka analiza dobijenih podataka je potvrdila
markantno povecanje broja eritroblasta (p<0,001) u slezini miSeva stresiranih 7 i
14 dana (Slika 14Bb, c, 14C) dok se broj ukupnih Ter119-imunoreaktivnih celija u
slezini znacajno povecao (p<0,01) tek nakon 14 dana stresa (Slika 14Bc, 14D).

U skladu sa prethodnim rezultatima, histoloska analiza preseka slezine.
obojenih H&E, pokazala je oCuvanu strukturu i poveéanu celularnost crvene pulpe
kod stresiranih Zivotinja (Slika 14Ab, c). Na histoloskim preparatima uradena je
stereoloska analiza koja je obuhvatila odredivanje volumenske gustine
pojedinac¢nih komponenti tkiva slezine, kao i definisanje broja folikula u slezini
ispitivanih miSeva. Rezultati kvantitativne analize su ukazali na trend povecanja
volumenske gustine crvene pulpe kod Zivotinja izloZenih hroni¢nom stresu, uz
istovremeno smanjenje broja folikula i volumenske gustine bele pulpe u slezini
ovih Zivotinja. Medutim, navedene razlike u strukturi slezine kontrolnih i

stresiranih miSeva nisu dostigle statisticku znacajnost (Tabela 6).
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Slika 13. Efekti hronicnog psiholoskog stresa na razli¢ite populacije i subpopulacije Ter119-
pozitivnih Celija u slezini. Analiza ukupnih Ter119-pozitivnih Celija u slezini kontrolnih
misSeva (A) i miSeva stresiranih 7 (B), odnosno 14 dana (C). Zastupljenost CD71+Ter119- (D),
CD71+Ter119* (E) i CD71-Ter119+ Celija (F) u slezini kontrolnih i hroni¢no stresiranih
miseva. Procentualno uces¢e razliCitih subpopulacija Ter119-pozitivnih Celija u slezini
netretiranih i stresiranih miseva (G-I). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana; *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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Slika 14. Promene u crvenoj pulpi i broju Ter119-imunoreaktivnih Celija u slezini
uzrokovane hronicnim stresom. Crvena pulpa (A) i Ter119-imunoreaktivne Celije (B) u slezini
kontrolnih miSeva (a), i miseva stresiranih 7 (b) ili 14 dana (c). Kratke strelice pokazuju
Ter119-imunoreaktivne Celije sa jedrom dok duge strelice oznacavaju Ter119-pozitivne Celije
bez jedra. Broj Ter119-imunoreaktivnih éelija sa jedrom (C) i broj ukupnih Ter119-pozitivnih
Celija (D) po jedinici povrsine crvene pulpe kontrolnih i hroni¢no stresiranih Zivotinja. K-
kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana; **p<0,01; ***p<0,001.
H&E, uvelic¢anje objektiva x40; IHH, x100
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Tabela 6. Volumenske gustine sastavnih komponenti slezine i broj folikula u

slezini
Vv Kontrole R7 R14
Crvena pulpa 0,49 + 0,034 0,52 + 0,049 0,53 + 0,039
Folikuli sa PALS 0,30+ 0,019 0,29 £ 0,032 0,26 £ 0,026
MS + MZ 0,06 +0,017 0,06 £ 0,007 0,08 £ 0,021
Kapsula + trabekule 0,04 £ 0.004 0,04 £ 0.005 0,05 £ 0,005
Zona ispod kapsule 0,11 £ 0,012 0,09 £ 0,012 0,10 £ 0,011
Broj folikula po 452+ 4,71 40,6 + 2,61 44,9 +7,78
preseku
Broj folikula po Imm? 4,26 + 0.46 3,67 £0,26 3,58+0,39

W - volumenska gustina; MS - marginalni sinus; MZ - marginalna zona. R7- Zivotinje
stresirane 7 dana; R14 - Zivotinje stresirane 14 dana.

4.2. MEDIJATORI DEJSTVA HRONICNOG STRESA NA EKSTRAMEDULARNU
ERITROCITOPOEZU

S obzirom da su dobijeni rezultati ukazali na cinjenicu da hronicni
psiholoski stres dovodi do stimulacije procesa eritrocitopoeze prevashodno u
slezini, dalja istrazivanja su bila usmerena na identifikaciju potencijalnih

medijatora u dejstvu stresa na ekstramedularnu eritrocitopoezu.

4.2.1. Hroni¢ni stres povecava nivo Kkortikosterona i eritropoetina u
cirkulaciji, a smanjuje ekspresiju GR i EpoR u slezini misa

U cilju ispitivanja potencijalnih medijatora stimuliSu¢eg dejstva hroni¢nog
stresa na proces formiranja eritrocita u slezini, posli smo od pretpostavke da u
ovom procesu ucestvuju glukokortikoidi, kao glavni medijatori stresa, i
eritropoetin, kao osnovni regulator eritrocitopoeze.

Budu¢i da hroni¢ni psiholoski stres aktivira osovinu hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda, u cirkulaciji ispitivanih miSeva prvo smo odredili nivo

kortikosterona kao najpouzdanijeg markera stresa. Koncentracija kortikosterona
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je bila znacajno veca u plazmi hroni¢no stresiranih miseva (p<0,01) u odnosu na

vrednost ovog hormona izmerenu kod kontrolnih Zivotinja (Slika 15A).
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Slika 15. Koncentracije kortikosterona (A) i eritropoetina (B) u plazmi kontrolnih i
stresiranih miseva. K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana;
*kk

p<0,01.

Takode je ispitivano da li hroni¢ni psiholoski stress utice na koncentraciju
eritropoetina u cirkulaciji. Poredenjem nivoa eritropoetina u plazmi kontrolnih i
hroni¢no stresiranih misSeva, ustanovljeno je znacajno povecanje koncentracije
ovog hormona u cirkulaciji (p<0,01) nakon 7 i 14 dana stresa (Slika 15B).

Pored toga, praceni su efekti hroni¢nog stresa na ekspresiju GR i EpoR u
slezini (Slika 16A). KoriS¢enjem tehnike Western blot, uz upotrebu specifi¢nih
antitela, u uzorcima slezine ispitivanih Zivotinja detektovani su proteini
molekulske mase od 98 kDa (GR) i 57 kDa (EpoR). Zatim je postupkom
denzitometrije odreden stepen ekspresije ovih receptora u ukupnom celijskom
lizatu kontrolnih i stresiranih Zivotinja. Rezultati statisticke obrade su ukazali na
znacajno smanjenje ekspresije oba receptora u slezini miSeva stresiranih 7
(p<0,01) ili 14 (p<0,05) dana (Slika 16B, C). Takode, analizom ekspresije ovih
receptora u svakom pojedina¢nom uzorku slezine, zapaZeno je da je veci stepen
smanjenja ekspresije GR pra¢en veéim stepenom smanjenja ekspresije EpoR, i
obrnuto (Slika 16A). Dodatnu potvrdu redukovane ekspresije GR i EpoR u slezini
tokom hroni¢nog stresa obezbedio je nalaz znacajno smanjenog broja GR- i EpoR-

imunoreaktivnih ¢elija (p<0,001) u crvenoj pulpi stresiranih miseva (Slike 17, 18).
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Slika 16. Ekspresija GR i EpoR u slezini kontrolnih i stresiranih miSeva. A) Denzitometrijska
analiza imunoreaktivnih traka (B, C). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana; *p<0,05; **p<0,01.
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ORI A
Slika 17. EpoR-imunoreaktivne Celije u crvenoj pulpi slezine kontrolnih miseva (A) i miseva
stresiranih 7 (B) ili 14 dana (C). Broj EpoR-imunoreaktivnih Celija po jedinici povrsine crvene
pulpe u kontrolnih i stresiranih Zivotinja (D). K- kontrolne, R7, R14 - stresirane Zivotinje;
*#**p<0,001. IHH, uveli¢anje objektiva x40.
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GR-pozitivne ¢elije / mm?
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Slika 18. GR-imunoreaktivne Celije u crvenoj pulpi slezine kontrolnih miseva (A) i miseva
stresiranih 7 (B) ili 14 dana (C). Kratke strelice oznalavaju imunoreaktivnost na GR u
citoplazmi dok duge strelice pokazuju GR-imunoreaktivnost u nukleusu. Broj GR-
imunoreaktivnih Celija po jedinici povrsSine crvene pulpe u kontrolnih i stresiranih Zivotinja
(D). K- kontrolne, R7, R14 - stresirane Zivotinje;***p<0,001. IHH, uveli¢anje objektiva x40.

4.2.2. Povecana ekspresija c-Kit receptora u slezini miSa tokom hroni¢nog
stresa

Opste je poznato da stem cell factor ima znacajnu ulogu u regulaciji
hematopoeze, kako u bazalnim uslovima, tako i u brojnim stanjima poveéanih
potreba organizma za eritrocitopoezom. Naime, vezuju¢i se za c-Kit receptor, stem
cell factor stimuliSe rast i proliferaciju opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritroidnu
lozu.

S obzirom da je visok stepen ekspresije c-Kit receptora karakteristi¢an za
nezrele Celije eritroidne loze, koriste¢i imunohistohemiju ispitali smo ekspresiju
ovog receptora u crvenoj pulpi slezine kod kontrolnih i stresiranih miSeva (Slika

19A; B, C). Poredenjem broja c-Kit-imunoreaktivnih ¢elija u slezini netretiranih i
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stresiranih Zivotinja, utvrdeno je da hronicni stres dovodi do izrazenog povecanja

ekspresije ovog receptora u crvenoj pulpi (p<0,001) (Slika 19D).
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Slika 19. C-Kit-imunoreaktivne Celije u crvenoj pulpi slezine kontrolnih misSeva (A) i miseva
stresiranih 7 (B) ili 14 dana (C). Razlike u broju c-Kit-imunoreaktivnih Celija izmedu

kontrolnih i stresiranih Zivotinja. K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana;***p<0,001. IHH, uveli¢anje objektiva x40.

4.2.3. Signalni molekul BMP4 ucestvuje u aktivaciji ekstramedularne
eritrocitopoeze indukovane hroni¢nim stresom

Imaju¢i u vidu kljunu ulogu molekula BMP4 u regulaciji stimulisane
eritrocitopoeze uzrokovane anemijom, u daljem istraZivanju smo poSli od
pretpostavke da bi isti signalni molekul mogao biti ukljuen i u kontrolu procesa
eritrocitopoeze indukovane hroni¢nim stresom.

U cilju ispitivanja uloge BMP4 u eritrocitopoezi tokom hroni¢nog
psiholosSkog stresa, prvo je pra¢ena ekspresija ovog molekula u slezini na genskom

i proteinskom nivou. Metodom qRT-PCR kvantifikovana je ekspresija gena BMP4 u

61



slezini ispitivanih Zivotinja i rezultati su pokazali viSestruko povecanje nivoa

infromacione RNK (iRNK) kod stresiranih miSeva u poredenju sa kontrolama

(p<0,01) (Slika 20E).
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Slika 20. Ekspresija BMP4 u slezini tokom hroni¢nog stresa. BMP4-imunoreaktivne Celije u
crvenoj pulpi slezine kontrolnih miseva (A) i miseva stresiranih 7 (B) ili 14 dana (C). Razlike
u broju BMP4-pozitivnih Celija (D) i ekspresiji iIRNK za BMP4 u slezini ispitivanih
zivotinja(E). Relativna ekspresija iRNK za BMP4 je kvantifikovana u odnosu na ekspresiju
iRNK za GAPDH. K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14
dana;**p<0,01. IHH, uvelic¢anje objektiva x40.

Takode, imunohistohemijskom tehnikom detektovano je prisustvo proteina
BMP4 u Celijama crvene pulpe slezine kontrolnih i stresiranih miSeva (Slika 20A,
B, C), a kvantitativna analiza je ukazala na znacajno povetan broj BMP4-
imunoreaktivnih celija (p<0,01) u crvenoj pulpi miSeva stresiranih 7 ili 14 dana
(Slika 20D).

