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Modeliranje mehanizma uticaja etanola na nelinearna dinamicka stanja

hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema

Rezime

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje uticaja etanola na dinamicka
stanja biohemijskih procesa koji ¢ine hipotalamo-hipofizno-adrenalnu osu (HPA, od eng.
hypothalamic-pituitary-adrenal). HPA osa objedinjuje hipotalamus, hipofizu i koru

nadbubreznih zlezda u jednu celinu.

HPA osa je dinamicki neuroendokrini sistem kojeg Cine hipotalamus, hipofiza i kora
nadbubreznih Zlezda. SloZzena mreZa biohemijskih reakcija koja omogucuje
funkcionisanje ovog sistema reguliSe nivoe steroidnih hormona (kortizola,
kortikosterona, aldosterona i drugih) i peptidnih hormona (kortikotropin-oslobadajuéi
hormon (CRH), adrenokortikotropni hormon (ACTH) i drugih) u krvotoku. HPA osa
predstavlja glavni neuroendokrini sistem kod sisara koji omogucuje brzi odgovor i
odbranu od stresa, gde se pod stresom podrazumeva svaka perturbacija HPA ose.
Glukokortikoidni hormoni (kortizol 1 kortikosteron) od vitalnog su znacaja za sisare jer
reguliSu mnoge fizioloSke funkcije, uklju€ujuci metabolizme glukoze, masti 1 proteina.
Pored toga, glukokortikoidni hormoni deluju antiinflamatorno i imunosupresivno i uti¢u

na raspolozenje 1 kognitivne funkcije ¢oveka.

Dinamika HPA ose je veoma sloZena. Pod normalnim fizioloS8kim uslovima, tzv.
bazalnim uslovima, dinamika HPA ose je okarakterisana cirkadijanim (dnevnim)
ritmom, ¢iji period iznosi oko 24 h; i ultradijalnim (unutardnevnim) ritmom lucenja
hormona, ¢iji period moZe biti od 20 minuta do 2 sata. Dodatno, aktivnost HPA ose se

povecava kada je organizam izloZen stresu.

Mnoge supstance koje deluju psihoaktivno, kao §to je to etanol, uticu na aktivnost HPA
ose. Osnovne karakteristike uticgja etanola na aktivnhost HPA ose su otkrivene
sveobuhvatnim istrazivanjima na osnovu kojih je utvrdeno da se primarni efekat etanola

na HPA osu vrsi putem oslobadanja CRH u krvne sudove koji povezuju hipotalamus i



hipofizu, $to zauzvrat uti¢e na nivo drugih peptidnih hormona, ukljucuju¢i ACTH i beta-
endorfin. Medutim, posledice tih interakcija na HPA osu jo§ uvek nisu dovoljno dobro
razjasnjene, uzevsi u obzir kontardiktorne eksperimental ne rezultate. Kao posedicatoga,
postoji potreba za rasvetljavanjem detaljnih mehanizama interakcije etanola sa

neuroendokrinim sistemom.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je nadogradnja 1 adaptacija postojeceg
matematickog modela HPA ose kako bi se opisao efekat etanola na njenu aktivnost. U
okviru ove dokterske disertacije osnovni stehiometrijski model HPA ose je dopunjen i
prosiren uvodenjem novih hemijskih vrsta i novih reakcija u cilju detaljnijeg i
sveobuhvatnijeg opisivanja biohemijskih procesa koji se nalaze u osnovi HPA ose. Zatim
je model dodatno prosiren u cilju opisivanja uticaja etanola na HPA osu. Postavljen je
stehiometrijski model koji opisuje aktivnost HPA ose i kvantitativno se slaze sa
eksperimentalnim/klinickim podacima dostupnim u literaturi. KoriS¢enjem numerickih
simulacija 1 teorijskih pristupa razvijenih u oblasti nelinearne dinamike neravnoteznih
procesa (teorija perturbacija — priguSivanje oscilacija malih amplitude i teorija
bifurkacija), dobijen je uvid u to kako akutno i hroni¢no konzumiranje etanola uti¢e na
dinamiku HPA ose. Na kraju, predvidanja modela su uporedena sa objavljenim
rezultatima klini¢kih i eksperimentalnih studija. Naime, postoje eksperimentalne studije
koje su pokazale da etanol moZe povecati koncnetraciju kortizola u krvi. Medutim, druge
studije pokazuju da etanol smanjuje koncentraciju kortizola u krvi, dok se u literaturi
mogu naci 1 eksperimentalna istrazivanja koja su pokazala da etanol nema uticaja na
koncentraciju kortizola u krvi. Dobijeni rezultati numerickih simulacija mogu da
pomognu u rasvetljavanju oprec¢nih eksperimentalnih rezultata objavljenih u literaturi.
Tako se pokazuje da modeliranje mehanizma uticaja etanola na nelinearna dinamicka
stanjaHPA sistemamoze da doprinese boljem planiranju eksperimentalnih istrazivanja i

boljem razumevanju poremecaja izazvanih uzimanjem alkohola.

Modeliranje mehanizma uticaja etanola na nelinearna dinamicka stanja HPA sistema
ukazuje na to da etanol menja dinamicku regulaciju aktivnosti HPA ose tako Sto utic¢e na
amplitude unutardnevnih oscilacijahormona HPA ose. Veli¢ina amplitude unutardnevnih

oscilacija kortizola odreduje prag osetljivosti sistema na stres. Ovi efekti su slozeni.



Akutna perturbacija sistema niskim i srednjim koncentracijama etanola moze da smanji,
ne promeni, ili poveca amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola, zavisno od
intenziteta perturbacije, kao i faze unutardnevnei dnevne oscilacije u kojoj se perturbacija
odigrava. Ovakvo ponaSanje nudi potencijalno objasnjenje za kontradiktorne
eksperimental ne rezultate. Suprotno tome, akutne perturbacije visokim koncentracijama
etanola trenutno povecavaju nivo kortizola i amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola
na nacin na koji odgovor sistema zavisi samo od doze etanola, i uti¢e na aktivnost HPA
ose 1 tokom narednog dana ili ¢ak tokom nekoliko narednih dana. Hroni¢no izlaganje
etanolu kvalitativno menja dinamiku HPA ose, dok toksi¢ni nivoi etanola gase mehanzam

dinamicke regulacije.

Naucni doprinos ove doktorske disertacije je razvijanje matematickog modela HPA ose
koji moze da opiSe uticaj alkohola na razli¢ita dinamicka stanja HPA sistema i, na taj
nacin, pomogne u rasvetljavanju naizgled kontradiktornih eksperimentalnih rezultata

objavljenih u literaturi.

Kljuéne re¢i: Nelinearna dinamika, modeliranje dinamickih stanja, samoorganizacija
nelinearnih biohemijskih sistema, hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa (HPA), etanol,
stehiometrijski model, akutne perturbacije, hroni¢ne perturbacije.

Naucna oblast: Fizicka hemija

UZa nau¢na oblast: Fizicka hemija - Biofizicka hemija i dinamika neravnoteznih
procesa; i Fizicka hemija — Hemijska kinetika.

UDK broj: 544.42



Abstract

The research topic of this doctoral thesis is to examine the influence of ethanol on the
dynamical states of biochemical processes underlying the hypothal amic-pituitary-adrenal
(HPA) axis. HPA axis incorporates the hypothalamus, pituitary and adrenal glands into
one entity.

HPA axisis adynamica neuroendocrine system, which brings together the functions of
hypothal amus, pituitary and adrenal glands. A complex network of biochemical reactions,
which enables functioning of of the system, regulates the levels of steroid hormones
(cortisol in humans, corticosterone, aldosterone, and others) and peptide hormones
(corticotropin-releasing hormone (CRH), adrenocorticotropic hormone (ACTH), and
others) in the bloodstream. HPA axis represents the main neuroendocrine system in
mammals that provides fast response and defense against stress. The glucocorticoid
hormones (cortisol and corticosterone) are essential for mammals, since they regulate
many physiological functions, including glucose, protein and fat metabolism. In addition,
glucocorticoid hormones have anti-inflammatory and immunosuppressive role and affect

mood and cognitive function in humans.

The dynamics of HPA axisis very complex. Under normal physiological conditions, the
so-called basal conditions, the dynamics of HPA axisis characterized by circadian (daily)
rhythm, whose period is about 24 h, and ultradian rhythms of hormone secretion, which
may be a period of from 20 minutes to 2 hours. In addition, the activity of the HPA axis

isincreased when the body is exposed to stress.

Many substances that are psychoactive, such as ethanol, influence the activity of the HPA
axis. Basic characteristics of the effects of ethanol on the activity of the HPA axis are
detected in comprehensive research on the basis of which it was determined that the
primary effect of ethanol onthe HPA axisisdonethrough the release of CRH in the portal
blood vessels that connect the hypothal amus and the pituitary gland, which in turn affects
the level of other peptide hormones, including ACTH and beta-endorphin. However, the

effects of these interactions on the HPA axis are not yet sufficiently well clarified, given



the contradictory experimental results. As aresult, thereis aneed for clarification of the
detailed mechanisms of interaction of ethanol with the neuroendocrine system.

The main objective of this doctoral thesis is the upgrading and renovation of the existing
mathematical model of HPA axisin order to describe the effect of ethanol on its activity.
To that in mind, the stoichiometric model that faithfully mimics the activity of the HPA
axis and quantitatively agrees with the experimental/clinical data available in the
literature is proposed. Using numerical simulations and theoretical approaches devel oped
in thefield of nonlinear dynamics of non-equilibrium processes (perturbation theory - the
damping of oscillations of small amplitude and bifurcation theory), provided insight into
how acute and chronic consumption of ethanol affects the dynamics of the HPA axis.
Finally, the model predictions were compared with the published results of clinical and
experimental studies. Namely, there are experimental studiesthat have shown that ethanol
can increase the concentration of cortisol inthe blood. However, other studies have shown
that ethanol reduces blood cortisol levels, while some experimental studies have shown
that ethanol has no effect on blood cortisol levels. Numerical simulations have shown that
modeling the mechanism of ethanol effect on nonlinear dynamical states of the HPA
system can contribute to a better planning of the experimental research and a better
understanding of disorders caused by alcohol.

Modeling the mechanism of ethanol effect on nonlinear dynamical states of the HPA
system suggests that ethanol alters the dynamical regulation of the HPA axis activity by
affecting the amplitude of ultradian oscillations of HPA axis hormones. The magnitude
of these amplitudes defines the threshold with respect to which the response to stress is
being set. These effects are complex. Low and moderate acute ethanol challenge may
reduce, leave unatered or increase the amplitude of ultradian cortisol oscillations,
depending on the intensity of the perturbation and on phase of ultardian and circadian
oscillation in which the perturbation occurs. This behavior offers a potential explanation
asto why apparently discordant results were observed in experimental studies. In contrast,
high-dose acute ethanol challenge increases instantaneous cortisol levels and the
amplitude of ultradian cortisol oscillations in a dose-dependent manner, affecting the

HPA axis activity also during the following day or even during the following days.



Chronic exposure to ethanol qualitatively changes the HPA axis dynamics, whereas
ethanol at intoxicating levels shuts down this dynamic regulation mechanism.

The scientific contribution of this doctoral thesis is to develop a mathematical model of
the HPA axis, which can describe the effect of alcohol on the different dynamical states
of the HPA system and, thus, helping to clarify apparently contradictory experimental

results reported in the literature.

Keywords: Nonlinear dynamics, modelling of the dynamical states, selforganization of
nonlinear biochemical systems, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA), ethanol,
stoichiometric model, acute perturbations, chronic perturbations.

Scientific field: Physical chemistry

Scientific discipline: Physical chemistry — Biophysical chemistry and nonlinear
dynamics; and Physical chemistry — Chemical kinetics.

UDC number: 544.42



Popis koriséenih skraéenica

HPA sistem = hipotalamo-hipofizno-adrenani sistem (od engl. hypothal amic-pituitary-
adrenal system)

CRH = kortikotropin-oslobadaju¢i hormon (od engl. corticotropin-rel easing hormone)
ACTH = adrenokortikotropni hormon (od engl. adrenocorticotropic hormone)
CORT = kortizol

ALDO = adosteron

CHOL = holesterol (od engl. cholesteral)

MR = mineralokortikoidni receptori

GR = glukokortikoidni receptori

PVN = paraventrikularno jedro (od engl. paraventricular nucleus)

B-LPH = beta-lipotropin

B-MSH = melanocito stimuliraju¢eg hormona-beta

B-END = beta-endorfin

PNN = pregnenolon

HPNN = 17-a-hidroksipregnenolon

PGS = progesteron

HPGS = 17-a-hidroksiprogesteron

POMC = proopiomelanokortin

CTS = kortokosteron

TTS = testosteron

EtOH = etanol

AcALD = acetladehid
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1. UVOD

1.1. NERAVNOTEZNI REAK CIONI SISTEMI, DINAMICKA
STANJA, SAMOORGANIZACIJA | OSCILATORNOST

Reakcioni sistem sacinjavaju reaktanti, produkti i intermedijeri, tj. hemijske vrste koje
nastaju i nestaju tokom reakcije. Reakcioni sistem se, pod dejstvom nekog spoljnjeg
parametra koji na njega deluje, moZe menjati u vremenu i tako do¢i u stanja koja su
udaljena od ravnoteZe, koja se nazivaju neravnotezna stanja. Dinamicka stanja kroz koja
sistem prolazi su karakteristicna za date neravnotezne uslove. Ova stanja mogu biti

prolazna (tranzijentna) ili ustaljena (neravnotezna stacionarna) [1].

Prolazna (tranzijetna) stanja su privremena stanja kroz koja sistem prolazi na putu do
stacionarnog stanja, ili izmedu dva stacionarna stanja. Neravnotezni reakcioni sistem je
monostabilan kada za jednu vrednost parametra koji ga izvodi iz ravnoteznog Stanja
(kontrolnog parametra) postoji samo jedna vrednost stacionarne koncentracije
intermedijera, odnosno samo jedno neravnotezno stacionarno stanje. Kada reakcioni
sistem moze za jednu vrednost kontrolnog parametra imati viSe vrednosti stacionarnih
koncentracija posmatranog intermedijera, odnosno viSe neravnoteznih stanja, on je
multistabilan sistem. Kontrolni parametri mogu biti pocetne koncentracije hemijskih vrsta
u sistemu, konstante brzina reakcija, temperatura sistema, specifican protok reaktanata.
Skup vrednosti koncentracija intermedijera i kontrolnog parametra ili kontrolnih
parametara pri kojim se javlja multistabilnost naziva se fazna oblast multistabilnosti ili
samo oblast multistabilnosti. Sistem u posmatranom trenutku moze biti samo u jednom
stanju koje je potpuno odredeno vrednostima koncentracija intermedijera. U uslovima
multistabilnosti sistemi se samoorganizuju stvaraju¢i dinamic¢ke strukture nesvojstvene
polaznom ravnoteznom stanju. Te dinamicke strukture u vremenu i prostoru, koje zavise
od udaljenosti 1 nacina udaljavanja sistema od ravnoteZe, nazivaju se disipativne
strukture. Neprekidan niz neravnoteznih stanja kroz koja sistem prolazi u vremenu

predstavlja evoluciju sistema[1-3].



Stacionarna stanja koja odgovargju jednoj vrednosti kontrolnog parametra mogu biti
stabilna i nestabilna. Naizmeni¢no kruzenje sistema oko nestabilnog neravnoteznog

stacionarnog stanja dovodi do pojave oscilacija u koncentracijama intermedijera[2].

Pored toga S§to se samoorganizacione pojave deSavaju samo u nekim nelinearnim
sistemima u stanjima daleko od ravnoteze, neophodno je da u takvim sistemima postoji
povratna sprega, odnosno da produkt ili meduproizvod neke od reakcija utice na brzinu

svog nastajanja ili nestajanja. To znac¢i da u mehanizmu reakcije mora postojati bar jedan

......

U najve¢em broju hemijskih reakcija, od reaktanata ne nastaju direktno krajnji produkti
reakcije, ve¢ se ovaj proces odvija preko niza intermedijernih vrsta. U toku hemijske
reakcije koncentracije reaktanata monotono opadaju sa vremenom, dok koncentracije
produkata reakcije monotono rastu sa vremenom sve do dostizanja stanja hemijske
ravnoteze. Ukoliko su pocetne koncentracije intermedijera jednake nuli, njihove
koncentracije ¢e tokom vremena monotono rasti, dosti¢i maksimum, a zatim najcesce
monotono opadati [1]. Medutim, otkri¢a oscilatornih reakcija su pokazala da ovo nije
jedini na¢in na koji se odigravaju hemijske rekacije. Oscilatorne reakcije su one kod kojih
koncentracije intermedijera periodicno rastu i1 opadaju tokom vremena, dok se
koncentracije reaktanata i produkata reakcije menjgju kaskadno odrazavajuéi periodi¢ne

promene brzina njihovih nestajanja, odnosno nastajanja[1].

1.1.1. SAMOORGANIZACIJA U BIOLOSKIM SISTEMIMA

U sustini, svi procesi u Zivim organizmima mogu pod odredenim uslovima ispoljiti neku
vrstu periodi¢nosti [1, 4]. Ovi procesi su sa jedne strane genetski predodredeni (dnevni
ritam koji je pod kontrolom centralnog cirkadijalnog sata u suprahijazmati¢nom jedru
hipotalamusa, kao i pod kontrolom perifernih cirkadijalnih satova u tkivima), a sa druge
strane, uslovljeni su i periodi¢nim promenama spoljnjih parametara do kojih moze do¢i
usled smene dana i1 no¢i ili usled smene godisSnjih doba. Periodi¢na promena spoljnjeg
parametra namece promene procesa u zivom sistemu zbog kojih se on mora prilagoditi

novim uslovima [1]. Takode, nezavisno od dnevnih, mesecnih ili godi$njih ritmova
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nametnih sistemu, mnogi biohemijski procesi postoje samo u sebi svojstvenim
oscilatornim dinamickim stanjima sa periodama manjim od 24 h [1]. Promenaovog ritma
pod uticaem spoljnjih parametara, moze biti kobna po posmatrani proces. Pored toga,
biohemijski procesi mogu biti dovedeni u oscilatorno stanje u slucaju da iznenadna
promena koncentracije nekog od ucesnika reakcije dovede do naizmeni¢ne promene
odnosa zastupljenosti alternativnih procesa u sistemu, odnosno drugih mogucih
reakcionih puteva posmatrane slozene reakcije. Moze se zakljuciti da, iako promena
spoljnjeg parametra ne mora biti periodi¢na, ona moze izazvati periodicne promene

reakcionih puteva, pa tako i promenu dinamickog stanja sistema[1].

Da bi se procesi u nezivim sistemima odvijali u uslovima daleko od termodinamicke
ravnoteze, potrebno je da sistem stalno razmenjuje energiju, ili energiju i masu sa
okolinom. U nezivim sistemima istraziva¢ namece spoljnju prisilu biranjem uslova pod
kojima ¢e se odigrati reakcija. Za razliku od njih, procesi u zivim sistemima se odvijaju
spontano kao rezultat unosa hrane, vode i svetlosti i eliminacije nepotrebnih produkata
metabolizma. Zivi sistemi su i nastali kao rezultat samoorganizacije sistemaizvedenog iz
ravnoteze pod dejstvom upravo navedenih parametara. Zbog toga, Zzivi sistemi

predstavljaju klasi¢an primer neravnoteznih sistema [1].

Samoorganizacija u zivim sistemima se javlja na razli¢itim nivoimaorganizecije[1, 4-7].
Razli¢iti oblici vremenske samoorganizacije periodicnog karaktera, koji su svojstveni
svim Zivim sistemima, a koji se ispoljavaju na svim nivoima organizacije biosistema,
nazivaju se uopsteno biolskim ritmovima. U slu¢aju da se odigravaju na nivou jedne Celije
zovu se Celijski ili celularni ritmovi. Periodi bioloSkih ritmova se razlikuju, odnosno
imaju razli¢ite vremenske skale (slika 1.) [1]. Osim vremenske, u Zivim sistemima se

srecu i razni oblici prostorno-vremenske samoorganizacije [8].



Epidemioloske i ekoloske oscilacije
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Slika 1. Vremenska skala bioritmova. Preuzeto iz [1].

Jedan od osnovnih nacina samoorganizacije biohemijskih procesa na nivou celog
organizma se ostvaruje preko endokrinog sistema [1]. Endokrini sistem Cine epifiza,
hipofiza, Stitna zlezda (tireoidea), grduna Zlezda (timus), nadbubreZne Zlezde, pankreas i
polne Zlezde (jajnici 1 testisi). U njima se pod uticajem bilo unutra$njih, bilo signala iz
spoljnje sredine, sintetiSu hormoni koji se oslobadaju direktno u krv, limfu ili
cerebrospinalnu (mozdano-mozdinsku) tecnost i na taj nacin dospevaju do odgovarajucih
organa u organizmu. Hormoni kontroliSu razvoj muskih i zenskih seksualnih odlika,
fertilnost, rast, potro$nju energije, varenje, , odgovor na stres, balans te¢nosti i elektrolita,
odrzavanje odgovarajuc¢eg krvnog pritiska itd. [9]. Mehanizam hormonske regulacije na
nivou celog organizma je sloZen i sasoji se iz viSe organizacionih jedinica, odnosno

podsistema [1, 9]. Svi ovi podsistemi su medusobno povezani i spregnuti, ali svaki od
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njih predstavlja zasebnu funkcionalnu celinu koja obavlja dobro definisanu ulogu u
organizmu. U ovom radu analizirace se jedan podsistem, koji predstavlja spregu nervnog
i endokrinog sistema i naziva se hipotalamo-hipofizno-adrenalna (HPA, od eng.

Hypothalamic—pituitary-adrenal) osa.
1.2. HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-ADRENALNI SISTEM (OSA)

Hipotalamo-hipofizno-adrenalni (HPA) sistem (o0sa) je sloZzen neuroendokrini sistem ¢ije

su glavne anatomske komponente hipotalamus, hipofiza i nadbubrezne (adrenalne) Zlezde

(dika2) [9].

o
Hipokampus

L+

Hipotalamus
> CRH

Hipofiza
“* ACTH

Nadbubrezna zlezda
Kortizol

Slika 2. Sematski prikaz osnovnih elemenata koji ¢ine HPA sistem [1, 10]. CRH -

kortikotropin-oslobadaju¢i hormon, ACTH - adrenokortikotropni hormon, GR -

glukokortikoidni receptori, MR — mineralokortikoidni receptori. Plusevi oznacavaju



pozitivnu povrtanu spregu kojom CRH i ACTH uti¢u na povecanu proizvodnju kortizola
1 aldosterona u kori nadbubrezne zlezde. Minusi oznacavaju negativnu povratnu spregu
kojom kortizol deluje na GR u hipotalamusu i hipofizi, kao i na MR u hipokampusu,

smanjuje sopstevenu produkciju i tako reguliSe sopstveno lucenje.

Hipotalamus je deo centralnog nervnog sistema koji objedinjuje i koordinira mnoge
endokrine, nervne, vegetativne i imunoloske funkcije organizma. Hipotalamus prima
poruke iz mnogih izvora u nervnom sistemu [11]. Kod osobe koja je izlozena bolu deo
bolnih signala se prenosi u hipotalamus. Kod ¢oveka koga obuzimaju depresivne ili
uzbudljive misli takode se deo poruka prenosi u hipotalamus. Njusni stimulusi koji su
posledica ugodnih ili neugodnih mirisa prenose jak signal u hipotalamus. | koncentracije
nekih hranljivih materija, elektrolita, vode i razli¢itih hormona u krvi nadrazuju ili koce
razli¢ite delove hipotalamusa. Moze se zakljuciti da je hipotalamus srediSte za
prikupljanje mnogih informacija koje su nuzne za dobrobit ljudskog tela, amnoge od tih

informacija se koriste za kontrolu lu¢enja vaznih hipofiznih hormona [11].

Hipotalamus kontroliSe gotovo celokupno lucenje hipofize hormonskim ili nervnim
porukama. Hipofiza je mala endokrina Zlezda mase oko 0,6 g koja se nalazi na bazi
mozga. Kada se hipofiza ukloni sa svog normalnog mesta ispod hipotalamusa i presadi
na bilo koje drugo mesto u telu, lu¢enje razli¢itih hormona, osim prolakting, izrazito se
smanjuje [11]. Lucenje zadnjeg reznja hipofize konrolisu nervni signai koji nastgju u
hipotalamusu 1 zavrSavaju u zadnjem hipofiznom reZnju. Sa druge strane, lucenje
prednjeg reznja hipofize kontroliSu hormoni koji se nazivaju hipotalamusni oslobadajuci
ili hipotalamusni inhibicijski hormoni. Ti hormoni se lu¢e u samom hipotalamusu, azatim
se prenose u prednji rezanj hipofize malim krvnim sudovima koji se nazivaju
hipotalamusno-hipofizni portni sudovi. U prednjem reznju hipofize ti oslobadajuci i

inhibicijski hormoni deluju na zlezdane ¢elije i kontrolisu njihovo lu¢enje [11].

Prednji reZanj hipofize luci vazne hormone: hormon rasta, hormon koji stimuliSe Stitastu
zlezdu (tireotropin), prolaktin, folikulostimuliSu¢i hormon, luteniziraju¢i hormon, kao 1
adrenokortikotropni hormon (ACTH, Adrenocorticotropic hormone) koji je od najveceg

interesazaovy rad.



Na isti nacin kao sto hipotalamus kontroliSe lu¢enje drugih hormona hipofize pomocu
oslobadajuc¢ih hormona ili faktora, tako se 1 lu¢enje ACTH kontroliSe preko vaznog
oslobadaju¢eg hormona koji se naziva kortikotropin-oslobadaju¢i hormon (CRH,
Corticotropin-releasing hormone) [11]. CRH se lu¢i u primarni kapilarni splet hipofiznog
portnog sistema, a zatim se prenosi u prednji rezanj hipofize gde podstice luc¢enje ACTH.
CRH je peptid koji se sastoji od 41 aminokiseline. ACTH u svom sastavu ima 39

aminokiselina.

ACTH aktivira ¢elije kore nadbubrezne Zlezde da proizvode kortikosteroide (pogledati i
poglavlje 1.3) povecavajuéi koli¢inu cikli¢cnog adenozin-monofosfata (CAMP) koji dalje
aktivira nishodne signalne puteve [11]. Pod kortikosteroidima se podrazumevaju svi
hormoni koje lu¢i kora nadbubrezne Zlezde. Kortikosteroidi se mogu podeliti na
glukokortikoide, mineralokortikoide i polne hormone. Mineralokortikoidi su svoje ime
dobili po tome §to ucestvuju u balansu soli i vode u organizmu. Sa druge strane, ime
glukokortikoida potice od njihove uloge u regulaciji metabolizma glukoze. Dva
kortikosteroida koje lu¢i kora nadbubrezne Zlezde su posebno vazna za normalnu
endokrinu funkciju organizma: aldosteron, koji je glavni predstavnik mineral okortikoida,
I kortizol, koji je glavni predstavnik glukokortikoida[11].

Glavno dejstvo ACTH na celije kore nadbubrezne zlezde je aktivacija adenilat ciklaze
enzima koji je vezan za unutrasnju povrsSinu celijske membrane. To zatim podstice
stvaranje cAMP u citoplazmi, dostizu¢i najvece dejstvo za oko tri minuta. cAMP zatim
aktivira ¢elijske enzime koji dovode do stvaranja hormona kore nadbubrezne Zlezde. To
je primer dacAMP deluje kao sekundarni glasnik hormona[11]. U krajnjoj meri ACTH
kontrolise lu¢enje hormonau kori nadbubrezne Zlezde aktivacijom enzima protein-kinaze
A. Taj enzim katalizuje pocetno pretvaranje holesterola u pregnenolon (pogledati
poglavlje 1.3), a to je upravo prvi stupanj u sintezi svih hormona kore nadbubrezne zlezde.
To pokazuje zasto je ACTH neophodan za sintezu ovih hormona. Dugotrajna stimulacija
kore nadbubrezne Zlezde ACTH-om ne povecava samo sekretornu aktivnost, ve¢ izaziva
hipertrofiju (preterano povecanje i rast) i proliferaciju (bujanje) ¢elija kore, narocito u

zonama sinteze kortizolai androgena[11].



Za razliku od kortizola ¢ije lucenje skoro potpuno kontrolise ACTH, lu¢enje aldosterona
kontrolisu, pored ACTH, i joni kalijuma, kao 1 angiotenzin II deluju¢i direktno na Celije

kore nadbubrezne zlezde [11].

1.2.1. FUNKCIJE ALDOSTERONA | KORTIZOLA

Aldosteron povecava reapsorpciju natrijuma i sekreciju kalijuma u bubrezima. Zapravo,
on stimuliSe aktivnost natrijum-kalijum pumpe u membrani bubreznih tubula, pri cemu
dolazi do povecanog ulaska natrijuma u ¢eliju i izlaska kalijuma iz éelije. Prema tome,
aldosteron izaziva zadrZavanje natrijuma u telesnim te¢nostima, i izlu¢ivanje vece
koli¢ine kalijuma mokrac¢om. Pri vi§ku aldosterona se povecavaju zapremina vancelijske
te¢nosti 1 arterijski pritisak, ali se samo neznatno menja koncentracija natrijuma u plazmi.
Previse aldosterona uzrokuje hipokalijemiju i mi$i¢nu slabost, dok premalo aldosterona
izaziva hiperkalijemiju toksi¢nu za srce. Visak aldosterona povecava tubulsku sekreciju
vodonikovih jona, §to izaziva blagu acidozu, odnosno povecéanje kiselosti. Aldosteron
stimuliSe prenos natrijuma 1 kalijuma u znojnim 1 pljuvaénim zlezdama, kao 1 crevnim
epitelnim celijama. Takode, aldosteron veoma podsti¢e apsorpciju natrijuma u crevima,

posebno u debelom crevu, ¢ime se spre¢ava gubitak natrijuma stolicom [11].

