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Uticaj pretretmana vitaminom D na strukturne i biohemijske promene

uzrokovane prolaznom globalnom ishemijom mozga dZerbila
REZIME

Uvod: Cerebralna ishemija nastupa kada protok krvi opadne ispod 20% normalnog
protoka, dovode¢i do smanjenog dotoka kiseonika i glukoze u mozak, i posledi¢no
poremecaja jonske homeostaze, smanjenje sinteze ATP-a, povecano oslobadanje
glutamata i ekscitotoksi¢nost. U patogenezi mozdane ishemije vazno mesto ima
povecano oslobadanje slobodnih radikala (ROS) odnosno nastanak oksidativnog stresa.
Vazno je §to ranije ponovo uspostaviti cirkulaciju, medutim reperfuzija uzrokuje jos
vecu produkciju slobodnih radikala i iscrpljivanje antioksidativnih kapaciteta celije.
Potencijalni izvor ROS u ishemiji i reperfuziji mozga predstavljaju enzimi NADPH
oksidaze (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze), ¢ija je fizioloska funkcija
stvaranje superoksidnog anjona. U ¢elijama CNS-a (neuronima, astrocitima, mikrogliji),
detektovana je ekspresija NOX2 (gp91°"®) proteina, koji u asocijaciji sa p22°P"°%, GTP-
Rac, p47P"®™ p67P"%% i p40Pho* produkuje superoksidni anjon, dok je NOX4 je
najzastupljenija izoforma na nivou vaskularne mreze. Kako NOX2 i NOX4 mogu
predstavljati znacajan izvor oksidativnog stresa nakon ishemije mozga ove izoforme
predstavljaju potencijalne terapijske mete. Ishemijsko/reperfuziono (I/R) ostecenje
pokrece i proces apoptoze i izaziva poremecaj procesa autofagije pri ¢emu uloga koju
autofagija ima u ishemiji mozga jos uvek nije razjasnjena. Sve se viSe proucava uloga
vitamina D (vitD) u prevenciji kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti.
Dosadasnje studije su pokazale da je sniZzena koncentracija vitamina D u serumu
povezana sa povecanim rizikom od ishemijskog mozdanog udara, kao i1 sa pogorSanjem
ishemijskog ostecenja, tezim funkcionalnim oporavkom i kognitivnim disbalansom.
Uloga i mehanizmi delovanja vitamina D u cerebralnoj ishemiji jo§ uvek nisu u

potpunosti razjasnjeni.

Cilj: Ispitati efekte pretretmana vitaminom D na parametre oksidativnog stresa,
apoptoze, autofagije i zastupljenost pojedinih c¢elija centralnog nervnog sitstema

upotrebom odgovarajucih markera u prefrontalnom korteksu i hipokampusu mongolskih



dzerbila izloZenih desetominutnoj prolaznoj globalnoj ishemiji mozga i reperfziji u

trajanju od jednog, tri ili sedam dana.