Kako su razlike u zastupljenosti BMP4 u slezini kontrolnih i tretiranih
Zivotinja potvrdile hipotezu o ulozi ovog molekula u ispitivanom procesu, sledeci

zadatak se odnosio na kvantifikaciju ekspresije gena za njegove receptore -

62



BMPRIa i BMPRIIL Analiza ekspresije ovih gena je pokazala znacajno povecanje
nivoa iRNK za BMPRIa (p<0,01) i BMPRII (p<0,05) u slezini miseva nakon 7 i 14
dana izlaganja stresu (Slika 21).
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Slika 21. Ekspresija iRNK za BMPRIa i BMPRII u slezini tokom hronicnog stresa. Relativna
ekspresija iRNK za receptore je kvantifikovana u odnosu na ekspresiju iRNK za GAPDH. K-
kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana;*p<0,05;**p<0,01.

4.3. ULOGA GR U DEJSTVU HRONICNOG STRESA NA RAST BFU-E I CFU-E
CELIJA U SLEZINI

Da bi se definisala uloga GR u eritrocitopoezi u toku hroni¢nog stresa, pre
svakodnevne primene stresora receptori su blokirani sa RU486. Nakon toga su
praceni efekti blokade GR na nivo kortikosterona u cirkulaciji, broj BFU-E i CFU-E
¢elija u slezini, kao i na relativhu masu ovog organa.

Nasi rezultati su pokazali da hronic¢ni stres u trajanju od 7 ili 14 dana
povecava celularnost crvene pulpe i relativnu masu slezine (p<0,05) (Slika 22).
Blokada GR je dovela do blagog smanjenja relativne mase ovog organa kod
stresiranih Zivotinja (Slika 23) koje nije dostiglo statisticku znacajnost (p>0,05).

U ovom eksperimentu potvrdene su povecane vrednosti kortikosterona u
plazmi stresiranih miSeva, a primena mifepristona u dozi od 50 mg/kg pre
svakodnevnog izlaganja stresu nije dovela do znacCajne promene u koncentraciji
ovog hormona (p>0,05) u cirkulaciji ispitivanih Zivotinja. Takode, uoceno je da

hroni¢na primena mifepristona kod nestresiranih Zivotinja povecava nivo
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kortikosterona u cirkulaciji, ali dobijeno povecanje nije statisticki znacajno (Slika
24).

Pored toga, na isti nacin je ispitivana i uloga GR u dejstvu hroni¢nog stresa
na rast i diferencijaciju opredeljenih mati¢nih celija za eritroidnu lozu u slezini.
Rezultati su potvrdili da hronicni stres u trajanju od 7 dana povecava broj BFU-E

¢elija (p<0,05), a blokada GR pre svakodnevne primene stresora ne utice na broj
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Slika 22. Efekti hronicnog psiholoskog stresa na relativnu masu slezine i celularnost crvene
pulpe. Telesna masa miseva i razlike u relativnoj masi slezine izmedu kontrolnih i stresiranih
Zivotinja (A). Crvena pulpa kontrolnih miseva (Ba) i miseva stresiranih 7 (Bb), odnosno 14
dana (Bc). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7, odnosno 14 dana;*p<0,05.

H&E, uvelicanje objektiva x40.
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ovih progenitorskih celija u slezini stresiranih Zivotinja. Medutim, hroni¢na
primena mifepristona je uzrokovala povecanje broja BFU-E celija u slezini

nestresiranih miSeva (Slika 25).
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Slika 23. Efekti stresa i blokade GR na relativhu masu slezine. K - kontrolne Zivotinje, R-
Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, RU486+R - Zivotinje kojima su blokirani GR pre
svakodnevne primene stresora, RU486 — nestresirani misevi sa svakodnevnom blokadom GR
u trajanju 7 dana, *p<0,05.
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Slika 24. Efekti stresa i blokade GR na nivo kortikosterona u plazmi. K - kontrolne Zivotinje,
R- Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, RU486+R - Zivotinje kojima su blokirani GR pre
svakodnevne primene stresora, RU486 - nestresirani misevi sa svakodnevnom blokadom GR
u trajanju 7 dana, ***p<0,001.
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[zloZenost hroni¢nom stresu je takode dovela do markantnog povecanja
broja kasnih opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritroidnu lozu u slezini (p<0,001), a
hroni¢na blokada GR je u potpunosti sprecila stimuliSuéi efekat hroni¢nog stresa

na CFU-E celije (Slika 26).
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Slika 25. Efekti stresa i blokade GR na BFU-E Celije u slezini. K - kontrolne Zivotinje, R-
Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, RU486+R - Zivotinje kojima su blokirani GR pre
svakodnevne primene stresora, RU486 - nestresirani misevi sa svakodnevnom blokadom GR
u trajanju od 7 dana, *p<0,05.
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Slika 26. Efekti stresa i blokade GR na CFU-E Celije u slezini. K - kontrolne Zivotinje, R-
Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, RU486+R - Zivotinje kojima su blokirani GR pre
svakodnevne primene stresora, RU486 - nestresirani misevi sa svakodnevnom blokadom GR
u trajanju od 7 dana, ***p<0,001.
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4.4. ULOGA MIF U DEJSTVU HRONICNOG STRESA NA ERITROCITOPOEZU U
KOSTNOJ SRZI I SLEZINI

Sledeci zadatak se odnosio na ispitivanje inhibitornih mehanizama koji bi
sprecili prekomernu ekspanziju nezrelih ¢elija eritroidne loze u hroni¢nom stresu,
a C¢ija bi neadekvatna aktivacija mogla dovesti do eritroleukemijske transformacije
ovih celija.

S obzirom da rezultati najnovijih istraZivanja ukazuju na veoma znacajnu
ulogu makrofaga u regulaciji eritrocitopoeze, kako u fizioloSkim uslovima, tako i u
patoloSkim stanjima povecéane produkcije eritrocita, u daljim istraZivanjima smo
posli od pretpostavke da bi se poremecaj u funkciji makrofaga mogao odraziti na
eritrocitopoezu u hroni¢nom stresu. Budu¢i da kretanje makrofaga kroz ciljno
tkivo predstavlja neophodan preduslov za ostvarivanje njihove funkcije, narednim
eksperimentalnim pristupom je ispitivana uloga MIF u dejstvu hroni¢nog stresa na

eritrocitopoezu u kostnoj srzi i slezini misa.

4.4.1. MIF ne ucestvuje u regulaciji eritrocitopoeze indukovane hroni¢nim
stresom u kostnoj srzi

Da bi se ispitala uloga MIF u regulaciji eritrocitopoeze tokom hroni¢nog
stresa, paralelno je pracen efekat psiholoskog stresa na eritrocitopoezu kod wild-
type u MIF knockout miSeva soja C57/Bl6. Na ovom soju miSeva smo takode
potvrdili da hronicni psiholoSki stres u trajanju od 7 dana stimuliSe
eritrocitopoezu povecavajuci broj BFU-E i CFU-E progenitora u kostnoj srzi. Slican
nalaz je dobijen i u kostnoj srzi MIF knockout miSeva, a rezultati dvofaktorske
ANOVA su pokazali da MIF ne utiCe na broj opredeljenih mati¢nih ¢elija za
eritroidnu lozu u kostnoj srzi ispitivanih Zivotinja (p>0,05) (Slike 27 i 28).

Dalja istrazivanja obuhvatila su citofluorometrijsku analizu eritroidnih
prekursora u uslovima hroni¢nog psiholoSkog stresa. Na osnovu ekspresije
markera CD71 i Ter119, sve prekursorske Celije eritroidne loze su podeljene na tri
osnovne populacije i praceni su efekti hroni¢nog stresa na njihovu zastupljenost u
kosnoj srzi wild-type i MIF knockout miSeva (Slika 29). Delovanje stresa u trajanju
od 14 dana je znacajno povecalo broj nezrelih CD71*Ter119+ prekursora u kostnoj

srzi i kod wild-type i kod MIF knockout miSeva (p<0,05), ali nije uticalo na broj

67



zrelijih - CD71-Ter119+ Celija (Slika 29E i F). Takode, hronicni stres nije doveo do
promena u procentualnoj zastupljenosti razli¢itih subpopulacija Ter119-pozitivnih
¢elija u kostnoj srzi wild-type miseva, a kod MIF knockout miSeva je detektovano

povecano ucesce nezrelijih ¢elija nakon 14 dana stresa (Slika 30).
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Slika 27. Efekti stresa i MIF na BFU-E Celije u kostnoj srzi. MIF*K - wild-type kontrolni

misevi, MIF*R- wild-type misevi stresirani 7 dana uzastopno, MIF-K - MIF knockout kontrolni
misevi, MIF-R - MIF knockout miSevi stresirani 7 dana uzastopno.*p<0,05, ***p<0,001.
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Slika 28. Efekti stresa i MIF na CFU-E Celije u kostnoj srzi. MIF*K - wild-type kontrolni
misevi, MIF*R- wild-type misevi stresirani 7 dana uzastopno, MIF-K - MIF knockout kontrolni
misevi, MIF-R - MIF knockout miSevi stresirani 7 dana uzastopno. *p<0,05.
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Slika 29. Efekti hronicnog psiholoskog stresa na razlicite populacije eritroidnih prekursora u
kostnoj srzi MIF+/+ i MIF/- miSeva. Citofluorometrijska analiza prekursorskih Ccelija za
eritroidnu lozu u kostnoj srzi kontrolnih miseva (A) i miSeva stresiranih 7 (B), odnosno 14
dana (C). Procenat CD71+Ter119- (D), CD71+Ter119+* (E) i CD71-Ter119+ ¢elija (F) u kostnoj
srZi kontrolnih i hronicno stresiranih miseva. WT - wild type, MIF-KO — MIF knockout misevi;
K- kontrolni miSevi; R7, R14 - miSevi stresirani 7, odnosno 14 dana; *p<0,05 u odnosu na
odgovarajuce kontrole; #p<0,05 u odnosu na istu grupu wild-type miseva.
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Slika 30. Efekti hroni¢nog psiholo$kog stresa na razli¢ite subpopulacije Ter119-pozitivnih
Celija u kostnoj srzi MIF+/* i MIF/- miSeva. Citofluorometrijska analiza ukupnih Ter119-
pozitivnih éelija u kostnoj srZi kontrolnih miseva (A) i miseva stresiranih 7 (B), odnosno 14
dana (C). Procentualno ucesce razlicitih subpopulacija Ter119-pozitivnih éelija u kostnoj srZi
netretiranih i stresiranih miseva (D-F). WT - wild type, MIF-KO - MIF knockout misevi; K-
kontrolni misevi; R7, R14 - miSevi stresirani 7, odnosno 14 dana; *p<0,05 u odnosu na
odgovarajuce kontrole.
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4.4.2. MIF je negativan regulator ekstramedularne eritropoeze indukovane
hroni¢nim stresom

Uporedo sa analizom uticaja MIF na eritrocitopoezu u kostnoj srzi tokom
hroninog stresa, pod istim uslovima ispitivana je i potencijalna uloga ovog
citokina u regulaciji ekstramedularne eritrocitopoeze.

U bazalnim uslovima nisu uocene razlike u broju opredeljenih mati¢nih
¢elija za eritroidnu lozu u slezini MIF+/* i MIF/- miSeva (Slike 31 i 32). Hronic¢ni
stres u trajanju od 7 dana je stimulisao ekstramedularnu eritrocitopoezu,
istovremeno povecavajuci broj BFU i CFU-E cCelija u slezini (p<0,01), a delecija gena
za MIF rezultirala je dodatnim povecanjem broja CFU-E ¢elija u odgovoru na stres
(p<0,05) (Slika 32).

Nakon toga, citofluorometrijskom analizom je ustanovljeno da delecija gena
za MIF u bazalnim uslovima povecava broj zrelijih CD71-Ter119+ €elija u slezini
(p<0,001) (Slika 33F). Nasuprot tome, u uslovima hroni¢nog stresa u trajanju od
14 dana, nedostatak ovog gena je doveo do znacajnog povecanja broja nezrelih
CD71+Ter119+ prekursora (p<0,01) uz istovremeno smanjenje broja zrelijih CD71-
Ter119+ cCelija (p<0,001) kod MIF/- miseva (Slika 33E i F). U skladu sa tim,
rezultati dvofaktorske ANOVA su pokazali statisticki znacajan uticaj MIF na broj
CD71*Ter119+ (p<0,01) i CD71-Ter119+* ¢elija (p<0,001) u slezini tokom hroni¢nog
stresa. Dalja analiza razli¢itih subpopulacija ukupnih Ter119-pozitivnih celija u
slezini MIF+/+ i MIF/- miSeva je potvrdila prethodni nalaz (Slika 34). Naime,
hroni¢ni stres u trajanju od 14 dana doveo je do markantnijih promena u
medusobnom odnosu razli¢itih subpopulacija Ter119-pozitivnih ¢elija kod MIF~-
miSeva. Ove promene su podrazumevale vecu zastupljenost nezrelijih formi
Ter119-pozitivnih ¢elija (Slika 34D, E) (p<0,01) i posledicno smanjenje broja
zrelih eritrocita (p<0,01) u slezini MIF knockout miSeva (Slika 34F).