Kortizol stimuli$e glikoneogenezu (stvaranje glukoze iz neheksoznih supstrata, kao §to
su aminokiselinei slobodne masnekiseline) u jetri. On umereno smanjuje i iskori$¢avanje
glukoze u vecini Celija organizma; smanjuje koli¢ine belancevina u ¢elijama; povecava
koli¢inu proteina u jetri 1 plazmi; smanjuje prenos aminokiselina u misiéne celije, a
povecava njihov prenos u krv i u ¢éelije jetre [11]. Kortizol podsti¢e mobilizaciju masnih
kiselina iz masnog tkiva i time povecava koncentraciju slobodnih masnih kiselina u
plazmi, kao 1 njihovo koriS¢enje za dobijanje energije. Uprkos tome, kod ljudi kod kojih
je povecano lu€enje kortizola se razvija poseban tip gojaznosti koju odlikuje preterano
nagomilavanje masti u podru¢ju abdomena Kortizol je vazan za odbranu od stresa[11].
Do povecanog oslobadanja kortizola dolazi usled skoro svake vrste trauma, infekcija,
velike toplote ili hladnoce, hirurSke intervencije, iscrpljujucih bolesti, primanja injekcija

noradrenalina i drugih simpatikomimetickih lekova, kao i potkoznih injekcija nekroti¢nih
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materija. Kortizol spre¢ava razvoj zapaljenja, izaziva smirivanje zapaljenja, spre¢ava
zapaljenjski proces u alergijskim reakcijama, deluje na krvne ¢elije i imunitet u zaraznim
bolestima [11].

1.2.2. POVRATNA SPREGA U HPA SISTEMU

Kortikosteroidi ostvaruju fizioloske funkcije vezivanjem za svoje receptore. Postoje dve
vrste kortikosteroidnih receptora: mineralokortikoidni (MR) i glukokortikoidni receptori
(GR) [12, 13].

GR su prisutni u skoro svim ¢elijama u telu, dok su MR nadeni u srcu, mozgu,
epitelijalnim ¢elijama bubrega, debelom crevu i egzokrinim zlezdama. Kada je mozak u
pitanju, najvise GR ima u hipotalamusu i hipofizi, dok se najvise MR u mozgu nalazi u
hipokampusu. Glukokortikoidi, kao §to su kortizol i kortikosteron i, mogu da aktivirgju
obe vrste receptora, GR 1 MR, dok mineralokortikoidi, kao Sto je aldosteron, aktiviraju
samo MR. Pod normalnim fiziolo§kim uslovima, koncentracija glukokortikoida u mozgu
je oko 2000 puta visa od koncentracije mineralokortikoida. Ali, poSto glukokortikoidi
imaju deset puta veci afinitet prema MR nego prema GR [1, 10, 14-16] , smatra se da su
1 MR 1 GR funkcionalno aktivni u mozgu. Detaljni kineticki mehanizmi kroz koje se
odrzava dinamicka ravnoteza izmedu doprinosa MR- ili GR-dominantnih reakcionih
puteva nisu poznati, ali je u nizu istrazivanja pokazan pozitivan uticaj glukokortikoida na
ekspresiju CRH ostvaren preko njihovog delovanja na GR u hipotalamusu [17]. Pored
toga, pokazano je postojanje negativne povratne sprege na MR u hipokampusu [15].

Aktivacija receptora se odvija tako Sto se, nakon vezivanja liganda, GR iz citoplazme
premestaju u jedro ¢elije, gde interaguju sa specificnim delovima DNK 1 time aktiviraju
ili inhibiraju transkripciju odgovarajuéih gena [ 10]. Transkripcijagenapredstavljasintezu
komplementarnog lanca RNK na osnovu nukleotidne sekvence molekula DNK. Nakon
toga, RNK ucestvuje u procesu translacije. Translacija predstavlja biosintezu proteina,
odnosno prevodenje inofrmacije sadrzane u redosledu nukleotida u molekulu RNK u niz

aminokiselina u polipeptidnom lancu. Ovi proteini mogu biti enzimi koji stimuli$u neki
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od koraka u HPA osi ili mogu obavljati neku drugu funkciju specifi¢nu za tkivo u kome

se formiraju.

Aktivirani receptori, osim toga, putem protein-protein interakcija inhibirgu druge
transkripcione faktore, koji su pozitivni regulatori transkripcije viSe gena ukljucenih u
aktivacijui rast imunih i drugih ¢elija. [9, 10, 15, 16]. Pored toga, glukokortikoidi menjgju
stabilnost iIRNK i time uticu na biosintezu nekoliko proteina koji reaguju na

glukokortikoide, kao i na elektri¢ni potencijal neurona [10, 17].

Postoji bliska veza izmedu relativne popunjenosti receptora hormonom i relativne jacine
glukokortikoidnog hormonskog odgovora, §to ukazuje na to da koncentracija receptora

ograni¢ava intenzitet odgovora steroidnih hormona[10].

Samoregulacija HPA sistema se ostvauje mehanizmima pozitivne i negativne povratne
sprege [18-20]. Smatra se da kortizol u najvecoj meri regulise aktivnost HPA sistema,
odnosno svoju sopstvenu proizvodnju. Sa porastom koncentracije kortizola raste
inhibicija koju on vr$i na hipofizu 1 hipotalamus. Kada inhibicija postane dovoljno velika,
koncentracija kortizola poc¢inje da opada, Sto dovodi do slabljenja inhibicije, i na taj nacin
Se opet pospesuje proizvodnja kortizola [18]. Glavni put kojim se u organizmu ostvaruje
negativna povratna sprega u okviru HPA sistema odvija se preko GR u hipotalamusu i
hipofizi. Kortizol se vezuje za GR, formirajuci kompleks kortizol-GR, koji se vezuje za
DNA i regulise transkpriciju odredenih gena[18]. Zaregulaciju ekspresije ciljnih genaje
potrebno odredeno vreme, tako da kada je potrebna brza reakcija 1 supresija aktivnosti
HPA sistema, u organizmu se moze aktivirati alternativni mehnanizam negativne
povratne sprege [18, 21-23]. Sto se ti¢e pozitivne povratne sprege u HPA sistemu, smatra
se da je ona u stresnim uslovima izazvana porastom koncentracije ACTH, $to dovodi do
jo§ brzeg porasta koncentracije kortizola [18, 24]. Detalji ovog mehanizma nisu u
potpunosti poznati, ali se pretpostavlja da u ovom procesu vaznu ulogu ima aktivacijaGR

u hipokampusu [18, 25, 26].
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1.2.3. OSCILATORNA DINAMIKA U HPA SISTEMU

Negativna i pozitivna povratna sprega omogucuju da koncentracije hormona HPA
sistema u krvi imaju oscilatornu dinamiku. Na primeru koncentracije kortizola u plazmi
krvi moze se uociti da je dnevni ritam HPA sistema sloZen i sastoji se od unutardnevnih

oscilacija superponiranih na dnevne oscilacije koncentracije kortizola (slika 3.) [1, 18,

27].

Bazalna (osnovna) aktivnost obuhvata minimum hemijskih procesa koji je dovoljan za
obavljanje osnovnih Zivotnih funkcija. Bazalnu aktivnost HPA sistema diktira unutrasnji
bioloski sat, koji se nalazi u suprahijazmati¢nom jedru (SCN, suprachiasmatic nucleus)
prednjeg dela hipotalamusa, koji generiSe sve dnevne ritmove u organizmu [10, 18, 28-
31]. Period dnevnih (cirkadijalnih) oscilacija iznosi priblizno 24 h. Kod c¢oveka se uzlazna
faza dnevnog ritma koncentracije koritzola odvija u toku no¢i, a silazna faza u toku dana.
U toku no¢i amplitude unutardnevnih (ultradijalnih) oscilacija koncentracije kortizola su
najmanje. Kod vecine ljudi dnevni minimum koncentracije kortizola javlja se izmedu 22
h i 4 h ujutru [18, 32]. U toku dnevnog perioda, unutardnevne oscilacije koritzola
poseduju veée amplitude, a nivo kortizola dostize maksimalnu vrednost ujutru, i to kod

veéine ljudi oko 8 h ujutru [18, 33].
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Slika 3. Mereni dnevni profili kortizola dobijeni uzimanjem uzoraka krvi svakih 20

minuta, kod osam zdravih muskaraca A — H) [10, 27].
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Novija istrazivanja su pokazala da unutardnevne oscilacije kortizola mogu postojati i kada
je suprahijazmati¢no jedro znatno oStec¢eno, S$to ukazuje na to da su unutardnevne
oscilacije u HPA sistemu samoodrzive [18, 34]. One nastaju zahvaljuju¢i mehanizmima
negativne i pozitivne povratne sprege na nivou hipofize i nadbubreznih Zlezda i za njihovo
odvijanje nisu neophodni ritmi¢ni signali iz hipotalamusa [34]. Kod ¢oveka, period
unutardnevnih oscilacija koncentracije kortizola nalazi se u opsegu od 20-120 min [15,
35, 36].

Takode, 1 vremenska evolucija ACTH (slika 4.), CRH i aldosterona u plazmi krvi

pokazuje slozenu oscilatornu dinamiku, sa spregnutim unutardnevnim i dnevnim
oscilacijama(10, 18, 37-4Q].

o ACTH pg/ml

N MMW M“

oA 12 16 o6

Slika 4. Dnevni ritam sekrecije ACTH [10, 41].

1.3. HOLESTEROL | BIOSINTEZA STEROIDNIH HORMONA

1.3.1. HOLESTEROL

Holesterol je najznacajniji predstavnik steroida (slika 5.). On se nalazi u ishrani svih ljudi
I polako se apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta u intestinalnu limfu. Vrlo je rastvorljiv
u mastima, ali vrlo slabo u vodi. Sposoban je da formira estre sa masnim kiselinama.
Skoro 70 % holesterola u lipoproteinima plazme nalazi se u obliku holesterolskih estara
[11].
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Slika 5. Holesterol.

Pored holesterolakoji se svakodnevno apsorbujeiz gastrointestinalnog trakta, takozvanog
egzogenog holesterola, jo§ veca koli¢ina holesterola se stvara u ¢elijama tela, takozvani
endogeni holesterol [11]. U sustini skoro sav endogeni holesterol koji cirkulise u
lipoproteinima plazme nastgje u jetri, ali isto tako, u svim ¢elijama organizma nastaje
makar mala koli¢ina holesterola, $to je u skladu sa ¢injenicom da su membranske

strukture celija izgradene od holesterola [11].

Osnovnu gradu holesterola ¢ini sterolni nukleus. On je u potpunosti sintetisan od
mnogobrojnih molekula acetil-CoA (CoA — koenzim A). U stvari, sterolni nukleus se
moze modifikovati nizom razli¢itih bo¢nih lanaca i tako nastaju holesterol, holna kiselina,
koja je osnov stvaranja Zucnih kiselina u jetri, 1 veliki broj steroidnih hormona koje luce

kora nadbubrezne zlezde, jajnici i testisi [11].

Neesterifikovani holesterol ulazi u sastav bioloSkih membrana gde ima vaznu ulogu u
odrzavanju odgovaraju¢e fluidnosti membrane. Sa povecanjem koli¢ine holesterola u
membrani njenafluidnost se smanjujei obrnuto. Upravo specifi¢an oblik pojedinih ¢elija
(npr. eritrocita) zavisi od odgovarajuéeg stepena fluidnosti celijske membrane.
Esterifikovani holesterol se nalazi u sastavu lipoproteinskih Cestica i lipidnih kapljica u
citosolu celija [42]. Najve¢i deo holesterola koji ne sluzi za izgradnju membrana u

organizmu se upotrebljava za stvaranje holne kiseline u jetri. Holesterol koriste

13



nadbubrezne Zlezde, jajnici i testisi za sintezu steroidnih hormona. Velike koli¢ine
holesterola se taloze u roznatom sloju koze, gde zajedno sa ostalim lipidima ¢ine kozu
otpornom na apsorpciju supstanci rastvorljivih u vodi i smanjuju isparavanje vode kroz
kozu [11].

Holesterol apsorbuju enterociti, odnosno intestinalne ¢elije (Celije tankog i debelog
creva). To je kljuéna regulatorna tacka u metabolizmu sterola, koja odreduje koliko se
procenata od 1000 mg holesterola koji se dnevno sintetiSe u jetri i od 300 mg holesterola
iz hrane koji se dnevno resorbuje u epitelne ¢elije tankog creva, na kraju apsorbuje u krv.
Priblizno 55 % ovih intestinalnih zaliha zdravih osoba svakodnevno ulazi u krv kroz

enterocite [43].

1.3.2. STEROIDNI HORMONI | NJIHOVA BIOSINTEZA

Holesterol je prekursor pet grupa steroidnih  hormona:  glukokortikoida,
minaralokortikoida, androgena, estrogena i progestina. Ovi hormoni nastgju u kori
nadbubreznih Zlezda, jajnicima i testisima. Od mesta sinteze do ciljnih organa steroidni
hormoni se prenose kroz krv. Zahvaljujuéi lipofilnosti lako prolaze kroz celijske
membrane i vezuju se za specifi¢ne receptore u citoplazmi ili jedru [43]. Zbog svoje
hidrofobnosti steroidi moraju biti vezani za proteine seruma. Albumin iz seruma moZe da
bude nespecifi¢ni nosa¢ steroidnih hormona, pored njihovih specifi¢nih transportera.
Holesterol koji se koristi za sintezu steroidnih hormona moze da bude sintetisan u tkivima
iz acetil-CoA, mobilisan iz intracelularnih zaliha, ili preuzet u obliku lipoproteina koji ga
sadrze. Specifi¢na usaglaSenost enzima u c¢elijama organa odreduje koji se hormon

sintetiSe u kom organu [43].

Za sintezu glukokortikoida i mineralokortikoida, koja se odvija u kori nadbubrezne
Zlezde, kao 1 za sintezu polnih hormona, koja se odvija u gonadama i kori nadbubrezne
zlezde, neophodna su Cetiri enzima citohroma 1150. Oni ucestvuju u prenosu elektrona
sa NADPH na molekulski kiseonik preko proteina koji prenose elektrone. Molekul ski

kiseonik oksiduje niz ugljenikovih atoma u prstenovima holesterola [43].
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U prva dva koraka sinteze svih steroidnih hormona holesterol se oksiduje u progesteron
(slika 6.). U prvoj reakciji se uklanja Sest atoma ugljenika iz bo¢nog niza holesterola i
nastaj e pregnenolon, steroidni molekul koji se sastoji od 21 C-atoma. Reakciju katalizuje
citohrom P450scc, enzim za raskidanje bo¢nog niza (side-chain cleavage, ranije nazvan
holesterol dezmolaza), koji se nalazi u unutrasnjoj membrani mitohondrija [43]. U
slede¢em koraku pregnenolon se prevodi u progesteron uz kataliticko delovanje 3f-
hidroksisteroid-dehidrogenaze. Ova enzim ne pripada grupi citohroma 1150. Ostali
steroidni hormoni nastaju iz progesterona uz kataliticCko delovanje enzima iz grupe
citohroma 1150 [43].

1.3.2.1. Sinteza kortizola

Biosintetski put koji vodi stvaranju kortizola se odvija u srednjem sloju kore nadbubrezne
zlezde koji se naziva zona fascikulata (zona fasciculata). Unutarcelijski proteinski nosa¢
prenosi slobodni holesterol u unutraSnju membranu mitohondrija, gde se raskida bo¢ni
niz holesterola i formira pregnenolon. Pregnenolon se vraca u citosol i tu prevodi u

progesteron [43].
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Slika 6. Biosinteza steroidnih hormona. Isprekidanim linijama su oznaceni alternativni

putevi. Zvezdicom su obeleZzeni enzimi koji mogu da budu defektni u urodenoj

hiperplaziji nadbubrezne zlezde. CYP je oznaka enzima koji sadrzi citohrom 1150.

DHEA = dehidroepiandrosteron [43].
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U membranama endoplazmati¢nog retikuluma enzim P450c17 katalizuje hidroksilaciju
C17 progesterona ili pregnenolona. Pored toga, ovaj enzim moze da katalizuje i
raskidanje veze izmedu C17 i dvougljeni¢nog fragmenta na njemu. Ova dvostruka uloga
istog enzima omogucava da se ostali steroidi sintetiSu razliitim putevima: 17-
hidroksilovani steroidi koji zadrzavaju boc¢ni niz predstavljaju prekursore kortizola (C21),
dok su oni kod kojih je bo¢ni niz uklonjen (C19) prekursori androgena i estrogena

(muskih i zenskih polnih hormona) [43].

Pri sintezi kortizola, hidroksilovanjem progesterona u polozaju 17 nastaje 17a-
hidroksiprogesteron, koji se zajedno sa progesteronom prenosi u glatki endoplazmati¢ni
retikulum. Tri 1150S21 enzima koja su vezana za membranu (21a-hidroksilaze)
katalizuju hidroksilovanje 17a-hidroksiprogesterona u polozaju 21 i nastanak 11-
deoksikortizola. Katalitickim delovanjem istih enzima progesteron se prevodi u

deoksikortikosteron, prekursor mineralokortikoida aldosterona (slika 6.) [43].

U poslednjem koraku sinteze kortizola, 11-deoksikortizol se prenosi nazad u unutrasnju
membranu mitohondrija, gde 1150S11 (11p hidroksilaza) prihvata elektrone od
proteinskih nosaca elektrona. Enzim pomoc¢u kiseonika prenosi ove redukcione

ekvivalente na 11-deoksikortizol, pri ¢emu se hidroksiluje S11 i nastaje kortizol [43].

1.3.2.2. Sinteza aldoster ona

Sinteza aldosterona se odvija u delu kore nadbubreZzne zlezde koji se naziva zona
glomerulosa (zona glomerulosa). 1 ovaj biosintetski put zapocinje prevodenjem
holesterola u progesteron (slika 6.). Zatim se, uz kataliticko delovanje 1150S21,
progesteron u polozaju 21 hidroksiluje i gradi 11-deoksikortikosteron. U prisustvu P450
aldosteronskog sistema kortikosteron se oksiduje u 18-hidroksikortikosteron, a dobijeni
derivat naknadno oksiduje u aldosteron [43].
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1.4. DELOVANJE ETANOLA NA HPA OSU

Kao odgovor HPA ose na bilo koji tip stresa, oslobada se CRH i povecava se nivo
glukokortikoida S$to izaziva kaskadu bioloskih odgovora koji pomazu u borbi protiv
narusavanja homeostazel. Parvocelularni neuroni u paraventrikularnom jedru (PVN)
hipotalamusa sintetisu i lu¢e CRH u hipotalamo-hipofiznu mrezu krvnih sudova koja
povezuje hipotalamus i hipofizu. U prednjem reznju hipofize CRH stimuliSe sintezu i
luc¢enje proopoimelanokortina (POMC) i njegovih derivata iz kortikotropnih celija.

Najvazniji derivat POMC-aje ACTH. [44]

Kao deo fiziolo§kog odgovora na stres, POMC sintetiSe opioidni peptid beta-endorfin,
koji ima znacajnu ulogu i u fizioloskom i u bihegvioranom odgovoru na stresne
stimulanse (bihejviorizam je pravac u psihologiji koji se bavi prouc¢avanjem ponasanja).
Najbolje prouceni efekat beta-endorfina je njegova mogucnost da izmeni osecaj bola, ali
ovg peptid je takode ukljucen u centralnu regulaciju ACTH i CRH. Pokazano je da beta-
endorfin ima ulogu u dovodenju odgovora na stres do stanja homeostaze. Kao odgovor
na stres, lu¢enje CRH stimulise lu¢enje beta-endorfinai drugih peptida derivata POMC-
a od strane hipotalamusa. Oni zauzvrat inhibirgju aktivnost HPA ose. Beta-endorfin se
vezuje za opioidne receptore i menja odgovor autonomnog nervnog sistema preko
neurona u okvru PVN-a. Medutim, beta-endorfin koji je sintetisan iz POMC-au hipofizi

ima znacajno manji uticaj na funkciju autonomnog nervnog sistema. [44, 45]

Poput stresa, akutno konzumiranje alkohola takode aktivira HPA osu i direktno i
indirektno dovodeci do povecanja nivoa glukokortikoida [46, 47]. Zapravo, alkohol i
ostale psihoaktivne supstance se mogu opisati kao fizioloski stresori jer dovode do
aktivacije HPA ose [48]. Medutim, u nekom trenutku prelaza od povremenog
konzumiranja alkohola do zavisnosti i apstinencije dolazi do naruSavanja regulacije
aktivnosti HPA ose. Na primer, nadeno je daje odgovor kortizola naakutni unos akohola
slabiji kod ljudi koji Cesto konzumiraju velike koli¢ine alkohola u odnosu na ljude koji
umereno konzumirgju alkohol [49]. Ovo zapazanje moze biti povezano sa generalnim

procesom adaptacije koja se javlja tokom teskih oblika hroni¢nog alkoholizma. Vazno je

! Homeostaza predstavlja odrzavanje ravnoteZnog stanja unutrasnje sredine organizma.
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naglasiti daispitanici u toj studiji nisu bili zavisnici od alkohola, §to sugeriSe da promene

u aktivnosti HPA ose pocinju da se javljaju i pre uspostavljanja zavisnosti [46].

Sa druge strane, pocetak zavisnosti od alkohola je pracen pove¢anim nivoimakortizolau
krvi (hiperkortizolemija) koji su sinhronizovani sa cikliénim ponavljanjem epizoda
konzumiranjaakoholai stresa usled apstinencije [20, 51]. Ovaj prelaz ka akoholizmu je
pracen alostatickim pomergiem u funkcionisanju HPA ose i rezultuje u abnormalno
niskom odgovoru kortizola na unos etanola [52]. Pri uslovima zavisnosti od akohola
alostaticko optereéenje, kao hipoteticka mera kumulativnog stresa, povecava se i
optereuje organizam prekomernim izlaganjem hormonima i peptidima stresa, kao i
citokinima [53]. Povecano alostati¢ko opterecenje se javlja ne samo kod alkoholizma i
zloupotreba drugih droga, ve¢ i pri razvoju psihijatrijskih bolesti (poput depresije),
metaboli¢kog sindroma, i sistemske hipertenzije. U kontekstu zloupotrebe droga,
alostaticko optere¢enje ne samo da utice na odgovor HPA ose na stres, ve¢ obuhvata i
disregulaciju prouzrokovanu teZnjom za prvobitnim zadovoljstvom. U toj situaciji,
organizam stalno traZi osecaj prvobitnog zadovoljstva izazvanog uzimanjem droge, dok
se tolerancija na ove efekte razvija kroz ponavljanje ciklusa uzimanja droge. Ovo
rezultuje poremecajem osecaja zadovoljstva nakon konzumiranja droge 1 neadekvatnim
odgovorom na stres. Posebno, alostaticki poremecaji u odgovoru kortizola mogu imati

Stetan efekat na centre u mozgu zanagradu i kaznu [46, 54].

Mnogobrojne studije [44, 55-57] na ljudima i zivotinjama su pokazale da unos alkohola
uti¢e na aktivnost HPA ose. Akutna izlozenost alkoholu aktivira HPA osu dovode¢i do
povecanja nivoa ACTH 1 glukokortikoida. Ovo povecanje zavisi od koli¢ine alkohola
koja je akutno konzumirana. Kod pacova, akutni unos etanola povecava nivoe ACTH i
kortikosterona u plazmi, s tim da Zenke pokazuju veéi odgovor od muzjaka [55]. Ovi
efekti etanola se primarno ispoljavaju posredstvom povecanog oslobadanja CRH iz
hipotalamusa. Neutralizacija CRH koji cirkulise u krvi antitelima prekida stimulatorni
efekat etanola na lu¢enje ACTH, kortizolai kortikosterona[56]. Lezije naPVN umanjuju,
ali ne ponistavaju stimulatorni efekat etanola na oslobadanje ACTH. Ovo sugeriSe da
ekstraPVN regioni, i/ili drugi izvori ACTH, poput vazopresina, posreduju u stimulisanju

lu¢enja ACTH pod degstvom etanola. Tako je pokazano da neutralizacija endogenog
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vazopresina, upotrebom antitela, smanjuje lu¢enje ACTH prouzrokovano etanolom i kod
pacovakod kojih je uklonjeno PVN, ukazujuci nato davazopresin van PV N-a delimi¢no

posreduje u hipofizno-adrenalnom odgovoru na etanol [44, 57].

Kod ljudi, nekoliko studija [44, 58-60]je takode pokazalo da postoji stimulatorni efekat
alkohola na HPA osu. U pocetnim istrazivanjima je pokazano da se nivoi kortizola u
plazmi znacajno povecavagu kod zdravih ispitanika pri konzumiranju alkohola u dozama
ve¢im od 100 mg/100 ml [58]. U kasnijim studijama je pokazano da su zdravi ispitanici
koji konzumiraju alkohol imali veéi nivo kortizola u urinu [58]. Takode, pokazano je da
je kod alkoholi¢ara, inhibitorna kontrola HPA ose narusena. Studije su pokazale i da su

bazalni nivo ACTH i kortizola smanjeni pri hroni¢noj upotrebi alkohola [44, 59, 60].

Takode su zapazeni smanjena ekspresija genaza CRH u PVN-u [61] i smanjen odgovor
hipofize naCRH [62]. Niski nivoi CRH povezani su sa intenzivnijom teznjom ka etanolu
i povecanom verovatno¢om povratka u alkoholizam nakon akutne apstinencije. Ovo
sugeriSe da CRH ima vaznu ulogu u kontroli dugotrajnog konzumiranja akohola i
zavisnosti od njega. Kod miSeva sa smanjenim nivoom CRH unos etanola je udvostrucen
i bihgjvioralni odgovor naetanol je umanjen [63]. Kod rezus makaki majmunakoji imaju
genetske predispozicije za povecan odgovor na stres zahvaljuju¢i mutaciji U promotoru
gena za CRH, zapazeno je intenzivnije lu¢enje ACTH i kortizola nego kod zdravih rezus
mamaki majmuna [64]. Takva genetska predispozicija je dovela do toga da te jedinke
konzumiraju viSe alkohola od zdravih jedinki, sugeriSu¢i da genetske varijacije U
promotoru gena za CRH koje dovode do povecanog odgovora na stres takode dovode 1
do povecanog rizika od alkoholizma. Takode je pokazano da kod miSeva koji ne poseduju
funkcionalni CRH1 receptor, ponavljanje stresa dovodi do povecane i progresivne
konzumacije etanola koja postoji tokom ¢itavog njihovog zivota [65]. Ova efekat je
povezan sa povecanim nivom proteina NR2B koji predstavlja deo NMDA receptora
glutaminergickog sistema i koji je takode ima vaznu ulogu kod bolesti zavisnosti [66].
Poremecaji u CRH sistemu se razvijaju tokom vremena i pogorsavaju se sa produzenom
izlozeno$¢u preteranom unosu akohola. Ovg fenomen je primeéen samo kod vrsta
pacovakoje su sklone konzumiranju alkohola. Kod pacovakoji nisu skloni konzumiranju

alkohola, CRH sistem nema znacajniji uticg na uzimanje alkohola[67, 68].
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Uloga ACTH, kortizolai kortikosterona je takode dokumentovana prilikom istrazivanja
konzumacije alkohola. Injekcije analoga ACTH date pacovima koji su izloZeni
slobodnom konzumiranju etanola (10 % etanol) dovele su do smanjenog unosa alkohola
[69]. U drugoj studiji, muskim pacovima iz dve vrste, jedne koja ima sklonosti ka
uzimanju alkohola (AA) i druge kojaizbegava konzumiranje alkohola (ANA), uklonjena
je adrenalna Zlezda [70]. Zatim im je omogucen pristup 10 % etanolu ili vodi tokom dve
nedelje. Ova studija je pokazala da je uklanjanje adrenanih zlezda dovelo do smanjenog
unosa etanola kod AA pacova. Sa druge strane, davanje injekcija kortikosterona ovim
pacovima je ponovo povecalo unos etanola. Suprotno tome, u ANA grupi nisu primecene
promene u unosu alkohola nakon uklanjanja adrenanih zlezda, kao ni nakon davanja
injekcija kortikosterona. Podaci dobijeni u tom istrazivanju sugeriSu da kortikosteron
stimuli$e konzumaciju etanola kod zivotinje koje i inace imaju sklonost ka alkoholu [70].
U daljim istrazivanjima je pronadeno da intracerebroventrikularna infuzuja
kortikosterona vrac¢a konzumiranje etanola na prethodni nivo kod zivotinja kojima je
uklonjena adrenalna Zlezda [71]. Podaci sugeri$u da razlike u aktivnosti HPA ose mogu

pomoci da se odredi da li se pojedinci nalaze pod visokim rizikom od alkoholizma[44].

Veza izmedu endogenog opioidnog sistema, HPA ose i centara za nagradu i kaznu
predlozena je u brojnim studijama [72]. Neuroni koji lu¢e beta-endorfin u arkuatnom
jedru hipotalamusa inhibiraju i lu¢éenje CRH u PVN-u hipotalamusa [73] i istovremeno
stimuliSu oslobadanje dopamina u nucleus akumbensu [74]. Zbog opioida koji su
ukljuCeni u regulaciju oba ova sistema, predloZzeno je da deficit u opioidnoj
neurotransmisiji moze izazvati istovremene poremecaje u funkcionisanju oba fizioloska
procesa. Znatan broj istrazivanja poslednjih godina je omogucio akumuliranje dokaza da
postoji promena u funkcionisanju HPA ose kod aktivnih akloholi¢ara [75], pri akutnoj
apstinenciji, pri produzenoj apstinenciji [60], kao i kod pojedniaca koji nisu zavisnici od
alkohola, ai koji imaju porodi¢nu istoriju alkoholizma [75]. Takode, glukokortikoidi, koji
se oslobadaju tokom stresnih situacijai nakon aktivacije HPA ose prouzrokovane unosom
etanola, menjaju aktivnost opiodergi¢nog, CRH, i mezolimbi¢nog dopaminskog Sistema
[76] i pokazano je da utiCu na osecaj zadovoljstva pri konzumiranju akohola [77].

Pretpostavlja se da smanjena aktivnost opioida, koja je ili rezultat alkoholizma ili je
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genetski povezana sa rizikom od alkoholizma, moze da izazove hiperkortizolemiju,
izmeni mezolimbic¢ku produkciju dopamina i da dovede do poja¢anog odgovorana etanol
[44, 74, 78].