Materijal i metode: U eksperimentu su koriS¢eni mongolski dzerbili - Meriones
unguiculatus, muskog pola podeljeni u sedam grupa. U kontrolnoj grupi (n=16)
zivotinje su podvrgnute hirurikoj intervenciji bez izazivanja ishemije. Cetrdeset osam
zivotinja je podvrgnuto procesu ishemije tokom 10 minuta, nakon ¢ega su podeljene u
tri eksperimentalne grupe. Prva grupa (n=16) bila je izlozena reperfuziji u trajanju od
jednog dana (I/R 1d), druga (n=16) u trajanju od 3 dana (I/R 3d) i tre¢a (n=16) sedam
dana (I/R 7d). Drugih 48 zivotinja je tretirano vitaminom D sedam dana pre
podvrgavanju procesu ishemije, nakon koje su podeljene u tri grupe u odnosu na
trajanje reperfuzije. U prvoj grupi (n=16) reperfuzija je trajala jedan dan (vitD+I/R 1d),
u drugoj (n=16) tri dana (vitD+I/R 3d) i u trecoj (n=16) sedam dana (vitD+I/R 7d).
Aktivna forma vitamina D (1,25-(OH).D3) je aplikovana intraperitonealno (i.p.) u dozi
lug/kg na dan tokom sedam dana. Desetominutna prolazna globalna ishemija je
izazivana postavljanjem mikroaneurizmatskih Klipsi na obe zajednic¢ke karotidne
arterije, nakon ¢ega je usledila reperfuzija. Koli¢ina superoksidnog anjona, sulthidrilnih
grupa, redukovanog glutationa (GSH) i malondialdehida (MDA), kao i aktivnost enzima
superoksid dizmutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR) i
gama glutamil cistein ligaze (YGCL) su odredivane spektrofotometrijski. Ekspresija
proteina gp91P", p22PNox p47PNox ne7PIX NOX4, SOD1, SOD2, apoptoza indukujuéi
factor (AIF), kaspaza 3 (Cas3), beklin 1, LC3, p62, NeuN, GFAP, Ibal, PV i B-aktin je
odredivana tehnikom Western blot-a. Zastupljenost neurona (neuron-specifi¢ni jedarni
protein, NeuN), interneurona (parvalbumin pozitivni neuroni, PV), astrocita (glijalni
fibrilarni kiseli protein, GFAP), i mikroglije (jonizovani kalcijum-vezuju¢i adapterski
protein, Ibal) je analizirana tehnikom imunohistohemije. Ultrastrukturne promene u

mozgu dZerbila su pracene tehnikom transmisione elektronske mikroskopije.

Rezultati: Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da desetominutna prolazna ishemija
mozga i reperfuzija u trajanju od jednog i tri dana dovode do pojave porasta nivoa MDA
u korteksu, dok su u hipokampusu vrednosti ovog parametra bile poviSene nakog prvog
1 sedmog dana reperfuzije. Pretretman vitaminom D je uticao na ocuvanje kontrolnih

nivoa MDA u obe ispitivane strukture. Nivo superoksidnog anjona je bio povisen u u



prva tri dana nakon I/R u odnosu na kontrolu u obe ispitivane strukture. Vitamin D je
doprineo ocuvanju nivoa superoksidnog anjona u opsegu vrednosti u kontrolnoj grupi u
svim grupama osim u korteksu nakon prvog dana reperfuzije gde je koncentracija ovog
pokazatelja i dalje bila zna¢ajno niZa u poredenju sa I/R 1d grupom. Nivoi sulfhidrilnih
grupa su bili snizeni u svim I/R eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu, dok je
vitamin D je uticao na oporavak njihovog nivoa u korteksu ve¢ tri dana nakon
reperfuzije, a u hipokampusu nakon sedmog dana. U korteksu je koncentracija GSH bila
znacajno niza u prvom danu nakon ishemije u obe grupe, dok je u vitamin D
pretretiranim grupamaovaj pad prisutan u prva tri dana. U hipokampusu je u svim
grupama pretretiranim vitaminom D nivo GSH bio znacajno visi u poredenju sa
odgovarajuéom I/R grupom. Aktivhost GR u I/R grupama u korteksu nije bila
izmenjena, dok je u hipokampusu bila zna¢ajno veca u odnosu na kontrolu. Pretretman
vitaminom D povecao je aktivnost ovog enzima u obe ispitivane stukture u poredenju sa
odgovaraju¢im I/R grupama. U obe ispitivane strukture aktivnost GPx je bila sniZzena u
I/R grupama u poredenju sa kontrolom i odgovarajuéim vitamin D pretretiranim
grupama. Aktivnost YGCL je bila poviSena u svim vitD grupama u poredenju sa
odgovaraju¢im I/R grupama u obe ispitivane strukture. U hipokampusu je u svim I/R
grupama bilo prisutno sniZenje aktivnosti ovog enzima u poredenju sa kontrolom.
Aktivnost SOD u korteksu nije bila znacajno izmenjena, dok je u hipokampusu
aktivnost bila znacajno veca u treCem i sedmom danu nakon I/R u svim grupama u
poredenju sa kontrolom. Ekspresija SODI1 je bila snizena u I/R 1d grupi dok se u
narednim fazama reperfuzije ekspresija vratila na kontrolni nivo. U hipokampusu u
svim I/R grupama ekspresija SOD1 je bila znacajno sniZena u poredenju sa kontrolom.
U obe strukture vitamin D u tre¢em danu reperfuzije je uticao na znacajno povecanje
ekspresije SOD1 u poredenju sa kontrolom, ali je u prvom i sedmom danu ona bila
znaCajno niza. U hipokampusu ekspresija SOD2 je bila znacajno sniZzena u svim
ispitivanim grupama, dok je u korteksu u vitD+I/R 1d i I/R 3d grupi bila na nivou
vrednosti u kontrolnoj grupi. Ekspresija gp91°" je bila poviena u svim I/R grupama u
poredenju sa kontrolom, dok je u odgovaraju¢im vitamin D grupama doslo do
znaCajnog smanjenja ekspresije ove subjedinice NOX2. U hipokampusu ekspresija
gp91P"% je bila znadajno visa u I/R 1d i I/R 7d grupi, ali je u I/R 3d grupi bila znadajno