U cilju dodatne potvrde prethodnih rezultata koji su pokazali znacajnu
ulogu MIF u ekstramedularnoj eritrocitopoezi tokom hroni¢nog stresa, pratili smo
ekspresiju ovog citokina u slezini kontrolnih i stresiranih Zivotinja.
Imunohistohemijskom metodom smo detektovali prisustvo MIF u crvenoj pulpi
(Slika 35), a rezultati Western blot analize su pokazali statisticki znacajno

povecanje ekspresije ovog proteina u slezini nakon 7 i 14 dana stresa (Slika 36).
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Slika 31. Efekti stresa i MIF na BFU-E Celije u slezini. MIF*K - wild-type kontrolni miSevi,
MIF*R- wild-type misevi stresirani 7 dana uzastopno, MIF-K - MIF knockout kontrolni misevi,
MIF-R - MIF knockout misevi stresirani 7 dana uzastopno.**p<0, 01.
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Slika 32. Efekti stresa i MIF na CFU-E Celije u slezini. MIF*K — wild-type kontrolni misevi,
MIF*R- wild-type misevi stresirani 7 dana uzastopno, MIF-K - MIF knockout kontrolni misevi,
MIF-R - MIF knockout misevi stresirani 7 dana uzastopno. *p<0,05; **p<0,01.

72



BWild type C57BL/6

1000 1000 1000
Gate:R1 Gate: R1 Gate:R1
Q1:028% Q2:163% Q1:065% Q2:364% Q1:148% Q2:775%
B1004 51003 oy
w w w
g q g
s z 3
a 104 o 104 o 104
o (&) o
2 Q4:23.76% g Q4:24.80% ]
w 'S - e Q4:38.11%
1 1 1 g
0.1 - 0.1 - 0.1
041 1 10 100 1000 y 1 10 100 1000 01 1 10 100 1000
FL2 Ter113-PE FL2 Ter119-PE FL2 Ter119-PE

MIF knockout C57BL/6
B &

>

00
10 Gate:R1 1000 1000 Gste: R1
Q1:030% Q2:1.13% Q2: 7.82% Q2: 41.39%
~ ~
%100- 5‘100_ 6100-
w
3 & &
B 10 B 10 8 10
8 1 8 8
(] Q4:33.14% (] (]
- o) - -
[ (™ ™
1 1 14
0.1 += - . 0.1 et 0.1 b A e
01 0 100 1000 0.1 10 100 1000 01 10 100 1000
FL2 Ter119-PE FL2 Ter113-PE FL2 Ter119-PE

O
m
my

45 1 pwr

, . OWT r aWT ; i
—_ u MIF-K0 35 ) — 40 { WMIFKO
0 = 357 mMIFKO Ht s .
< S ** b 135 it
5 16 =~ 30 by
= 2. = 304 it
- - 25 ) *k
S 12 3 O 254 2
o + 4
- & 2 a 20 4
- i [
& 0.8 = 154 =
& : ; 15 4
4 T 109 Y = 10
gz N0 : 5 *x B
8 a o 3

o
0 0 - 0
K R7 R14 K R7 R14 K R7 R14

Slika 33. Efekti hroni¢nog psiholoskog stresa na razlicite populacije eritroidnih prekursora u
slezini MIF+/* i MIF/- miSeva. Citofluorometrijska analiza prekursorskih Celija za eritroidnu
lozu u slezini kontrolnih miseva (A) i miseva stresiranih 7 (B), odnosno 14 dana (C).
Procenat CD71+*Ter119- (D), CD71+Ter119* (E) i CD71-Ter119* éelija (F) u slezini kontrolnih i
hroni¢no stresiranih miseva. WT - wild type, MIF-KO - MIF knockout miSevi; K- kontrolni
miSevi; R7, R14 - miSevi stresirani 7, odnosho 14 dana; *p<0,05, **p<0,01 u odnosu na
odgovarajuce kontrole; ##p<0,01, ###p<0,001 u odnosu na istu grupu wild-type miseva.
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Slika 34. Efekti hronicnog psiholoskog stresa na razli¢ite subpopulacije Ter119-pozitivnih
Celija u slezini MIF+/+ i MIF/- miSeva. Citofluorometrijska analiza ukupnih Ter119-pozitinih
Celija u slezini kontrolnih miSeva (A) i miSeva stresiranih 7 (B), odnosno 14 dana (C).
Procentualno ucesce razlicitih subpopulacija Ter119-pozitivnih Celija u slezini netretiranih i
stresiranih miseva (D-F). WT - wild type, MIF-KO - MIF knockout misSevi; K- kontrolni misevi;
R7, R14 - miSevi stresirani 7, odnosno 14 dana; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 u odnosu na
odgovarajuce kontrole; #p<0,01, ###p<0,001 u odnosu na istu grupu wild-type miseva.
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Slika 35. MIF-imunoreaktivne Celije u crvenoj pulpi slezine kontrolnih miseva (A, B) i miseva
stresiranih 7 (C) ili 14 dana (D). IHH, uveli¢anje objektiva x40.
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Slika 36. Ekspresija MIF u slezini kontrolnih i stresiranih miseva (A). Denzitometrijska
analiza imunoreaktivnih traka (B). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana; *p<0,05; **p<0,01.
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4.5. ULOGA NO U DEJSTVU HRONICNOG STRESA NA RAST BFU-E I CFU-E
CELIJA U KOSTNOJ SRZI

Da bismo ispitali potencijalnu ulogu NO u dejstvu hroni¢nog stresa na
eritrocitopoezu u kostnoj srzi, blokirali smo endogenu produkciju ovog signalnog
molekula 30 minuta pre svakodnevne primene stresora i nakon toga pratili efekte
na rast opredeljenih mati¢nih Celija za eritroidnu lozu. Pored toga, analizirana je
ekspresija eNOS i nNOS u kostnoj srzi kontrolnih i stresiranih Zivotinja. S obzirom
na znacajnu ulogu transkripcionog faktora NFkB u regulaciji ekspresije enzima
NOS, na posredan nacin smo ispitali i stepen aktivacije ovog transkripcionog

faktora u naSem eksperimentalnom modelu.

4.5.1. Blokada sinteze NO sprecava efekat hroni¢nog stresa na rast BFU-E i
CFU-E celija u kostnoj srzi

Primenom L-NAME, neselektivnog inhibitora NOS, ispitivana je uloga NO u
dejstvu hroni¢nog stresa na rast progenitorskih ¢elija eritroidne loze. Svakodnevna
blokada sinteze ovog signalnog molekula u trajanju od 7 dana rezultirala je
povecanjem broja BFU-E i CFU-E celija u kostnoj srzi nestresiranih miseva,
pokazujuéi inhibitorni uticaj NO na rast ovih ¢elija u bazalnim uslovima (Slike 37 i

38).
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Slika 37. Efekti stresa i L-NAME na BFU-E Celije u kostnoj srZi. K - kontrolne Zivotinje, R-
Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, L-NAME+R - Zivotinje kojima je blokirana endogena
produkcija NO pre svakodnevne primene stresora, L-NAME - nestresirani misevi sa
svakodnevnom blokadom produkcije NO u trajanju od 7 dana, ***p<0,001.
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Broj opredeljenih mati¢nih ¢elija za eritroidnu lozu se znacajno povecao nakon 7
dana stresa (p<0,001), a blokada endogene produkcije NO pre svakodnevne
primene psiholoSkog stresora je u potpunosti prevenirala stimuliSuéi efekat

hroni¢nog stresa (p<0,001) na BFU-E i CFU-E ¢elije u kostnoj srzi (Slike 37 i 38).
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Slika 38. Efekti stresa i L-NAME na CFU-E Celije u kostnoj srZi. K - kontrolne Zivotinje, R-
Zivotinje stresirane 7 dana uzastopno, L-NAME+R - Zivotinje kojima je blokirana endogena
produkcija NO pre svakodnevne primene stresora, L-NAME - nestresirani miSevi sa
svakodnevnom blokadom produkcije NO u trajanju od 7 dana, **p<0,01; ***p<0,001.

4.5.2.Uticaj hroni¢nog stresa na ekspresiju eNOS i nNOS u kostnoj srzi

Primenom Western blot tehnike analizirana je ekspresija enzima eNOS i
nNOS u kostnoj srzi ispitivanih miSeva. Nakon inkubacije sa odgovaraju¢im
antitelima, u proteinskim ekstraktima citoplazmatske frakcije celija kostne srzi
detektovane su specificne imunoreaktivne trake u domenu molekulskih masa od
140 kDa koja odgovara eNOS i 155 kDa koja oznac¢ava nNOS (Slike 39A i 40A).
Denzitometrijska analiza imunoreaktivnih traka je pokazala izraZen trend
smanjenja ekspresije eNOS (Slika 39B) i statisticki znaCajno smanjenje (p<0,01)
ekspresije nNOS (Slika 40B) u Celijama kostne srzi stresiranih miSeva u poredenju

sa ekspresijom ovih enzima u istim ¢elijama kontrolnih Zivotinja.
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Slika 39. Ekspresija eNOS u kostnoj srZi kontrolnih i stresiranih miseva (A). Denzitometrijska
analiza imunoreaktivnih traka (B). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana
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Slika 40. Ekspresija nNOS u kostnoj srZi kontrolnih i stresiranih miSeva (A). Denzitometrijska
analiza imunoreaktivnih traka (B). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana;**p<0,01.
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4.5.3. Dejstvo hroni¢nog stresa na aktivaciju transkripcionog faktora NFxB u
¢elijama kostne srzi

Stepen aktivacije transkripcionog faktora NFkB smo ispitivali na posredan
nacin - analizom ekspresije njegove subjedinice p65 u nukleusnoj frakciji ¢elija
kostne srzi. U proteinskim ekstraktima jedarne frakcije kostne srzi detektovana je
specificna imunoreaktivna traka od 65 kDa (Slika 41A), a denzitometrijska analiza
je pokazala da hroni¢ni stres u trajanju od 7 ili 14 dana znacajno smanjuje
ekspresiju ove subjedinice transkripcionog faktora NF«kB (p<0,01) u jedrima celija

kostne srZi (Slika 41B).
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Slika 41. Ekspresija NFxB u kostnoj srZi kontrolnih i stresiranih miseva (A). Denzitometrijska
analiza imunoreaktivnih traka (B). K- kontrolne Zivotinje; R7, R14 - Zivotinje stresirane 7,
odnosno 14 dana;**p<0,01.
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5. DISKUSIJA

5.1. UTICA] HRONICNOG PSIHOLOSKOG STRESA NA ERITROCITOPOEZU

Stres je sastavni deo svakodnevnog Zivota. Izaganje organizma stresnim
Ciniocima okoline dovodi do brojnih fizioloSkih, psiholoSkih i bihejvioralnih
promena koje sacinjavaju reakciju organizma na stres. Rezultati ekprimentalnih i
klinickih istraZivanja ukazuju na kompleksnost stresne reakcije c¢iji mehanizmi
zavise od razli¢itih faktora, ukljucujué¢i i prirodu stresora (Desborough, 2000;
Rotllant i sar., 2013). Tako, za razliku od fizickih stresora koji dovode do
predominantne aktivacije simpaticko-adrenomedularnog sistema, psiholoski
stresori utiCu prvenstveno na aktivnost HPA osovine (Goldstein i McEwen, 2002).
Do odredene granice, koja je individualna, stres moZe imati i pozitivan uticaj, jer
doprinosi prilagodavanju organizma zahtevima sredine. Medutim, produZeno i
ponavljano izlaganje stresorima povecava rizik od pojave razli¢itih patoloskih
procesa u organizmu koji mogu nastati usled neadekvatne aktivacije adaptivnih
mehanizama u stresu (de Kloet i sar., 2005; Cohen i sar., 2007).