1.41. ALKOHOL | CIRKADIJALNI RITAM

Kod sisara, ali i kod vecine nizih organizama, odgovor bioloSkih ritmova na spoljnje
uticaje je sinhronizovan od strane centralnog cirkadijalnog sata koji se nalazi u
suprahijazmaticnom jedru (SCN) u prednjem delu hipotalamusa. Cirkdijalni ritam,
generisan u SCN-u kao odgovoru na spoljnje uticge poput smene dana i noci, pretvara se
u neuronski ili hormonski signal koji utice na celokupne telesne fizioloske 1 metabolicke
procese, optimizujudi time interakciju organizma sa promenama u okolini. Cirkadijalni
sat uzima u obzir i interakcije specifi¢nih satnih gena (clock genes), ukljucujuci gene
Period (Perl, Per2, Per3), Clock, Bmall, i Cryptochrome (Cryl, Cry2) , u okviru dve
usko isprepletene transkripcione i translacione povratne sprege koje odrzavaju period
¢elijskih aktivnosti na 24 sata, i regulisu ekspresiju satnih gena. Ovi procesi se deSavaju
ne samo u centralnom satu u suprahijazmati¢nom jedru, ve¢ i u drugim delovima mozga,

kao i u perifernim ¢elijama u celom telu. [44, 79, 80]

Brojna istrazivanja [81, 82] na ljudima i zivotinjama su pokazala da hroni¢no izlaganje
alkoholu dovodi do promena u aktivnosti satnih gena $to dovodi do teske desinhronizacije
fiziolo8kih funkcija, kao $to su san, telesna temperatura, krvni pritisak 1 lu¢enje hormona;
ali vazi i suprotno: satni geni uticu na unos alkohola i ponasanje koje dovodi do njegove
Zloupotrebe [81]. Tako je pokazano da hroni¢na prenatalna ili postnatalna izlozenost
pacova etanolu je dovela do promena u cirkadijalnoj ekspresiji gena za POMC i satnih
gena zarPerl, rPer2 i rPer3 u arkuatnom jedru u hipotalamusu, i nivoa gena za rPerl i
rPer2 u SCN-u tokom zrelog perioda Zivota [82].

Cirkadijalni sat i aktivnost satnih gena ne samo da kontroliSu periode budnosti i sna, kao
i periode uzimanja hrane i posta, ve¢ utiu i na lucenje hormona [82]. Funkcija
neuroendokrinog sistema je pod cirkadijalnom kontrolom i poremecaji regulacije u

aktivnosti satnih gena stoga mogu uticati na oscilatorne karakteristike luc¢enja hormona.
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Istrazivanja na predpubertetskim muzjacima pacova su pokazala da hroni¢na izloZenost
alkoholu tokom 4 nedelje ne samo da dovodi do znacajnih promena u nivou hipotalamo-
hipofiznih hormona, ve¢ utice i na njihov dvadesetCevroroCasovni obrazac lucenja.
Interakcija izmedu cirkadijalnog sata i odgovora HPA ose na stres je dosledno povezana
sa zloupotrebom alkohola i zavisno$¢u od njega. Stres se smatra najveéim spolja$njim
faktoromrizikai za teske oblike alkoholizma [83] i za poremecenu cirkadijalnu ritmi¢nost
[83, 84]. Istrazivanja su pokazala da varijacije PER2 gena imaju vaznu ulogu i u
obrascima konzumiranja alkohola i u odgovoru na stres [85]. IzloZenost alkoholu
povecéava ekspresiju Pel0 u hipokampusu, i pokazano je dato uti¢e na odgovor na stres
[86]. Studije na miSevima su pokazale da mutacije Per2 genamogu dovesti do povecanog
unosa alkohola [87]. Takode je pokazano da se kod miSeva sa mutacijom Per2 gena
tretiranih akamprozatom, lekom koji se koristi za spre¢avanje povratka u alkoholizam,
normalizuje unos alkohola [87]. Znacajna veza izmedu varijacija u humanom Per2 genu,
PER2 SNP 10870, i regulacije konzumiranja alkohola je pronadena na klinickom uzorku
teskih alkoholicara [87]. Kao dodatak ovoj interakciji izmedu stresa i cirkadijalnog ritma,
veliki broj podataka ukazuje na to da poremecaji u mehanizmu cirkadijalnog sata
negativno uti¢u na funkciju imunog sistema i dovode do veée podloznosti organizma
kanceru [88, 89]. Ukupno uzeto, ove studije ukazuju na vaznu ulogu koju satni geni imaju
u alkoholom izazvanom poremecaju regulacije cirkadijalnih obrazaca neuroendokrinih

funkcija, kao i kod skolnosti ka alkoholu i zloupotrebi istog [44].
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1.5. MODELI HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-ADRENALNOG
SISTEMA

Matematicko modeliranje bioloskih i1 biohemijskih procesa se zasniva na jednoj ili vise
diferencijalnih jednacina koje opisuju vremensku evoluciju sistema. Sa druge strane,
modeliranje mehanizma koji lezi u osnovi bioloskih 1 biohemijskih procesa zapocinje
postavljanjem fizickohemijske osnove koja obuhvata reakcije izmedu najvaznijih
hemijskih vrsta u posmatranom sistemu. Tek nakon toga, iz predlozenog mehanizma,

proistice sistem diferencijalnih jednacina kojima se opisuje vremenska evolucija sistema.

Obicne diferencijalne jednacine (eng. ordinary differential equations, ODEs) i
diferencijalne jednacine sa kaSnjenjem (eng. delay differential equations, DDES)
predstavljaju dva tipa diferencijalnih jednacina koji se vrlo Cesto koriste za opisivanje
dinamike biohemijskih sistema. U tom smislu, njihova reSenja se analiziraju kako bi se
bolje razumelo kako su molekularni mehanizmi koji stoje u osnovi tih biohemijskih
sistema spregnuti u cilju davanja specificnog bioloSkog odgovora. Ove jednac¢ine mogu
biti dobijene postuliranjem mehanizma hemijskih reakcija, ili uopstenijim matematickim
pristupom, u kojem se koriste jednacine sa nelinearnim clanovima i vremenskim
kasnjenjem kako bi se oponaSalo vremensko ponasanje posmatranih sistema. Prvi pristup,
koji koristi obi¢ne diferencijalne jednacine kako bi opisao kinetiku zasnovanu na zakonu
o dejstvu masa, uobicajeniji je u hemiji, gde su detaljni molekularni mehanizmi uglavnom

Mnogo bolje poznati.

Iako deluje prigodno da se dinamika HPA ose opiSe pomocu diferencijalnih jednacina sa
kasnjenjem jer one kombinuju izvode promenljivih u sistemu po vremenu, savremenskim
kasnjenjem [90-95], takvi modeli imaju jedno veliko ograniCenje: oni spajaju zajedno
slozene bioloske procese, uzimajuci u obzir samo vremensko kaSnjenje koje je potrebno
dabi se ovi proces odigrali, dok mehanizam koji stoji izatog kasnjenja ostaje sakriven i
ne moze se analizirati kroz ove modele. Posebna poteskoc¢a sa do sada predlozenim
modelima HPA ose koji se baziraju na diferencijalnim jednafinama sa kasnjenjem

predstavlja duzina vremena kasnjenja (18 minuta) Sto ne oslikava dobro vremekoje potice
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od trenutka kada su hormoni sintetisani, do trenutka kada putem krvotoka stignu do svojih

receptora [95].

KoriS¢enje obi¢nih diferencijalnih jednacina i modela zasnovanog na hemijskim
reakcijama je mnogo slozenije u odnosu na pristup koji koristi diferencijalne jednacine sa
kasnjenjem, poSto ovaj pristup zahteva bolje razumevanje kinetike koja stoji iza
biohemijskih transformacija. Nazalost, usled slozenosti HPA ose, ovu informaciju je
Cesto tesko dobiti eksperimentalno. Uprkos tom ograni¢enju, pristup koji podrazumeva
model sastavljen od hemijskih reakcija iz kojeg proistic¢e sistem obi¢nih diferencijalnih
jednacina nudi nekoliko vaznih poboljSanja u odnosu na pristup koji podrazumeva
upotrebu diferencijalnih jednacina sa kaSnjenjem:
- povratne sprege se javljaju u modelu prirodno, uzimajuéi u obzir izraze za brzine
reakcija i konstatne brzina pojedina¢nih reakcija u modelu
- model moze biti sistematski optimizovan kori§¢enjem analize stehiometrijskih
mreza
- model moZe biti prosiren kako bi uzeo u obzir unutrasnje ili spoljnje biohemijske

vrste koje modulirgju glavne procese u sistemu.

Do sada je predloZeno vise modela HPA sistema, ali je najveci broj njih nestehiometrijski.
To znaci da se oni baziraju na skupu diferencijalnih jednacina za opisivanje promene
koncentracija pojedinih vrsta u vremenu, sa naknadno dodatim nelinearnim ¢lanom koji
tako na vestacki na¢in uvodi nelinearnost u model [1, 10]. Kod stehiometrijskih modela
iz predlozenog reakcionog mehanizma logi¢no slede ¢lanovi koji formirgu sistem
diferencijalnih jednacina [1, 18]. U daljem tekstu ¢e biti navedeno nekoliko predloZenih

modela HPA sistema.

1.5.1. NESTEHIOMETRIJSKI MODELI HPA SISTEMA

U tabelama 1-5 je navedeno nekoliko do sada objavljenih nestehiometrijskih modelaHPA
sistema |10, 18, 44-59, 96].
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Tabela 1. Jednodimenzionani nestehiometrijski modeli HPA sistema.

Model

Dinamicka promenljiva

Rezultati simulacija

Gonzalez-Heydrich i
saradnici, 1999. [97]

Koncentracija kortizola

Simulira unutardnevne
oscilacije spregnute sa
dnevnim oscilacijama
koncentracije kortizola.
Pokazao da ACTH vise
uti¢e na lucenje kortizola
zavreme maksimuma,
Nnego za vreme minimuma
dnevnog ritma lucenja
kortizola.

Chakraborty i
saradnici, 1999. [98]

Koncentracija kortizola

Simuliradnevne oscilacije
koncentracije kortizola.

Dokoumetzidisi
saradnici, 2002. [99]

Koncentracija kortizola

Simuliraunutardnevne
oscilacije spregnute sa
dnevnim oscilacijama

koncentracije kortizola.

Tabela 2. Dvodimenzionalni nestehiometrijski modeli HPA sistema.

Model Dinamicke promenljive Rezultati simulacija

Petersi saradnici, Koncentracije ACTH i Pretpostavljeno jedaMR u

2007. [100] kortizola mozgu aktivirgu HPA sistem,
adaGR imaju inhibitornu
ulogu. Rezultati su ukazali da
sistem moze da se stabilizuje
uz pomo¢ pozitivne povratne
sprege.

Conrad i saradnici, | Koncentracije ACTH i PretpostavljenojedaMR u

20009. [101] kortizola mozgu aktivirgju HPA sistem,

adaGR imgju inhibitornu
ulogu (kao i kod modela koji
su predlozili Peters 1 saradnici).
Simulirani su odgovori HPA
sistema na razlicite
perturbacije; bazalna
oscilatorna dinamika nije
razmatrana.
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Tabela 3. Trodimenziona ni nestehiometrijski modeli HPA sistema.

Model Dinamicke Rezultati simulacija
promenljive
Lenbury i Koncentracije CRH, U zavisnosti od parametara sistema,
Pacheenburawana, ACTH i kortizola ovaj model moze da simulira
1991. [102] periodi¢no, ali i haoti¢no ponasanje.

Model moze da simulira spregnute
unutardnevne i dnevne oscilacije
koncentracije kortizola.

Gonzalez-Heydrich i
saradnici, 1994.
[103]

Koncentracije CRH,
ACTH i kortizola

Model je uspesno simulirao nivoe
ACTH i kortizola nakon davanja
ov¢ijeg CRH, pacijentima sa
normalnim nivoimakortizolai
pacijentima sa hiperkortizolemijom.

Savié i Jelié, 2005.
[104, 105]

Koncentracije CRH,
ACTH i kortizola

Simulirasamo dnevne oscilacije
koncentracije kortizola.

Bairagi i saradnici,
2008. [106]

Koncentracije CRH,
ACTH i kortizola

Simulira unutardnevne oscilacije
spregnute sa dnevnim oscilacijama
koncentracije kortizola. Simulacije
su pokazale i da degjstvo stresora
moze da dovede i1 do gasenja
unutardnevnih oscilacija kortizola.

McAuley i saradnici,
2009. [107]

Koncentracije CRH,
ACTH i kortizola

Simuliradnevne oscilacije
koncentracije kortizola. Na osnovu
simulacija je zakljueno da hroni¢no
povecanje nivoa kortizola ima
pogubniji uticaj na celije
hipokampusa nego niz akutnih
skokova u nivou kortizola.

Walker i saradnici,
2010. [108]

Koncentracije ACTH,
kortizolai GR

Simuliraunutardnevne oscilacije
spregnute sa dnevnim oscilacijama
koncentracije kortizola.
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Tabela 4. Cetvorodimenzionalni nestehiometrijski modeli HPA sistema.

Model Dinamicke promenljive | Rezultati smulacija

Guptai saradnici, Koncentracije CRH, Simulira unutardnevne oscilacije

2007. [109] ACTH, kortizolai spregnute sa dnevnim oscilacijama
slobodnih GR u koncentracije kortizola.
hipofizi

Sriram i saradnici, Koncentracije CRH, Simulira dnevne oscilacije

2012. [110] ACTH, kortizolai koncentracije kortizolai ostalih vrsta
kompleks nastao ukljucenih u mehanizam.

vezivanjem kortizola za
GR

Tabela 5. Petodimenzionalni nestehiometrijski modeli HPA sistema.

Model Dinamicke promenljive | Rezultati smulacija
Liui saradnici, Koncentracije CRH, Simulira unutardnevne oscilacije
1999. [111] ACTH, slobodnog koncentracije kortizola.

kortizola, kortizola
vezanog za albumin i
kortizola vezanog za
globulin.

Kyrylov i saradnici,
2005. [112]

Koncentracije CRH,
ACTH, slobodnog
kortizola, kortizola
vezanog za abumin i
kortizola vezanog za
globulin.

Simulira unutardnevne oscilacije
spregnute sa dnevnim oscilacijama
koncentracije kortizola.
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1.5.2. STEHIOMETRIJSKI MODELI HPA SISTEMA

1.5.2.1. Minimalni modedl

Prvi strogo stehiometrijski model HPA sistema su objavili Jeli¢ i saradnici 2005. (tabela
6.) [19].

Tabela 6. Model HPA sistema koji su predlozili Jeli¢ i saradnici (u daljem tekstu:
minimalni model) [1, 19]. ALDO = aldosteron, CORT = Kortizol.

L} CRH ko = 1,83 x 10® mol dm min Jd1)
_kn , A DO km=6,09x 10 mol dm3 mint  (J2)
crH_ M AcTH ki=1,83 min? J3)
ACTH_2 s CORT k2 =3,60x 102 min* (J4)
ACTHL>ALDO ks =2,88 x 10* min't J5)
ACTH + 2CORTL> 3corT Ka=126X 10" mol 2 dm® min*t (J6)
ALDO+ 2CORTL> CORT  Ks=7.05X 10'? mol2 dm® mint A7)
ACTH L) P ks = 5,35x 102 min* (J8)
CORTL P, k7 =4,1x 10! min? J9)

Reakcije (J1) i (J2) opisuju nastajanje CRH i ALDO u delovimatelakoji ne ulaze u sastav
HPA sistema. Reakcija (J3) opisuje lucenje ACTH u hipofizi pod dejstvom CRH.
Reakcije (J4) 1 (J5) opisuju lu€enje ALDO 1 CORT u kori nadbubrezne Zlezde pod
dgstvom ACTH. Uloga MR i GR je u ovom modelu data indirektno, preko
autokatalitickog i1 autoinhibicionog koraka (J6) i (J7). Reakcije (J8) i (J9) opisuju
razlaganje i odlazak u druge delovetela ACTH i CORT iz HPA sistema. Reakcije (J1) -
(J9) nisu elementarne, ve¢ opisuju krajnji ishod niza sloZzenih biohemijskih procesa.
Samoorganizacija HPA sistema je rezultat uzgjamnog delovanja uvedenih povratnih

spregai ostalih procesa koji su predstavljeni ovim mehanizmom [1, 19].
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Resavanjem sistema diferencijalnih jednadina koje opisuju vremenske evolucije
koncentracijaCRH, ACTH, ALDO i CORT:
d[CRH]

g Ko KICRH]
% = k[CRH] - k,[ ACTH] - k] ACTH] - k,[ ACTH][CORT]? — k| ACTH]
% = k_ +k,| ACTH] - k] ALDO][CORT]?
% = k[ ACTH] +k,[ ACTH][CORT]” — k[ ALDO][CORT]* ~ k,[CORT]

uz kori$¢enje odgovarajucih konstanti brzina (tabela 6.), ovaj model moZe simulirati
unutardnevnu oscilatornu evoluciju HPA sistema (slika 7(a)). Da bi se opisala dnevna
dinamika, model je dopunjen uvodenjem funkcije koja opisuje dnevni ritam koji je
uslovljen smenom dana i no¢i. Dnevni ritam se kontroliSe lu¢enjem CRH. Zato je uvedena

funkcija D sledeceg oblika:

D = di— 0,079145093 d> + {0,064 sin (2xt / 1440) + 0,12 abs [sin(nt / 1440)]} d2

koja menja samo brzinu ulaska CRH u sistem i transformise ko U kp = ko x D [1, 19, 20,
113]. Oblik ove funkcije odgovara zahtevima da koncentracija CRH mora biti pozitivna

1 da funkcija mora biti asimetri¢na kako bi na odgovarajuci na¢in opisala ritam prose¢nog

¢oveka, koji spava oko 8 sati, poc¢evsi od oko 22 h [1, 19, 10, 113].
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Slika 7. Numeri¢ke simulacije vremenske evolucije kortizola. (a) Unutardnevne
oscilacije koncentracije kortizola. Podetne koncentracije: [CRH]o = 1,0 - 10® M,
[ACTH]o=1,0-108M, [ALDO]o=9,76 - 10° M i [CORT]o =2,76 - 10 M. Konstante
brzina su date u tabeli 6. (b) Funkcija D koja opisuje dnevni ritam. (c) Simulacija
unutardnevnih oscilacija spregnutih sa dnevnim oscilacijama koncentracije kortizola.
Pocetne koncentracije: [CRH]o = 8,09 x 10° M, [ACTH]o = 9,15 x 108 M, [ALDOJo =

2,03 x 108 M i [CORT]o = 2,38 x 108 M [1, 10].
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1.5.2.2. Varijanta minimalnog modela predloZena od Markovié¢a i saradnika

Markovi¢ i saradnici su dopunili minimalni model sajos dve reakcije (tabela 7.) [114].

Tabela 7. Model HPA sistema koji su predlozili Markovi¢ i saradnici [114]. ALDO =

aldosteron, CORT = kortizol.
LENG
_kn ,ALDO
CRH—K 5 ACTH
ACTH—2_» CORT
ACTH—S 5 ALDO
ACTH + 2CORT —K4 5 3CORT
ALDO -+ 2CORT—_, CORT

ACTH—% ,p
k7

CORT—Z P,

CRH—%,p,

ALDO—,p,

ko= 1,83 x 10 mol dm3 min?
km = 6,09 x 10"t mol dm3 min?
ki=1,83 min?

ko = 3,60 x 102 min*

ks =2,88 x 10* min*

ks = 1,26 x 10** mol? dm® min?
ks = 7,05 x 10%* mol? dm® min?
ke =5,35x 102 min*t

kz7=4,1x% 10t min?

ks =1,10 x 10 min'*

ko = 4,351 x 102 min?

(M)
(M2)
(M3)
(M4)
(M5)
(Mo6)
MT7)
(M8)
(M9)
(M10)

(M11)

Reakcija (M 10) predstavlja proces eliminacije CRH iz sistema, a reakcija (M11) proces

eliminacije aldosterona iz sistema. Ove dopune omogucavaju priblizavanje mehanizma

modela realnom nacinu funkcionisanja HPA sistema[114].
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1.5.3. MODELI| HPA SISTEMA SA HOLESTEROLOM

Vrlo mali broj modela HPA sistema ukljucuje u sebe i holesterol. Nestehiometrijski
modeli ove vrste su ukratko prikazani u tabeli 8. [10, 18, 115-118].

Tabela 8. Nestehiometrijski modeli HPA sistema sa holesterolom.

parametra, kojim je
opisana biosinteza
kortizolaiz holesterola
izazvana dejstvom
ACTH. CRH nije
razmatran.

Model O modelu Rezultati simulacija

Dempsher i Modé je sastavljenod | Simuliradnevne oscilacije u HPA
saradnici, 1984. 12 diferencijalnih sistemul.

[115] jednacina, sa 44

Meyer-Hermann i
saradnici, 20009.
[116]

Od vrsta vaznih za HPA
osu model sadrzi
koncentracije kortizolai
hol esterola kao
dinamicke promenljive.
Modél je pokazao
potencijal za
objasnjenje uzajamnog
dejstvaHPA sistemai
imunog sistema.

Simuliradnevne oscilacije u HPA
sistemu.

Breeni saradnici,
2010-2011[117,
118]

Cilj modelaje
odredivanje kinetickih 1
transportnih parametara
biosinteze steroidnih
hormonaiz holesterola.

Ne ssimulirani dnevne niti
unutardnevne oscilacije u HPA
sistemu.

1.5.3.1. Stehiometrijski petodimenzionalni model HPA sistema sa holesterolom

Dinamicke promenljive u ovom modelu su koncentracije CRH, ACTH, aldosterona,

kortizolai holesterola. Reakcioni mehanizam je prikazan u tabeli 9.
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Tabela 9. Petodimenzionani model HPA sistema sa holesterolom (u daljem tekstu:
osnovni model) [18, 119-121]. ALDO = adosteron, CORT = kortizol, CHOL =
holesterol.

K choL ki =1,748 x 10* mol dm® min!  (R1)
K . crH k2=1,83 x 10® mol dm™ min'* (R2)
% ALDO ks=6,09 x 10 mol dm3mint  (R3)
CRH_X S ACTH ka=1,83x 10" min* (R4)
CHOL+ACTH—% 5 CORT ks = 7,442 mol™* dm* min* (R5)
CHOL+ACTH—5% S ALDO ke = 5,954 x 102 mol™* dm® min?  (R6)
ACTH + 2CORT X _y3corT  K7=126x 10¥mol* dm® min  (R7)
ALDO4+ 2CORT X scorT K= 7.05x 10 mol?dm° min™  (RS)
CHOL —fo_ P ko = 3,553 x 10 min™t (R9)
CcRH Ko P kio=1,1x 10 min? (R10)
ACTH L P ki1 = 5,35 x 102 min’ (R11)
CORT K2 P, kiz=4,1x 10" min? (R12)
ALDO_3 P kiz=1,35x 10" min* (R13)

Na osnovu modela prikazanog u tabeli 9. mogu se napisati sledec¢e diferencijalne

jednagine:

d[C;'tO"] = K, - (kg + kg)[CHOL][ACTH] - k[CHOL] (1)
d[CdTH] =K, - (Ko + ky)[CRH] @
w = k,[CRH] - (ks + k) [CHOL][ACTH] - k,[ACTH][CORT]? - k;,[ACTH] ?3)
dICORT] _ ks[CHOL][ACTH] + k;[ACTH][CORT]? - kg[ALDO][CORT]? - k;,[CORT] (4)

dt
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d[ALDO]
dt

= k5 + kg[CHOL][ACTH] - kg[ALDOJ[CORT]? - k 5[ALDO] . (5)
Reakcije (R1), (R2) i (R3) obuhvataju sve moguce nacine ulaska holesterola, CRH i
aldosteronau HPA sistem. Reakcija (R4) opisuje lu¢enje ACTH u hipofizi pod dejstvom
CRH. Reakcija (R5) opisuje biosintezu kortizolaiz holesterolaizazvanu dejstvom ACTH.
Reakcija (R6) opisuje biosintezu aldosterona iz holesterola izazvanu dejstvom ACTH.
Reakcije (R7) i (R8) predstavljaju autokataliticki, odnosno autoinhibicioni korak, redom.
Reakcije (R9) - (R13) opisuju nestajanje holesterola, CRH, ACTH, kortizolai aldosterona
iz HPA sistema[18].

Stehiometrijski model HPA sistema sa holesterolom je nastao daljim razvojem modela
HPA sistema koje su predlozili Jeli¢ i saradnici (Tabela 6.) i Markovi¢ i saradnici (Tabela
9.) od strane iste istrazivacke grupe. Dopunjen i prosiren model HPA ose je proistekao

kao rezultat ove doktorske disertacije.
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2.CILI DOKTORSKE DISERTACIJE

Opsti naucni cilj ove disertacije je utvrdivanje efekata etanola na dinamicka stanja HPA
ose, zavisno od nivoa sloZenosti postavljenog teorijskog modela. Pored navedenog, cil]
je 1 korelacija rezultata dobijenih matematickim modelom sa dostupnim rezultatima
klinickih merenja. PredloZeni naucni pristup podrazumeva da se primenom osnovnih
zakona hemijske kinetike i matematickog modelovanja dinamike neravnoteznih procesa,
simuliraju promene u koncentraciji kortizola u krvi i poremecaji u nivou kortizola nastali
usled akutnog i hroni¢nog konzumiranja etanola. Prakti¢ni znacaj dobijenih rezultata
ogleda se u tome $to matematicko modelovanje omogucava:

e upotrebu modela ne samo za verodostojnu simulaciju vremenske evolucije
hormona u fizioloSkim uslovima, ve¢ 1 pri izloZenosti spoljnjim uticajima, poput
etanola;

e koriS¢enje modela za proucavanje meduzavisnosti dinamike razli¢itih
biohemijskih puteva ukljucenih u funkcionisanje i samoregualciju HPA ose, kao
1 naruSavanja njihove aktivnosti u neuroendokrinim bolestima 1

neuropsihijatrijskim poremecajim izazvanih konzumiranjem etanola.
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3. METODE

3.1. METODE NUMERICKE SIMULACIJE

Provera oscilatorne dinamike za dati izbor parametara ¢e biti izvrSena numerickim
simulacijama evolucije koncentracija svih hemijskih vrsta prisutnih u modelu. Na osnovu
predlozenog modela, po zakonu o dejstvu masa bife izveden odgovarajuéi sistem
diferencijalnih jednacina koji opisuje kinetiku ispitivanog sistema. Ovako dobijeni sistem
obi¢nih diferencijalnih jednacina ¢e biti reSavan numericki, kori§¢enjem Girovog (Gear)
algoritma [122] za integraciju tzv. krutih sistema obi¢nih diferencijalnih jednacina iz
programskog paketa MATLAB. Proraunate vrednosti koncentracije hormona bice

uporedene sa bazalnim vrednostima u krvi i odgovaraju¢im podacima iz literature.

Odziv HPA ose, odnosno promena koncentracije kortizola usled trenutne (akutne)
perturbacije etanolom bice ispitivane perturbovanjem sistema u datom trenutku sa
odredenom koli¢inom etanola. Kada se dinamika HPA ose modeluje pod normalnim
fizioloskim uslovima, koncentracije etanolai acetaldehida se postavljaju nanulu, i nata
nacin se posmatra sistem kada etanol i njegov metabolit nisu prisutni u organizmu. Kako
bismo simulirali efekat akutnih perturbacija etanolom, numeric¢ka integracija sistema
diferencijalnih jednacina se zaustavlja u odredenom izabranom trenutku i definiSu se novi
pocetni uslovi za nastavak integracije. U okviru novih pocetnih uslova je pocetna
koncentracija etanola stavljena na odredenu Zeljenu vrednost, pocetna koncentracija
acetaldehida je ostavljena da bude jednaka nuli, dok su koncentracije svih ostalih vrsta u

modelu zadrzale vrednosti koje su imale u trenutku zaustavljanja integracije.

Bifurkaciona analiza ¢e biti izvedena kako bi se ispitale trajne posledice na dinamiku
HPA ose nastale usled dugoroc¢ne (hroni¢ne) upotrebe etanola. Hroni¢ni unos etanola je
modelovan tako $to je koncentracija etanola drzana konstantnom na odredenoj Zeljenoj
vrednosti, oponasajuci na taj nacin nivo etanola u krvi koji je uobicajen kod hroni¢nog

konzumiranja akohola.
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3.1.1. POCETNI USLOVI KORISCENI U SIMULACIJAMA KOJE CE BITI
PREDSTAVLJENE U POGLAVLJIMA 4.11 4.2

Prilikom izvodenja numerickih simulacija u poglavljima 4.1 1 4.2, po¢etne koncentracije
vrsta prisutnin u modelu su iznosile: [CHOL]o = 3,4 - 10 mol dm™, [CRH]o=1 - 10712
mol dm3, [ACTH]o=38 - 10® mol dm™, [CORT]o=4 - 10®mol dm™ i [ALDOJo=5- 10
% mol dm3. Konstante brzina reakcija u modelu mehanizma su date u odgovarajuéim
tabelama u okviru navedenih poglavlja. Parametri funkcije D su bili: d1 = 0,88524 i dz =

0,957. Apsolutna i relativna tolerancija greske su iznosile 1 - 102 i 3 - 102, redom.

3.1.2. POCETNI USLOVI KORISCENI U SIMULACIJAMA KOJE CE BITI
PREDSTAVLJENE U POGLAVLJU 4.3

Prilikom izvodenja numeric¢kih simulacija u poglavlju 4.3, pocetne koncentracije vrsta
prisutnih u modelu su iznosile: [CHOL]o = 3,4 - 10 mol dm™, [CRH]o =1 - 10*® mol
dm3, [ACTH]o =8 - 10 mol dm™, [CORT]o =4 - 108 mol dm™, [ALDO]o=1.5- 10°
mol dm3, [POMCJo = 1,5 - 10"1° mol dm3, [B-endorfin]o = 1,5 - 10" mol dm3, [B-LPH]o
=1,5- 10 mol dm?3, [B-MSH]o = 1,5 - 10" mol dm3, [Pregnenolon]o =1 - 10"1° mol
dm3, [Hidroksiprogesteron]o= 4 - 10" mol dm. Parametri funkcije D su bili: d1 = 0,3025

i dz = 1. Apsolutna i relativna tolerancija greske su iznosile 1 - 1029 3 - 10712, redom.