niza u poredenju sa kontrolom grupom. U svim vitamin D pretretiranim grupama



ekspresija gp91P"™ je bila znadajno niza u odnosu na odgovarajuée I/R grupe. U
korteksu ekspresija NOX4 je bila povisena u treCcem danu reperfuzije, da bi u sedmom
danu u I/R grupi bila ispod kontrolnih vrednosti, dok se u vitamin D grupi vratila na
kontrolnu vrednost. U hipokampusu ekspresija NOX4 je bila snizena u I/R 1d, I/R 3d,
vitD+I/R 3d i vitD+I/R 7d u poredenju sa kontrolom. U korteksu ekspresija p22°" je
bila povisena nakon prvog dana reperfuzije nakon I/R, dok je i u vitamin D grupi
ekspresija bila povisena u odnosu na kontrolu pvog i sedmog dana nakon I/R. U
hipokampusu, ekspresija p22P"° je bila povisena u /R 1d, dok je u svim drugim
eksperimentalnim grupama bila niza u poredenju sa kontrolnom grupom. U korteksu
ekspresija p47°"* je bila niza u svim I/R grupama u poredenju sa kontrolom i
odgovarajuéom vitamin D grupom. U hipokampusu ekspresija p47°"* je bila niza u
odnosu na kontrolnu grupu u svim grupama osim u I/R 1d grupi. U korteksu ekspresija
p67P"% je bila niza u /R 3d i I/R 7d grupama u poredenju sa kontrolom, dok je u
hipokampusu u I/R 7d grupi bila veca u odnosu na kontrolu. Vitaminom D pretretirane
grupe Zivotinja u prvom danu reperfuzije eksprimirale su vise nivoe p67°"™ u odnosu na
kontrolnu grupu u obe ispitivane strukture. Ekspresija proteina AIF i Cas3 u korteksu je
bila povisena u grupama u kojima je reperfuzija trajala tri dana. U hipokampusu
ekspresija AlF-a je bila snizena u svim I/R grupama u odnosu na kontrolu, dok je
pretretman vitaminom D odrzao ekspresiju AIF-a na kontrolnom nivou. Ekspresija Cas3
u hipokampusu je snizena u tre¢em danu nakon I/R. U korteksu ekspresija beklina 1 je
bila povisena nakon treceg dana. U hipokampusu ekspresija beklina 1 je bila povisena u
vitD+I/R 1d 1 vitD+I/R 3d grupama u odnosu na kontrolu i odgovaraju¢u I/R grupu.
Ekspresija LC3 u korteksu je bila znacajno niZza u svim grupama osim u I/R 7d grupi u
poredenju sa kontrolom. U hipokampusu u vitD+I/R 1d grupi ekspresija LC3 je bila
znacajno niZa, dok je u ostalim vitD grupama i I/R 7d grupi poviSena u odnosu na
kontrolu. Ekspresija p62 je bila snizena u svim grupama u obe ispitivane strukture u
odnosu na kontrolu. Ekspresija NeuN i broj neurona su opadali nakon tri dana od I/R,
dok je vitamin D preteretiranim grupama ovaj pad uocen sedmog dana reperfuzije u obe
ispitivane strukture. Pretretman vitaminom D je u hipokampusu uticao na odrzavanje
kontrolnih nivoa ili povecanje ekspresije PV u zavisnosti od faze reperfuzije. Vitamin D
je doprineo povecanoj ekspresiji GFAP-a i broja GFAP+ c¢elija u obe strukture nakon