Nasuprot teoriji tzv. opSteg adaptacionog sindroma, prema kojoj razliCiti
stresori aktiviraju potpuno identicne - nespecificne mehanizme adaptacije na stres,
rezultati novijih istraZivanja pokazuju da svaki stresor pokrece jednistven obrazac
fizioloskih promena u organizmu (Goldstein i Kopin, 2007). Do sada su
uspostavljeni mnogobrojni eksperimentalni modeli za izuCavanje mehanizama
ukljuc¢enih u odgovor organizma na stres, a medu njima najSiru primenu ima model
restraint stresa, odnosno stresa izazvanog delimi¢cnom imobilizacijom Zivotinje. S
obzirom na naglaSenu psihicku komponentu, delimi¢na imobilizacija se svrstava u
grupu psiholoskih stresora (Buynitsky i Mostofsky, 2009), koji uporedo sa
aktivacijom neuroendokrinog sistema pokrecu i Citav niz razlicitih fizioloskih
interakcija u organizmu. Tako je pokazano da stres izazavan delimicnom
imobilizacijom  moduliSe  aktivnost  gastrointestinalnog, respiratornog,
neuroendokrinog, imunskog i hematopoetskog sistema (Engler i sar., 2005; Frick i
sar., 2009; Zheng i sar., 2009; Cruz i sar., 2011; Novozhilov i sar., 2013). U skladu sa

tim, u nasim istrazivanjima Koristili smo restraint stres kao eksperimentalni model
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za ispitivanje uticaja hroni¢nog psiholoSkog stresa na eritrocitopoezu i za
rasvetljavanje mehanizama koji se nalaze u osnovi tog procesa.

Eritrocitopoeza podrazumeva kontinuiran proces nastanka zrelih eritrocita
iz pluripotentnih neopredeljenih mati¢nih ¢elija hematopoeze. Tokom ovog
procesa, koordinisanim delovanjem razli¢itih citokina i faktora rasta iz
pluripotentnih mati¢nih ¢elija nastaju progenitorske (opredeljene mati¢ne cCelije), a
zatim prekursorske cCelije crvene krvne loze (Orkin i Zon, 2008). Sazrevanje
prekursorskih ¢elija se karakteriSe sintezom hemoglobina, kondenzacijom jedra i
smanjenjem dijametra Celije, nakon Cega u stadijumu acidofilnog eritroblasta Celija
gubi jedro formirajuci retikulocit. Daljim sazrevanjem retikulocita u cirkulaciji
nastaje zreo eritrocit. Budud¢i da zreli eritrociti imaju ogranicen Zivotni vek, stare
¢elije se uklanjaju fagocitozom i kontinuirano zamenjuju novostvorenim ¢elijama
crvene krvne loze. Stoga je hematopoetski sistem organizovan tako da obezbeduje
optimalnu produkciju eritrocita u skladu sa fizioloSkim zahtevima organizma.
Naime, poznato je da se u bazalnim uslovima proces diferencijacije i sazrevanja
eritrocita odvija predominantno u kostnoj srzi (Tsiftsoglou i sar., 2009). Medutim,
u uslovima povecanih potreba organizma za eritrocitima, postojeca fleksibilnost
hematopoetskog sistema omogucava da se proces eritrocitopoeze aktivira i u
slezini (Paulsonisar., 2011).

Imajuci u vidu prethodno navedene Cinjenice i saznanje da psiholoski stres
utice na pojavu odredenih hematoloskih poremecaja (Gramotnev i Gramotnev,
2011), Zeleli smo da ispitamo da li hroni¢na izloZenost psiholoSkom stresoru
dovodi do promena u broju €elija crvene krvne loze u perifernoj krvi, kostnoj srzi i
slezini. Nasi rezultati su pokazali da ponavljani restraint stres u trajanju od 7 ili 14
dana ne uti¢e na broj eritrocita u perifernoj krvi. Nasuprot hroni¢cnom dejstvu
restraint stresa, akutno izlaganje ovom stresoru dovodi do mobilizacije eritrocita iz
njihovih depoa u kostnoj srzi i slezini, uzrokujuéi znac¢ajno povecanje broja crvenih
krvnih cCelija u cirkulaciji (Novozhilov i sar., 2013). Medutim, budu¢i da povecanje
broja eritrocita usporava protok krvi i predstavlja rizik od nastanka
intravaskularne koagulacije, u stanjima eritrocitoze dolazi do aktivacije
kompenzatornih mehanizama koji specavaju nagomilavanje ovih Celija u perifernoj

krvi (Testa, 2004; Lang i sar., 2012). Stoga, neizmenjen broj eritrocita u cirkulaciji
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hroni¢no stresiranih Zivotinja najverovatnije predstavlja kumulativan efekat
aktivacije navedenih kompenzatornih mehanizama i iscrpljenja depoa zrelih
eritrocita koji nastaje usled svakodnevnog izlaganja organizma stresoru.

lako nisu uocene razlike u broju eritrocita izmedu kontrolnih i stresiranih
Zivotinja, dobijeni razultati su pokazali da hroni¢na izloZenost psiholoSkom
stresoru dovodi do markantnog smanjenja nivoa hemoglobina u cirkulaciji. Ovaj
nalaz je u saglasnosti sa rezultatima Wei i sar. (2008) koji su ukazali na znacajno
smanjenje koncentracije gvoZdja i hemoglobina u cirkulaciji hroni¢no stresiranih
pacova. S obzirom da sinteza hemoglobina zavisi od raspoloZive koliine gvoZzda u
organizmu, u daljim istraZivanjima smo uporedivali status gvoZda kod kontrolnih i
stresiranih Zivotinja. U plazmi stresiranih Zivotinja detektovana je znacajno
smanjena koncentracija gvozda koja moze biti odraz redukovane apsorbcije ovog
nutritijenta u hroni¢nom stresu. Naime, Chen i sar. (2009) su utvrdili da hronic¢ni
psiholoski stres dovodi do nakupljanja gvoZda u epitelnim Celijama tankog creva i
na taj nacin smanjuje njegovu apsorpciju u gastrointestnalnom traktu. [zmenjena
apsorpcija nutritijenata pokazana je i u drugim eksperimentalnim modelima
hroni¢nog stresa (Boudry i sar., 2007; Teng i sar., 2008), Sto potvrduje hipotezu da
je hronicni stres osnovni etioloski faktor smanjene apsorpcije gvozda i posledi¢ne
redukcije hemoglobina u cirkulaciji stresiranih Zivotinja. Pored toga, smanjene
vrednosti eritrocitnih indeksa i redukovan procenat zasi¢enja transferina, dobijeni
u naSem eksperimentalnom modelu, ukazuju na pojavu anemije koja je uzrokovana
hroni¢nim delovanjem psiholoskog stresora.

Da bismo ispitali efekte psiholoskog stresa i nastale redukcije hemoglobina
u perifernoj krvi na proces eritrocitopoeze, analizirali smo broj eritroidnih
progenitora u kostnoj srzi kontrolnih i hroni¢no stresiranih Zivotinja. Nasi
rezultati, dobijeni nakon 7 i 14 dana svakodnevne primene stresora, pokazali su da
hroni¢no delovanje psiholoSkog stresora povecava broj BFU-E i CFU-E celija u
kostnoj srzi miSa. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima Sherstoboev i Minakova
(2005) koji su, ispitujuci dejstvo hroni¢nog imobilizacionog stresa na hematopoezu
u kostnoj srzi, ustanovili da hronicni stres utie na proliferaciju i diferencijaciju
progenitorskih Celija hematopoeze. Naime, ovi autori su utvrdili da intenzivan

stres u trajanju od 5 dana dovodi do izraZenog povecanja eritropoetske aktivnosti
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u serumu ispitivanih misSeva i znacajno povecava broj CFU-E progenitora u kostnoj
srzi ovih Zivotinja.

U skladu sa nalazom povecanog broja eritroidnih progenitora u stresu,
Voorhees i sar. (2013) su nakon tri nedelje svakodnevnog restraint stresa
detektovali statisticki znacajno povecanje broja eritroblasta u Kkostnoj srzi
eksperimentalnih Zivotinja, ukazuju¢i na stimulativni uticaj hroni¢nog stresa na
diferencijaciju nezrelih ¢elija crvene krvne loze. Koristeci isti model psiholoSkog
stresa i metodu protocne citometrije, u naSim istrazivanjima smo pokazali povec¢an
procenat eritroidnih prekursora (CD71+Ter119+ (Celija) u kostnoj srzi miSeva
stresiranih 14 dana. Budu¢i da dvostruko-pozitivne CD71*Ter119+ C(elije
predstavljaju heterogenu populaciju eritroblasta koji se na histoloSkim
preparatima kostne srzi mogu detektovati u okviru eritroblastnih ostrva, u cilju
potvrde prethodno dobijenih rezultata analizirali smo tkivne preseke kostne srzi
kontrolnih i hronic¢no stresiranih miseva. HistoloSka analiza tkivnih preseka kostne
srzi je ukazala na povecan broj eritroblastnih ostrva kod stresiranih Zivotinja,
narocito izrazen nakon 14 dana stresa $to u potpunosti odgovara nalazu protoc¢ne
citometrije. Saglasno naSim rezultatima, Sherstoboev i Minakova (2005) su
pokazali da hronicni imobilizacioni stres dovodi do blagog, ali statisticki znacajnog
povecanja broja eritroblastnih ostrva u kostnoj srzi.

Za razliku od kostne srzi, koja predstavlja primarno mesto sazrevanja
eritroidnih progenitora u bazalnim uslovima, u uslovima povecanih potreba
organizma za eritrocitima dolazi do aktivacije ekstramedularne eritrocitopoeze
(Lenox i sar., 2009; Paulson i sar., 2011). Poznato je da slezina ima znac¢ajnu ulogu
u procesu sazrevanja hematopoetskih ¢elija u razli¢itim fiziolosSkim i patoloskim
stanjima (Kim, 2010; O’Neill, 2012). Naime, slezina odraslog organizma sadrZzi
ogranicen pul pluripotentnih mati¢nih ¢elija hematopoeze koje imaju sposobnost
samoobnove i diferencijacije u zrele Celije svih krvnih loza, ukljucujuéi eritrocite
(Dor i sar., 2006; Morita i sar., 2011). Pod uticajem brojnih regulatornih faktora, u
odredenim uslovima dolazi do aktivacije mehanizma samoobnove eritroidnih
progenitora u slezini (Hattangadi i sar., 2011) c¢ime se obezbeduje adekvatna
produkcija eritrocita u procesu SE tj. u svim fizioloSkim i patoloSkim stanjima koja

zahtevaju ubrzano stvaranje crvenih krvnih ¢elija. U prilog tome idu i rezultati
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ranijih istrazivanja (Hara i Ogawa, 1976) koji su pokazali da u stanju anemije
slezina postaje primarno mesto za odvijanje procesa eritrocitopoeze. Takode,
eritrocitopoeza je regulisana signalima koji poticu iz mikrosredine u okviru koje se
celokupan proces odvija, a slezina predstavlja optimalnu mikrosredinu za
sazrevanje eritrocita u uslovima narusene homeostaze (Yanai i sar., 1989;
Hattangadi i sar., 2011).