3.1.3. POCETNI USLOVI KORISCENI U SIMULACIJAMA KOJE CE BITI
PREDSTAVLJENE U POGLAVLJIMA 4.4,45i 4.6

Prilikom izvodenja numeri¢kih simulacija u poglavljima 4.4, 45 i 4.6, pocetne
koncentracije vrsta prisutnih u modelu suiznosile: [CHOL]o = 3,4 - 10 mol dm, [CRH]o
=1-10mol dm3,[ACTH]o=8 - 103 mol dm3, [CORT]o=4"- 10® mol dm3, [ALDO]o
=1,5-10°mol dm3, [POMC]o = 1,5 - 10"2° mol dm™, [B-endorfin]o = 1,5 - 10" mol dnr
3 [B-LPH]o=1,5- 10 mol dm™3, [B-MSH]o = 1,5 - 10 mol dm3, [Pregnenolon]o=1 -
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10° mol dm?3, [MCzlo = 1,5 - 10 mol dm?3, [MC*"¢o = 1,5 - 10" mol dm?,
[Hidroksipregnenolon]o = 4 - 10® mol dm3, [Progesteron]o = 4 - 10® mol dm?,
[Testosteron]o = 4 - 108 mol dm3, [Hidroksiprogesteron]o = 4 - 10° mol dm?
[Kortikosteron]o = 4 - 10° mol dm. Parametri funkcije D su bili: di1 = 0,3025i dz = 1.

Apsolutna i relativna tolerancija greske su iznosile 1 - 102§ 3 - 1012, redom.



4. REZULTATI

U ovoj doktorskoj disertaciji je predstavljeno kako se osnovni model moze prosiriti kako
bi se uzeo u obzir i uticg etanola na HPA osu (poglavlje 4.1), zatim su uvedeni
holesterolski pulsevi asimetri¢ne raspodele kako bi se opisao uticaj holesterola unetog
putem hrane na HPA osu, a zatim je razmotreno i udruzeno dejstvo etanola i holesterola
unetog putem hrane na oscilatornu dinamiku HPA ose (poglavlje 4.2). Sa ciljem da
koncentracija ACTH bude u referentnom fizioloSkom opsegu (Sto nije slu¢aj u osnovnom
modelu), model je dalje prosiren uvodenjem POMC-a i njegovih derivata, kao i
detaljnijeg mehanizma steroidogeneze. Onda je ispitano kakav odgovor takav model daje
pod dejstvom etanola (poglavlje 4.3). Dalje, model iz poglavlja 4.3 je dodatno prosiren
tako da detaljno obuhvati sve najvaznije korake u procesu steroidogeneze, §to je dovelo
do uvodenja novih hemijskih vrsta i njihovih medusobnih veza u modelu. Zatim jeispitan
utica etanola natag) model (poglavlje 4.4), kao i odgovor modela u slucaju otezanog ili
onemogucéenog izbacivanja etanola iz organizma (poglavlje 4.4.1). Nakon toga su
prikazani rezultati modeliranja interakcije cirkadijalnog ritma, HPA ose i etanola
(poglavlje4.5), kaoi rezultati modeliranja uticajatestosteronanaodziv HPA ose naetanol

(poglavlje 4.6).

4.1 STEHIOMETRIJSKI MODEL MEHANIZMA UTICAJA
ETANOLA NA NELINEARNA DINAMICKA STANJA HPA
SISTEMA KOJI SADRZI 19 REAK CIJA I 7 DINAMICKIH

PROMENLJIVIH

Dabi se opisao efekat etanola na HPA osu, za pocetnu tacku je izabran petodimenzioni
model HPA ose opisan u uvodnom delu (poglavlje 1.5.3.1). Ova) model, nazvan osnovni
model, je prosiren uvodenjem reakcija koje sazeto opisuju uticaj etanola na HPA osu. |
ovde su interakcije izmedu hemijskih vrsta u sistemu prikazane u formi stehiometrijskih
relacija (Tabela 10). Reakcije (R1), (R2) i (R3) obuhvataju sve mogucée nacine ulaska
holesterola, CRH i aldosterona u HPA sistem. Reakcija (R4) opisuje lu¢enje ACTH u
hipofizi pod dejstvom CRH. Reakcija (R5) opisuje biosintezu kortizola iz holesterola
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izazvanu dgjstvom ACTH. Reakcija (R6) opisuje biosintezu adosterona iz holesterola
izazvanu dejstvom ACTH. Reakcije (R7) i (R8) predstavljaju autokataliti¢ki, osnosno
antoinhibicioni korak, respektivno. Reakcije (R9) - (R13) opisuju hestajanje holesterola,
CRH, ACTH, kortizolai adosteronaiz HPA sistema[123, 124]. Reakcija (R14) opisuje
dodatno oslobadanje CRH izazvano od strane etanola (EtOH), dok reakcija (R15) opisuje
metabolizam etanola do acetladehida (ACALD) u jetri. Reakcije (R16) i (R17) prikazuju
direktan uticaj acetaldehida na nadbubreznu zlezdu koji dovodi do smanjenja adrenalnog

holesterola i do poja¢anog lu¢enja steroidnih hormona, kao Sto su kortizol i aldosteron.

Vazno je naglasiti da reakcije (R1) - (R19) nisu elementarne reakcije, ve¢ sazeti ishodi
slozenih bioloskih reakcionih puteva koji su zapisani u obliku stehiometrijskih relacija,
isto onako kako je to bilo i u prethodnim manjim modelima (poglavlja1.5.2.1, 1.5.2.2 i
1.5.3.1).

Tabela 10. Sedmodimenzioni stehiometrijski model uticaja etanola na HPA osu

—45 CHOL k, =1.748x10"mol dm®min*  (R1)
kD CRH k,=1.83x10°mol dm®min*  (R2)
—Xs 5, ALDO k, =6.09x10"mol dm®min®*  (R3)
CRH X+ ACTH k, =1.83x10'min™ (R4)
CHOL +ACTH —s CORT  k,=7.422mol*dm°min™ (R5)
CHOL +ACTH —¢5 ALDO  k,=5.954x10?mol *dm°min™ (R6)
ACTH +2CORT —*2— 3CORT k, =1.26x10“mol?dm®min™* (R7)
ALDO +2CORT —¢» CORT kg =7.05x10”mol 2 dm’min® (R8)
CHOL % P, ko = 3.553x10°min™ (R9)
CRH 0, p, Ky =1.1x10"min™ (R10)
ACTH —fu, p, k,, =5.35x107min™ (R11)
CORT X2, p, Ky, =4.1x10"min™ (R12)
ALDO—*2 5 P, ki3 =1.35%10"min* (R13)
EtOH —X ,CRH k,, =5.0x10°min™ (R14)
EtOH —%— AcALD ks =1.25x10"min™ (R15)

CHOL +AcALD—¥ ;CORT  k, =5.0x10%mol*dm®min®  (R16)
CHOL +AcALD—X2 ,ALDO  k,, =4.00x10°mol*dm®min?  (R17)

ACALD—2 5P, k,, =1.0x10"min™ (R18)
EtOH —*12 5 p, k., =5.0x10°min"* (R19)
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Na osnovu predlozenog modela, mozemo sastaviti sistem diferencijalnih jednacina

(Tabela 11).

Tabela 11. Sistem diferencijalnih jednacina koji proisti¢e iz modela u Tabeli 10.

d[C;O'-_] = k;- (Ks+ Kg)[CHOL][ACTH] - ko[CHOL] - (ky6+ ky7)[CHOL][ACALD] 1)

ORI -k, - (ke i ICRH] + ki [EXOH @)

d[A;TH] = K,[CRH] - (ks + kg)[CHOL][ACTH] - k;[ACTH][CORT]?- ky,[ACTH] (3)

d_[C;RT] = k[CHOL][ACTH] + k;[ACTH][CORT]?- ke[ ALDOJ[CORT]” (4)
- kyo[CORT] + k;g[CHOL][ACALD]

d[A_;tDO] = kg+ kg[CHOL][ACTH] - k[ ALDO][CORT]?- k;3[ALDO] (5)
+ kg7 [CHOL][ACALD]

d[E;?H] = - ky4[EtOH] - Ky5[ELOH] - kg EtOH] ©)

d[A‘;’?LD_] = ky[EtOH] + (kyg+ Ky7)[CHOLI[ACALD)] - kyg[ACALD] (7)

Kako bi se uzela u obzir cirkadijalna (dnevna) regulacija lu¢enja CRH, koja je pod
kontrolom centralnog cirkadijainog sata u suprahijazmatiénom jedru hipotalamusa,
uvedena je, isto kao i u prethodnim manjim modelima (poglavlja 1.5.2.1, 1.5.2.2 i
1.5.3.1), spoljna periodi¢na funkcija D koja je predlozena tako da prikladno opisuje
asimetriju dvadesetetvoro¢asovnog ritma kod ljudi, sa no¢nom fazom koja traje 8 sati

[140, 125, 126]:

D = dy - 0,079145093 x dy + {(0,064 x sin(2xt/1440) + 0,12 x abs[sin(xt/1440)]} x da,

gde t predstavlja vreme u minutima, a 1440 u brojiocu argumenta trigonometrijske
funkcije predstavlja broj minuta u jednom danu, odnosno period cirkadijalnih oscilacija.
Dnevna funkcija D, spregnuta sa modelom preko reakcije koja opisuje biosintezu CRH
(R2), transformiSe konstantu brzine k2 u periodi¢nu funkciju k2 x D, menjajuci vrednost

k2 na takav nacin da joj se pripisuju razlicite vrednosti u razli¢itim delovima dana.
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Prilikom izvodenja numeri¢kih simulacija, poCetne koncentracije vrsta prisutnih u
modelu su iznosile: [CHOL]o = 3.4 x 10* mol dm™, [CRH]o = 1 x 10'*2 mol dm,
[ACTH]o = 8 x 108 mol dm3, [CORT]o = 4 x 108 mol dm i [ALDOJo = 5 x 10°® mol
dm. Konstante brzina reakcija u modelu mehanizma su date u tabeli 10. Parametri
funkcije D su bili: di = 0,88524 i d2 = 0,957.

Kadase dinamikaHPA ose modeluje pod normalnim fiziolo§kim uslovima, koncentracije
etanolai acetaldehida se postavljgju nanulu, i na taj nacin se posmatra sistem kada etanol
I njegov metabolit nisu prisutni u organizmu. Da bi se simulirao efekat akutnih
perturbacija etanolom, numericka integracija sistema diferencijalnih jednacina se
zaustavljau odredenom izabranom trenutku i defini$u se novi pocetni uslovi za nastavak
integracije. U okviru novih pocetnih uslova je pocetna koncentracija etanola stavljena na
odredenu zeljenu vrednost, poCetna koncentracija acetaldehida je ostavljena da bude
jednaka nuli, dok su koncentracije svih ostalih vrsta u modelu zadrzale vrednosti koje su
imale u trenutku zaustavljanja integracije. ,,Standardna ¢asa“, tj. 30 ml jakog (40%)
alkoholnog pi¢a dovodi do uspostavljanja nivoa alkohola u krvi od 5,2 mM kod Zene od
60 kg, odnosno od 3,5 mM kod muskarca od 85 kg (http://celtickane.com/projects/blood-
al cohol -content-bac-calculator). Ista koli¢ina alkohola dovodi do uspostavljanja viseg
nivoa alkohola u krvi kod Zene nego kod muskarca ne samo zbog razlike u telesnoj masi,
veé 1 zbog toga S§to zene u proseku imaju manji procenat vode (a sa druge strane veci
procenat masti) u organizmu od muskaraca usled ¢ega teze razblazuju alkohol. Izuzento
je vazno imati u vidu i da zene imaju nizu koncnetraciju enzima dehidrogenaze koji
ucestvuje u metabolizmu etanola. Koncentracija alkohola u krvi od 21,7 mM je
ekvivalentna sadrzaju alkohola u krvi od 0.1 zapreminskih procentata, odnosno od 0,022
masenih procenata (http://celtickane.com/projects/bl ood-al cohol -content-bac-cal cul ator)
Hroni¢ni unos etanola je modelovan tako §to je koncentracija etanola drzana konstantnom
na odredenoj zeljenoj vrednosti, oponaSajuc¢i na taj na€in nivo etanola u krvi koji je

uobicajen kod hroni¢nog konzumiranja alkohola.

Sprezanje dnevne funkcije sa sistemom diferencijalnih jednacina omogucava uspeSnu

simulaciju i ultradijalnih (unutradnevnih) i cirkadijalnih (dnevnih) oscilacija, oponaSajuci
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na taj nacin dnevne varijacije u koncantraciji hormona HPA ose. Pored toga,
koncentracije hormona dobijene u ovom modelu odgovargu referentnim fizioloskih
vrednostima, osim kod ACTH ¢ija je koncentracija prema predvidanjima modela visa od

referentnih fizioloskih vrednosti (Tabela 12).

Tabela 12. Srednji dnevni nivoi hormona HPA ose predvideni na osnovu modela
prikazanog u Tabeli 10, u poredenju sa referentnim fizioloSkim vrednostima ovih
hormona u humanoj krvi merenih in vivo [123 i odgovarajuce reference tamo]. M = mol

dm.

Hormon Koncnetracija predvidena | Referentna fizioloska
modelom (Tabela10) /M | vrednost * / M

Holesterol 3,07-10°3 3,10-10°3-520-107°

CRH 8,85 10713 7,70-108-250- 1072

ACTH 838-10°8 220-102-133-101

CORT 2861078 552-10%-6,90-1077

Aldosteron 6,07 - 10710 470-101°-427-107°

* Mayo Medical Laboratories

SloZene dnevne varijacije nivoa kortizola u krvi dobijene numerickim simulacijama za
normalnu fiziologiju, tj. bez prisustva etanola, prikazane su na dici 8a. Akutna
perturbacija etanolom (vertikalna linija na dlici 8b) pracena je metabolickom
degradacijom tokom koje koncentracija etanola postepeno opada (Slika 8b). Prateéi
trenutnu promenu koncentracije etanola, nivoi svih hemijskih vrsta se prilagodavaju
menjajuéi SVOje nivoe, §to je ilustrovano na primeru vremenske evolucije kortizola na

dici 8c.
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Slika 8. a) Numericka simulacija promene koncentracije kortizola tokom dana koja
pokazuje sloZenu dinamiku sa unutardnevnim oscilacijama superponiranim na dnevne
oscilacije. Period unutardnevnih oscilacija je oko 30 minuta, dok je period dnevnih
oscilacija24 h.

b) Akutna perturbacija etanolom je simulirana u modelu kao jedan puls etanola
(vertikalna linija); koncentracija etanola primenjena prilikom perturbacije iznosi 5 mM,
a trenutak perturbacije je 17.30 h (17 h i 30 min). Perturbacija etanolom je pra¢ena
monotonim opadanjem koncentracije etanola usled metabolicke degradacije.

c) Uticg akutne perturbacijeintenziteta5 mM etanolanadinamiku kortizola. Primenjena

perturbacija etanolom zapravo odgovara onoj prikazamoj pod b).

Vreme koje je potrebno HPA osi da se vrati na svoju prvobitnu dinamiku je u saglasnosti
sa eksperimentalnim merenjima (de Waele i Gianoulakis 1993). Pored toga, predvidanja
modela su u skladu sa eksperimentalno opazenim ostrim porastom etanola nakon

perturbacije (silka 8b).
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Odgovor HPA ose na akutne perturbacije etanolom je slozen i veoma zavisi od stanja u
kom se HPA osa nalazi u trenutku perturbacije, tj. od faze unutardnevne i dnevne
oscilacije; kao i od intenziteta perturbacije (Slika 9). Amplitude unutardnevnih oscilacija
kortizola tokom obdanice (aktivne faze kod ljudi) i no¢i (faze odmora kod ljudi) su
razli¢ite (Slika 8a), i dace razli¢iti odgovor HPA ose na perturbacije etanolom istog
intenzitetau zavisnosti od togadali je perturbacija primenjanatokom obdanice (Slike 9a-
d) ili tokom no¢i (Slike 9e-h).

Kada se sistem perturbuje etanolom, odgovor HPA ose ¢e izrazito zavisiti od faze
unutardnevne oscilacije (Slika 9a-d). Kada se ista koli¢ina etanola unese u razli¢itim
fazama unutardnevne oscilacije, moze do¢i ili do gaSenja (slika 9c), ili do poveéanja
(Slike 9a) unutardnevnih oscilacija, ili do toga da amplitude unutardnevnih oscilacija

kortizola ostane prakti¢no nepromenjena (Silka 9d).

U slucaju da se sistem perturbuje istom koncentracijom etanola tokom no¢i, amplitude
unutardnevnih oscilacija sledeceg dana ¢e se povecati bez obzira na fazu unutardnevne
oscilacijeu kojoj se sistem nalazio u trenutku perturbacije (Slike 9e-h). Ovakvo ponasanje
sejavljajer je amplituda unutardnevnih oscilacija mala tokom no¢i. Stoga, doza etanola
koja jedva da utie na unutardnevne oscilacije tokom obdanice izaziva izuzetno veliki
efekat u slucaju kada se primeni tokom no¢i. Ukoliko bismo dozu etanola koju
primenjujemo tokom no¢i smanjili toliko da ona bude prilagodena amplitudi
unutardnevnih oscilacja tokom no¢, dobili bismo isti sloZeni odgovor tokom no¢i, kao 1

tokom dana (Slike 9a-d).
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Slika 9. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola,
primenjenu u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortiziola. a) Porast amplitude
unutardnevne oscilacije kortizola nakon perturbacije u uzlaznoj prevojnoj tacki
unutardnevne oscilacije tokom obdanice. b) Malo povecanje amplitude unutardnevne
oscilacije kortizola nakon perturbacije u makssmumu unutardnevne oscilacije tokom
obdanice. ¢) Gasenje unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u silaznoj
prevojnoj tacki unutardnevne oscilacije tokom obdanice. d) Neznatno povecanje
unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u minimumu unutardnevne
oscilacije tokom obdanice. Sada zapravo dolazi do promena smera odgovorakortizolana
perturbacije etanolom, od smanjivanja unutardnevne amplitude, ka njenom ponovnom
povecanju. e-h) Perturbacija istog intenziteta je primenjena u razli¢itim fazama

unutardnevne oscilacije tokom no¢i (uzlazna prevojna tacka, maksimum, Silaznaprevojna
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tacka i minimum, redom). Uoceno je da u sva Cetiri slucaja dolazi do povecanja amplitude

unutardnevnih oscilacija kortizola tokom naredne obdanice.

Akutne perturbacije etanolom razli¢itog intenizteta (2-100 mM) primenjene uvek u isto
vreme, 17.30 h (uobic¢ajeno vreme u kojem mnogi ljudi u zapadnoj Evropi i Severnoj
Americi nakon posla konzumirgu akohol), pokazuju da je odgovor HPA ose
proporicionalan primenjenoj dozi etanola (Slika 10). Takode, postoji korelacija izmedu
doze etanolai vremenakoje je potrebno HPA osi da se vrati ha svoju prvobitnu dinamiku
(Slika 10).
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Slika 10. Efekat akutnih perturbacije etanolom na dinamiku HPA ose. Perturbacije
etanolom su uvek primenjene u isto vreme, u 17.30 h. Koncentracije etanola je iznosila:
a) 2mM, b) 5mM, c) 10 mM, d) 20 mM, €) 40 mM, i f) 100 mM.

Hroni¢na izloZenost etanolu dovodi do slozenih transformacija dinamike HPA ose (Slika
11). Mae koncentracije etanola, [EtOH] < 2 mM neznatno povecavaju amplitudu

unutardnevnih oscilacija kortizola, ali ne uticu na globalnu dinamiku HPA ose (Slika
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114). Kako se koncentracije etanola povecavaju, amplituda unutardnevnih oscilacija

nastavlja da raste (Slika 11b) dovodec¢i do pojave neperiodi¢nih oscilacija velikih
amplituda (Slika 11c).
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Slika 11. Hroni¢na izlozenost etanolu menja dinamiku HPA ose. U numerickim

simulacijamakoncentracija etanola je drzana konstantnom na slede¢im vrednostima: a) 2
mM, b) 5 mM, c) 10 mM, d) 20 mM, €) 40 mM, f) 50 mM, g) 60 mM, h) 70 mM, i) 80
mM, j) 90 mM.
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Dalje povecanje nivoa hroni¢nog etanola dovodi do pojave oscilacija velikih amplitudai
tokom no¢i (Slike 11d i e). Ukoliko se nivo hroni¢nog etanola jo§ viSe povecava,
amplitude unutardnevnih oscilacija pocinju da se smanjuju, ali srednji dnevni nivo
koncentracije kortizola i frekvencija unutardnevnih oscilacija kortizola nastavljaju da
rastu (Slika 11f). Kada je [EtOH] = 60 mM, unutardnevna regulacija je potpuno narusena
I cirkadijalna regulacija je izvrnuta - amplitude unutardnevnih oscilacija su ve¢e tokom
no¢i nego tokom obdanice. Kao posledica toga, cirkadijalne oscilacije kortizola dostizu
maksimum oko pono¢i, na pocetku faze odmora (Slika 11g) umesto ujutru, kao §to je to
slu¢aj kod normalnog fizioloskog stanja (Slika 8a). Ukoliko bi se nastavilo sa pove¢anjem
nivoa hroni¢nog etanola(iznad letalne, tj. smrtonosne doze), doslo bi do potpunog gasenja

unutardnevnih oscilacijai do daljeg porasta srednjeg dnevnog nivoakortizola (Slika 11h-

j)-

42 MODELIRANJE PERTURBACIJA HPA OSE SPOLJNIM
HOLESTEROLSKIM PULSEVIMA KONACNOG TRAJANJA |
ASIMETRICNOG KONCENTRACIONOG PROFILA

U ovom poglavlju je analizaran uticaj dugotrajnih perturbacija koje ssmulirgju promene
u koncenetraciji holesterola u krvi nekoliko sati nakon unosa holesterola putem hrane.
Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da svakih 100 mg holesterola unetih putem hrane
u jednom danu dovode do povecanja ukupnog holesterolau krvi za 2,2 — 2,5 mg/dl [127-
131]. Medutim, precizni mehanizmi putem kojih HPA osa reaguje na unos holesterola iz

hrane su i dalje nepoznati [157, 132, 133].

Kako bismo pomocu matematickog modeliranja pokusSali da damo novi osvrt na ovu
problematiku, umesto trenutnih perturbacija, generisani su Siroki holesterolski pulsevi
definisane raspodele. Kao osnova za matematicko modeliranje, iskori$¢en je model
prikazan u Tabeli 10, ai bez reakcija (R14) — (R19), tj. bez prisustva etanola. Posmatrani
model je zatim proSiren sa dve nove rekacije i dve nove hemijske vrste (Tabela 13).

Ovakav model je zadrzao sve osobine modela prikazanog u Tabeli 10, ali je dodatno
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omogucio simuliranje ulaska holesterola iz hrane u krv, $to se odigrava kroz seriju

biohemijskih procesa u digestivnom traktu i jetri, i moze trajati nekoliko sati [134].

Reakcija (R1a) opisuje unos holesterola iz spoljnih izvora, kao §to je hrana. Dinamicka

promenljiva A predstavlja spoljneizvore holesetrola. Reakcija (R1b) opisuje eliminaciju

holesterola karakterisanu kinetikom drugog reda. Dinamicka promenljiva B predstavlja

vrste koje posreduju u eliminaciji holesetrola iz globalne cirkulacije, kao $to su npr.

lipoproteini visoke gustine (HDL, engl. high-density lipoprotein), ili statini, odnosno

lekovi kojima se uklanja visak holesterola. Preciznija podela holesetrola nije uzimana u

obzir u ovom modelu.

Tabela 13. Model HPA ose koji omogucava simulaciju spoljnih holesterolskih pulseva

konacnog trajanja i asimetri¢nog koncentracionog profila[127]

—% 5 CHOL
A—*2 yCHOL
B+CHOL —& ,p

— %20 , CRH

ks ALDO

CRH—*+ 5 ACTH

CHOL +ACTH —Xs» CORT
CHOL +ACTH —*s— ALDO
ACTH +2CORT —¥2—» 3CORT
ALDO +2CORT —*&» CORT
CHOL —*2 P,

CRH—2; P,

ACTH —*u 5 P,

CORT —z P,
ALDO—*2 P,

k, =1.748x10*mol dm>min™

k,, =1.748x10*min™

k,, =3.496x10°min™

k, =1.83x10°mol dm~min™
k, =6.09x10"mol dm~min™*
k, =1.83x10"min™*

ks =7.422mol*dm®min™

kK, =5.954x10*mol *dm®min™
k, =1.26x10"mol * dm°min™
kg =7.05x10%”mol? dm®min™
k, =3.553x10*min™

K, =1.1x10"min*

k,, =5.35x10”min™
k,=41x10"min™

kK, =1.35x10"min™*

(R1)

(R1a)
(R1b)
(R2)
(R3)
(R4)
(RS)
(R6)
(R7)
(R8)
(R9)
(R10)
(R12)
(R12)
(R13)
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Vremenska evolucija koncentracije svih vrsta u modelu odredena je sistemom
diferencijalnih jednacina izvedenih iz reakcija (R1) — (R13) u Tabeli 13, uz postovanje
zakona o0 degjstvu masa (Tabela 14).

Tabela 14. Sistem diferencijalnih jednacina koji proistice iz modela u Tabeli 13.

"[Lto'-]: Ky + Kia[A] - kyp[BI[CHOL] - (ks + kg)[CHOL][ACTH] - kg[CHOL] &
d[Cd?H] =K, - (Ka+ ky)[CRH] 2
W#LJCRH] - (ks + kg)[CHOL][ACTH] - k,[ACTH][CORTI]?- ky,[ACTH] A3)
%:kS[CHOL] [ACTH] + k;[ACTH][CORT]?- kg]ALDO][CORT]?- k,[CORT]  (4)
w=k3+ ke[CHOL][ACTH] - k] ALDO][CORT]?- k;3[ALDO] (5)
-kl (6)
%: Ky, [B][CHOL]
()

ReSavanjem ovog sistema diferencijalnih jednacina dobijamo unutardnevnu dinamiku
HPA ose. Kako bi se uzela u obzir i cirkadijalna (dnevna) regulacija lu¢enja CRH, ponovo

¢emo koristiti spoljnu periodi¢nu fuknciju D koja je detaljno objaSnjena u poglavlju 3.1:

D = ch — 0,079145093 x dz + {(0,064 x sin(2xt/1440) + 0,12 x abs[sin(xt/1440)]} x d2

Kao iranije, sprezanje dnevne funkcije sa sistemom diferencijalnih jednacina omogucava
uspesnu simulaciju i unutardnevnih (ultradijalnih) i dnevnih (cirkadijalnih) oscilacija,
oponasSaju¢i na taj nacin dnevne varijacije U koncentraciji hormona HPA ose.
Koncentracije hormona HPA ose dobijene na bazi modela u Tabeli 13 su iste kao one
dobijene na bazi modela u Tabeli 10 i prikazane su u Tabeli 12. Takav rezultat je i

oc¢ekivan, jer srzZ modela nije pretrpela nikakve izmene.
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Kada je dinamika HPA ose modelovana pod normalnim fizioloskim uslovima,
koncentracijevrstaA i B su postavljene nanulu. Kao posledicatoga, brzinerekacije (R1a)
i (R1b) subilejednakenuli. Vremenskaevolucijakoncentracije holesterolakojaodgovara
normalnim fizioloskim uslovima, kada A i B nisu prisutni u modelu (posto su njihove
koncentracije jednake nuli) data je na Slici 12a. Vremenska evolucija koncentracije
kortizola koja odgovara normalnim fizioloskim uslovima, kada A i B nisu prisutni u
modelu data je na Slici 12b. Kako bismo simulirali efekat perturbacija holesterolom,
numericka integracija sistema diferencijalnih jednacina je zaustavljena u odredenom
izabranom trenutku i definisani su novi pocetni uslovi za nastavak integracije. U okviru
novih pocetnih uslova su pocetne koncentracije A i B stavljene na odredene zeljene
vrednosti, dok su koncentracije svih ostalih vrsta u modelu zadrzale vrednosti koje su

imale u trenutku zaustavljanja integracije.
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Slika 12. Neperturbovana vremenska evolucija koncnetracije a) holesterola, b) kortizola.
[Alo=0, [B]o=0.

Perturbacija sistema sa A i B dovodi do formiranja holesterolskih pulseva asimetri¢nog
koncentracionog profila (Slike 13a-c i 14a-c). Holesterolski puls je okarakterisan Sirinom
(uminutima) napolovini visine maksimuma pulsai intenzitetom pulsa. Sirina na polovini
visine maksimuma pulsa (poluSirina pulsa) predstavlja merilo trajanja perturbacije, dok

koncentracija holesetrola u maksimumu pulsa predstavlja kvantitativnu meru intenziteta
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pulsa. Polusirina pulsa u slu¢ajevima razmatranim u ovom radu iznosi izmedu dva i tri

sata
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Slika 13. Vremenska evolucija koncentracije kortizola (d-f) za razli¢ite nivoe bazalnog
(osnovnog fizioloskog) holesterola u krvi a) poviSen nivo holesterola u krvi —
hiperholesterolemija, b) normalan nivo holesetrola u krvi, ¢) sniZzen nivo holesterola u
krvi — hipoholesterolemija; i za primenjen identi¢an holesetrolski puls u sva tri sluc¢aja. U

svim slu¢ajevima je [Alo=6-10%Mi[Blo=1"-10° M.