I/R povrede i povecanje ekspresije Ibal markera. U obe ispitivane strukture ekspresija



VDR je bila povisena u vitD+I/R 1d grupi u odnosu na kontrolnu i I/R 1d grupu. U
ostalim eksperimentalnim grupama ekspresija VDR je bila znac¢ajno niza u odnosu na
kontrolnu grupu, ali je u svim vitD tretiranim grupama bila znacajno visa u poredenju sa

odgovaraju¢im I/R grupama.

Zakljuc¢ak: Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da desetominutna globalna
tranzitorna ishemija mozga nakon jednog, tri i sedam dana reperfuzije dovodi do
oksidativnog stresa, promene u ekspresiji NOX2 i NOX4 i intenziviranja procesa
apoptoze i autofagije. Sto je jo§ vaZnije, ova studija je pokazala da suplementacija
vitaminom D pre I/R smanjuje oksidativni stres. S druge strane pretretman vitaminom D
je razlic¢ito uticao na ekspresiju NOX2 i NOX4 u zavisnosti od mozdane strukture i
duzine trajanja reperfuzije. Ovom studijom nije primecen uticaj vitamina D na najveci
broj ispitivanih proteina apoptoze i autofagije. ZapaZena je samo povecana ekspresija
beklina 1 u hipokampusu posle jednog i tri dana reperfuzije. Vitamin D je odlozio
umiranje neurona i sprec¢io je umiranje PV+ Celija u hipokampusu. Vitamin D je
pokazao protektivan uticaj na prezivljavanje astrocita u uslovima prolazne globalne
ishemije koji su znacajni za oporavak i regeneraciju tkiva. Takode je nakon sedam dana
reperfuzije u zivotinja pretretiranih vitaminom D zapazena povecana ekspresiju markera
mikroglije koja ima protektivno dejstvo nakon ishemijske povrede mozga. Povecana
ekspresija VDR nakon prvog dana reperfuzije kod Zivotinja pretretiranih vitaminom D 1
podvrgnutih I/R ukazuje na to da suplementacija ima smisla bez obzira na pocetni nivo

vitamina D.

Kljuc¢ne re€i: mozdana ishemija, vitamin D, NADPH oksidaza, enzimi antioksidativne

zastite, slobodni radikali, dzerbili

Naucéna oblast: Medicina

UZa nauéna oblast: Neuronauke



The effects of vitamin D pretreatment on structural and biochemical changes in
the brain of gerbils exposed to transient global cerebral ischemia

ABSTRACT

Introduction: Cerebral ischemia occurs when blood flow drops below 20% of normal
flow, leading to a reduced supply of oxygen and glucose to the brain, which further
affects the disorder of ionic homeostasis, ATP synthesis, glutamate release, and
excitotoxicity, which ultimately results in ischemic neuronal damage. Another
mechanism thats plays an important role in the pathogenesis of cerebral ischemia is the
disturbance of oxidative balance, which manifests itself through increased release of
free radicals (FR) and oxidative stress. In ischemic tissue, it is of utmost importance to
establish circulation, but reperfusion leads to even greater free radical production,
exhaustion of antioxidative capacity and further oxidative damage. Potential FR source
in ischemia and brain reperfusion is NADPH oxidase family (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase), who’s main physiological function is superoxide anion
production. Expression of NOX2 (gp91°"¥) protein was detected in CNS cells (neurons,
astrocytes, microglia), which in association with p22P"°% GTP-Rac, p47°"*, p67P"°% and
p40P"°* produces a superoxide anion. NOX4 is the most common isoform at the level of
the vascular network. As NOX2 and NOX4 could be a significant source of FR after
brain ischemia, these isoforms represent potential therapeutic targets. In addition to
oxidative stress, ischemic/reperfusion (I/R) injury also triggers the apoptosis and
distorts the autophagy. The role of autophagy in brain ischemia has not yet been
clarified. Recent studies focused on the prevention of cardiovascular and
cerebrovascular diseases have been researching the impact of vitamin D. It has been
shown that the reduced serum concentration of vitamin D is associated with an
increased risk of ischemic stroke, as well as with exacerbation of ischemic damage,
more severe functional recovery, and cognitive impairment. Calcitriol exhibits effects in
the body through the vitamin D (VDR) nuclear receptor, which is present in the brain in
both neurons and glial cells. The role and mechanism of vitamin D in cerebral ischemia