Uzimajuci u obzir znacajnu ulogu slezine u SE, kao i ¢injenicu da izloZenost
psiholoSkom stresoru naruSava homeostazu organizma, u daljem istaZivanju smo
Zeleli da ispitamo kako hroni¢ni psiholoski stres uti¢e na proces sazrevanja
eritrocita u slezini. Nekoliko studija je pokazalo da psiholoSki stres dovodi do
promena u strukturi i funkciji slezine (Li i sar., 2005; Hernandez i sar., 2013). Tako
su Yin i sar. (2006), koriste¢i eksperimentalni model restraint stresa, utvrdili da
hronic¢ni stres moduliSe ekspresiju gena u slezini i uzrokuje promene u histoloskoj
gradi ovog organa. U skladu sa tim, naSi rezultati su pokazali da hroni¢na
izloZenost psiholoskom stresoru povecava relativnu masu slezine i celularnost
crvene pulpe. Budu¢i da se telesna masa hroni¢no stresiranih misSeva nije znacajno
razlikovala u odnosu na masu kontrolnih Zivotinja, zapaZena promena u relativnoj
masi slezine predstavlja odraz povecanja apsolutne mase ovog organa u nasem
modelu restraint stresa. Saglasno nalazu neizmenjene telesne mase hroni¢no
stresiranih miSeva u nasim istraZivanjima, Joéls i sar. (2007) su i istakli da model
hroni¢nog restraint stresa naj¢esCe ne dovodi do redukcije u telesnoj masi
ispitivanih Zivotinja. Nasuprot tome, Voorhees i sar. (2013) su, ispitujuci dejstvo
psiholoSkog stresa na odraslim Zenkama miseva C57BL/6] soja, pokazali da 28
dana svakodnevene primene restraint stresa u trajanju od 6 h dovodi do znacajnog
gubitka u telesnoj masi ovih Zivotinja. Razlike u efektima hroni¢nog stresa na
telesnu masu ispitivanih miSeva, prisutne izmedu rezultata naSih istraZivanja i
navedene studije, mogu se objasniti razli¢itim intenzitetom i trajanjem stresa, kao i
¢injenicom da su Voorhees i sar. eksperimente izvodili na Zenkama koje su znatno
osetljivije na dejstvo psiholoskog stresora (Buynitsky i Mostofsky, 2009; Verma i
sar, 2011). S obzirom da je hroni¢no dejstvo psiholoSkog stresa u naSem
eksperimentalnom modelu uvecalo masu slezine i povecalo broj ¢elija u crvenoj

pulpi ispitivanih miseva, pretpostavili smo da se kod stresiranih Zivotinja aktivirao
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proces ekstramedularne SE. Ovu pretpostavku je potvrdio nalaz znacajno
povecanog broja eritroidnih progenitora u slezini koji je zapaZen i nakon 7 i nakon
14 dana stresa. Uz povecan broj BFU-E c¢elija, utvrdili smo da ove celije imaju
svojstva tzv. ,stres” BFU-E progenitora - specijalizovane populacije celija koja je
karakteristicna za proces SE. Pored povecanog broja progenitorskih celija, nasi
rezultati su pokazali da se tokom hroni¢nog stresa znacajno povecava i broj
prekursorskih celija crvene krvne loze u slezini Sto je u saglasnosti sa hipotezom
da povetana celularnost crvene pulpe predstavlja odraz stimulisane
ekstramedularne eritrocitopoeze u stresu. Na osnovu podataka dobijenih
proto¢nom citometrijom i imunohistohemijom, uocili smo da se nakon 7 dana
stresa, uprkos markantnom povecanju eritroidnih progenitora i prekursora, ne
menja broj ukupnih Ter119-pozitivnih ¢elija u slezini, ukazujuci na izvestan zastoj
u terminalnom sazrevanju eritrocita. Interesantno je ista¢i da su Engler i sar.
(2004) primenom druge vrste psiholoskog stresora ustanovili da hronicni stres
dovodi do povecanja broja CD11b-pozitivnih ¢elija u slezini. Nalaz ovih autora
navodi na pretpostavku da bi porast u broju CD11b-pozitivnih ¢elija takode mogao
da doprinese povecanoj celularnosti crvene pulpe u slezini hroni¢no stresiranih
Zivotinja. Medutim, novija istraZivanja pokazuju da restraint stres povecava broj
CD11b-pozitivnih leukocita u perifernoj krvi, ali ne i u slezini (Stiner-Jones i sar.,
2012), potvrdujuéi Cinjenicu da odgovor leukocita na stres umnogome zavisi od
vrste stresora (Bowers i sar., 2008). Takode, na preparatima obojenim H&E, jedra
eritroidnih prekursora su usled visokog sadrZaja heterohromatina izrazito tamne
boje, pa se po ovoj specificnosti eritroidni prekursori relativno lako mogu
razlikovati od mijeloidnih prekursora i ostalih ¢elija koje se mogu nadi u crvenoj
pulpi slezine (Suttie, 2006). U prilog aktivaciji ekstramedularne eritrocitopoeze u
psiholoSkom stresu govori i najnovija studija Hernandez i sar. (2013) kojom je
utvrdeno da hronic¢ni restraint stres utiCe na strukturu slezine tako $to dovodi do
ekspanzije crvene, a obliteracije bele pulpe. Saglasno sa tim, podaci morfometrijske
analize u okviru nasih istaZivanja pokazuju trend povecanja volumenske gustine
crvene pulpe u slezini stresiranih misSeva.

SveopSte uzevsi, rezultati ovog dela naSih istrazivanja jasno pokazuju da

hroni¢ni psiholoski stres redukuje koncentraciju gvozda i hemoglobina u krvi i
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dovodi do stimulacije eritrocitopoeze u kostnoj srzi i slezini miSa. [zraZeniji efekat
hroni¢nog stresa na ekstramedularnu eritrocitopoezu se moZe objasniti ¢injenicom
da slezina preuzima vodecu ulogu u sazrevanju eritrocita tokom razli¢itih
fizioloskih i patoloskih stanja koja narusavaju homeostazu organizma i zahtevaju
povecanu produkciju crvenih krvnih ¢celija. U prilog tome govore i rezultati
najnovijih istraZivanja koji pokazuju da povecani zahtevi organizma za
eritrocitopoezom podsti¢u migraciju odredenog broja eritroidnih progenitora iz
kostne srzi u slezinu gde se u uslovima specificne mikrosredine vrsi njihova
kontininuirana samoobnova i diferencijacija ka zrelim eritrocitima (Paulson i sar.,

2011).

5.2. REGULACIJA ERITROCITOPOEZE U USLOVIMA HRONICNOG STRESA

Optimalna eritrocitopoeza je od vitalnog znacaja za organizam. Starenjem
eritrociti gube elasticnost i sposobnost vezivanja kiseonika, zbog Cega se stari
eritrociti razgraduju i kontinuirano zamenjuju novostvorenim c¢elijama crvene
krvne loze. U organizmu ¢oveka eritrociti u proseku Zive oko 120 dana, a svako
skracenje Zivotnog veka ovih ¢elija upucuje na ubrzano propadanje ili hemolizu
eritrocita. U trenutku kada kostna srz viSe nije u moguénosti da nadoknadi oko 5%
eritrocitne mase na dan, duzina Zivotnog veka eritrocita se smanjuje na 20 dana i
aktiviraju se kompenzatorni mehanizmi koji omogucavaju povec¢anu produkciju
Celija crvene krvne loze (Labar i sar., 2007). Proces eritrocitopoeze je dovoljno
fleksibilan da u uslovima smanjene produkcije eritrocita ili povecanih zahteva
organizma za eritrocitopoezom moZe da obezbedi stvaranje desetostruko veceg
broja crvenih krvnih ¢elija nego u bazalnim uslovima. Ovako izraZena fleksibilnost
hematopoetskog sistema se ostvaruje zahvaljujuci aktivaciji procesa SE.

Efikasnost procesa SE zavisi od koordinisanog delovanja razliitih
regulatornih faktora mikrosredine koja okruzuje pluripotentne i opredeljene
maticne Celije za eritrocitnu lozu (Chow i sar., 2013; Migliaccio, 2013). Naime,
poznato je da Celije mikrosredine stvaraju veliki broj hemijskih medijatora kao sto
su citokini i faktori rasta. Neki od ovih regulatornih faktora povecavaju mitotsku

aktivnost HSC i/ili eritroidnih progenitorskih c¢elija, dok drugi stimulisu
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diferencijaciju ovih celija ka zrelim eritrocitima. Pored produkcije solubilnih
medijatora, Celije mikrosredine ostvaruju direktnu komunikaciju sa opredeljenim
mati¢nim ¢elijama, a ova meducelijska adhezija utice na procese samoobnavljanja i
diferencijacije eritroidnih progenitora. U skladu sa tim, rezultati mnogobrojnih
istraZivanja ukazuju na slezinu kao specificnu mikrosredinu koja sadrZi signale
neophodne za ekspanziju pula BFU-E progenitora i aktivaciju procesa SE $to u
odredenim uslovima moZe biti od vitalnog znacaja za organizam (Perry i sar.,
2009; O’Neill, 2012).

U vecini dosadasnjih studija proces SE je ispitivan na misjim modelima
anemije (Lenox i sar., 2005; Dumitriu i sar., 2010), dok su podaci o regulaciji
eritrocitopoeze tokom hroni¢nog psiholoskog stresa veoma oskudni i odnose se
isklju¢ivo na rast progenitorskih celija u kostnoj srzi (Sherstoboev i Minakova,
2005). Medutim, naSi rezultati su pokazali da, pored ekspanzije eritroidnih
progenitora u kostnoj srzi, hroni¢ni psiholoski stres markantno povecava broj
kako progenitorskih, tako i prekursorskih ¢elija crvene krvne loze u slezini ¢ime se
obezbeduje kontinuitet u sazrevanju ovih Celija tokom hroni¢nog stresa. Dobijeni
nalaz je u saglasnosti sa podatkom da psiholoski stres dovodi do mobilizacije HSC i
eritroidnih progenitora iz kostne srzi (Lapid i sar., 2012), koji pod odredenim
uslovima migriraju u slezinu gde se u okviru procesa SE dovrSava ubrzano
sazrevanje crvenih krvnih ¢€elija (Paulson i sar., 2011). Uzimaju¢i u obzir prethodno
dobijene rezultate i navedene cinjenice, najvec¢i deo istrazivanja posvetili smo
ispitivanju  mehanizma  regulacije = procesa  ekstramedularne SE u
eksperimentalnom modelu hroni¢nog psiholoskog stresa.

Kako je hroni¢no delovanje psiholoskog stresora u trajanju od 7 ili 14 dana
dovelo do znacajnog povecanja nivoa glukokortikoidnih hormona u cirkulaciji,
interesovalo nas je da li i u kojoj meri ovi hormoni posreduju u efektima hroni¢nog
stresa na ekstramedularnu eritrocitopoezu. Naime, poznato je da glukokortikoidni
hormoni imaju ulogu klju¢nih medijatora u dejstvu stresa na cCitav niz razlicitih
fizioloSkih procesa u organizmu (McEwen, 2000). U pogledu eritrocitopoeze,
glukokortikoidi stimuliSu proliferaciju nezrelih Celija eritrocitne loze i podsticu
formiranje kolonija eritroidnih progenitora u in vitro uslovima (Udupa i sar,

1986). Saglasno sa tim, pokazano je da terapija glukokortikoidnim hormonima
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pospeSuje proces eritrocitopoeze kod pacijenata obolelih od odredenih oblika
anemije (Liang i sar., 1994) i da je policitemija jedna od klinickih manifestacija
Cushing-ovog sindroma (Gursoy i sar., 2006). Premda mehanizmi delovanja
glukokortikoidnih hormona na proces SE nisu u potpunosti razjasnjeni, smatra se
da su evolutivno konzervirani i da sa¢injavaju deo adaptivnog odgovora organizma
na stres (Hattangadi i sar., 2011).

Celijski odgovor na stres je posredovan aktivacijom GR, tako da se ovaj
receptor nalazi u skoro svim ¢elijama organizma, ukljucujuci i nezrele ¢elije crvene
krvne loze (Necela i Cidlowski, 2004; Stellacci i sar.,, 2009). U skladu sa tim,
rezultati brojnih istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu ovog receptora u regulaciji
procesa SE (Chute i sar., 2010). Tako su Bauer i sar. (1999), ispitivanjem genetski
modifikovanih miseva GRdim/dim kod Kkojih je onemogucena dimerizacija GR
receptora, ustanovili da je adekvatna aktivacija ovog receptora neophodan
preduslov za povecanu produkciju eritrocita u stanju anemije. Ovi autori su,
analiziraju¢i eritrocitopoezu GRdim/dim  miseva, utvrdili da kod genetski
modifikovanih miSeva ne dolazi do povecanja broja CFU-E c¢elija u odgovoru na
eksperimentalno indukovanu anemiju.