U cilju ispitivanja perturbacija HPA ose holesterolom, razmatrana su tri slu€aja: jedan sa
normal nim nivoom holesterolau krvi (Slika 13b), jedan sa povisenim nivoom holesterola
u krvi — hiperholesetrolemijom (Slika 13a), i jedan sa snizenim nivoom holesterolau krvi
— hipoholesetrolemijom (Slika 13c). Ista koli¢ina holesterola unetog putem hrane je
primenjena na sva tri slu¢aja, kao i njegova eliminacija reakcijom R1b. To znaci da su
pocetne koncentracije A i B bile iste u sve tri numeri¢ke simulacije. Numeric¢ke simulacije
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bazirane na nasem modelu su pokazale da nivo holesterola u krvi ne uti¢e na odgovor

kortizola na holesetrol unesen putem hrane (Slika 13).
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Slika 14. Vremenska evolucija koncentracije kortizola za normane bazalhe vrednosti
holesetrola i za razlicite pocetne koncentracije vrste A:

a)ie)[Alo=6-10% M, b)if)[Alo=1.5-10° M, c)ig)[Alo=3-103 M, d)ih)[Alo
=6-10° M.a)—h)[Alo=1-10° M.

Medutim, poéetna koncentracija dodatog holesetrola ([A]o) uti¢e na odgovor kortizola na
unos holesetrola putem hrane (Slika 14). Kada je bazalni nivo holesetrola u krvi u
referentnom fizioloSkom opsegu, visa pocetna koncentracija A dovodi do smanjenja
amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola. Dalje povecanje pocetne koncentracije A
dovodi do potpunog gasSenja unutardnevnih oscilacija (Slika 14h). Bazalni nivo
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holesetrola u krvi koji je visi ili nizi od referentnih fizioloskih vrednosti ne uti¢e na

odgovor kortizola na razlicito [A]o.

Pocetna koncentracija vrste B uti¢e na odgovor kortizola na holesterol unet putem hrane
(Slika15). Kadaje bazalni nivo holesterolau krvi u referentnom fizioloskom opsegu, vise
pocetne koncentracije B dovode do smanjenja amplitude unutardnevnih oscilacija
kortizola. Dalje povecanje pocetne koncnetracije B dovodi po gasenja unutardnevnih
oscilacija. Medutim, ako nastavimo da i dalje povecavamo pocetnu koncentraciju B, to
¢e dovesti do ponovnog uspostavljanja unutardnevnih oscilacija i do povecanja njihove
amplitude (Slika 15). Ovi rezultati ukazuju na to da postoji nelinearna promena u
odgovoru kortizola na holesterolske pulseve, u zavisnosti od razli¢itih pocetnih
koncentracija vrste B, tj. vrste koja uklanja holesterol. Medutim, do ovakve nelinearne
promene ne dolazi sa povecanjem pocetne koncentracije A. Mozemo smarati da se
amplituda unutardnevnih oscilacija znatho menja tek na odredenoj kriti¢noj pocetnoj
koncentraciji B, tj. naBoc. Ova kriti¢na vrednost zavisi od pocetne koncentracije A, tj. od
[Alo. Na Slici 15f je prikazan bifurkacioni dijagram zavisnosti [B]o,c 0od bifurkacionog

parametra[A]o.
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Slika 15. Vremenska evolucija koncentracije kortizola za normalne bazalne vrednosti
holesetrolai za razli¢ite pocetne koncentracije vrste B:
a)[Blo=1-10°M,b)[Blo=1-10*M,c) [Blo=1-103M,d) [Blo=5-10°M, €) [B]o
=1-102M.a) —€) [Alo=3 - 103 M.

f) Bifurkacioni dijagram koji pokazuje zavisnost kriti¢ne vrednosti pocetne koncentracije
vrste B, [Bloc, u funkciji pocetne koncentracije vrste A, [A]o, kao bifurkacionog
parametra. Za datu vrednost [Alo, [Bloc predstavlja kriticnu vrednost pocetne
koncnetracije B za koju dolazi do vaznog preokreta u ponaSanju sistema nakon
perturbacija: od unutardnevnih oscilacija kortizola malih amplituda (oscilogram sa desne
strane bifurkacionog dijagrama) dobijenih za nize vrednosti [B]o, ka unutardnevnim
oscilacijama velikih amplituda (oscilogram sa leve strane bifurkacionog dijagrama)

dobijenih za vise vrednosti [B]o.

Odgovor kortizola na unos holesterola putem hrane zavisi i od faze cirkadijalnog ritmau
kojoj je holesterol unet u organizam (Slika 16). Takode, odgovor sistema na unos
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holesterola, u odredeno doba dana, zavisi od vrednosti pocetne koncentracije B. Ova
razlika je uvek vidljiva, a naro€ito rano ujutru i tokom prepodneva (uporediti Slike 16b i
0, kao i 16¢ i h), kada manji puls holesterola sa manjom poc¢etnom koncentracijom B gasi
unutardnevne oscilacije kortizola (slika 16b i ¢), dok puls sa vetom pocetnom

koncnetracijom B povecava amplitudu unutardnevnih oscilacija kortizola (Slike 16gi h).

Numericke simulacije bazirane na prikazanom modelu pokazuju da noéni unos
holesetrola moze da poremeti cirkadijalnu regulaciju oscilacija kortizola, i moze da
znacajno poveca amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola (Slike 16a i f) u poredenju
sa jutarnjim i podnevnim unosom holesterola (Slike 16b i g, kao i 16 c i h) koji blago
povecavaju amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola. Blago povecanje amplituda

unutardnevnih oscilacija kortizola omogu¢uje HPA osi bolju adaptaciju na stres.
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Slika 16. Vremenska evolucija koncentracije kortizola nakon perturbacija hol esterol skim

pulsevima primenjenim u razli¢itim trenucima tokom dana:

a)if)25h,b)ig)32h,c)ih)36h,d)ii)40h, e)ij)44h.

a)—€e)[Blo=1-10°M,
f)—j) [Blo=2-103M.

U svim sludajevima je [AJo=3 - 10° M.

59



Konacno, u svetlu Slike 16, moze se videti farmakoloski uticaj supstanci koje snizavaju
nivo holesterola u krvi, poput statina [127, 135] na dinamiku kortizola. U tom smislu,
statini mogu imati ulogu supstance B. SniZzavanje pocéetne koncentracije B moze biti
plodonosno, ali to takode moze smanjiti amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola, i

posledi¢no smanjiti sposobnost pacijenta da se bori sa stresom.

Sada se moze postaviti pitanje kako ¢e holesterol unet putem hrane i etanol udruzeno
delovati naHPA osu. Dabismo to simulirali, modelu prikazanom u Tabeli 13 ¢emo dodati
reakcije (21) — (26) modela prikazanog u Tabeli 10. Sada zapravo imamo model koji u
sebi objedinjuje obatamodela (Tabela 15).

Vremenska evolucija koncentracije svih vrsta u modelu odredena je sistemom
diferencijalnih jednacina izvedenih iz reakcija (R1) — (R19) u Tabeli 15, uz postovanje
zakona o dejstvu masa:

d[C;OL] = ky+ ky[A] - kyp[B][CHOL] - (kg+ k)[CHOL][ACTH] - kg[CHOL] @
- (ky6+ ky7)[CHOL][ACALD]

d[CdTH] =k, - (K4+ kq)[CRH] + ky,[EtOH] @

W= K4[CRH] - (ks+ kg)[CHOL][ACTH] - k,[ACTH][CORT]?- k;,[ACTH] )

d[c;)tRT] = kg[CHOL][ACTH] + k,[ACTH][CORT]?- kg[ALDO][CORT]?- k;,[CORT] @
+ k[ CHOL][ACALD]

d[A;tDo] = ky+ kg[CHOL][ACTH] - kg[ALDO][CORT]?- ky5[ALDO] -
+ k,,[CHOL][ACALD]

diA]_

T_ kla[A] (6)

d

%z - kyp[B][CHOL]
(7)

d[E;?H] = - Ky [EtOH] - ky[EtOH] - kyg[EtOH] ®
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d[ACALD] _
at

= Kys[EtOH] + (Kyg+ Ky7)[CHOL][ACALD] - kyg[ACALD]

(9)

Tabela 15. Devetodimenzioni model HPA ose koji omogucava i simulaciju spoljnih

holesterolskih pulseva konac¢nog trajanja i asimetricnog koncentracionog profila, kao i

simulaciju uticaja etanolana HPA osu

_k 5 CHOL
A—Xa sCHOL
B+CHOL —» ,p

— k20, CRH

% , ALDO

CRH—X+ 5 ACTH

CHOL +ACTH —*s—» CORT
CHOL +ACTH —*s» ALDO
ACTH +2CORT —X2— 3CORT
ALDO +2CORT —*¢» CORT
CHOL —Xo P,

CRH—2; P,

ACTH 1 P,

CORT Xz P,

ALDO—*2 5 P,

EtOH —X1 5 CRH

EtOH —X5 5 AcALD

CHOL +AcALD—* »CORT
CHOL +AcALD—X2 > ALDO
ACALD—*= P,

EtOH X2 P,

. =1.748x10"*mol dm®min™
12 =1.748x10%min™

» = 3.496x10°min™

, =1.83x10°mol dm~min™*
, =6.09x10""mol dm~min™
, =1.83x10"min™

s = 7.422mol*dm®min™

s =5.954x10”mol *dm®min™

g = 7.05x10”mol? dm°min™*

, = 3.553x10°min"

0 =1.1x10"min™

4 =5.35x10°min™

b =41x10"min™

5 =1.35x10"min™

w =5.0x10°min™

5 =1.25%x10"min™
kK, =5.0x10°mol* dm®min™
k., =4.00x10°mol *dm®min™*
K,s =1.0x10"min™
K, =5.0x10°min™

k
k
Kk
k
k
k
k
Kk
k,=1.26x10"mol* dm°min™*
k
k
k
k
k
k
k
k

(R1)
(R1a)
(R1b)
(R2)
(R3)
(R4)
(R5)
(R6)
(R7)
(R8)
(R9)
(R10)
(R11)
(R12)
(R13)
(R14)
(R15)
(R16)
(R17)
(R18)
(R19)

Resavanjem ovog sistema diferencijalnih jednacina dobijamo unutardnevnu dinamiku

HPA ose. Kako bi se uzela u obzir i cirkadijalna (dnevna) regulacija lucenja CRH, ponovo

¢emo koristiti spoljnu periodi¢nu fuknciju D koja je detaljno objasnjena u poglavlju 3.1:
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D = d; — 0,079145093 x d + {(0,064 x sin(2rt/1440) + 0,12 x abs[sin(nt/1440)]} x d2

Koncentracije hormona HPA ose dobijene na bazi modela u Tabeli 15 su iste kao one

dobijene na bazi modela u Tabeli 10 i prikazane su u Tabeli 12. Posto srz modela nije

pretrpela nikakve izmene, oCekivano je da nema promene u dinamici i koncentracijima

vrsta, Sto su numericke simulacije 1 potvrdile.

Udruzeno dejstvo holesterolskih pulseva i etanola je prikazano na Slici 17b. Kada je

uporedimo sa Slikom 17a, evidentno je da etanol poniStava smanjenje amplitude

unutardnevnih oscilacija izazvano holesterolom, i vraca sistem bliZe prvobitnoj dinamici

koja je postojala pre perturbacija. Sa druge strane, unos holesterola pre perturbacije

etanolom (Slika 17b) ima povoljniji efekat na HPA osu nego unos samo etanola (Slika

17¢) jer dovodi do manjeg poveéanja amplitude unutardnevne oscilacije etanola.

[CORT]/nM  [CORT]/nM

[CORT] / nM

a)
35
30
25 4
1 T T T T T T T T T T !
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7 b)
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25 4
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30
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Slika 17. Vremenska evolucija koncentracije kortizola nakon perturbacija:
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a) holesterolskim pulsem koji po¢inju u 35 h. [AJo=3-103M, [B]o=1- 10° M.

b) prvo holesterolskim pulsem ([Alo=3 - 103 M, [B]Jo=1 - 10° M) koji po¢inje u 36 h,
azatim etanolom u 38 h. [EtOH]o=5 - 10° M.

c) akutnom perturbacijom etanolom u 38 h. [EtOH]o=5 - 103 M.
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4.3 STEHIOMETRIJSKI MODEL MEHANIZMA UTICAJA
ETANOLA NA NELINEARNA DINAMICKA STANJA HPA
SISTEMA KOJI SADRZI 26 REAKCIJA I 13 DINAMICKIH

PROMENLJIVIH

Kao §to je spomenuto, mana modela prikazanog u poglavljima 4.1 i 4.2 je to Sto je

koncentracija ACTH tri reda veli¢ine viSa od referentnih vrednosti. U cilju prevazilazenja

tog problema, prosirili smo taj model tako da obuhvata i kljuéne derivate POMC, ai i

detaljnije zalazi u mehanizam steroidogeneze, uvodenjem pregnenolona (PNN) i 17-a-

hidroksiprogesterona (HPGS) u model. Kako bismo prosirili stehiometrijski model,

koriS¢eni su eksperimentalni rezultati dostupni u literauri [91-96, 125, 126, 140, 136-
163]. Ovako formiran model predstavljen je u Tabeli 16.

Tabela 16. Stehiometrijski model koji opisuje samoregulaciju hormona HPA ose kod

ljudi 1 uticaj etanola na dinamiku HPA ose. Model sadrzi 26 reakcija i 13 vrsta.

My CHOL

—*2*P , CRH

—% . ALDO

CRH —*4 5 POMC

POMC —¥s» ACTH + BLPH
BLPH —X6 » BMSH + BEND
ACTH + CHOL —*Z PNN
PNN —*8 5 HPGS

HPGS —X2 5 CORT

PNN —X0 5 ALDO

HPGS + 2CORT —Xi 5 3CORT
ALDO + 2CORT —X2 5 CORT
CRH + CORT —K1,

ACTH —X

ALDO —X5 5

BEND —Xis

ki = 3,3120x10* Mmin*
ko = 8,7840x10% Mmin’
ks = 1,4616x10"1° M mint
K4 = 2,1960x10* mint

ks = 240,0000 min'*

ks = 240,0000 min

k7 = 1,9022x10° M-Imint
ks = 15,4742 mint

ko = 0,0232 min*t

kio = 2,5x10°1 min?

ki1 = 3,0240%x10% M2mint
k12 = 1,6920%x 10" M2mint
k13 = 7,2000x 10 Mtmint
kis = 1,2840x10% min't

kis = 0,8100 mint

k16 = 2,4000x10% min'

(R1)
(R2)
(R3)
(R4)
(R5)
(R6)
(R7)
(R8)
(R9)
(R10)
(R11)
(R12)
(R13)
(R14)
(R15)
(R16)
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BMSH —Kz_, ki7 = 2,4000x10* min' (R17)

CHOL —Ki kis = 0,1080 mint (R18)
CORT — X9 k1o = 0,09084 min (R19)
CRH —K2 kao = 0,0013 min’t (R20)
PNN —*2, ko1 = 0,0257 min (R21)
EtOH —X2 5 CRH ka2 = 1,0000x10°3 min't (R22)
EtOH —*2 5 AcALD ks = 2,5000x107 min' (R23)
CHOL + ACALD —*2¢ 5 PNN k24 = 0,0050 M-Imin’t (R24)
ACALD —*= kos = 0,1000 min't (R25)
EtOH —K» kas = 1,0000x104 min' (R26)

Kao i u prethodnim modelima (osnovnom modelu, i modelu predstavljenom u
poglavljima 3.1 i 3.2) reakcije (R1), (R2) i (R3) (Tabela 19) opisuju biosintezu
holesterola, CRH i aldosterona, redom.

Kako bi se uzela u obzir cirkadijalna (dnevna) regulacija lucenja CRH, koja je pod
kontrolom centralnog cirkadijalnog sata u suprahijazmaticnom jedru hipotalamusa,
ponovo koristimo spoljnu periodi¢nu funkciju D koja je predlozena tako da prikladno
opisuje asimetriju dvadesetcetvorocasovnog ritma kod ljudi, sa no¢énom fazom kojatraje

8 sati [125, 126, 140]:

D = dy — 0,079145093 x da + {(0,064 x sin(2rt/1440) + 0,12 x abs[sin(nt/1440)]} x da.

Dnevna funkcija D, spregnuta sa modelom preko reakcije koja opisuje biosintezu CRH

(R2), transformiSe konstantu brzine k2 u periodi¢nu funkciju ko - D.

Reakcije (R4) - (R6) opisuju lucenje POMC-a u hipofizi pod dgstvom CRH (R4), kao i
dalju sintezu peptida koji su derivati POMC-a, poput ACTH, beta-lipotropina, (B-LPH),
melanocito stimuliraju¢eg hormona-beta (f-M SH) i beta-endorfina (B-END) u sredisSnjem
reznju hipofize ((R5) i (R6)) [139-141].

Reakcije (R7) - (R10) sazeto opisuju biosintezu steroidnih hormona u kori adrenalne

zZlezde 1 njihovu sekreciju u sistemsku cirkulaciju [142-144].
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Relacije (R11) - (R13) opisuju slozenu dinamicku regulaciju HPA ose kontrolisanu od
strane glukokortikoida u razli¢itim mozdanim strukturama. Reakcija (R11) opisuje
pozitivnu povratnu spregu kortizola, dok reakcija (R12) opisuje negativhu povratnu
spregu kortizola kojom on samoreguliSe sopstvenu sintezu i sekreciju [148-150].
Pozitivna (R11) i negativna (R12) povratna sprega kortizola koje se odvijaju preko GR-a
I MR-a su opisane u obliku autokatalize (R11) i autoinhibicije (R12), i osnovni su deo
minimalnog (poglavlje 1.5.2.1 i referenca [19]) i osnovnog modela (poglavlje 1.5.3.1 i
referenca [123]) za opisivanje dinamike HPA ose. Koncentracije GR-a i MR-a su
implicitno ukljucene u konstante brzina i ne pojavljuju se kao nezavisne reakcione vrste
u modelu. Reakcija (R13) opisuje negativnu povratnu spregu kortizola na nekoliko

mozdanih regiona sa ciljem smanjenja daljeg lu¢enja CRH [149-152].

Reakcije (R14) - (R21) opisuju eliminaciju reakcionih vrsta brzinom koja je

proporciona na njihovim koncentracijama.

Isto kao i u modelu (poglavlje 3.1) gde se razmatra uticg etanola na HPA osu, reakcija
(R32) opisuje lucenje CRH izazvano degjstvom etanola [154-157], dok (R23) opisuje
konverziju etanola do acetladehida (ACALD) u jetri [158-160]. Reakcija (R24), koja
predstavlja direktan uticaj acetaldehida na adrenalnu Zlezdu dovodi do smanjenja sadrzaja
holesterola u adrenalnoj zlezdi i posledi¢no do povecanja lucenja glukokortikoida [161] ,
modelirana je kao ubrzanje prvog koraka steroidogeneze. Reakcija (R25) predstavija
eliminaciju ACALD iz organizma. Reskcija (R26) opisuje eliminaciju etanola iz

organizma.

Kao i kod modela u poglavljima 3.1, 3.2, mora se naglasiti dareakcije (R1) - (R26) nisu
elementarne reakcije, ve¢ sazeti ishodi slozenih bioloSkih reakcionih puteva koji su
koncizno zapisani u obliku stehiometrijskih relacija. Zahvaljuju¢i tome mozemo da
kreiramo set diferencijalnih jednac¢ina kako bismo opisali vremenske promene (evolucije)

koncentracija svih reakcionih vrsta razmatranih u modelu (Tabela 17).
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Tabela 17. Sistem diferencijalnih jednacina koji proisti¢e iz modela u Tabeli 16.

d[ACTH]

= ks[POMC] - ky[ACTH] (@)
% = kg + kyo[PNN] - ky,[ALDO][CORT]® - kys[ALDO] 2
% = k; - ky[ACTH] [CHOL]- kyg[CHOL] - ky;[CHOL][ACALD] ©)
d[C;JtRT] = ko[HPGS] + k;[HPGS][CORT]? - ky» [ALDO][CORT]? @

- ky3[CRH][CORT] - k;o[CORT]

@ = kpxD - (k4 + kyz[CORT] + Ky )[CRH] + ko, [EtOH] ®)
IUPOME] — \, [crH] - ks[PoMC] ©)
@ = kg[BLPH] - kq[BEND] (7
IBLPH] — . [Pomc] - kq[pLpH] ®)
d[BZ/ItSH] = kg[BLPH] - k7 [BMSH] (9)
d[:’:"\'] = Kk, [ACTH][CHOL] - (kg + ks + ko) [PNN]+ kps [CHOL][ACALD]  (10)
% = kg[PNN] - (kg + k ,,[CORT?|[HPGS] (11)
d[E(;?H] = -Kyp[EtOH] - kys[EtOH] - Ky [EtOH] (12)
W = Ky3[EtOH] - Koy [CHOL][ACALD] - kys[ACALD] (13)
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Sprezanje dnevne funkcije sa sistemom diferencijalnih jednacina omogucéava uspesnu
simulaciju i ultradijalnih (unutardnevnih) i cirkadijalnih (dnevnih) oscilacija, oponaSajuci
na taj nacin dnevne varijacije u koncentraciji hormona HPA ose. Parametri su podeseni
tako da period unutardevnih oscilacija iznosi oko 70 minuta, Sto je u skladu sa
eksperimentalnim predvidanjima (od 20 do 120 minuta, [15, 35, 36]), dok je period
cirkadijalnog ritma 24 h. Pored toga, koncentracije hormona dobijene u ovom modelu

odgovaraju referentnim fizioloSkih vrednostima (Tabela 18).

Tabela 18. Srednji dnevni nivoi hormona HPA ose predvideni na osnovu modela
prikazanog u Tabeli 16, u poredenju sa referentnim fizioloSkim vrednostima ovih

hormona u humanoj krvi merenih in vivo. M = mol dm. [165]

Hemijska vrsta Referentanrednost**/ mOdel (Tabela 16) /
Holesterol < 5x10° (preporucena) 3,07x10°
CRH 1x1012 (0,7-1,1)x10*?
ACTH (4,5 20)x1012 (0,6 -1,1)x101?
Kortizol (0,8 7.0)x107 (0,9-1,3)x107
Aldosteron (2—10)x101° (3,7 — 4,5)x10°10
Pregnenolon 1,5x10° (0,9—1,4)x10°
170-hidorksiprogester on (1,8-90)x10”7 (2,8-3,2)x10”
p-endorfin 1,4x10 (0,6 —1)x101*
POMC 2x101° (0,6 — 1)x101°

** Mayo Medical Laboratories

Dinamika HPA ose pod normalnim fizioloSkim uslovima, pri dejstvu akutnog unosa

etanola, kao 1 pri dejstvu hroni¢nog unosa etanola modelovana je na isti nacin kao §to je
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to opisano u poglavlju 3.1. Medutim, treba primetiti da je period unutardnevnih oscilacija
sada 70 minuta, dok je u slu¢aju modela sa 19 reakcija i 7 dinamickih promenljivih period
iznosio 30 minuta. Do ove promene je doslo kao posledica prilagodavanja vrednosti
konstanti brzina nakon povecanja broja reakcija i hemijskih vrsta u modelu. Vazno je
naglasiti da se u oba slu¢aja periodi unutadnevnih oscilacija nalaze u fiziolosSkom opsegu

(od 20 do 120 minuta).

Dnevne varijacije nivoa kortizola u krvi dobijene numeri¢kim simulacijama za normalnu
fiziologiju, tj. bez prisustva etanola, prikazane su na dici 18a. Akutna perturbacija
etanolom (vertikalna linijana glici 18b) je pracena metabolickom degradacijom tokom
koje koncentracija etanola postepeno opada (Slika 18b). Prate¢i trenutnu promenu
koncentracije etanola, nivoi svih hemijskih vrsta se prilagodavaju menjajuéi svoje nivoe,
Sto je ilustrovano na primeru vremenske evolucije kortizolana Slici 18c, kao i naprimeru

vremenske evolucije B-endorfinana Slici 18d.
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Slika 18. a) Numericka simulacija promene koncentracije kortizola tokom dana koja
pokazuje sloZenu dinamiku sa unutardnevnim oscilacijama superponiranim na dnevne
oscilacije. Period unutardnevnih oscilacija je oko 70 minuta, dok je period dnevnih
oscilacija 24 h. b) Akutna perturbacija etanolom je simulirana u modelu kao jedan puls
etanola (vertikalnalinija); primenjenakoncentracijaiznosi 5 mM, atrenutak perturbacije
je 17.30 h. Perturbacija etanolom je pra¢éena monotonim opadanjem koncentracije etanola
usled metaboli¢ke degradacije. ¢) Uticaj akutne perturbacije intenziteta 5 mM etanola na
dinamiku kortizola. Primenjena perturbacija etanolom zapravo odgovara onoj prikazanoj
pod b). d) Uticg akutne perturbacije intenziteta 5 mM etanola na dinamiku p-endorfina.

| ovde primenjena perturbacija etanolom zapravo odgovara onoj prikazanoj pod b).
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| ovde, kao i kod svih manjih modela, odgovor HPA ose na akutne perturbacije etanolom

je slozen i veoma zavisi od stanja u kome se HPA osa nalazi u trenutku perturbacije, t;.

od faze unutardnevne i dnevne oscilacije, kao i od intenziteta perturbacije (Slika 19).

Ukoliko je perturbacija primenjena tokom obdanice, odgovor sistema ¢e zavisiti od faze

unutardnevne oscilacije u kojoj se sistem nalazi u trenutku perturbacije (Slika 19a-€).

Medutim, ukoliko se akutna perturbacija istog intenziteta primeni tokom no¢i, odgovor

sistema nece zavisiti od faze unutardnevne oscilacije u kojoj se sistem nalazi u trenutku

perturbacije (Slika 19f-i), za koncentraciju etanola i pocetne uslove koji su ovde

kori$ceni.
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Slika 19. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola,

primenjenu u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortiziola. @ Smanjenje
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amplitude unutardnevne oscilacije kortizola nakon perturbacije u uzlaznoj prevojnoj tacki
unutardnevne oscilacije tokom obdanice. b) Smanjenje amplitude unutardnevne oscilacije
kortizola nakon perturbacije u maksimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. c)
Povecanje unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u silaznoj prevojnoj
taCki unutardnevne oscilacije tokom obdanice. d) Povecanje unutardnevnih oscilacija
kortizola nakon perturbacije u minimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. Sada
zapravo dolazi do promena smera odgovora kortizola na perturbacije etanolom, od
smanjivanja unutardnevne amplitude, ka njenom ponovnom povecéanju. e-h) Perturbacija
istog intenziteta je primenjena u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije tokom noc¢i
(uzlazna prevojna tacka, maksimum, silzana prevojna tacka i minimum, respektvno).
Uoceno je da u sva Cetiri sluc¢aja dolazi do povecanja amplitude unutardnevnih oscilacija

kortizola tokom naredne obdanice.

Akutne perturbacije etanolom razli¢itog intenizteta (2-100 mM) primenjene uvek u isto
vreme, 17.30 h, pokazuju da je odgovor HPA ose raste sa porastom primenjene doze
etanola (Slika 20), sto je u skladu sa rezultatima dobijenim primenom sedmodimenzionog
stehiometrijskog modela (poglavlje 3.1). Nakon intenzivne perturbacije etanolom,
sistemu je potrebno oko dva dana da se vrati u prvobitno stanje (Slika 20f).
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Slika 20. Efekat akutnih perturbacija etanolom na dinamiku HPA ose. Perturbacije
etanolom su uvek primenjene u isto vreme, u 17.30 h (17 h i 30 min). Koncentracija
etanolajeiznosila: @ 2 mM, b) 5 mM, c¢) 10 mM, d) 20 mM, €) 40 mM, i f) 100 mM.

Hroni¢na izloZenost etanolu 1 u slucaju ovog modela dovodi do slozenih transformacija
dinamike HPA ose (Slika 21). Kako raste hroni¢na koncentracija etanola u krvi, tako se
menja 1 odgovor sistema: od neznatnog uvecanja amplituda unutardnevnih oscilacija
(Slika 21a), preko daljeg rasta amplituda unutardnevnih oscilacija (Slika 21b), pojave
neperiodi¢nih oscilacija velikih amplituda (Slika 21c¢), zatim javljanja oscilacija velikih
amplituda i tokom no¢i (Slike 21d i ), do smanjenja amplitude unutardnevnih oscilacija,
ali uz istovremeno povecavanje srednjeg dnevnog nivoa koncentracije kortizola i
frekvencije unutardnevnih oscilacija kortizola (Slika 21f-i), pa sve do situacije u kojoj je

unutardnevnaregul acijapotpuno narusena i cirkadijalna regulacija je izvrnuta (Slika 21j).
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Slika 21. Hroni¢na izlozenost etanolu menja dinamiku HPA ose. U numerickim
simulacijama koncentracija etanolaje drzana konstantnom na slede¢im vrednostima: a) 2
mM, b) 5 mM, c¢) 10 mM, d) 20 mM, e) 40 mM, f) 60 mM, g) 150 mM, h) 170 mM, i)
180 mM, j) 200 mM.
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4.4 STEHIOMETRIJSK| MODEL MEHANIZMA UTICAJA
ETANOLA NA NELINEARNA DINAMICKA STANJA HPA
SISTEMA KOJI SADRZI 34 REAK CIJE | 19 DINAMICKIH
PROMENLJIVIH

Modeli prikazani u poglavljima 4.1, 4.2 i 4.3 predstavljgu odli¢nu polaznu osnovu za
dalje razvijanje, prosirivanje i prilagodavanje razliCitim upotrebama u cilju ispitivanja

delovanja spoljnih i unutrasnjih stimulansa na HPA osu.

Da bismo prosirili model, koris¢eni su eksperimentalni rezultati dostupni u literauri [91-
96, 125, 126, 140, 136-163] kako bi se izgradila stehiometrijska mreza. Polazni model je
prosiren tako da obuhvati i klju¢ne derivate proopiomelanokortina, detaljnu adrenalnu
steroidogenezu, i naravno, uticaj etanola na HPA osu. U modelu (Tabela 19) su slozeni
biohemijski reakcioni putevi sazeto predstavljeni stehiometrijskim relacijama (R1) —
(R34). U ovom nacinu predstavljanja sumarnih rekacije, supstance kojeiniciraju sumarnu
rekaciju se ponasaju poput reaktanata, a supstance koje nastaju u toj sumarnoj reakciji se
ponasaju poput produkata reakcije. Brzine nastajanja produkata su proporcionalne
koncentraciji reaktanata. Na taj nacin, razvijen je matematicki okvir za opisivanje
hemijske i kineticke osnove biohemijskih puteva koji ulaze u sastav HPA ose. Sazeti

graficki prikaz reakcija u modelu je prikazan na Slici 22.