have not yet been fully clarified.



Aims: To investigate the effects of vitamin D pretreatment on the parameters of
oxidative stress, apoptosis, autophagy, and the representation of individual central
nervous cells using appropriate markers in the prefrontal cortex and hippocampus of
gerbils exposed to 10 minutes of transient global brain ischemia and reperfusion on day

one, three, or seven.

Material and methods: In the experiment, we used male gerbils - Meriones
unguiculatus, divided into seven groups. In the control group (n = 16), the animals were
subjected to surgical intervention without causing ischemia. Forty-eight animals
underwent a process of ischemia for 10 minutes, after which they were divided into
three experimental groups. The first group (n=16) was exposed to reperfusion for one
day (I/R 1d), the second (n=16) for 3 days (I/R 3d) and the third (n=16) seven days (I/R
7d). The other 48 animals were treated with vitamin D seven days before undergoing a
process of ischemia. These animals were then divided into three groups depending on
the duration of reperfusion. In the first group (n=16), reperfusion lasted one day
(vitD+I/R 1d), in the second (n=16) three days (vitD+I/R 3d) and in the third (n=16)
(vitD+I/R7d). The active form of vitamin D (1,25-(OH).D3) was administered
intraperitoneally (i.p.) at a dose of lug/kg daily for seven days. Transient global
ischemia was obtained by placing clips on both common carotid arteries for 10 minutes,
after which the clips were removed and continued with reperfusion for one, three or
seven days. The amount of superoxide anion, sulfhydryl groups, reduced glutathione
and malndialdehyde, as well as the activity of enzymes (superoxide dismutase,
glutathione peroxidase, glutathione reductase and gamma glutamyl cysteine ligase) were
determined by using spectrophotometry. The expression of the gp91P"®, p22°hox
p47PhoX pg7Phox  NOX4, SOD1, SOD2, caspase 3 (Cas3), apoptosis inducing factor
(AIF), beclin 1, LC3, p62, NeuN, GFAP, Ibal, PV and B-actin proteins will be
determined by Western Blot technique. Representation of neurons (neuron-specific
nuclear protein, NeuN), interneurons (parvalbumin positive neurons, PV), astrocytes
(glial fibrillary acidic protein, GFAP), and microglia (ionized calcium-binding adapter

protein, Ibal) were analyzed by immunohistochemistry.

Results: The results of this study suggest that ten-minute transient brain ischemia and

reperfusion for one, three or seven days lead to an increase in MDA levels in the cortex,