S obzirom da blokada GR mifepristonom sprecava mehanizam
transaktivacije ovih receptora, c¢ine¢i ih funkcionalno neaktivnim, u naSim
istraZivanjima smo koristili navedeni blokator kako bismo ispitali ulogu GR u
ekstramedularnoj eritrocitopoezi tokom hroni¢nog stresa. U skladu sa ¢injenicom
da je mifepriston potpuni antagonist GR u eritroidnim ¢elijama (Wessely i sar.,
1997), blokada ovih receptora u nasem eksperimentalnom modelu je prevenirala
stimuliSu¢i efekat hroni¢nog stresa na proliferaciju CFU-E Celija u slezini. Nasi
rezultati su u saglasnosti sa najnovijim istrazivanjima Voorhees i sar. (2013) koji
su utvrdili da mifepriston sprefava stresom-indukovan odgovor eritroidnih
progenitora u kostnoj srzi. Medutim, nasuprot efektu na CFU-E ¢elije, blokada GR
nije uticala na povecan broj BFU-E progenitora u naSem modelu hroni¢nog stresa.
Takode, pokazali smo da se svakodnevnom primenom mifepristona znacajno
povecao broj BFU-E celija u slezini nestresiranih misSeva, dok je broj CFU-E
progenitora ostao nepromenjen. Dobijeni rezultati bi se mogli objasniti razli¢itim

mehanizmima koji regulisu rast i diferencijaciju eritroidnih progenitora. Naime,
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poznato je da rast i proliferacija BFU-E celija zavise od kooperativnog delovanja
brojnih regulatornih faktora kao Sto su: glukokortikoidi, SCF i eritropoetin (Lodish
i sar., 2010). Dokazano je da glukokortikoidni hormoni stimulisu proliferaciju BFU-
E Celija tokom SE i na taj nacin obezbeduju povecanu produkciju eritrocita u stanju
anemije (Zhang i sar., 2013). Studija Flygare i sar. (2011) je potvrdila znacaj
sinergickog dejstva glukokortikoida i drugih regulatornih faktora u ekspanziji BFU-
E progenitora, pokazuju¢i da aktivacija transkripcionog faktora HIF1 alfa mozZe da
pojaca ili u potpunosti da zameni efekat glukokortikoida na proces samoobnove
ovih ¢elija. Saglasno sa tim, povec¢an broj BFU-E ¢elija u slezini miSeva tretiranih
samo mifepristonom moZe biti rezultat kompenzatornih mehanizama koji se
aktiviraju u cilju adekvatne samoobnove ovih progenitora tokom hroni¢ne blokade
GR. U prilog ovoj hipotezi govore i rezultati Bauer i sar. (1999) koji su pokazali da
GRdim /dim miSevi imaju potpuno o¢uvanu eritrocitopoezu u bazalnim uslovima.

Pored kompleksnih mehanizama koji reguliSu bazalnu produkciju eritrocita,
tokom SE se aktiviraju i mehanizami kontinuirane samoobnove eritroidnih
progenitora Cime se znacajno povecava broj nezrelih Celija eritrocitne loze u slezini
(Millot i sar., 2010). S obzirom da veliki broj regulatornih faktora deluje direktno
na BFU-E celije (Perry i sar., 2007; Lodish i sar., 2010), ekspanzija ovih progenitora
u slezini tokom hroni¢nog restraint stresa najverovatnije predstavlja rezultat
njihovog sinergi¢kog delovanja. Stoga, i pored znacajne uloge koju glukokortikoidi
imaju u samoobnovi BFU-E ¢elija, blokada GR nije dovela do smanjenja broja ovih
progenitora u nasem eksperimentalnom modelu hroni¢nog stresa.

Za razliku od regulacije proliferacije BFU-E ¢elija, rast CFU-E progenitora je
regulisan prevashodno dejstvom eritropoetina (Richmond i sar., 2005). Vezujuci se
za EpoR, eritropoetin stimuliSe proliferaciju i preZivljavanje ovih ¢elija (Hattangadi
i sar., 2011). Procesi samoobnove i ubrzane ekspanzije eritroidnih progenitora u
SE zahtevaju istovremenu aktivaciju EpoR i GR, kao i njihovu medusobnu
interakciju (Bauer i sar., 1999; Kolbus i sar., 2003; Menon i sar., 2006). U skladu sa
tim, nalaz smanjenje ekspresije oba receptora u slezini, uz istovremeno povecanje
koncentracija glukokortikoida i eritropoetina u cirkulaciji stresiranih Zivotinja,
ukazuje na nishodnu regulaciju GR i EpoR, odnosno na njihovu aktivaciju u

hroni¢nom psiholoSkom stresu. Pored toga, analizirajuéi stepen ekspresije ovih
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receptora u pojedina¢nim uzorcima slezine stresiranih Zivotinja, uocili smo da je
veli stepen smanjenja ekspresije GR pracen ve¢im stepenom smanjenja ekspresije
EpoR, i obrnuto. S obzirom da su Stellacci i sar. (2009) dokazali direktno vezivanje
GR za EpoR na membrani eritroidnih ¢elija u in vitro uslovima, nasi rezultati mogu
da ukaZu na fizicku interakciju izmedu ovih receptora tokom hroni¢nog stresa, Sto
bi ujedno predstavljalo i prvu potvrdu njihove direktne interakcije u in vivo
uslovima.

Nishodnu regulaciju GR i EpoR u hroni¢cnom psiholoskom stresu potvrdili
smo i imunohistohemijskom analizom koja je pokazala znacajno smanjenje broja
GR- i EpoR-imunoreaktivnih c¢elija u crvenoj pulpi stresiranih Zivotinja.
Eksperimentalno je dokazano da hronic¢ni psiholoski stres smanjuje senzitivnost
¢elija bele pulpe na dejstvo kortikosterona (Engler i sar., 2008; Cohen i sar. 2012),
tako da, analogno tome, nalaz redukovane ekspresije GR u crvenoj pulpi hronicno
stresiranih miSeva moze oznacavati pojavu rezistencije eritroidnih ¢elija na dejstvo
glukokortikoidnih hormona. Takode, postoji moguénost da BFU-E i CFU-E celije
vremenom razviju razli¢it stepen rezistencije na dejstvo glukokortikoida u
hroni¢nom stresu ¢ime bi se mogle objasniti razlike u odgovoru ovih ¢elija na
blokadu GR tokom hroni¢nog izlaganja psiholoSkom stresoru. Navedena zapaZanja
pruZzaju osnovu za dalja istraZivanja koja bi obuhvatila detaljnu analizu izmenjenog
odgovora eritroidnih progenitora na dejstvo glukokortikoidnih hormona u
hroni¢nom stresu.

Poznato je da u procesu ekspanzije eritroidnih progenitora, pored GR i
EpoR, ucestvuje i c-Kit. Na istovremenu aktivaciju sva tri receptora, odnosno na
sinergicke efekte glukokortikoida, eritropoetina i SCF u SE ukazuju i rezultati nasih
istrazivanja koji su pokazali da uprkos klju¢noj ulozi GR u ekspanziji CFU-E celija
tokom hronic¢nog stresa, blokada ovog receptora nije dovela do znacajne redukcije
u masi slezine stresiranih Zivotinja. Ispituju¢i mehanizme regulacije SE u uslovima
anemije, Perry i sar. (2007), su ustanovili da ,stres” BFU-E Celije na svojoj povrsini
eksprimiraju c-Kit receptor. U skladu sa tim, povecan broj c-Kit-imunoreaktivnih
¢elija u crvenoj pulpi hroni¢no stresiranih miSeva moZe da predstavlja odraz

povecane proliferacije ,stres” BFU-E progenitora u naSem eksperimentu.
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Treba istaci da je uloga c-Kit receptora u regulaciji procesa SE dokazana pre
svega zahvaljuju¢i eksperimentima izvedenim na genetski modifikovanim
miSevima. Tako je zapaZeno da se miSevi sa mutacijom gena koji kodira sintezu c-
Kit receptora veoma sporo oporavljaju od eksperimentalno indukovane anemije
(Agosti i sar., 2009). Zastoj u oporavku od anemije uocen je i kod splenektomisanih
miSeva Sto potvrduje znacajnu ulogu slezine u procesu SE (Lenox i sar., 2005).
Naime, ustanovljeno je da kapacitet samoobnove eritroidnih progenitora u kostnoj
srzi splenektomisanih Zivotinja nije dovoljan da kompenzuje smanjen broj
eritrocita i obezbedi brz oporavak ovih miSeva. Saglasno sa tim, Millot i sar. (2010)
su, koriS¢enjem eksperimentalnog modela hroni¢ne anemije, utvrdili da povecan
nivo eritropoeina u cirkulaciji ispitivanih Zivotinja ne utiCe na obim eritrocitopoeze
u kostnoj srzi, ve¢ dovodi do aktivacije procesa SE u slezini. Stimulisana
ekstramedularna eritrocitopeza u uslovima povecane koncentracije eritropoetina
u naSem istrazivanju predstavlja dodatnu potvrdu navedenih rezultata. lako uloga
slezine u procesu SE kod coveka joS uvek nije razjasnjena, rezultati klinickih
istraZivanja isticu znaCaj ovog hematopoetskog organa u uslovima naruSene
homeostaze organizma (Stewart i McKenzie, 2002), kao i u odredenim patoloskim
stanjima koja se karakteriSu ogranicenom i/ili izmenjenom eritrocitopoezom u
kostnoj srzi (Kim, 2010).

Specifi¢nost slezine se ogleda pre svega u Cinjenici da njeno tkivo sacinjava
jedinstvenu mikrosredinu koja obezbeduje signale neophodne za nastanak i
ubrzanu ekpanziju ,stres” BFU-E progenitora. U skladu sa tim, Paulson i sar.
(2011) su pokazali da se BFU-E progenitori lokalizovani u slezini po svojim
fenotipskim i funkcionalnim karakteristikama jasno razlikuju od istoimenih ¢elija u
kostnoj srzi, i zakljucili da uocCene razlike predstavljaju odraz specificnosti
mikrosredina iz kojih ovi progenitori poti¢u. Sumiraju¢i rezultate dosadasnjih
istrazivanja, grupa ovih americ¢kih autora je predstavila model aktivacije SE u
stanju anemije koji podrazumeva: 1) aktivaciju specificnih signala koji
omogucavaju kontinuiranu smoobnovu eritroidnih porgenitora u slezini i 2)
migraciju BFU-E progenitora iz kostne srzi u slezinu gde ,klasicne” BFU-E celije
pod uticajem aktiviranih signala menjaju svoja morfoloska i funkcionalna svojstva,

poprimajuci karakteristike ,stres” BFU-E celija. Kako u stanju anemije dolazi do
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kompletne mobilizacije pula ,stres” BFU-E celija u slezini, Perry i sar. (2007) su,
ispituju¢i mehanizme obnove ovih celija, ustanovili da je signalni put Hedgehog
odgovoran za transformaciju ,klasi¢nih” u ,stres” BFU-E progenitore, i to odmah
nakon njihovog ulaska u slezinu. Takode, pokazali su da aktivacija ovog signalnog
puta povecava ekspresiju molekula BMP4 koji je neophodan za kontinuiranu
samoobnovu ,stres” BFU-E cCelija i posledi¢nu aktivaciju SE u slezini.

Budué¢i da je BMP4 identifikovan kao signalni molekul neophodan za
aktivaciju SE u stanju anemije, Zeleli smo da ispitamo da li je ovaj molekul uklju¢en
i u regulaciju procesa ekstramedularne eritrocitopoeze indukovane hroni¢nim
restraint stresom. U tom cilju, prvo smo uporedivali ekspresiju BMP4 u slezini
kontrolnih i stresiranih Zivotinja. Imunohistohemijskom metodom smo pokazali
prisustvo odredenog broja BMP4-pozitivnih Celija u crvenoj pulpi kontrolnih
miSeva, Sto odgovara rezultatima Alarmo i sar. (2013) koji su dokazali proteinsku
ekspresiju ovog molekula u slezini zdravih osoba. Medutim, hroni¢no delovanje
psiholoSkog stresora dovelo je do markantnog povecanja broja BMP4-
imunoreaktivnih Celija u crvenoj pulpi i povecanja ekspresije iRNK za BMP4 u
slezini stresiranih Zivotinja. Nalaz BMP4-imunoreaktivnih celija u slezini
kontrolnih Zivotinja je u saglasnosti sa ulogom ovog proteina u odrZavanju tkivne
homeostaze, odnosno sa njegovom konstitutivnom ekspresijom u brojnim fetalnim
i adultnim tkivima, ukljucujuci crvenu pulpu slezine (Hogan, 1996; Alarmo i sar.,
2013). Izrazeno povecanje ekspresije BMP4 u crvenoj pulpi hroni¢no stresiranih
Zivotinja ukazuje prvi put na znacaj ovog signalnog molekula u regulaciji procesa
SE koji je indukovan hroni¢nim delovanjem psiholoskog stresora.