Tabela 19. Stehiometrijski model koji opisuje samoregulaciju hormona HPA ose kod

[judi i uticg etanola nadinamiku HPA ose. Model sadrzi 34 reakcijei 19 vrsta. [165]

— X, CcHOoL ki=3,3120- 10*M mint (R1)
—%xD . CcRH ko= 8,7840 - 108 M min’ (R2)
—% , ALDO ks=14616-10°M min?  (R3)
CRH —* 5 POMC ka=2,1960 - 10* min (R4)
POMC —¥» ACTH + BLPH ks = 240,0000 min' (R5)
BLPH —*6» BMSH + BEND ke = 240,0000 min' (R6)
ACTH + MC, —X2» mcxive k;=7,6089 - 10BMmin?  (R7)
MCXe + CHOL —*85 PNN + MC, ke =1,9022 - 10°MImint  (R8)
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PNN —*¢ 5 HPNN

HPNN —X0 5 HPGS

HPNN —Xi 5 TTS

HPGS —X2 5 CORT

PNN —X2 5 PGS

PGS — X4, CTS

CTS —X5 , ALDO

PGS —X6 5 HPGS

HPGS + 2CORT —XZ 5 3CORT
ALDO + 2CORT —X8 , CORT
CRH + CORT —Xe 5

ACTH + CORT —*z,

ACTH —*a,

ALDO —K22,

BEND —*z

BMSH — X2,

CHOL —*=,

CORT —K=

CRH —

PNN —X22

TTS <2

EtOH —*% 5 CRH

EtOH —X3L 5 ACALD

CHOL + AcALD —X2 5 PNN
AcALD —K&

EtOH —Xa1

Ko = 15,4742 min'?

k1o = 7,7000 mint

ki1 = 0,0371 mint

k1> = 0,0232 mint

ki3 = 0,2476 mint

k14 = 0,2476 min

kis = 0,2352 min™t

kis = 1,0000 - 10*min'?

k17 = 3,0240 - 10> M?mint
kig = 1,6920 - 102 M?mint
k19 =7,2000 - 10 M min?
k2o = 6,0000 - 10® M min
ko1 =1,2840 - 103 min™

k22 = 0,8100 min

Koz = 2,4000 - 10° min

Kog4 = 2,4000 - 10* min

k2s = 0,1080 min'?

k2 = 0,0984 mint

ko7 = 0,0013 min't

kog = 0,0257 mint

k29 = 12,0000 min'?

kso = 1,0000 - 103 min’?

k31 = 2,5000 - 107" min?t

k32 = 0,0050 M *mint

kss = 0,1000 min'?

ka4 = 5,0000 - 103 min?

(R9)

(R10)
(R11)
(R12)
(R13)
(R14)
(R15)
(R16)
(R17)
(R18)
(R19)
(R20)
(R21)
(R22)
(R23)
(R24)
(R25)
(R26)
(R27)
(R28)
(R29)
(R30)
(R31)
(R32)
(R33)
(R34)

Isto kao i u prethodnim modelima (osnovnom modelu, i modelima predstavijenim u
poglavljima 3.1 i 3.2) reakcije (R1), (R2) i (R3) (Tabela 19) opisuju biosintezu
holesterola, CRH i aldosterona, redom. Reakcija (R1) predstavlja biosintezu holesterola
u jetri i gastrointestinalnom traktu [136-138]. Lucenje CRH iz PVN hipotalamusa je

prikazano reakcijom (R2), dok je proizvodnja adosterona pod kontrolom renin-

angiotenzin sistema opisana reakcijom (R3).
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Slika 22. Sazeti Sematski prikaz biohemijskih interakcija razmatranih u modelu uticaja
etanola na HPA osu prikazanom u Tabeli 16. Interakcije izmedu PVN hipotalamusa,
prednjeg reznja hipofize 1 kore adrenalne zlezde opisane preko delovanja CRH, ACTH,
kortizola i aldosterona na odgovarajuce receptore, ¢ini osnovu modela HPA ose (ruzi¢asto
i crno na dici). U cilju modelovanja uticga etanola na fundamentalne biohemijske
transformacije, osnovni model je proSiren tako da uklju¢i neuropeptide izvedene iz
POMC (plavo), holesterol i produkte adrenalne steroidogeneze (crvene), kao i etanol i
njegov metabolit acetaldehid (zeleno). Pozitivni (+) i negativni (-) povratni uticg
kortizola su predstavljeni punim i isprekidanim linijama, redom. Dvostruki, pozitivni i
negativni povratni utica kortizola na hipokampus, putem dejstvakortizolanaMR i GR,
prikazan je +/- crnom linijom. [188]

Isto kao i u prethodnim modelima, kako bi se uzela u obzir cirkadijalna (dnevna)
regulacija lucenja CRH, koja je pod kontrolom centralnog cirkadijalnog sata u
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suprahijazmati¢nom jedru hipotalamusa, uvedena je spoljna periodi¢na fukncija D koja
je predlozena tako da prikladno opisuje asimetriju dvadesetcetvoro¢asovnog ritma kod

ljudi, sano¢nom fazom kojatraje 8 sati [125, 126, 140]:

D = d; — 0,079145093 x da + {(0,064 x sin(2mt/1440) + 0,12 x abs[sin(nt/1440)]} x do.

U dnevnoj funkciji, t predstavlja vreme u minutima, a 1440 u brojiocu argumenta
trigonometrijske funkcije predstavlja broj minuta u jednom danu, odnosno period
cirkadijalnih oscilacija

Dnevna funkcija D, spregnuta sa modelom preko reakcije koja opisuje biosintezu CRH
(R2), transformise konstantu brzine k2 u periodi¢nu funkciju ko - D, menjajuéi vrednost

k2 natakav nacin da joj se pripisuju razli¢ite vrednosti u razli¢itim delovima dana.

Reakcije (R4) - (R6) opisuju lucenje POMC-a u hipofizi pod dgstvom CRH (R4), kao i
dalju sintezu peptida koji su derivati POMC-a, poput ACTH, beta-lipotropina, (B-LPH),
melanocito stimuliraju¢eg hormona-beta (3-MSH) i beta-endorfina (3-END) u sredisnjem
reznju hipofize ((R5) i (R6)) [139-141].

Reakcije (R7) - (R16) koncizno opisuju biosintezu steroidnih hormona u kori adrenalne
Zlezde i njihovu sekreciju u sistemsku cirkulaciju [142-144]. Ovaj proces zapocinje
vezivanjem ACTH za melanokortin receptor tipa 2 (MC2) u srednjem sloju kore
adrenalne Zlezde ((zona fasciculata; (R7)) [114]. AktivacijaMC2 receptora (M C2active)
je prvi korak u slozenoj kaskadi reakcija koje sacinjavaju steroidogenezu [146].
Neposredni odgovor na aktivaciju MC2 je mobilizacija holesterola iz ¢elijskih rezervi do
unutra$njosti mitohondrijalne membrane gde holesterolov citohrom P450 (P45011A1)
vr$i konverziju holesterola, prekursora svih steroidnih hormona, do pregnenolona (PNN;
(R8)). Ovaj neposredni odgovor je pracen regulacijom transkripcije gena koji kodiraju
enzime koji ucestvuju u steroidogenezi. Ova regulacija je omogucena posredstvom
ACTH. Dakle, enzimska aktivnost 17-a-hidorksilaze (CYP17A1) se povecava u ¢elijama
koje obuhvataju najdublji sloj kore adrenalne zlezde (zona reticularis) i srednji Sloj
adrenalne zlezde (zona fasciculata) dovode¢i do proizvodnje steroida 17-o-

hidroksipregnenolona ((HPNN; (R9)), od kojeg kasnije nastaju 17-a-hidroksiprogesteron
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(HPGS; (R10)) i testosteron ((TTS; (R11)), i konacno kortizol (R12). U ¢elijama koje
obuhvataju krajnji spoljni sloj kore adrenalne Zlezde (zona glomerulosa), enzim
aldosteron sintetaza (CY P11B2) katalizuje nastgjanje progesterona (PGS), kortikosterona
(CTS) i mineraokortikoida aldosterona ((R13)-(R15)). Ova proces se odigrava pod
kontrolom renin-angiotenzin sistema, ai njegova uloga nije eksplicitno razmatrana u
modelu. Relacija (R16) opisuje konverziju PGS do HPGS u kori nadbubrezne zlezde, a

pod kontrolom 17-a-hidorlaze.

Relacije (R17) - (R20) opisuju slozenu dinamicku regulaciju HPA ose kontrolisanu od
strane glukokortikoida u razli¢itim mozdanim strukturama. Reakcija (R17) opisuje
pozitivnu povratnu spregu kortizola, odnosno njegov uticaj na povecanu ekspresiju gena
koji regulisu lu¢enje CRH, koja se ostvaruje preko GR-a u hipokampusu. Kao posledica,
dolazi do povecanja lu¢enja ACTH i samog kortizola putem steroidogeneze. Reakcija
(R18) opisuje negativnu povratnu spregu kortizola koju on vr§i na MR-u u hipokampusu
gde se takmici sa aldosteronom za iste receptore, kao i negativnu povratnu spregu
kortizola koju on vr$i na GR-u u hipotalamusu i hipofizi [148-150]. Pozitivna (R17) i
negativna (R18) povratna sprega kortizolakoje se odvijgju preko GR-ai MR-asu opisane
u obliku autokatalize (R17) i autoinhibicije (R18), i osnovni su deo svih prethodnih
modela od minimalnog (poglavlje 1.5.2.1 i referenca[19]) i osnovnhog modela (poglavlje
1.5.3.1i referenca[123]), za opisivanje dinamike HPA ose, pa do ovog koji se razmatra
ovde. Koncentracije GR-a i MR-a su implicitno uklju¢ene u konstante brzina i ne
pojavljuju se kao nezavisne reakcione vrste u modelu. Reakcije (R19) i (R20) opisuju
inhibitorni uticaj kortizola na luc¢enje CRH i ACTH, redom. Reakcija (R19) opisuje
negativnu povratnu spregu kortizola na nekoliko moZdanih regiona sa ciljem smanjenja
daljeg lu¢enja CRH [149-152], dok (R20) predstavljamehanizam kojim kortizol ispoljava
inhibitorni efekat na lu¢enje ACTH [153].

Reakcije (R21) - (R29) opisuju eliminaciju reakcionih vrsta brzinom koja je
proporcionalna njihovim koncentracijama. Eliminicijaje eksplicitno razmatrana samo za
one vrste za koje koncentracija u modelu na drugi nacin nije mogla biti u fizioloSkom
opsegu. Produkti biokonverzije i/ili eliminacije ne u¢estvuju kao reaktanti ni u jednoj od

reakcijau modelu i stoga nisu naznaceni U modelu.
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Isto kao i u modelu (poglavlje 3.1) gde se razmatra utica alkohola na HPA osu, reakcija
(R30) opisuje lucenje CRH izazvano dejstvom etanola [154-157], dok (R31) opisuje
konverziju etanola do acetladehida (ACALD) u jetri [158-160]. Reakcija (R32), koja
predstavljadirektan uticaj acetaldehida na adrenalnu zlezdu dovodi do smanjenja sadrzaja
holesterola u adrenalnoj zlezdi i posledi¢no do povecanja lucenja Kortizola [161],
modelirana je kao ubrzanje prvog koraka steroidogeneze. Reakcija (R33) predstavija
eliminaciju AcALD iz organizma. Reakcija (R34) opisuje eiminaciju etanola iz

organizma.

Kao i kod modelau poglavljima3.1, 3.2 3.3, vazno je naglasiti da reakcije (R1) - (R34)
nisu elementarne reakcije, ve¢ sazeti ishodi sloZenih bioloskih reakcionih puteva koji su
koncizno zapisani u obliku stehiometrijskih relacija. To nam omogucava da kreiramo set
diferencijalnih jednaCina kako bismo opisali vremenske promene (evolucije)

koncentracija svih reakcionih vrsta razmatranih u modelu (Tabela 20).

Tabela 20. Sistem diferencijalnih jednacina koji proisti¢e iz modela u Tabeli 19.

W = ks[POMC] - (k;[MC,] + ko[CORT] + kyp )[ACTH] ()

% = Ky + kys[CTS] - kig[ALDO][CORT]? - kp,[ALDO] 2

% = ky - kg| MCZ""®| [CHOL]- kp5[CHOL] - kg [CHOL][ACALD] ©)

d[cs)tRT] = ky,[HPGS] + k;7[HPGS|[CORT]® - k;3[ALDO][CORT]? 4
- Kyo[CRH][CORT] - ky[ACTH][CORT] - ky5[CORT]

@ = koD - (K4 + kyo[CORT] + Ky )[CRH] + kgo[EtOH] ®)

% = k4[CRH] - ks[POMC] (6)
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d[BEND]

et ke[BLPH] - ko5[BEND] (7)
% = ks[POMC] - kq[BLPH] (8)
% = kg[BLPH] - kys[BMSH] 9)
d[ZTN] = ke[ MCE"®][CHOL] - (kg +kyg+kis) [PNN] + kgp [CHOL][ACALD]  (10)
% = kg[CHOL][ MCE™*]-k; [ACTH][ MC, | (12)
w = ky[ACTH][MC; | - kg[CHOL][ MC5"*] (12)
d[zct?,s] = kya[PNN] - (kyy + kig)[PGS] (13)
d[zs] = kyg[HPNN] - koo [TTS] (14)
% = kio[HPNN] - (ky; + K, [CORTJ?|[HPGS] + kys[PGS] (15)
d[gs] = ky4[PGS] - ky5[CTS] (16)
d[E(;?H] = - kg [EtOH] - kgy[EtOH] - Kg4 [EtOH] (17)
w = Kgy[EtOH] - Kgp[CHOL][ACALD] - Kg3[ACALD] (18)

Sprezanje dnevne funkcije sa sistemom diferencijalnih jednacina omogucava uspesnu
simulacijui ultradijalnih (unutardnevnih) i cirkadijalnih (dnevnih) oscilacija, oponasajuci
na taj nacin dnevne varijacije u koncentraciji hormona HPA ose. Parametri su podeseni
tako da period unutardevnih oscilacija iznosi oko 70 minuta, §to je u skladu sa
eksperimentalnim predvidanjima (od 20 do 120 minuta, [15, 35, 36]), dok je period
cirkadijalnog ritma 24 h. Pored toga, koncentracije hormona dobijene u ovom modelu

odgovaraju referentnim fizioloskih vrednostima (Tabela 21). Takode, model uspesno
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simulira fazni pomak izmedu ACTH i kortizola (Slika 23), kao i ,,0obrnut U odgovor*
HPA ose na glukokortikoide, pokazujuci da visoke i niske koncentracije glukokortikoida
imaju suprotne fizioloske efekte u odnosu na srednje koncentracije (Slika 24). Odnosno,
kadaje koncentracijakortizola iznad ili ispod fizioloski referentnog opsega, unutardnevne

oscilacije kortizola iS¢ezavaju.

Tabela 21. Srednji dnevni nivoi hormona HPA ose predvideni na osnovu modela
prikazanog u Tabeli 19, u poredenju sa referentnim fizioloskim vrednostima ovih

hormona u humanoj krvi merenih in vivo. M = mol dm. [165]

Hemijskavrsta Referentavrednost** / | Model (Tabela 16) /

M M

Holesterol < 5x10° (preporudena) 3,07x10°

CRH 1x10712 (0,7 - 1,1)x1012
ACTH (4,5 - 20)x1012 (0,6 —1,1)x10*2
Kortizol (0,8 7.0)x107 (0,9 - 1,3)x107
Aldosteron (2 - 10)x10%° (3,7 - 4,5)x10710
Pregnenolon 1,5x10° (0,9—1,4)x10°
Progesteron 3,2x109 — 56x108 (0,9 - 1,4)x10°

(0,7 — 3)x10° (Zene)

Testoster on*** (6 45)x10°® (Muskarci) (5,5-9,0)x10*2
17a-hidroksipregnenolon (1-90)x10° (1,8-2,8)x10°
17a-hidorksiprogester on (1,8-90)x10”7 (2,8-3,2)x10”’
p-endorfin 1,4x1011 (0,6 — 1)x10
POMC 2x1010 (0,6 — 1)x10710
Kortikosteron (0,14 — 20)x10° (0,8 —1,4)x10°

** Mayo Medica Laboratories
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*** Testosteron luce Lajdigove ¢elije, koje proizvode vise od 95% hormonakoji cirkulise
u organizmu, dok kora adrenalne zlezde doprinosi ovoj proizvodnji samo u odredenoj
meri (<5%). Nivo testosteronau krvi pacijenata nakon hirurSke kastracije opada do nivoa
nizih od 7 x 101% M, $to predstavlja limit detekcije trenutno dostupnih eksperimantalnih

metoda [162].

- -3.5
—— ACTH

5.0
120

4.5

4.0

[CORT] / nM
ACTH / pg mH

100 135

48 54 B0 66 72
t/h

Slika 23. Kasnjenje kortizola u odnosu na ACTH. Fazni pomak oscilacija ACTH (crveno)

i kortizola (crno) predviden na osnovu stehiometrijskog modela prikazanog u Tabeli 19.

Kada je dinamika HPA ose modelovana pod normalnim fizioloskim uslovima,
koncentracije etanolai acetaldehida su postavljene nanulu, i na taj nain je naznaceno da
etanol i njegov metabolit nisu prisutni u organizmu. Isto kao i u slu¢ajevima prikazanim
u poglavljima 3.1, 3.2 3.3, kako bismo simulirali efekat akutnih perturbacija etanolom,
numericka integracija sistema diferencijalnih jednacina je zaustavljena u odredenom
izabranom trenutku i definisani su novi pocetni uslovi za nastavak integracije. U okviru
novih pocetnih uslova je pocetna koncentracija etanola stavljena na odredenu Zeljenu
vrednost, pocetna koncentracija acetaldehida je ostavljena da bude jednaka nuli, dok su
koncentracije svih ostalih vrsta u modelu zadrzale vrednosti koje su imale u trenutku
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zaustavljanja integracije. Hroni¢ni unos etanola je modelovan tako $to je koncentracija
etanola drzana konstantnom na odredenoj Zeljenoj vrednosti, oponasajuc¢i na taj nacin

nivo etanola u krvi koji je uobicajen kod hroni¢nog konzumiranja alkohola.
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Slika 24. ,,Obrnut U odgovor®“ HPA ose na glukokortikoide. Aktivhost HPA ose,
predstavljena amplitudom unutardnevnih oscilacija kortizola (Acort) u odredenom
trenutku (podne) kao funkcija koncentracije kortizola u drugom izabranom trenutku
(minimum dnevne funkcije u 23 h; [CORT]23n). Kada je koncentracija kortizolaiznad ili
ispod fizioloski referentnog opsega, unutardnevne oscilacije kortizola is¢ezavaju, tj. u tim

slu¢ajevima ¢e njihove amplitude biti jednake nuli.

Slozene dnevne varijacije nivoa kortizola u krvi dobijene numeri¢kim simulacijama za
normalnu fiziologiju, tj. bez prisustva etanola, prikazane su na dlici 25a. Akutna
perturbacija etanolom (vertikalna linija na dlici 25b) je pracena metabolickom

degradacijom tokom koje koncentracija etanola postepeno opada (Slika 25b). Prateci
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trenutnu promenu koncentracije etanola, nivoi svih hemijskih vrsta se prilagodavaju
menjajuéi SVoje nivoe, §to je ilustrovano na primeru vremenske evolucije kortizola na

Slici 25¢, kao i na primeru vremenske evolucije B-endorfinana Slici 25d.
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Slika 25. a) Numericka simulacija promene koncentracije kortizola tokom dana koja
pokazuje sloZenu dinamiku sa unutardnevnim oscilacijama superponiranim na dnevne
oscilacije. Period unutardnevnih oscilacija je oko 70 minuta, dok je period dnevnih
oscilacija 24 h. b) Akutna perturbacija etanolom je simulirana u modelu kao jedan puls
etanola (vertikalnalinija); primenjenakoncentracijaiznosi 5 mM, atrenutak perturbacije
je 17.30 h (17 h i 30 min). Perturbacija etanolom je pracena monotonim opadanjem
koncentracije etanola usled metabolicke degradacije. ¢) Uticg akutne perturbacije

intenziteta 5 mMM etanola na dinamiku kortizola. Primenjena perturbacija etanolom
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zapravo odgovara onoj prikazanoj pod b). d) Uticag akutne perturbacije intenziteta5 mM
etanola na dinamiku B-endorfina. Primenjena perturbacija etanolom zapravo odgovara

onoj prikazanoj pod b).

Vreme koje je potrebno HPA osi da se vrati nasvoju prvobitnu dinamiku je u saglasnosti
sa eksperimental nim merenjima (de Waele i Gianoulakis 1993). Pored toga, predvidanja
modela su u skladu sa eksperimentalno opazenim oStrim porastom etanola nakon

perturbacije (silka 25b).

Odgovor HPA ose na akutne perturbacije etanolom je sloZen i veoma zavisi od stanja u
kome se HPA osa nalazi u trenutku perturbacije, tj. od faze unutardnevne i dnevne
oscilacije, kaoi od intenziteta perturbacije (Slika 26). Amplitude unutardnevnih oscilacija
kortizola tokom obdanice (aktivne faze kod ljudi) i noé¢i (faze odmora kod ljudi) su
razlicite (Slika 25a), 1 dace razliciti odgovor HPA ose na perturbacije etanolom istog
intenziteta u zavisnosti od toga da li je perturbacija primenjena tokom obdanice (Slike
26a-d) ili tokom no¢i (Slike 26e-h).
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Slika 26. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola,
primenjenu u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortiziola. a) Smanjenje
amplitude unutardnevne oscilacije kortizola nakon perturbacije u uzlaznoj prevojnoj tacki
unutardnevne oscilacije tokom obdanice. b) Smanjenje amplitude unutardnevne oscilacije
kortizola nakon perturbacije u maksimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. c)
Povecanje unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u silaznoj prevojnoj
tacki unutardnevne oscilacije tokom obdanice. d) Povecanje unutardnevnih oscilacija
kortizola nakon perturbacije u minimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. Sada
zapravo dolazi do promena smera odgovora kortizola na perturbacije etanolom, od
smanjivanja unutardnevne amplitude, ka njenom ponovnom povecanju. e-h) Perturbacija

istog intenziteta je primenjena u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije tokom noci
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(uzlazna prevojna tacka, maksimum, silzana prevojna tacka i minimum, respektvno).
Uoceno je da u sva Cetiri slu¢aja dolazi do povecanja amplitude unutardnevnih oscilacija

kortizola tokom naredne obdanice.

Kada se sistem perturbuje etanolom tokom obdanice, pri koncentraciji etanola i pocetnim
uslovima koje koristimo u ovoj disertaciji, odgovor HPA ose Ce izrazito zavisiti od faze
unutardnevne oscilacije (Slika 26a-d). Kada se ista koli¢ina etanola unese u razli¢itim
fazama unutardnevne oscilacije, moze do¢i ili do gasSenja (slika 26¢), ili do povecanja
(Slike 26a) unutardnevnih oscilacija, ili do toga da amplitude unutardnevnih oscilacija
kortizola ostane prakti¢éno nepromenjena (Silka 26d), za koncentraciju etanola i pocetne

uslove koje koristimo.

U slucaju da se sistem perturbuje etanolom tokom noéi, amplitude unutardnevnih
oscilacijasledeceg dana ¢e se povecati bez obzira na fazu unutardnevne oscilacije u kojoj
se sistem nalazio u trenutku perturbacije (Slike 26e-h), za koncentraciju etanola i pocetne
uslove koje koristimo ovde. Ovakvo ponasanje se javlja jer su amplitude unutardnevnih
oscilacije male tokom no¢i. Stoga, doza etanola koja jedva da utiCe na unutardnevne
oscilacije tokom obdanice izaziva izuzetno veliki efekat u sluc¢aju kada se primeni tokom
no¢i. Ukoliko bismo dozu etanola koju primenjujemo tokom noc¢i smanjili toliko da ona
bude prilagodena amplitudi unutardnevnih oscilacja tokom no¢i, dobili bismo isti sloZeni

odgovor tokom no¢i, kao i tokom dana (Slike 26a-d).

Akutne perturbacije etanolom razli¢itog intenizteta (2-100 mM) primenjene uvek u isto
vreme, 17.30 h (uobicajeno vreme u kojem mnogi ljudi u zapadnoj Evropi i Severnoj
Americi nakon posla konzumirgju alkohol) (Slika 27), pokazuju da je odgovor HPA ose
linearno proporicionalan primenjenoj dozi etanola (Slika 28). Takode, postoji korelacija
izmedu doze etanolai vremena koje je potrebno HPA osi da se vrati na svoju prvobitnu
dinamiku. Nakon intenzivne perturbacije etanolom, sistemu je potrebno oko dva danada

sevrati u prvobitno stanje (Slika 27f).
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Slika 27. Efekat akutnih perturbacija etanolom na dinamiku HPA ose. Perturbacije

etanolom su uvek primenjene u isto vreme, u 17.30 h. Koncentracija etanola je iznosila:
a) 2 mM, b) 5mM, ¢) 10 mM, d) 20 mM, €) 40 mM, i f) 100 mM.
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Slika 28. Povecanje koncentracije kortizola prouzrokovano jednom perturbacijom

etanolom je linearno proporcionalno koncentraciji

koncentracija etanola od 0 do 100 mM.

etanola, u okviru raspona
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Ukoliko bismo posmatrali samo koncentracije etanola nize od 10 mM i kroz koje promene
dinamickih stanja sistem prolazi pri dejstvu razli¢itih koncentracija etanola, dobili bismo
dijagram prikazan na Slici 29.
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Slika 29. Perturbacije etanolom razli¢itog intenziteta, primenjene uvek u isto vreme,
12.50 h, izazivaju razli¢ite odgovore HPA ose. Simulacije su radene u maksimumu
unutardnevne oscilacije kortizola. Postoje faze unutardnevne oscilacije u kojima je ova)
efekat uzi, a i da postoje faze u kojima se ovaj efekat ne moze dobiti. Efekat perturbacija
je meren kao odnos amplituda unutardnevnih oscilacija kortizola neposredno nakon (A)

i pre perturbacije (Ao).

Uzastopne perturbacije etanolom, modelovane kao serija akutnih perturbacija koje se
primenjuju jednom dnevno tokom 10 dana, pokazuju da su efekti etanola kumulativni
kada je vreme izmedu dve uzastopne perturbacije kra¢e od vremena koje je potrebno HPA
osi da se vrati svojoj bazalnoj ritmi¢nosti (Slika 30). Stavise, trenutni odgovor HPA ose
na drugu perturbaciju etanolom je manji u odnosu na efekat koji je izazvala prva
perturbacija, odnosno nivo kortizolai amplituda unutardnevnih oscilacijakortizolamanje

rastu nakon druge perturbacije, nego $to je to bio slu¢aj nakon prve perturbacije etanolom
(Slika 30).
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Slika 30. Odgovor HPA ose na ponovljene perturbacije etanolom koje su primenjene u
vremenskom interval koji je kraci od vremena oporavka HPA ose. Perturbacije etanolom
su uvek bile istog intenziteta, 5 mM, i uvek su primenjivane u isto vreme, 17.30 h. @)
Amplitude unutardnevnih oscilacijakortizolai srednja koncentracija kortizola postepeno
rastu tokom 10 dana perturbacija. b) Uvecani deo slike a), odnosno prvih pet dana. Kada
je vreme izmedu dve uzastopne perturbacije etanolom (24 sata) krace od vremena koje je
potrebno da se HPA ose vrati svojoj prvobitnoj dinamici (oko dva dana), neposredan
odgovor koji je prouzrokovan narednom perturbacijom etanolom je manji nego efekat

koji je prouzrokovan prethodnom.

Hroni¢na izloZenost etanolu dovodi do slozenih transformacija dinamike HPA ose (Slika
31). Male koncentracije etanola, [EtOH] <2 mM (30 ml 40% alkoholnog pi¢a odgovara
koncentraciji etanola u krvi od oko 4,25 mM) neznatno povecavaju amplitudu
unutardnevnih oscilacija kortizola, ali ne uticu na globalnu dinamiku HPA ose

(Slika31a). Kako se koncentracije etanola povecavaju, amplituda unutardnevnih
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oscilacija nastavlja da raste (Slika 31b) dovode¢i do pojave neperiodi¢nih oscilacija
velikih amplituda (Slika 31c).
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Slika 31. Hroni¢na izlozenost etanolu menja dinamiku HPA ose. U numerickim
simulacijama koncentracija etanola je drzana konstantnom na slede¢im vrednostima: a) 2
mM, b) 5 mM, ¢) 10 mM, d) 20 mM, €) 40 mM, f) 60 mM, g) 150 mM, h) 170 mM, i)
180 mM, j) 200 mM.

Dalje povecanje nivoa hroni¢nog etanola dovodi do pojave oscilacija velikih amplituda i
tokom no¢i (Slike 31d i e). Ukoliko se nivo hroni¢nog etanola jo§ viSe povecava,
amplitude unutardnevnih oscilacija pocinju da se smanjuju, ai srednji dnevni nivo

koncentracije kortizola i frekvencija unutardnevnih oscilacija kortizola nastavljgu da
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rastu (Slika 31f-i). Kada je [EtOH] = 200 mM, unutardnevna regulacija je potpuno
narusena i cirkadijalna regulacija je izvrnuta. Kao posledica toga, cirkadijalne oscilacije
kortizola dostizu maksimum oko ponoci, na pocetku faze odmora (Slika 31j) umesto
ujutru, kao $to je to slucaj kod normalnog fizioloSkog stanja (Slika 31a). U cilju
preglednijeg uocavanja promena dinamike kroz koje prolazi HPA osa pri izlozenosti

hroni¢nom etanolu, nacrtan je bifurkacioni dijagram (Slika 32).
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Slika 32. Bifurkacioni dijagram koji prikazuje kako se minimalne i maksimalne vrednosti
(kruzi¢i) najvece unutardnevne oscilacije kortizola menjaju sa porastom koncentracije
hroni¢nog etanola. Zvezdice i isprekidane linije pokazuju srednji nivo Kortizola,
prezentovan kao srednja tacka izmedu maksimuma i minimuma amplitude najvece
unutardnevne oscilacije. Stanja u kojima je uo€eno haoti¢no ponasanje stanja sa malim i
velikim amplitudama (Slike 31c i i) su prikazana isprekidanim vertikalnim linijama sa

taCkicama i crta-tacka, redom.