while in the hippocampus the values of this parameter were elevated after the first and
the seventh day of reperfusion. Pretreatment with vitamin D influenced the preservation
of MDA control levels in both examined structures of the gerbils subjected to the I/R
procedure. The level of superoxide anion was elevated in I/R 1d and I/R 3d groups
compared to the control in both cortex and hippocampus. Vitamin D preserved control
values of superoxide anion in all groups except in the cortex after the first day of
reperfusion, where we observed an increase in the amount of superoxide anion, but this
increase was significantly lower compared to I/R 1d. The levels of sulfhydryl groups
were lower in all I/R experimental groups relative to the control group. Vitamin D
affected the recovery of the level of SH groups in the cortex three days after the
reperfusion and in the hippocampus after the seventh day. In the cortex, the reduced
glutathione concentration (GSH) was significantly lower on the first day after ischemia
in both groups. In I/R groups, the GSH level returned to control value on the third day
of reperfusion, while in vitamin D (vitD) pretreated groups recovery and significant
increase in the level of GSH were observed on the seventh day of reperfusion. In the
hippocampus there was significantly higher level of GSH compared to the control group
observed in the vitD + I/R 3d group, while in all groups pretreated with vitamin D level
of the GSH was significantly higher compared to the corresponding I/R group. The
activity of GR didn't change in the cortex of I/R groups, while in the hippocampus the
activity was significantly higher than in the control group. In vitD pretreated group of
animals, an increase in the activity of this enzyme was seen in comparison to the control
and corresponding I/R groups. This change was present in both examined structures. In
the cortex and in the hippocampus, GPx activity was reduced in comparison to the
control and selective vitD pretreated groups. In the hippocampus of the vitD+I/R 1d
group, there was a significant reduction in GPx activity compared to the control. The
activity of yGCL was elevated in all vitD groups compared to the corresponding I/R
groups in both examined structures. In the hippocampus, of all I/R groups, the decrease
in the activity of this enzyme was compared to the control. The activity of SOD in the
cortex of I/R 3d, I/R 7d, vitD+I/R 3d and vitD+I/R 7d group was not significantly
altered, while its activity was observed to be higher in the hippocampus, both compared
to the control. Expression of SOD1 was reduced in the I/R 1d group; in the subsequent

phases, the expression was returned to the control values. In the hippocampus of all I/R



groups, expression of SOD1 was significantly lower compared to the control. In both
structures on the third day of reperfusion vitD significantly increased SOD1 expression
compared to the control, but on the first and the seventh day, it was significantly lower.
The expression of SOD2 was significantly lower in the hippocampus in all experimental
groups compared to the control, while in the cortex of vitD+I/R 1d and I/R 3d group it
maintained control values. The espression of gp91P"® was higher in all I/R groups
compared to the control, while it was significantly lower in the corresponding vitD
groups. In the hippocampus, the expression of gp91P"* in the I/R 1d and I/R 7d group
was also significantly higher, while in the I/R 3d group it was significantly lower
comparing to the control. In all I/R groups, expression was significantly higher in
comparison with vitD pretreated groups. In the cortex, the expression of NOX4 was
elevated on the third day of reperfusion, on the seventh day in the I/R group was below
the control values, and in the vitD group it returned to the control value. In the
hippocampal region, the expression of NOX4 was reduced in I/R 1d, I/R 3d, vitD+I/R
3d and vitD+I/R 7d group in comparison to the control. In the cortex, expression of
p22P"o% was elevated after the first day of reperfusion; after the third day it had the level
of the control, and on the seventh day it had lower expression in the I/R group, and
elevated expression in the vitD group compared to the control. In the hippocampus,
expression of p22P"™* was elevated in I/R 1d, whereas in all other experimental groups it
was lower compared to the control group. In the cortex, expression of p47P"° was lower
in all I/R groups compared to the control and the corresponding vitD group. In vitD+1/R
1d expression was higher, while in vitD+I/R 7d was lower compared to the control. In
the hippocampus, the expression of p47P" was lower in all groups except in the I/R 1d
group. In the cortex, expression of p67°"° was lower in I/R 3d and I/R 7d group
compared to the control, while in the hippocampus it was higher but only in the I/R 7d
group. The animals pretreated with vitamin D on the first day of reperfusion expressed
higher levels of p67°"° compared to the control group in both examined structures. The
expression of AIF protein in the cortex was lower in I/R1d, I/R7d and vitD+1/R7d group
compared to the control, while in groups where reperfusion lasted three days the
expression was elevated compared to the control. In the hippocampal region, the
expression of this protein was reduced in all I/R groups relative to control. In the cortex,