Kako aktivacija signalnog puta zapocinje vezivanjem molekula BMP4 za
odgovarajuce receptore (Shi i Massague, 2003), slede¢e Sto smo ispitivali je da li
hronic¢ni psiholoski stres utiCe na ekspresiju BMPR u slezini. Poznato je da se BMP4
prvo vezuje za BMPR tipa I, koji ima visok afinitet vezivanja za BMP4, nakon cega
dolazi do privlacenja BMPR tipa II i posledicnog formiranja heteromernog
kompleksa ligand / receptor tipa I / receptor tipa II (Sieber i sar., 2009). Nasi
rezultati su pokazali viSestruko povecanje ekspresije iRNK za BMPRIa i BMPRII u

slezini stresiranih Zivotinja, Sto uz nalaz povecane genske i proteinske ekspresije
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BMP4 jasno ukazuje na aktivaciju BMP4/BMPR signalnog puta u slezini tokom
hronicnog psiholoSkog stresa.

Eksperimentalno je dokazano da aktivacija BMP4/BMPR signalnog puta
povecava produkciju hepcidina, osnovnog fizioloSkog regulatora metabolizma
gvozda u organizmu (Ganz, 2003; Wang i sar., 2005). Nakon sinteze u jetri,
hepcidin se izlucuje u cirkulaciju, a zatim vezuje za protein feroportin lokalizovan
na enterocitima i ¢elijama retikuloendotelnog sistema sprecavajuci oslobadanje
gvozda iz ovih cCelija (Kemna i sar.,, 2008). Zhao i sar. (2008) su pokazali da
hroni¢ni psiholoski stres mehanizmom povecane produkcije hepcidina smanjuje
apsorpciju gvozda u duodenumu i onemogucava njegovo oslobadanje iz
intracelularnih depoa u jetri i slezini. Na osnovu navedenih saznanja, moZemo
pretpostaviti da aktivacija BMP4/BMPR signalnog puta u naSem
eksperimentalnom modelu istim mehanizmom sprecava oslobadanje gvozda iz
Celija retikuloendotelnog sistema slezine Sto dodatno smanjuje njegovu
koncentraciju u cirkulaciji stresiranih Zivotinja i na taj nacin dovodi do
permanentne aktivacije procesa SE u hronicnom stresu. Naime, poznato je da
smanjena koncentracija gvozda u cirkulaciji stimuliSe ekspanziju nezrelih celija
eritrocitne loze koje se kontinuirano samoobnavljaju i najve¢im delom ne
dovrSavaju proces sazrevanja (Li i Ginzburg, 2010). Slicno tome, maligno
izmenjene hematopoetske celije sticu potencijal kontinuirane proliferacije i stoga
Cesto ne ulaze u fazu terminalne diferencijacije (von Lindern i sar., 2001).

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene Cinjenice, permanentna aktivacija
procesa SE i odloZena terminalna diferencijacija eritroidnih celija u slezini,
zapazene u naSim istrazivanjima, oznacavaju potencijalne faktore rizika za malignu
transformaciju nezrelih ¢elija eritrocitne loze u hroni¢cnom psiholoskom stresu. U
prilog ovoj hipotezi idu i rezultati Shaked i sar. (2005) koji su pokazali da slezina
predstavlja specificnu mikrosredinu koja ubrzava ekspanziju eritroleukemijskih
¢elija. Cinjenica da se ekstramedularna hematopoeza i akutna leukemijska
transformacija celija kod pacijenata sa mijeloproliferativnim neoplazmama
odvijaju najcesce u slezini (Prakash i sar., 2012) dodatno potvrduje znacaj njene
mikrosredine u stvaranju uslova koji favorizuju malignu transformaciju nezrelih

krvnih celija.
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S obzirom na kontinuiranu aktivaciju SE i potencijalni rizik od leukemijske
transformacije nezrelih Celija eritrocitne loze (Subramanian i sar., 2008),
pretpostavili smo da se u toku hroninog stresa aktiviraju odredeni inhibitorni
mehanizmi kako bi sprecili prekomernu ekspanziju ovih ¢elija. Prethodno smo
pokazali da hronicni psiholoSki stres dovodi do znacajnog povecanja broja
eritroidnih progenitora u kostnoj srzi i markantnog povecanja broja eritroidnih
progenitora i prekursora u slezini, tako da smo u nastavku istrazivanja bili
usmereni na identifikaciju molekula koji bi ogranicili ekspanziju navedenih celija
tokom hroni¢nog stresa. Imajuci u vidu da psiholoSki stres povecava produkciju
NO u razli¢itim tkivima (Eskiocak i sar., 2006; Gadek-Michalska i sar., 2012), i da
ovaj signalni molekul inhibitorno deluje na eritrocitopoezu (Coki¢ i Schechter,
2008), Zeleli smo da ispitamo da li hroni¢ni psiholoSki stres mehanizmom
povecane produkcije NO sprecava prekomernu ekspanziju eritroidnih progenitora
u kostnoj srzi.

Nasi rezultati su pokazali da svakodnevna primena L-NAME u trajanju od 7
dana znacajno povecava broj BFU-E i CFU-E c¢elija u kostnoj srzi nestresiranih
miSeva, sugeriSuci da endogena produkcija NO inhibira rast ovih ¢elija u bazalnim
uslovima. Dobijeni nalaz je u saglasnosti sa rezultatima Shami i Weinberg (1996)
koji su, ispitujuéi uticaj NO na mijeloidne i eritroidne progenitore izolovane iz
kostne srzi ¢oveka, ustanovili da ovaj signalni molekul inhibira formiranje CFU-E
kolonija u in vitro uslovima. Medutim, nasuprot ocekivanjima, utvrdili smo da
blokada endogene produkcije NO pre svakodnevne primene psiholoSkog stresora u
potpunosti prevenira stimuliSu¢i efekat hroni¢nog stresa na BFU-E i CFU-E celije.
Uzimajuci u obzir rezultate Joung i sar. (2012) koji su pokazali da pretretman sa L-
NAME sprecava porast glukokortikoidnih hormona u restraint stresu i ¢injenicu da
ovi hormoni predstavljaju klju¢ne medijatore u dejstvu hroni¢nog restraint stresa
na eritroidne progenitore u kostnoj srzi (Voorhees i sar., 2013), izostanak
odgovora eritroidnih progenitora kod misSeva kojima je L-NAME aplikovan pre
svakodnevnog izlaganja restraint stresu, moZe biti rezultat neizmenjene
koncentracije glukokortikoida u cirkulaciji ovih Zivotinja. Takode, za razliku od
nestresiranih Zivotinja kod kojih je hroni¢na primena L-NAME povecala broj BFU-E

i CFU-E celija u kostnoj srZzi, svakodnevna inhibicija sinteze NOS tokom hroni¢nog
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stresa nije izmenila broj ovih celija u odnosu na njihov broj u kostnoj srzi
kontrolnih Zivotinja. Ovakav nalaz bi se mogao objasniti cCinjenicom da
bioraspoloZivost NO nije uslovljena samo njegovom sintezom de novo, ve¢ da zavisi
i od stepena konverzije njegovih metabolita. Naime, pokazano je da se u uslovima
hipoksije i naruSene homeostaze organizma aktivira alternativna produkcija NO
koja podrazumeva stvaranje ovog signalnog molekula iz njegovih metabolita -
nitrita i nitrata (Lundberg i Weitzberg, 2010). U skladu sa tim, neizmenjen broj
eritroidnih progenitora u kostnoj srZzi navedene grupe miSeva moZe biti odraz
alternativne produkcije NO u hroni¢nom stresu uzrokovane svakodnevnom
primenom L-NAME.

Bitno je ista¢i da su Lim i sar. (2007) dokazali direktan uticaj
glukokortikoida na produkciju NO u makrofagima. Kako makrofagi ulaze u sastav
eritroblastnog ostrva i u znacajnoj meri doprinose ukupnoj produkciji NO u
kostnoj srzi, interesovalo nas je da li i na koji nacin povecana koncentracija
glukokortikoida u hroni¢nom stresu utiCe na lokalnu produkciju NO u nasSem
eksperimentalnom modelu. Western blot analizom smo utvrdili statisticki znacajno
smanjenje ekspresije nNOS u kostnoj srzi miSeva stresiranih 7 i 14 dana, Sto
ukazuje da povecana koncentracija glukokortikoida tokom hroni¢nog stresa
smanjuje produkciju NO u celijama kostne srzi. Slicno tome, u kostnoj srzi
stresiranih Zivotinja uocili smo i trend smanjenja ekspresije eNOS, ali detektovano
smanjenje, verovatno zbog velikih individualnih razlika, nije dostiglo statisticku
znacajnost. Smanjena produkcija NO u ¢elijama kostne srzi tokom hroni¢nog stresa
je u saglasnosti sa in vitro studijom Lim i sar. (2007) kojom je ustanovljeno da
niske koncentracije glukokortikoida stimuliSu dok visoke suprimiraju lokalnu
produkciju NO. S obzirom da NO deluje inhibitorno na rast eritroidnih progenitora,
smanjena produkcija ovog molekula mozZe biti jedan od mehanizama kojim
glukokortikoidi povecavaju broj BFU-E i CFU-E Celija u hroni¢nom stresu. Takode,
podaci dobijeni Western blot analizom ukazuju na znacajnu ulogu nNOS u
ispitivanom procesu S$to odgovara rezultatima Krasnov i sar. (2008), koji su
analizirajuc¢i uticaj pojedinacnih izoformi NOS na produkciju NO i parakrinu
regulaciju hematopoeze u kostnoj srzi, pokazali da nNOS ima najznacajniju ulogu u

regulaciji hematopoeze u in vitro i in vivo uslovima. Pored toga, eksperimentalno je
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dokazano da aktivacija transkripcionog faktora NFkB utice na ekspresiju nNOS u
razli¢itim tipovima celija (Li i sar., 2007; Nakata i sar., 2007; Carbone i sar., 2008).
U skladu sa tim, smanjena ekspresija NFkB u nukleusnoj frakciji ¢elija kostne srzi
stresiranih Zivotinja ukazuje na smanjenu aktivnost ovog transkripcionog faktora,
odnosno njegovu ulogu u regulaciji ekspresije nNOS i posledicnom smanjenju
produkcije NO u kostnoj srzi tokom hroni¢nog psiholoSkog stresa.

Imajudi u vidu ¢injenicu da hroni¢no delovanje psiholoskog stresora dovodi
do povecanja koncentracije MIF u cirkulaciji (Edwards i sar., 2010), i da podaci
dobijeni istraZivanjem in vitro pokazuju inhibitorno dejstvo ovog citokina na rast
eritroidnih progenitora (McDevitt i sar., 2006), u nastavku istrazivanja cilj nam je
bio da ispitamo da li hronic¢ni psiholoski stres mehanizmom povecane produkcije
MIF ogranicava ekspanziju nezrelih eritroidnih Celija u kostnoj srzi i slezini miSa.
Tako, istovremenim pracenjem efekata psiholoSkog stresa na eritrocitopoezu kod
wild-type i MIF knockout miSeva, ustanovili smo da MIF ne utice na broj
opredeljenih maticnih celija za eritrocitnu lozu u kostnoj srzi. Slicno tome,
citofluorometrijska analiza celija kostne srzi nije pokazala znacajnije razlike u
odgovoru eritroidnih prekursora MIF*/* i MIF-/- miSeva na hroni¢no delovanje
psiholoSkog stresora. Na osnovu navedenih rezultata, zakljucili smo da MIF tokom
hroni¢nog stresa ne ucestvuje u regulaciji eritrocitopoeze u kostnoj srzi. Medutim,
poredenjem razlicitih populacija Ter119-pozitivnih ¢elija u kostnoj srzi kontrolnih
wild-type i MIF knockout miSeva, uocili smo znacajno povecan procenat najzrelijih
formi Ter119-pozitivnih celija - CD71-Ter119+ Celija u kostnoj srzZi kontrolnih
MIF-/- miSeva. Identi¢an nalaz povecanog broja najzrelijih formi CD71-Ter119+
Celija zapaZen je i u slezini kontrolnih MIF"/- miSeva, Sto ukazuje da MIF do izvesne
mere inhibira terminalnu diferencijaciju Ter119-pozitivnih celija u bazalnim
uslovima.