4.4.1 SPECIJALNA MODIFIKACIJA STEHIOMETRIJSKOG MODELA KOJI
SADRZI 34 REAKCIJE ZA SLUCAJ KADA POSTOJI OTEZANO
IZBACIVANJE ETANOLA I1Z ORGANIZMA

Na brzinu eliminacije akoholaiz organizma mogu uticati razlic¢iti faktori, kao §to su pol,
telesna konstitucija, zapremina jetre, nacin ishrane. Medutim, vrlo vaznu ulogu u brzini
eliminacije etanola mogu igrati mutacije gena odgovornih za sintezu enzima koji
metaboli$u etanol, kao $to su alkohol dehidrogenazai aldehid dehidrogenaza. [164]
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Kako bismo ispitali kako se model predstavlijen u Tabeli 19. ponasa u slucaju
onemogucene eliminacije etanola, mozemo izabrati daje konstanta brzine (R34) jednaka

nuli.

U ovom slucaju, sloZzene dnevne varijacije nivoa kortizola u krvi dobijene numerickim
simulacijama zanormalnu fiziologiju, tj. bez prisustva etanola, prikazane su naslici 33a
Akutna perturbacija etanolom (vertikalna linija na Slici 33b) je pracena metabolickom
degradacijom tokom koje koncentracija etanola postepeno opada (Slika 33b). Moze se
primetiti daje vreme eliminacije etanola iz organizma poveéano u odnosu na Sliku 25b.
Prate¢i trenutnu promenu koncentracije etanola, nivoi svih hemijskih vrsta se
prilagodavaju menjajuéi Svoje nivoe, §to je ilustrovano na primeru vremenske evolucije

kortizolana Slici 33c, kao i na primeru vremenske evolucije B-endorfinana Slici 33d.

Vreme koje je potrebno HPA osi da se vrati na svoju prvobitnu dinamiku je takode duze

nego u slucaju prikazanom na Slici 25c.
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Slika 33. a) Numericka simulacija promene koncentracije kortizola tokom dana koja
pokazuje sloZenu dinamiku sa unutardnevnim oscilacijama superponiranim na dnevne
oscilacije. Period unutardnevnih oscilacija je oko 70 minuta, dok je period dnevnih
oscilacija 24 h. b) Akutna perturbacija etanolom je simulirana u modelu kao jedan puls
etanola (vertikalnalinija); primenjenakoncentracijaiznosi 5 mM, atrenutak perturbacije
je17.30 h. Perturbacija etanolom je pracena monotonim opadanjem koncentracije etanola
usled metabolicke degradacije. ¢) Uticaj akutne perturbacije intenziteta5 mM etanola na
dinamiku kortizola. Primenjena perturbacija etanolom zapravo odgovara onoj prikazanoj
pod b). d) Uticg akutne perturbacije intenziteta 5 mM etanola na dinamiku -endorfina.

Primenjena perturbacija etanolom zapravo odgovara onoj prikazanoj pod b).

95



Kao i u slucaju kada je prisutna eliminacija etanola, odgovor HPA ose na akutne
perturbacije etanolom je sloZen i veoma zavisi od stanja u kome se HPA osa nalazi u

trenutku perturbacije, tj. od faze unutardnevne i dnevne oscilacije (Slika 34).
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Slika 34. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola,
primenjenu u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortiziola. a) Porast amplitude
unutardnevne oscilacije kortizola nakon perturbacije u uzlaznoj prevojnoj tacki
unutardnevne oscilacije tokom obdanice. b) Gasenje unutardnevnih oscilacije kortizola
nakon perturbacije u maksimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. ¢) Smanjenje
amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u silaznoj prevojnoj tacki

unutardnevne oscilacije tokom obdanice. d) Neznatno povecéanje unutardnevnih oscilacija
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kortizola nakon perturbacije u minimumu unutardnevne oscilacije tokom obdanice. Sada
zapravo dolazi do promena smera odgovora kortizola na perturbacije etanolom, od
smanjivanja unutardnevne amplitude, ka njenom ponovnom povecanju. e-h) Perturabcija
istog intenziteta je primenjena u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije tokom no¢i
(uzlazna prevojna tacka, maksimum, Silazna prevojna tacka i minimum, respektvno).
Uoceno je da u sva Cetiri sluc¢aja dolazi do povecanja amplitude unutardnevnih oscilacija

kortizola tokom naredne obdanice.

Akutne perturbacije etanolom razli¢itog intenizteta (2-100 mM) primenjene uvek u isto
vreme, 17.30 h (17 h i 30 min) pokazuju da je odgovor HPA ose proporcionaan
primenjenoj dozi etanola i u slucaju kada je eliminacija etanola otezana ili onemogucena
(Slika 35). Takode, postoji korelacija izmedu doze etanola i vremena koje je potrebno

HPA osi dase vrati na svoju prvobitnu dinamiku (Slika 36).
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Slika 35. Efekat akutnih perturbacija etanolom na dinamiku HPA ose u slucaju kada je
eliminacija etanola otezana ili onemogucena. Perturbacije etanolom su uvek primenjene
uisto vreme, u 17.30 h. Koncentracija etanolaje iznosila: @) 2 mM, b) 5 mM, c) 10 mM,
d) 20 mM, €) 40 mM, i f) 100 mM.
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Medutim, poredenjem Slika 27. 1 35. moze se primetiti da je u slu¢aju onemogucene
eliminacije etanola, vreme koje je potrebno da bi se HPA osa vratila na svoju prvobitnu
dinamiku produzeno i moze, u zavisnosti od konecentracije etanola kojom je vrSena

perturbacija iznositi i do Cetiri dana (Slika 36.)
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Slika 36. Vreme potrebno HPA osi da se vrati svojoj prvobitnoj dinamici, takozvano
vreme oporavka, je proporcionalno intenzitetu primenjene perturbacije etanolom, ali za
dovoljno velike koncentracije etanola prestaje da raste, pokazujuci da najduze vreme koje
je potrebnio HPA osi da se oporavi iznosi oko 4-5 dana (za koncentracije etanola koje su

fizioloski relevantne).

Onemogucavanje eliminacije etanola ne utiCe na odgovor kortizola na hroni¢ne
perturbacije etanolom (uporediti Slike 31 i 37). Male koncentracije etanola, [EtOH] <
2 mM neznatno povecavaju amplitudu unutardnevnih oscilacija kortizola, ali ne uticu na
globalnu dinamiku HPA ose (Slika 37a). Kako se koncentracije etanola povecéavaju,
amplituda unutardnevnih oscilacija nastavlja da raste (Slika 37b) dovode¢i do pojave

neperiodi¢nih oscilacija velikih amplituda (Slika 37c).

98



= a) = D
F 150 Z 400
— =
8 T T T T T T 1 U I v I ¥ I s I J I ' I { 1
- 0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
= b) = 2)
Z 150 = 400
oy =
E 100 g 200
8 I 1 T y T Y | s T x T ¥ 1 o I L I 2 I : I : I L I ’ 1
- 0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
300 ) 400 h)
200 300 4 . . . . . .
100 200 4
I Y I L I L) I % ) 2 I L. 1 ) I L I L I Y I L 1 L) 1
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
d) ] i)
280 - ' | ‘ . ' '
260 -

— T T T T T T T " T "1
0 24 48 72 96 120 144

T & T Y T * L ¥ 1

0 24 48 72 96 120 144

[CORT[/nM [CORT[/nM [CORT[/nM
[CORT[/nM [CORT[/nM [CORT[/nM

400 e) 286 )]
200 284
T T T 38—y
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
t/h t/h

Slika 37. Hroni¢na izlozenost etanolu menja dinamiku HPA ose. U numerickim
simulacijama koncentracija etanola je drZzana konstantnom na slede¢im vrednostima
koncentracija @) 2 mM, b) 5 mM, c) 10 mM, d) 20 mM, e) 40 mM, f) 60 mM, g) 150
mM, h) 170 mM, i) 180 mM, j) 200 mM.

Dalje povecanje nivoa hroni¢nog etanola u Krvi dovodi do pojave oscilacija velikih
amplituda i tokom no¢i (Slike 37d i e). Ukoliko se nivo hroni¢nog etanola u Krvi jos vise
povecéava, amplitude unutardnevnih oscilacija po¢inju da se smanjuju, ali srednji dnevni
nivo koncentracije kortizola i frekvencija unutardnevnih oscilacija kortizola nastavljaju
darastu (Slika 37f-i). Kada je [EtOH] = 200 mM, unutardnevna regulacija je potpuno

narusena i cirkadijalna regulacija je izvrnuta. Kao posledica toga, cirkadijalne oscilacije
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kortizola dostizu maksimum oko ponoéi, na poceku faze odmora (Slika 37]) umesto

ujutry, kao $to je to slucaj kod normalnog fizioloskog stanja (Slika 37a).

Kako bismo jo$ bolje uocili znacaj reakcije (R34), mozemo ispitati kako ¢e se vremenska

evolucija kortizola menjati nakon perturbacije etanolom, a u zavisnosti od vrednosti

konstante brzine kas, tj. konstante brzine eliminacije etanola (Slika 38.)
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Slika 38. Vremenska evolucija koncentracije kortizola nakon akutne perturbacije sa 100

mM etanolom, izvedene uvek u 17.30 h, ali za razli¢ite vrednosti konstante brzine kazs: @)

kaa=0mint, b)ksa=1-10° mint, ¢) kaa=3-103 min?, d) ksaa=5-102 min™.
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Na Slici 38. se jasno uocava da Sto je manja vrednost konstante brzine eliminacije etanola,
to ¢e doci do veceg porasta amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola nakon akutne
perturbacije etanolom. Takode, $to je manja vrednost konstante brzine eliminacije

etanola, to ¢e sistemu biti potrebno duze vreme da se vrati svojoj prvobitnoj dinamici.

4.5INTERAKCIJA CIRKADIJALNOG RITMA, HPA OSE |
ETANOLA

Kao §to smo vise puta naglasili, u modelima prikazanim u ovom doktoratu, cirkadijalna
regulacija proizvodnje CRH, koja je pod kontrolom cirkadijalnog sata u

suprahijazmati¢nom jedru u hipotalamusu, opisana je preko periodi¢ne funkcije D:

D = d:— 0,079145093 x d> + { (0,064 x sin(2nt/1440) + 0,12 x abg[sin(nt/1440)]} x d>.

Matemati¢ko modeliranje je pokazalo da sprezanje izmedu spoljne funkcije koja oponasa
dinamiku centralnog cirkadijalnog sata, i unutardnevnih oscilacija hormona HPA ose
omogucuje uspesno simuliranje oscilacijanivoa hormona sa dva karakteristicna perioda
— cirkadijalnim i ultradijalnim. (Slika 39a). Kontrolni parametar di, koji odreduje
intenzitet sprezanja izmedu centralnog cirkadijalnog sata i HPA ose, ponaSa se kao
bifurkacioni parametar i njegovaveli¢ina odreduje udaljenost od superkritiéne Andronov-
Hopfove bifurkacije. Stoga, $to je vrednost parametra d; veca, to je sistem udaljeniji od
bifurkacione tacke i amplituda unutardnevnih oscilacija kortizola se povecéava (Slika 39).

U ovim numerickim simulacijama je koriS¢en model prikazan u Tabeli 19.
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Slika 39. Vremenska evolucija koncentracije kortizola u slucajevima kada parametar d1

ima razli¢ite vrednosti: a) di = 0,28, b) d1 = 0,291 c) d; = 0,3025.

Akutne preturbacije etanolom istog intenziteta (6.3 mM) primenjene u isto vreme, 11.30
h, pokazuju da je uticaj etanola na povecanje nivoa kortizola drugaciji kada parametar di
ima razli¢ite vrednosti (Slika 40). Ociglednija razlika u vremenskim evolucijama
koncentracije kortizola za razliCite vrednosti parametra d1 nakon akutne perturbacije

etanolom moze se videti na Slici 41 (uvecano sa Slike 40).

Matematicko modeliranje pokazuje i da vreme oporavka sistema nakon akutnih

perturbacija etanolom razli¢itog intenziteta zavisi od vrednosti parametra di1 (Slika 42).
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Slika 40. Odgovor HPA ose na akutnu perturbaciju etanolom istog intenziteta (6,3 mM)

primenjenu uvek u isto vreme, 11.30 h, ali za razli¢ite vrednosti parametra di: @) di =

0,28, b) d1 = 0,29 ¢) dy = 0,3025.

Rezultati numerickih simulacija pokazuju da je sprezanje izmedu centralnog
cirkadijalnog sata 1 HPA ose vazan parameter koji definiSe ne samo aktivnost HPA ose
(Slika 39), ve¢ i njen odgovor na etanol (Slika 40). Ovi zakljucci sugeriSu da su bolesti
kod kojih je intenzitet sprezanja cirkadijalnog sistema i HPA ose izmenjen, kao $to su
Sizofrenija, depresijai Alchaimerova bolest [166], mogu biti povezane sa promenama u
osetljivosti pojedinca na akohol. To je u skladu i sa empirijskim zapazanjima, ali su
mehanizmi koji stoje iza toga jo§ uvek nepoznati. Nase modeliranje pokazuje da se
sloZene interakcije izmedu vitalnih ritmi¢nih regulatornih sistema, koje su teske za
eksperimentalnu  karakterizaciju, mogu potencijalno  proucavati  koris¢enjem

matematickog modeliranjai teorije dinamickih sistema.
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Slika 41. Poredenje vremenskih evolucija koncentracije kortizola za razli¢ite vrednosti

parametra di nakon akutne perturbacije etanolom (uvecano sa Slike 40).
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Slika 42. Vreme oporavka sistema za razli¢ite intenzitete akutne perturbacije etanolom i
za razli¢ite vrednosti di.
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4.6 UTICAJ TESTOSTERONA NA ODZIV HPA OSE NA ETANOL

Polne razlike u aktivnosti HPA ose su samo delimicno razjasnjene na molekularnom
nivou i u literaturi se mogu naci nekonzistentni rezultati [167, 168]. Razumevanje polnih
razlika u aktivnosti HPA ose, je medutim, od izuzetnog znacaja za razvoj polno-
specificnih farmakoloskih pristupa za leCenje uobicajenih neuropsihijatrijskih bolesti
[169, 170]. Eksperimentalna istrazivanja su pokazala da je uticaj alkohola na promenu

nivoa hormona HPA ose vec¢i kod Zenki pacova nego kod muzjaka [169, 170].

Medutim, Zene, iako imaju nize koncentracije testosterona u krvi od muskaraca, one imaju
vise koncentracije estrogena u krvi od muskaraca. Zbog toga se u ovom poglavlju ne¢emo
strogo drzati termina ,,zena“ i ,,muskarac®, ve¢ ¢emo se ograniciti na to da su u pitanju

razlike izmedu osoba sa nizim 1 osoba sa viSim nivoom testosterona u krvi.

U ovoj doktorskoj disertaciji su polne razlike predstavljene samo preko razlike u
koncentraciji testosterona (TTS). Da bismo ispitali uticaj polnih hormona na odziv HPA
ose na akohol, modelu prikazanom u Tabeli 19 dodate su jos§ dve reakcije (Tabela 22).
Reakcija (R35) opisuje biosintezu testosterona od strane hipotal amo-hipofizno-gonadne
(HPG) ose, njegovo oslobadanje u sistemsku cirkulaciju, i posledi¢no, dolazak do HPA
ose. Vazno je naglasiti da se vrednosti konstante brzine reakcije (R35) razlikuju u sluc¢aju
damodel opisuje osobe sa visSim nivoom testosterona u krvi i u slucaju da model opisuje
osobe sa nizim nivoom testosterona u krvi (Tabela 22). Reakcija (R36) opisuje inhibitorni

efekat testosterona na lucenje CRH.

Tabela 22. Reakcije koje su dodate modelu HPA ose od 34 reakcije (Tabela 19) u cilju

ukljucivanja razlika u nivou testosterona u krvi u model.

— ks 5 TTS kss =2 - 107" M min (osobe sa vi§im nivoom testosterona) (R35)
kss=2 - 108 M min (osobe sa nizim nivoom testosterona)

TTS+CRH —X% kss=5-10° M min? (R36)
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Uvodenje novih reakcija u model ¢e dovesti do promena u diferencijalnim jednacinama

koj e opisuju vremenske evolucije kortizolai testosteronau Tabeli 20. One ¢e sada glasiti:

d[C:t_RT] = ky[HPGS] + ky;[HPGS][CORT]? - k;3[ALDO][CORT]
- kyg[CRH][CORT] - kao[ACTH][CORT] - ku[CORT] )
- kggTTS[CORT]

d[:[_S] = Ky [HPNN] - kpo[TTS] + kgs[TTS]- kgg[TTS][CORT] )

Diferencijane jednacine koje opisuju vremensku evoluciju koncentracija svih ostalih
vrsta u modelu ¢e ostati iste kao u Tabeli 21. Poredenje referentnih fizioloskih vrednosti
koncentracije ukupnog testosterona u krvi kod muskaraca i Zena sa predvidanjima modela
opisanog u ovom poglavlju dato je u Tabeli 23. Na osnovu podataka u tabeli, jasno se

uocava da su predvidanja modela u skladu sa empirijskim rezultatima.

Tabela 23. Referentne fizioloske vrednosti koncentracije ukupnog testosterona u krvi i

vrednosti dobijene numeri¢kim simulacijama.

Pol Referentne fizioloske Koncentracija testosterona

vrednosti testosterona* / ng | dobijena simulacijama/ ng mit

mit
Zenski (osobe sa 01-12 0,48
nizim nivoom
testosteronau krvi)
Muski (osobe sa 24-12 4,78

visSim nivoom

testosteronau krvi)

Faktor konverzije: 1 ng ml = 3,47 nmol dm

* Mayo Medical Laboratories

Matematicko modeliranje je pokazalo da razlike u nivou testosterona uslovljavaju pojavu

razlika u amplitudi unutardnevnih oscilacija glukokortikoidnih hormona (Slika 43).
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Slika43. Bifurkacioni dijagram koji pokazuje kako se minimalnei maksimalne vrednosti
najveCe unutardnevne amplitude kortizola menjaju sa porastom koncentracije
testosterona (TTS) u modelu.

Matematicko modeliranje pokazuje da akutne perturbacije etanolom istog intenziteta, u
ovom slucaju 4,25 mM, primenjene u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortizola
mogu izazvati razli¢ite odgovore HPA ose kod 0soba samanjom i vecom koncentracijom

testosterona (Slika 44).
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Slika 44. Vremenska evolucija koncentracije kortizola prema predvidanjima modela.

Slike @)-€) se odnose na osobe sa nizim nivoom testosterona, af)-j) naosobe sa visim

nivoom testosterona. @) za osobe sa nizim nivoom testosteronau bazalnom fizioloskom

stanju, f) za osobe sa vi§im nivoom testosterona u bazalnom fizioloSkom stanju.

Nakon akutne perturbacije etanolom istog intenziteta, ali u razli¢itim fazama

unutardnevne oscilacije kortizola:

b) i g) uminimumu; ¢) i h) u uzlaznoj prevojnoj tacki; d) i i) umaksmumu; €) i j) u

silaznoj prevojnoj tacki.

Pored toga, matematicko modeliranje pokazuje da stres, modeliran kao akutna

perturbacija sa CRH [140], primenjena u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije

kortizola moze izazvati razli¢ite odgovore HPA ose kod osobe sa nizim nivoom

testosteronai kod osobe sa visim nivoom testosterona (Slika 45).
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Slika 45. Vremenska evoluocija koncentracije kortizola prema predvidanjima modela.
Slike a)-€) se odnose na osobe sa nizim nivoom testosterona, a f)-j) na osobe sa visim
nivoom testosterona. @) za osobe sa nizim nivoom testosterona u bazalnom fizioloSkom
stanju, f) za osobe sa visim nivoom testosterona u bazalnom fizioloSkom stanju. Nakon
akutne perturbacije CRH istog intenziteta, 15 nM, ali u razli¢itim fazama unutadnevne
oscliacije kortizola:

b) i g) u minimum; ¢) i h) u uzlaznoj prevojnoj tacki; d) i 1) u maksimumu; e) ij) u
silaznoj prevojnoj tacki.

Bifurkacioni dijagrami koji prikazuju kako se minimalne i maksimalne vrednosti najvece

unutardnevne oscilacije kortizola menjaju sa porastom koncentracije etanola kod Zena i
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muskaraca, prikazani su na Slikama 46 i 47, redom. Ovi bifurkacioni dijagrami su
kvalitativno isti, ali su uocljive kvantitativne razlike na osnovu kojih se moze zakljuciti
da matematicko modeliranje predvida da je uticaj alkohola na promenu nivoa hormona
HPA ose veci kod osoba sa nizim nivoom testosterona nego kod osoba sa visim nivoom
testosterona, $to je u sladu sa eksperimentalnim istrazivanjima dostupnim u litetraturi za
zene i muskarce [169, 170].
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Slika 46. Bifurkacioni dijagram koji pokazuje kako se minimalnei maksimalne vrednosti
najvece unutardnevne oscilacije kortizola menjaju sa porastom koncentracije etanola kod

osoba sa nizim nivoom testosterona u Krvi.
Ukupno gledano, rezultati matematickog modeliranja i numerickih simulacija prikazani

u ovom poglavlju su u skladu sa eksperimentalnim rezultatima koji pokazuju da nivo

testosteronautice na modulaciju odziva HPA ose na stres 1 perturbacije etanolom.
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Slika 47. Bifurkacioni dijagram koji pokazuje kako se minimalnei maksimalne vrednosti

najvece unutardnevne oscilacije kortizola menjaju sa porastom koncentracije etanola kod

osoba sa vi§im nivoom testosterona u Krvi.
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5. DISKUSIJA

U ovo] doktorskoj disertaciji je modelovan mehanizam uticaja etanola na dinamicka
stanja HPA sistema. Polazeéi od iste osnove, razvijena su tri stehiometrijska modela koja
opisiju taj mehanizam, pri ¢emu svaki naredni predstavlja proSirenu i adaptiranu verziju
prethodnog modela. Razmatran je uticg etanola, holesterola i testosterona na dinamiku
HPA ose.

Numericke simulacije bazirane na predlozenim modelima osvetljavau veoma slozeni
uticaj etanolanaHPA osu. Ono pokazuje daakutni unos etanola drugacije deluje na HPA
0su u zavisnosti od koli¢ine etanola koja je uneta, kao i od trenutka u kojem je uneta
(Slike 48-50)2. Odgovor HPA ose na etanol je slozen, i mogu biti uo¢eni razli¢iti odgovori
HPA ose mogu biti uo¢eni za niske, srednje i visoke koncentracije etanola. Pod niskim
koncentracijama etanola se podrazumevaju one koje ne utiCu na veli¢inu amplitude
kortizola. Pod srednjim koncentracijama etanola se podrazumevaju one koje mogu
izazvati prigusenje ili povecanje unutardnevnih oscilacija kortizola u zavisnosti od faze
unutardnevne oscilacije u kojoj je perturbacija primenjena. Visokim koncentracijama
kortizola se smatraju one koje uvek izazivaju povecanje amplituda unutardnevnih

oscilacijakortizola.

2 Slike u ovom poglavlju ne predstavljaju nove rezultate, ve¢ samo uporedni prikaz rezultata koji su ranije
predstavljeni u okviru poglavlja Rezultati, i date su u cilju lakSeg i preglednijeg izvodenja zaklju¢aka.
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Slika 48. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola,

primenjenu u razli¢itim fazama unutardnevne oscilacije kortiziola. a) PriguSenje

unutardnevnih oscilacija kortizola nakon perturbacije u silaznoj prevojnoj tacki

unutardnevne oscilacije tokom obdanice. b) Nepromenjenost amplitude unutardnevne

oscilacije kortizola nakon perturbacije unutardnevne oscilacije tokom obdanice. ¢) Porast

amplitude unutardnevne oscilacije kortizola nakon perturbacije u uzlaznoj prevojnoj tacki

unutardnevne oscilacije tokom obdanice. Numericke simulacije su radene na

stehiometrijskom modelu koji sardzi 34 reakcije.
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Slika 49. Slozeni odgovor HPA ose na perturbaciju istog intenziteta, 4,25 mM etanola
kojaje primenjena tokom noc¢i uz promenu amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola
tokom naredne obdanice. Numericke simulacije su radene na stehiometrijskom modelu

koji sadrzi 34 reakcije.
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Slika 50. Efekat akutnih perturbacija etanolom na dinamiku HPA ose. Perturbacije
etanolom su uvek primenjene u isto vreme, u 17.30 h. Koncentracija etanola je iznosila:
a) 5mM, b) 20 mM. Numeri¢ke simulacije su radene na stehiometrijskom modelu koji

sardzi 34 reakcije.

Kako bi eksperimentalno bio prouc¢en mehanizam delovanja etanola na HPA osu,
neophodno je da dinamika HPA ose bude pra¢ena sa vremenskom rezolucijom koja je
dovoljno velika da se mogu uoditi unutardnevne oscilacije. U eksperimentalnim i
klini¢kim istrazivanjima se nivoi kortizola obi¢no mere jednom ili svega nekoliko puta
tokom dana. Unutardnevne oscilacije kortizola se ne prate rutinski jer bi to zahtevalo
uzimanje uzoraka na svakih desetak minuta, $to je stresno za pacijente i/ili za
eksperimentalne zivotinje. Stoga, postoji svega nekoliko eksperimentalnih istrazivanja u
kojima su unutardnevne oscilacije koncentracije hormona HPA ose sistematski pra¢ene

sa visokom vremenskom rezolucijom [171-178]. Nedavni napredak u razvoju metode
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koja ¢e omoguciti brzo uzorkovanje i brzu kvantitativnu analizu hormona HPA ose u
buduénosti ¢e omoguciti detaljnu karakterizaciju dinamike HPA ose [178]. U ovom
trenutku, moZemo se osloniti na empirijske studije u kojima je nedvosmisleno uocen
kontradiktorni odgovor HPA ose na etanol: povecanje nivoa kortizola kod nealkoholicara
sa niskim nivoom alkohola u krvi [180], ali i neodgovaranje HPA ose na etanol [181].
Ovi rezultati su samo na prvi pogled protivrecni. Zapravo, oni zaista ukazuju na slozen
odgovor HPA ose naetanol. Kratko gubljenje unutardnevnih oscilacijakortizolaodrazava
trenutni, ali kratkotrgjni gubitak unutardnevne regulacije (Slika 48). Kod modela
predstavljenih u ovom doktoratu, ova pojava je konzistentna sa privremeno pogorsanim
odgovorom HPA ose na stres: posto amplituda unutardnevnih oscilacija postane mala do
iS¢ezavanja, prag tolerancije na stres je pomeren ka manjim vrednostima, i stres koji bi u
fizioloskim uslovima izazvao zanemarljivu promenu u dinamici HPA ose, sada ¢e
izazvati znatno izrazeniji efekat. Obrnuto, povecanje unutardnevnih amplituda dovodi do

nize osetljivosti na spoljnje stimulanse.

lako nije lako povezati rezultate numerickih simulacija sa bihgjvioralnim istrazivanjima
(istrazivanja bazirana na posmatranju ponasanja ispitanika), postoje studije tog tipa u
kojima je proucavana sloZena veza izmedu alkohola i stresa. Pregledni prikazi ovih studija
mogu se naéi u revijskim radovima objavljenim u poslednjih deset godina [46, 182, 183],
i one prikazuju naizgled nekonzistentne rezultate. Uoceno je da alkohol moze da
smanjuje, povecava, ili da uopSte ne uti¢e na odgovor organizma na stres. U svetlu
numerickih rezultata prikazanih na Slikama 48. i 49. uocavanje ovako razliCitog

ponaSanja nije uopste iznenadujuce.

Kada se etanol konzumira tokom no¢i, ukljucujuéi tu i rane jutarnje sate (pre 6 h), cak i
male koliine etanola ¢e povisiti amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola tokom
obdanice nastupaju¢eg dana (Slika 49). U modelima predstavljenim u ovom doktoratu,
povecanje unutardnevnih oscilacija je povezano sa manjom osetljivoséu na spoljne
stimulanse. To moZe zauzvrat objasniti zaSto mnogim ljudima prija mala koli¢ina
alkohola uneta ujutru, posto malo povecanje amplitude unutardnevnih oscilacija tokom
nastupajuce obdanice moze poboljsati sposobnost pojedinca da se bori sa stresom. lako

se jo$ jednom mora podvuéi da se predvidanja matematickog modela ne mogu lako
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povezati sa promenama u ponasanju, vazno je naglasiti vezu koja postoji izmedu
dimanike HPA ose i moguc¢ih osobina u ponasanju koje mogu biti uocene na nivou

organizma.

Numericke simulacije bazirane na predlozenim modelima ukazuju da se slozen odgovor
HPA ose na etanol javlja kao posledica nelinearnosti biohemijskih interakcija. Na prvi
pogled, ovo slozeno ponasanje prkosi intuiciji. Medutim, u modelima prikazanim u ovom
doktoratu, dinamika HPA ose je definisana deterministi¢kim mehanizmom i ona odrazava
specificne osobine nelinearnih dinamickih sistema koje se mogu naéi u blizini
superkriticne Hopfove bifurkacione tacke [113, 146]. Blizina superkriticke Hopfove
bifurkacione tac¢ke ima vazne fizioloSke posledice. U njenqj blizini su dinamicki prelazi
,meki” i reverzibilni, daju¢i HPA osi sposobnost da prilagodi svoju dinamiku kao
odgovor na spoljnje stimulanse, i da se nakon toga vrati u svoje prvobitno stanje, Sto
zapravo predstavlja i susStinu homeostaze. Do sada nije eksperimentalno ispitivana
zavisnost odgovora HPA ose na etanol u zavisnosti od faze unutardnevne oscilacije u
kojoj se sistem nalazi u trenutku perturbacije. Medutim, eksperimantalno je uoceno da
odgovor HPA ose na stres zavisi od faze unutardnevne oscilacije u kojoj se sistem nalazi
[176].