Za razliku od kostne srzi, delecija gena za MIF je rezultirala dodatnim
povecanjem broja CFU-E progenitora u slezini stresiranih misSeva, sugerisSu¢i da
MIF utice na ekspramedularnu eritrocitopoezu u hroni¢cnom stresu. U skladu sa
tim, nalaz dobijen protocnom citometrijom pokazuje da nedostatak ovog gena
znacajno povecava broj nezrelih CD71+Ter119+ prekursora u slezini miSeva

stresiranih 14 dana, potvrduju¢i inhibitorni uticaj MIF na ekstramedularnu
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eritrocitopoezu indukovanu hroni¢nim stresom. Pored toga, imunohistohemijskom
metodom je detektovano prisustvo MIF u crvenoj pulpi slezine, a saglasno njegovoj
ulozi u ekstramedularnoj eritrocitopoezi tokom hroni¢nog stresa, Western blot
analiza je pokazala znacajno povecanje ekspresije ovog proteina u slezini
stresiranih misSeva. S obzirom da glukokortikoidi indukuju sintezu i oslobadanje
MIF (Fingerle-Rowson i sar., 2003), pretpostavljamo da povecana ekspresija MIF u
stresu predstavlja direktnu posledicu porasta nivoa glukokortikoidnih hormona u
cirkulaciji stresiranih Zivotinja. U prilog povecane produkcije MIF tokom hroni¢nog
psiholoSkog stresa govore i rezultati Lu i sar. (2013), koji su ustanovili poveéanu
ekspresiju ovog proteina u zidu aorte hroni¢no stresiranih zeceva.

Kako su literaturni podaci o uticaju MIF na eritrocitopoezu veoma oskudni i
dobijeni prevashodno istraZivanjem u in vitro uslovima, rezultati nasih istrazivanja
prvi put isticu ulogu ovog citokina u sazrevanju eritrocita in vivo, pokazuju¢i da je
MIF negativan regulator ekstramedularne eritrocitopoeze u hroni¢cnom stresu.

Sumarno, nasi rezultati pokazuju da hronic¢ni psiholoski stres povecava broj
eritroidnih progenitora u kostnoj srzi i dovodi do permanentne aktivacije procesa
SE u slezini. Permanentna aktivacija SE i ubrzana ekspanzija eritroidnih celija
predstavljaju potencijalne faktore rizika za malignu transformaciju nezrelih Celija
eritrocitne loze u hroni¢nom stresu. U skladu sa tim, prvi put smo pokazali da MIF
sprecava prekomernu ekspanziju nezrelih Celija eritrocitne loze u slezini delujuci
kao negativni regulator SE tokom hroni¢nog psiholoskog stresa. Rezultati,
prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, doprinose opsStem sagledavanju fizioloskog
odgovora organizma na stres i pruZaju polaznu osnovu za dalja istraZivanja
regulatornih mehanizama c¢ija bi neadekvatna aktivacija mogla rezultirati
klonalnim rastom i malignom transformacijom nezrelih €elija crvene krvne loze u

hroni¢nom stresu.
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6. ZAKLJUCCI

IzraZen porast u broju nezrelih Celija eritrocitne loze kod stresiranih Zivotinja
ukazuje da hroni¢ni psiholoski stres stimuliSe eritrocitopoezu u kostnoj srzi i

aktivira ekstramedularnu eritrocitopoezu u slezini misa.

Povecana ekspresija c-Kit receptora i prisustvo tzv. ,stres” BFU celija u slezini
hroni¢no stresiranih Zivotinja sugeriSu da ekstramedularna eritrocitopoeza u
nasem eksperimentu odgovara SE opisanoj u eksperimentalnom modelu akutne

anemije.

Povecana genska i proteinska ekspresija BMP4, uz povec¢anu ekspresiju receptora
BMPRIa i BMPRI]I, u slezini nakon 7 ili 14 dana izlaganja stresoru, ukazuje na ulogu
BMP4 signalnog puta u regulaciji ekstramedularne eritrocitopoeze u toku

hroni¢nog psiholoskog stresa.

Smanjena ekspresija GR i EpoR u slezini, uz istovremeno povecanje koncentracije
glukokortikoida i eritropoetina u cirkulaciji, nakon hroni¢nog delovanja

psiholosSkog stresora, upucuje na aktivaciju oba receptora u toku SE.

Blokada GR, inhibicija aktivnosti NOS i nedostatak gena za MIF znacajno uti¢u na
proces eritrocitopoeze kod hroni¢no stresiranih miSeva $to jasno ukazuje na ulogu

GR, NO i MIF u regulaciji eritrocitopoeze tokom hronicnog stresa.

Primena blokade GR sprecava efekat stresa na ekspanziju CFU-E ¢elija u slezini, pa
se moze zakljuciti da hronicni psiholoski stres deluje na kasne eritroidne

progenitore putem GR.
Inhibicija aktivnosti enzima NOS u potpunosti prevenira dejstvo hroni¢nog stresa

na eritroidne progenitore u kostnoj srzi Sto pokazuje da azot monoksid regulise

proces eritrocitopoeze u kostnoj srzi u uslovima hronicnog stresa.

98



Kako je efekat hronicnog psiholoSkog stresa na eritrocitopoezu znacajno veci u
slezini miseva kojima nedostaje gen za MIF, moze se zakljuciti da je MIF negativan

regulator ekstramedularne eritrocitopoeze u nasem eksperimentalnom modelu.

Nasi rezultati prvi put ukazuju na mehanizme regulacije procesa eritrocitopoeze u
toku hroni¢nog psiholoskog stresa, €ija bi neadekvatna aktivacija mogla dovesti do
leukemijske transformacije nezrelih Celija crvene krvne loze. Dobijeni rezultati
takode otvaraju mogucnosti za dalja istraZivanja na molekularnom nivou koja bi
doprinela boljem razumevanju uloge hroni¢nog psiholoskog stresa kao kofaktora u

patogenezi hematoloskih maligniteta.
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angazovana na jednom projektu finansiranom od strane Evropske Komisije u
okviru programa FP6 (Sixth Framework Programme - FP6, Priority 1: Life Science,
Genomic and Biotechnology for Health, Specific Support Action, Area: Network of
Exellence, HISERBS NO 0267357) i na tri projekta koje je finansiralo/finansira
Ministarstvo za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije. Autor je ili
koautor 44 publikacije koje obuhvataju: 15 radova, preteZno objavljenih u
vrhunskim i vode¢im nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja, 1 rad u ¢asopisu
nacionalnog znacaja, 16 sapStenja na medunarodnim skupovima i 12 na
skupovima nacionalnog znacaja. Clan je European Hematology Association, Drustva
fiziologa Srbije i Srpskog lekarskog drustva.



Mpwnor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

MoTtnucanu-a Cawa Burksesuh

6poj uHaekca 08-DS-MM-16

WzjaBbyjem
[a je JOKTOpCcKa aucepTauuja nos HacnoBoM

REJIMICKU U MONEKYITAPHU MEXAHU3MU PETYTNALUWUJE EPUTPOLUUTOMNOESE
Y YCNOBUMA XPOHUYHOIT CTPECA

e  pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPAXUBAYKOr paaa,

e [a npeanoxeHa avceprauuja y LenuHu HY y AenoBumMa Huje una npeanoxeHa
3a gobujawe OGuno koje AuWnoMe npema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BWCOKOLLIKOJICKUX YCTaHoBa,

e [aCy pesynTaTv KOPeKTHO HaBeaeHn v

e [a HWcam Kpwwmo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc aokTopaHaa

nC & y
Y Beorpagy, 95.8. 200k,

(bigy ?m&dwt_




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTHU WITaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3unje LOKTOPCKOr paga

Mme n npesume aytopa __Cara Burksesuh

Bpoj uHpekca 08-DS-MM-16

Cryaujcku nporpam _MonekynapHa meavuuHa

Hacnoe paga _ hEJTMJCKA M MONEKYNAPHU MEXAHU3MW PETYIALIUMJE
EPUTPOLUIMTONOESE Y YCNOBUMA XPOHUYHOIr CTPECA

MeHTop _ lMpod. ap MupjaHa oTtuh

KomeHTop _[p Mupena bygey, Hay4HU CaBETHUK

Motnucann/a __ Cawa Burkesuh

W3jasrbyjem Aa je wTamnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr pafja UCTOBETHA eEeKTPOHCKO)
Bepanju Kojy cam npegao/na 3a o6jasrbuBarke Ha noprtany [AdururanHor
peno3utopuiyma YHuBep3auteta y Beorpaay.

HAossorbasam Aa ce objase MOjM NUYHM nofjauMm BesaHu 3a gobujare akaaemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UME 1 NnpesuMe, roguHa U MecTo pofiera U aaTym
onbpaHe pana.

OBy nuuHn nogaum mory ce oGjaBUTM HA MPEXHAM CTpaHMuama AwuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHcKom kaTanory U y nybnukauujama YHusepauterta y Georpagy.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpagay, 9.§ 8 . 9.0/\)‘4

iy Pruieelotts




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky oubnuoteky ,Csetosap MapkoBuh* aa y [durutanHu
penosuTopujym YHuepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY guceprauujy noa
HaC/I0BOM:

HENUJICKX N MOJNEKYNAPHU MEXAHU3MW PETYNALUWJE EPUTPOLIUTOMNOESE
Y YCNTOBUMA XPOHWUYHOI CTPECA

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[OucepTaumjy ca CBUM Npuro3vMa npeaao/na cam y enekTpoHcKoM hopMaTy noroaHoM
3a TpajHO apXvBNpaH-E.

Mojy pnokTopcky auceptauumjy noxpaweHy y Jurmtanydu penosvtopujym YHuBepsuteTa
y Beorpagy mory aa kopucte CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeamsHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTOopCcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
@ AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUjanHo — AENUTU N4 UCTUM YCNoBUMa
5. AytopcTBo— 0Oes npepage
6. AyTOpCTBO — OEnUTU Nog UCTUM yCrnoBuMa

(Monumo faa 3aokpyxuTe camo jeaHy of LUeCT NOoHyHeHUX NUUEHUW, KpaTak onuc
nuueHum Aar je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 4>.& 2004,

(ltees T’mm@% /




1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpUOYUMjy U jaBHO caoniTaBake
Jena, U npepage, ako ce Haseae MMe aytopa Ha HauvH ogpefieH of cTpaHe ayTtopa
N gasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
naueHyu.

2. AYyTOpCTBO — HEKoMepLumjanHo. [lo3BorbaBate YMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwTaBame Aena, U npepage, ako ce HaBefe UMe aytopa Ha HayuH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 103BOorbasa KoMepLujasnHy
ynoTtpeby aena.

3. AytopctBO - HekoMepuumjanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXabare,
anctpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosaka Wnu
ynotpeGe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha HauuH ogpefheH of
cTpaHe ayTopa wnu aasaoua nuueHue. OBa NUUEHUa He A03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby fgena. Y ogHoCy Ha cBe ocTane fuueHue, 0BOM MIMLEHLOM Ce orpaHuyara
Hajeefn 0bum npasa kopuwhera gena.

4. AYTOpPCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTu nod WCTUM ycnoeuma. [ossorbaBare
yMHOXaBawe, AUCTpubyunjy 1 jaBHO caoniuTaBawe Aena, u npepage, ako ce Haeseae
nve aytopa Ha Ha4duH ogpefleH oA cTpaHe ayTopa Wnv AaBaola NUUEHLEe U ako ce
npepaga guctpubyupa nog WCTOM WM CnMMHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
JAo3sBorbasa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepagaa.

5. AytopctBo — Ge3 npepafe. [lo3BorbaBarte yMHOXaBawe, AUCTPUBYLM)y U jaBHO
caonwrasate gena, 6es npomeHa, npeobnukoeara unu ynotpebe aena y csom ageny,
aKko ce HaBege MMe ayTopa Ha HadvH oapefleH oA CTpaHe aytopa wnu Aasaoua
nuueHue. Osa nuueHua Ao3BorbaBa kKomepuujanHy ynotpedy gena.

6. AyTtopctBO - AenuTM nog WCTUM ycnoeuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBaHe,
AucTpubyuujy 1 jaBHO caonwuTasare Aena, v npepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauuH oapefleH o cTpaHe ayTopa wnu AaBaoua NULEHUE M ako ce npepaga
auctpubyupa noa WUCTOM WAM CAMYHOM JuvueHuom. OBa nuueHua [03Borbaea

KomepumjanHy ynotpeby gena u npepapa. CnuyHa je codTBEPCKUM nuUeHuama,
OAHOCHO NMUEHLIama OTBOPEHOr KoAa.
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