Numericke simulacije bazirane na predlozenim modelima jasno pokazuju daje odgovor
HPA ose na akutne perturbecije sistemanizim koncentracijama etanolarazlicit od njenog
odgovora na visoke koncentracije etanola (Slika 50). Razlika u odgovoru HPA ose na
niske i visoke koncentracije akutno unetog etanola javlja se kao posledica kinetike i
specijanih osobina koje sistem ispoljava u blizini Hopfove bifurkacione tacke. Kada se
sistem perturbuje niskom koncentracijom etanola, to podstice oslobadanje malih dodatnih
koli¢ina CRH, $to posledi¢no dovodi do sinteze malih dodatnih koli¢ina kortizola. Ako
je koli¢ina ovako proizvedenog kortizola manja od amplitude unutardnevnih oscilacija
kortizolai ako je HPA osa u fazi u kojoj preovladuju reakcioni putevi u kojima nastaje
kortizol, amplituda unutardnevnih oscilacija kortizola ¢e se jo$ viSe povecati u prisustvu
etanola, u poredenju sa situacijom u kojoj etanol nije prisutan. Stoga ¢e Se uociti
povecanje unutardnevne amplitude kortizola. Sa druge strane, ako je mala dodatha

koli¢ina kortizola proizvedena tokom faze u kojoj preovladuju reakcioni putevi u kojima
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se kortizol metaboliSe ili elimiSe iz sistema, ta dodatna koliCina kortizola ¢e biti
eliminisana i unutardnevne oscilacije kortizola u prisustvu etanola nece dostiéi onaj nivo
koji su imale u situaciji u kojoj etanol nije prisutan. Stoga ¢e biti uoceno smanjenje
amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola. Nasuprot ovome, kada se kao posledica
akutnih perturbacija HPA ose velikim koncentracijama etanola proizvedu velike dodatne
koli¢ine kortizola, nivo kortizola ¢e se u znac¢ajnoj meri povecati i razlike koje poti¢u od
faze u kojoj se sistem nalazi u trenutku perturbacije ¢e postati zanemarljive. Veliki visak
kortizola treba da bude potroSen kako bi se ponovo uspostavio dinamicki kontrolni
mehanizam koji postoji u blizini superkriti¢cne Hopfove bifurkacione tacke. Zbog toga ¢e
vreme potrebno da se potrosi visak kortizola biti direktno proporcionalno koli¢ini etanola
koja je uneta u sistem, tj. koli¢ini dodatno proizvedenog kortizola, i fazna zavisnost
odgovora HPA ose na akutne perturbacije velikim koncentracijama etanola nece biti

uocena.

Prema tome, delovanje akutnih perturbacija HPA ose visokim koncentracijama etanola
zavis od koli¢ine unetog etanola i vremena koje je potrebno da se HPA osa vrati u
prvobitno fiziolosko stanje (Slike 381 50). Modeli razvijeni u ovom doktoratu predvidaju
da oporavak HPA ose moze trajati i nekoliko dana od trenutka uzimanja visokih doza
etanola (Slika 38), sto je u saglasnosti sa klini¢kim istrazivanjima koja su pokazala da se
nivo kortozola nakon teskog opijanja vraca u normalu nakon priblizno nedelju dana

apstinencije [185].

Matematicko modeliranje pokazuje da je povecanje nivoa kortizola odmah nakon druge
doze etanola uporedivo manje od povecanja kortizola nakon prve doze etanola (Slika 30),
Sto je konzistentno sa eksperimentalnim zapaZanjima da izlaganje etanolu smanjuje
sposobnost HPA ose da odgovori na slede¢e uzimanje etanola [47, 49, 186]. Ova
fenomen, poznat kao zaravnjen odgovor HPA ose, smatra se karakteristikom
neuroendokrine tolerancije [187]. Matematicko modeliranje sugerise da se ovo odigrava
na sledeci nacin: kad prva doza etanola poveca amplitudu unutardevnih oscilacija (Slika
30), osetljivost HPA ose na sledece perturbacije se smanjuje. Zbog toga, perturbacijaistog
intenziteta ne moze vise da aktivira HPA osu u istoj meri u kojoj je to mogla prva, i kao

posledica toga se moze uociti zaravnjen odgovor (Slika 30).
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Matematicko modeliranje pokazuje da je globalna dinamika HPA ose razli¢ita u stanjima
hroni¢ne akoholisanosti razli¢itog stepena (Slika 51). Pri normanoj fiziologiji, u
odsustvu alkohola, amplituda unutardnevnih oscilacija kortizola je uglavhom manja od
amplitude cirkadijalnih oscilacijanivoakortizola (Slika25a), iako su uoc¢ena individualna
odstupanja[178]. U stanjima hroni¢ne alkoholisanosti, kada je nivo etanola u krvi nizak
(2 mM), amplituda unutardnevnih oscilacija je ne$to veca nego u odsustvu alkohola, ali

je jo§ uvek manjaod amplitude cirkadijalnih oscilacija (Slika 51).
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Slika 51. Hroni¢na izlozenost etanolu menja dinamiku HPA ose. U numerickim
simulacijama koncentracija etanola je drzana konstantnom na slede¢im vrednostima: &) 2
mM, b) 10 mM, c) 40 mM, d) 150 mM, €) 180 mM, f) 200 mM. Numericke simulacije su

radene na stehiometrijskom modelu koji sardzi 34 reakcije.
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Zbog toga $to je jedinka otpornija na stres kada amplituda unutardnevnih oscilacija nije
manja od fizioloskih amplituda, i posto etanol povecava amplitudu unutardnevnih
oscilacija, ovo moZze biti razlog zbog Cega se funkcionalni alkoholi¢ari (osobe koje su
zavisne od akohola i redovno piju, ali to ne uti¢e na njihov svakodnevni Zivot i
izvr§avanje obaveza) osecaju rasterecenije 1 funkcionisu bolje kada su konstantno pod

uticajem niskih doza alkohola.

Kako se nivo hroni¢nog etanola pove¢ava amplitude unutardnevnih oscilacija kortizola
postaju mnogo vece, vece ¢ak i od amplituda cirkadijalnih oscilacija (Slika51). Medutim,
ovo vi$e nema zastitnu ulogu jer je prag odgovora na stres sada previsok i odbrambeni
mehanizmi nece biti aktivirani od strane stimulansa koji ih u uobicajenom slu¢au
aktiviraju. Dinamicka stanja u slucajevima u kojima je prag za aktivaciju HPA ose
previsok mogu biti povezana sa nesmotrenim ponasanjem, neodgovarajucom

percepcijom opasnosti, $to su tipiéne 0sobine uocene u ponasanju pijanih osoba [188].

Dalje povecanje nivoa hroni¢nog etanola (10 mM) dovodi do pojave haoti¢nih dinamickih
stanja, karakterisanih sloZenim promenama u amplitudama unutardnevnih oscilacija
kortizola 1, posledi¢no, do o€igledno nasumic¢nih promena u visini praga odgovora na
stres od trenutka do trenutka (Slika 51). lako ne postoje eksperimentalni dokazi, na
osnovu rezultata numerickih simulacija se moze predloziti da haoti¢na dinamicka stanja,
kada se amplituda unutardnevnih oscilacija nasumi¢no menja, mogu biti povezana sa
ponasanjem koje je od strane okoline primeéeno kao nepredvidivo, ¢udljvo, lakoumno ili

nelogi¢no [189].

Sa daljim povecanjem nivoa hroni¢nog etanola (10 mM < [EtOH] > 40 mM), amplituda
unutardnevnih oscilacija kortizola jo§ viSe raste, 1 unutardnevne oscilacije kortizola ¢ija
je amplituda uvecana su uocene tokom ¢itavog dana, ¢ak i tokom no¢i (Slika51). Jos vece
povecanje nivoa hroni¢nog etanola (40 mM < [EtOH] > 180 mM), dovodi do preokretanja
promena veli¢ine amplitude unutardnevnih oscilacija. One se sada smanjuju i cirkadijalni
ritam je nadjacan (Slika 51). Ovakva dinamika HPA ose je u skladu sa simptomima kao
Sto su iritabilnost, poremecaji spavanja, akoji su tipicni za teske alkoholi¢are [188-190].

Koncentracije etanola veée od 150 mM su smtronosne za vecinu ljudi [190].
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Konacno, dolazi do gubitka unutardnevne i cirkadijalne regulacije (Slika 51).
Unutardnevne oscilacije viSe ne postoje, dok je maksimum cirkadijalne oscilacije oko
ponoci, a minimum rano ujutru, $to je upravo suprotno u odnosu na normalnu fizologiju
bez prisustva etanola. Kapacitet HPA ose da brzo i precizno prilagodi nivoe svojih
hormona kao odgovor na spoljne stimulanse vise ne postoji. Kvalitativnhe promene u
dinamici HPA ose su uocene u modelima na koncentracijama etanola koje odgovargju
letalnim (smrtonosnim) dozama etanola (za veéinu ljudi to su koncentracije etanola u
krvi vece od 150 mM) [190].

Bifurkacioni dijagram (Slika 32) daje saZet prikaz kako se nivo kortizola menja pri
hroni¢nom izlaganju etanolu, i u skladu je sa eksperimentalnim zapazanjima [191]. On
pokazuje da visoki nivoi hroni¢nog etanola pomeraju sistem daleko od superkriti¢ne
Hopfove bifurkacione tacke, i pokazuje da se dinamicka stanja HPA ose menjgu sa
porastom koncentracije hroni¢nog etanola. Ova dinami¢ka stanja predstavljaju
alosteri¢na stanja, definisana kao stanja hroni¢nog odstupanja regulatornog sistema od

njegovog normalnog (homeostatskog) nivoa[52, 192].
Na kraju, moZemo napraviti uporedni prikaz osobina stehiometrijskih modela mehanizma

uticaja etanola na nelinearna dinamic¢ka stanja hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema

koji su pirkazani u ovoj disertaciji (Tabela24).
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Tabela 24. Uporedni prikaz najznacajnijih osobina, sli¢nosti i razlika modela mehanizma

uticaja etanola na nelinearna dinamicka stanja hipotalamo-hipofizno-adrenalnog sistema

koji su prikazani u ovoj disertaciji

Stehiometrijski . o Stehiometrijski
Stehiometrijski model
model sa 19 - model sa 34
~ sa 26 reakcija -
reakcija reakcije
Broj hemijskih vrsta
7 13 19
u modelu
Ukljucuje
proopiomelanokortin Ne Da Da
I njegove derivate
. ProSirena uvodenjem
Osnovni .
S pregnenolonai _
_ stupnjevi sinteze | _ Detaljno
Steroidogeneza ) ) hidorksipregnenolona _
kortizolai prikazana
1 veza izmedu njih 1
aldosterona .
ostalih vrsta u modelu
- Da, osim
Koncentracije svih -
o koncentracije
hemijskih vrstasu u o
ACTH kojajeu Da Da
referentnom
) modelu veca za
fiziolosSkom opsegu ) o
tri reda veli¢ine
Zavisi od faze
unutardnevne
Odgovor na akutne o
- oscilacije
perturbacije _ o
kortizola u kojoj Isto Isto
etanolom tokom _ _
se sistem nalazi u
dana
trenutku
perturbacije
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Stehiometrijski _ o Stehiometrijski
Stehiometrijski model
model sa 19 - model sa 34
- sa 26 reakcija .
reakcija reakcije
Zakoncentracje
etanola i pocetne
uslove koje smo
Odgovor na akutne . o
- koristili ne zavisi
perturbacije
od faze
etanolom tokom
_ unutardnevne Isto Isto
noci o
oscilacije
kortizola u kojoj
se sistem nalazi u
trenutku
perturbacije
Sa povecanjem
koncnetracije
etanola kojom se
sistem perturbuje,
povecavaju se
Odgovor na .
srednja
hroni¢ne .
. koncentracija Isto Isto
perturbacije )
kortizola tokom
etanolom _
dana, i
frekvencija
unutardnevnih
oscilacija
kortizola
Postojanje
testosteronau
modelu (vazno za Ne Ne Da
ispitavanje uticga
testosterona na odziv
HPA ose na etanol)
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Stehiometrijski _ o Stehiometrijski
Stehiometrijski model

model sa 19 - model sa 34
reakcija 526 reskaja reakcije
Postojanje
kortikosterona u
modelu (vazno za
buducu upotrebu
modelau smislu
njegovog Ne Ne Da

prilagodavanja za
primenu na
Zivotinjama, u
prvom redu
glodarima) [193]

Na ovom mestu, neophodno bi bilo i osvrnuti se na ogranienja matematickog
modeliranja dinamickih biohemijskih sistema uopste, kao 1 konktertno u slu¢aju modela
predstavljenog u disertaciji. HPA osa je izuzetno sloZen nelinearan dinamicki sistem.
Sastoji se od velikog broja razlicitih konstituenata, razli¢itih vrsta molekula (pre svega
peptida (npr. peptidni hormoni CRH i ACTH), lipida (npr. holesterol i steroidni hormoni
kortizol 1 aldosteron) i1 njihovih odgovarajucih proteinskih receptora) 1 razlicitih tipova
¢elija (npr. razli¢ite vrste nervnih ¢elija, epitelijalne 1 sekretorne ¢elije.) koji medusobno
interaguju i grade veoma sloZenu prostorno i vremenski isprepletenu dinami¢ku mrezu.
U toj slozenoj mrezi procesa, molekuli proizvedeni od strane jedne vrste celija (npr.
peptidni hormon CRH proizveden od strane neurona u hipotalamusu) selokalnim krvnim
sistemom transportuje do udaljenih delova mozga (npr. neurona u hipofizi)kako bi na
njih izvrsili utcaj i stimulisali ih da luce nove supstance (npr. peptidni hormon ACTH)
koji se transportuje do drugih ¢elija (npr. sekretornih ¢elija u kori nadbubreznih zlezda) i
stimuliSu ih da luc¢e nove supstance (npr. steroidni hormon kortizol) koje reguliSu brzinu
nastajanja CRH. Na taj nacin se stvaraju zatvorene ,,petlje” interakcija ili ,,reakcioni
putevi” kojima se ubrzavaju (pozitivha povratna sprega) ili usporavaju (negativna

povratna sprega) procesi koji ¢ine petlju i na taj nacin reguliSu brzine kojima se odvijaju
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biohemijski proces unutar HPA ose. Na trenutnom nivou razvoja modela HPA ose
prikazanog u ovoj disertaciji, razmatrano je samo linearno ili kvadratno povecavanje
brzine reakcije sa povecanjem koncentracije reaktanata. U realnosti, brzine biohemijskih
procesa su ograniCene (bilo da se radi o enzimski kontrolisanim reakcijama ili o
reakcijama izlu¢ivanja koje zavise od stepena zaposednutosti receptora na povrsini ¢elija
koje proizvode odredenu supstancu) Sto znaci da ¢e u odredenom trenutku do¢i do

postizanja maksimalne moguce brzine kojom se odredeni procesi odvijajul.

Kao posledica formiranja mreze interakcija, HPA osa sti¢e kolektivne osobine, kao §to je
sposobnost samoorganizacije odnosno samoprilagodavanje njenih osnovnih dinamickih
promenljivih kako bi odgovorila na unutrasnje i spoljasnje signale u cilju ostgjanja u
okvru prihvatljivih granica sopstvene dinamicke strukture. Ovo svojstvo nije
karakteristi¢no za pojedina¢ne reakcione puteve, ve¢ je svojstveno celokupnom sistemu,
i ne moze se okarakterisati proucavanjem pojedinih delova sistema. Prilikom izrade
matematickih modela, ovu veliku kompelksnost zamenjujemo setom matematickih
jednacina koje mogu oponasati slozene dinamicke osobine. Zato su svi matematicki
modeli kompleksnih biohemijskih sistema pojednostavljeni prikaz pravog sistemai stoga
Su ograniceni. Ovo takode vazi 1 za model prikazan u okviru ove disertacije, u kojem nije
razmatran uticaj nekih molekula koji su vazni za aktivnost HPA ose, kao $to su arginin-
vazopresin, angiotenzin |1, adrenalin, dopamin, serotonin, itd. Osim toga, biosinteza
CRH je ovde modelirana upotrebom kontinualne funkcije, sa brzinom koja se menja sa
cirkadijalnim ritmom koji je predstavljen periodicnom funkcijom D, dok se u stvarnosti
CRH neprekidno oslobada, ali u diskretnim pulsevima nekoliko desetina puta tokom
dana. Dok kontinualni deterministicki modeli hemijske kinetike mogu dati reSenja koja
se razlikuju od onih dobijenih modelima koji uzimagu u obzir inherentne fluktuacije
koncentracije reaktanata, ta razlika postaje vazna u uslovima koji ukljuéuju nizak broj
molekula (npr. <1x10* molekula) ili u bllizini bifurkacionih tadaka. Pod drugim uslovima,
greske uzrokovane pretpostavljanjem kontinualnog raspona mogucih koncentracija su
obi¢no vrlo male, a i kontinualni i diskretni pristup daju ista makroskopska resenja za
stacionarna stanja. Dakle, kontinulani ulaz CRH, $to je svakako pojednostavljenje, nije
neutemeljen sve dok je prosec¢na koncentracija CRH u pulsirajuéem CRH rezimu ista kao

u rezimu kontinualnog protoka.

125



Jo$ jedno vazno ograni¢enje modela prikazanog u ovoj disertaciji je Sto se u jednom
reakcionom koraku kombinuju mnogi slozeni procesi. Ova saZetost, koja je nuzni prvi
korak pri proucavanju globalnog ponasanja HPA ose, mora bit razlozena u slu¢ajevima
kada je potrebno detaljnije ispitati ulogu odredenih procesa, kao Sto su uloga transkripcije
i translacije gena, sinteza proteina, posttranslacijska modifikacija, meducelijska
komunikacija, aktivan transport kroz plazmamembranu odgovaraju¢im prenosnicima,
vezivanje zareceptore itd. Konacno, vazno je naglasiti da su sve reakcione vrste u ovom
modelu tretirane kao da su prostorno homogene, §to ocigledno nije slucaj. Ovo
pojednostavljenje je opravdano u prvoj aproksimaciji za trenutnu primenu modela, ali ¢e
biti potrebno uzeti u obzir diskretizaciju u prostoru ukoliko se npr. budeispitivao doprinos

razlicitih regija delova mozga na aktivnost HPA ose.
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6. ZAKLJUCAK

M odeliranje mehanizmabioloskih procesaje korisno orude za razumevanje i predvidanje
ponasanja slozenih bioloskih sistema. U ovom doktoratu, koris¢en je stehiometrijski
pristup modeliranju kako bi se sazeto prikazali bioloSki procesi koji se nalaze u osnovi
HPA osei kako bi se predvideo odgovor HPA ose na etanol. PredloZzeni nau¢ni pristup
podrazumeva da su primenom osnovnih zakona hemijske kinetike i dinamike
neravnoteznih procesa simulirane promene u koncentraciji kortizola u krvi i poremecaji
u nivou kortizola nastali usled akutnog i hronicnog konzumiranja etanola. Predvidanja
modela su uporedena sa empirijskim rezultatima dostupnim u literaturi kako bi se
osiguralo da model kvalitativno replicira osobine realnog sistema. Narodito je vazno to
S§to ovi modeli predvidaju slozene dnevne oscilacije holesetrola, peptidnih i steroidnih
hormona u krvi; simuliraju fazni pomak izmedu ACTH i kortizola; oponasSaju dvojako
dejstvo kortizola koje se bazira na tome da kortizol moze imati i stimuli$uéi i inhibirajuci
efekat na sopstvenu proizvodnju. Takode, ovi modeli omogucéuju predvidanje odgovora
HPA ose na neposrednu perturbaciju etanolom, kao i vreme oporavka nakon opijanja.
Rezultati izloZeni u ovom doktoratu pokazuju i da kada postoji dobra baza, odnosno dobar
osnovni model koji opisuje biohemijske interakcije u nekom sistemu, on se moze
relativno lako proSiriti i prilagoditi odredenoj svrsi i na taj nafin opisati odgovor

posmatranog sistema na spoljne i unutrasnje stimulacije.

lako je postignuto kvantitativno slaganje sa eksperimentima, ne treba zanemariti
¢injenicu da predvidanja modela mehanizma uticga etanola na HPA osu reflektuju
osobine modela, a ne obavezno osobine realnog sistema. Uprkos ovim ogranic¢enjima,
kojasu urodena i svim matematickim modelimai modelimamehanizama, stehiometrijski
pristup modeliranju predstavlja vazan korak napred ka razumevanju celokupnog
odgovora HPA ose na stimulaciju etanolom. Uzevsi u obzir visoki stepen slaganja
izmedu predvidanja modela i realnih eksperimenata koji je postignut, stehiometrijski
modeli mogu biti koristan alat za kreiranje eksperimentalnih protokola, verifikaciju
eksperimentalnih rezultata i za ispitivanje obrnutog prelaska (prelaska iz alkoholizma u
apstinenciju) kako bi seispitala dinamika HPA ose tokom alkohol ne apstinencije.
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Model HPA ose koji je razvijen i ispitivan u ovoj disertaciji, kao i matemati¢ki modeli
bilo kog dinamickog biohemijskog sistema, neminovno je aproksimacija realnog sistema.
Matematicki modeli se uvek temelje na nasem trenutnom razumevanju problema i
postoje¢im eksperimentalnim podacima. Medutim, nove tehnologije s poboljSanom
osetljivos¢éu, mogu pruziti dragocene nove podatke. Kada se dobiju nove eksperimentalne
¢injenice, potrebno je ponovno ispitati moze li postoje¢i matematicki model uspesno
objasniti nova zapazanja ili ne, 1 na osnovu ishoda, odluciti da li model treba poboljsati
ili odbaciti. U tom smislu, matematicko modeliranje treba smatrati iterativnim procesom
koji se naizmeni¢no kre¢e od eksperimentalnih merenja ka numerickim simulacijama i

nazad.
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Oblasti njenog nau¢nog interesovanja su dinamika nelinearnih procesa; modeliranje
sloZzenih procesa u biologiji, medicini i hemiji; oscilatorni procesi u hemijskim,
fiziCkohemijskim i bioloskim sistemima. Objavila je pet radova u medunarodnim

Casopisima, kao i 19 saopStenja na medunarodnim konferencijama.

Tokom leta 2017. stru¢no se usavriavala na Karolinska Institutu u Stokholmu, Svedska,
u okviru Erasmus+ programarazmene. Februara 2015. pohadala je International Wilhelm
and Else Heraeus Physics School on "Model systems for understanding biological
processes", u Bad Honefu u Nemackoj. 2014. je ucestvovala u programu mentorstva

,.Srbija na vezi” u organizaciji udruzenja ,,iSerbia.

Bila je stipendista Fonda za mlade talente ,,Dositeja” Ministarstva omladine i sporta
Republike Srbije i Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.
Dobitnicaje nagrade za najbolji stru¢ni i nau¢noistrazivacki studentski rad 2013. godine,
diplome ,,Pavle Savi¢” Drustva fizikohemicara Srbije, nagrade Fondacije ,,Sestre
Bulaji¢* za najbolje diplomske radove, specijalnog priznanja Srpskog hemijskog drustv,
nagrade Hemofarm fondacije za ngbolje studente prirodnih nauka, nagrade Kluba
SUPERSTE Erste Banke.

147



Radovi i saopstenja proistekli iz ovog doktorata:
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1. Z.Cupié, A. Stanojevié, V. M. Markovi¢, Lj. Kolar-Ani¢, L. Terenius, V. Vukojevi¢,
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2. A. Stangjevi¢, V.M. Markovi¢, Z. Cupi¢, V. Vukojevié, Lj. Kolar-Ani¢. Modelling
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Proceedings, Volume |, (2016) p. 323-326.

2. A. Stanojevi¢, V. M. Markovi¢, Lj. Kolar-Ani¢, V. Vukojevi¢, Mathematical
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Proceedings, Volumel, (2016) p. 351-354.

3. A. Stanojevi¢, Z. Cupi¢, Lj. Kolar-Ani¢, V. Vukojevi¢, Mathematical modelling of
ethanol effects on the dynamics of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) system,
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4. A. Stanojevié, Lj. Kolar-Ani¢, Z. Cupié¢, V. M. Markovié, V. Vukojevi¢, Effects of
gradual cholesterol pulses with normally distributed intensity profiles on the
hypothal amic-pituitary-adrenal (HPA) axisdynamics, Physical Chemistry 2014, 12th
International Conference on Fundamental and Applied Aspects of Physical
Chemistry, The Society of Physical Chemists of Serbia, Belgrade, Serbia,
Proceedings, Volume |, (2014) p. 340-343.
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1. A. D. Stanojevi¢, V. M. Markovi¢, Z. D. Cupi¢, Lj. Z. Kolar-Ani¢, V. B. Vukojevi¢,
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AM-06 (one page).
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5. A. Stanojevi¢, Z. Cupié, V. M. Markovi¢, S. Maéesi¢, Lj. Kolar-Ani¢, V. Vukojevié,
Modelling Ethanol Influence on the Dynamics of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
(HPA) Axis, EMBO | EMBL Symposium: Biological Oscillators. Design, Mechanism,
Function, Heidelberg, Germany, (2015) pp. 106.

6. A. Stanojevi¢, S. Macesi¢, Z. Cupié, V. M. Markovié, V. Vukojevi¢, Lj. KolarAnié,
Modelling perturbations of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis with cholesterol
pulses in the form of a normal distribution, International WE-Heraeus Physics School
on"Mode systems for understanding biological processes', Bad Honnef, Germany,
(2015) P27 (one page).

7. A. Stanojevié, Lj. KolarAni¢, Z. Cupié, V. M. Markovi¢, V. Vukojevi¢, Mathematical
modelling of the influence of distribution of cholesterol concentration on the
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnncanu-a AHa CtaHojeBuh

Opoj nHoekca __2014/0302

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOopCcKa AucepTaumja nog HacrnoBoM

Mogenupawe MexaHu3ma yTuuaja eTaHona Ha HennHeapHa AMHaMuYka ctaksa

XunoTtanamo-xmnodunaHo-agpeHanHor cucrtema

e pe3yntaTt CONnCTBeEHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LenvHU HU Yy AenoBuMa Huje buna npegnoxeHa
3a pobujakbe 6uNo koje AuMnnoMe npema CTYAMjCKMM nporpamuma apyrux
BUCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa M KOPUCTUO MHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYrvX
nvua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay,
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Vme n npesnme aytopa AHa CtaHojeBuh

bpoj nHaekca 2014/0302

Cryavjcku nporpamMm _ AOKTOPCKE akagemcke cTtyamnje dursnyke xemuie

Hacnos paga Moaenupawe MexaHmsma yTvuaja eTaHoria Ha HenmHeapHa
OMHaMWYKa CTala XxunotanamMo-xunodusHo-agpeHanHor cuctema

MeHTOp npod. ap Oparommp CtaHucaebes u ap XKerbko Yynuh

Motnucanw/a AHa CTtaHojeBuh

W3jaBrbyjem fa je wramnaHa Beps3vja MOr LOKTOPCKOr pada MCTOBETHA €fEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteta y Beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NMMYHKU Nogaum Be3aHu 3a obujarbe akageMCcKor 3Bama
AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 NpesuMe, roguHa u Mecto pohera un gatym ogbpaHe

paga.

OBwu nM4yHM Nogaum mory ce 06jaBuUTN Ha MPEXHUM CTpaHuLama gurutanHe éubnuoteke,
y eNeKTPOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHmsepsauteTa y beorpaay.

MoTnuc goktopaHaa

Y Beorpagay,
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnunoteky ,CBeTto3ap MapkoBuh® ga y OurutantHu
peno3uTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBoM:

Mogenupawe MexaHu3Ma yTvLaja eTaHona Ha HenmHeapHa ANHaMUYKa CTaka
XunoTtanamo-xnnodunsHo-agpeHanHor cucrtema

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM doopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauujy noxpaweHy y urntanHm penosamtopujym YHusepaurteTa y
Beorpagy mory ga kopucte C€BM KOjU nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.

1. AyTopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjarnHo

( 3)Av'ropc'rBo — HeKoMepuumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHO — AennTn Nod UCTMM ycroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMa

(MonMmo pa 3aoKkpyxuTe camo jedHy OA LecT NoHyheHux nuueHuW, Kpatak onuc
nUuUeHuM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpagay,
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTPUbyLmjy 1 jaBHO caonwiTaBawe aena,
N npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HayuMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu
AaBaoua nuueHue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcrnobogHuja of CBUX
NULEHUMN.

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbyuunjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBede MMme aytopa Ha HauuH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOopCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBae€,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwitaBakwe aena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBara WAn
ynotpebe genay CBOM gerny, ako Ce HaBede nme aytopa Ha HaumH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa unuv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepuumjanHy ynotpeby
aena. Y ogHOCy Ha CBe ocTare f1ueHLEe, OBOM JTMLIEHLIOM Ce orpaHmnyaBa Hajsehu obum
npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuwujanHo — OennTtu nog uctum ycnosuma. [o3BorbaBaTe
yMHOXaBake, AucTpmbyLmjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
nMe ayTopa Ha HauvH odpefeH oA CTpaHe ayTopa wunu gaBaoua fuUEHLEe U ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM WM CNMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa nnun ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefheH oA CTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - penutm nog WCTUM ycroBuMa. [o3BorbaBaTte yMHOXaBahse,
ANcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oppefeH o4 cTpaHe ayTopa WMNAM JaBaoua IMUEHUEe M ako ce npepaja
anctpnbympa nog WMCTOM UM cnu4HOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [03BOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvyHa je copTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO Nu1LeHuama OTBOPEeHOr Koaa.
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