espression of Cas3 was reduced in comparison to control after the first day of



reperfusion, and elevated after the third. In the hippocampus, the expression was lower
in I/R 3d group compared to the control. In the cortex, the expression of beclin 1 was
decreased relative to control after the first day of reperfusion, and elevated after the
third. In the hippocampus, the expression of beclin 1 was elevated in vitD+I/R 1d and
vitD+I/R 3d group in relation to the control and the I/R group. The expression of LC3 in
the cortex was significantly lower in all groups except in the I/R 7d group compared to
control. In the hippocampus of vitD+I/R 1d group, the expression of LC3 was
significantly lower, while in the other vitD groups and the I/R 7d group was elevated
compared to the control. The expression of p62 was notably decreased in the cortex of
all groups compared to the control, while in the hippocampus this trend was present in
all groups except in the vitD+I/R 1d group. The expression of NeuN, as well as the
number of neurons in both examined structures dropped after three days of I/R, while in
vitamin D groups this decline was observed on the seventh day of reperfusion. Vitamin
D had a structurally specific effect on PV+ interneurons. In the cortex, its effect was
virtually absent, while in the hippocampus it maintained control levels or it increased
expression of PV depending on the reperfusion phase. Vitamin D accelerated the
increase in expression of GFAP and the number of GFAP+ cells in both structures after
I/R injuries and it also increased the expression of Ibal markers. In both investigated
structures, VDR clearance was elevated in the vitD+I/R 1d group comparing to the
control group and I/R 1d group. In other experimental groups, the expression of VDR
was significantly lower than in the control group, but in all vitD treated groups it was

significantly higher in comparison to the corresponding I/R groups.

Conclusions: The results of this study have shown that ten-minute global transient
brain ischemia after one, three or seven days of reperfusion results in oxidative stress, a
change in the expression of NOX2 and NOX4 and the occurrence of the autophagy and
apoptosis process. More importantly, this study has shown that supplements of vitamin
D3 before I/R reduce oxidative stress. In the case of NOX2 and NOX4, the intake of
vitamin D3 had a different effect depending on the brain structure and duration of
reperfusion. However, this study did not detect the effect of vitamin D3 on proteins of
apoptosis and autophagy, except in the case of Beclin 1. Vitamin D additionally delayed
the death of neurons, prevented PV+ cells from dying in the hippocampus. Vitamin D

has shown a protective effect on the survival of astrocytes in the conditions of transient



global ischemia and may have contributed to the reactivity of astrocytes that provide
conditions for the recovery and regeneration of tissue. It has also affected the increased
expression of microglia marker late after ischemia, which has a protective effect after
ischemic brain injury. Increased VDR expression after the first day of reperfusion in
animals pretreated with vitamin D3 in I/R indicates that the supplementation makes
sense regardless of the initial level of vitamin D.

Key words: Brain ischemia, vitamin D3, NADPH oxidase, antioxidant enzymes, free

radicals, gerbils
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1. UVOD
1.1 Osobine mozdanog tkiva i uticaj ishemije-reperfizije

Mozak odrasle osobe je izuzetno metabolicki i energetski zahtevan organ. On €ini samo
2% ukupne telesne mase (1,5kg), a namenjeno mu je 15% minutnog volumena srca. Krv
se do njega doprema putem prednjeg i zadnjeg sliva, odnosno kroz dve zajednicke
karotidne arterije i dve vertebralne arterije (Zivkovié i sar., 2000). Putem krvi mozak se
snabdeva glukozom i kiseonikom. Na nivou ¢itavog organizma mozak tro$i oko 20%
kiseonika 1 25% glukoze, §to na dnevnom nivou iznosi oko 150g glukoze, odnosno 721
kiseonika. Oksidacijom ove koli¢ine glukoze obezbeduje se energija za odrzavanje
akcionog i bazalnog metabolizma (Zivkovié i sar., 2000, Atvel i Laughlin, 2001). Deo
energije se ulaze u odrzavanje jonskog gradijenta, zatim preuzimanje i recikliranje
neurotransmitera 1 za odrZzavanje bazalnog metabolizna 1 vijabilnosti ¢elija. S obzirom
na to da mozak nema znacajan skladiSteni kapacitet bilo kakvo ometanje cirkulacije
smanjuje dotok kiseonika i glukoze i tako naruSava homeostazu mozdanog tkiva

(Zivkovié i sar., 2000).

Termin ishemija (ischaemia, ae od gré. ioyewv = ishein: zaustaviti u aipo = haima: krv)
oznacava nedovoljan ili potpuni prekid dotoka krvi u tkivo koji nastaje kao posledica
opstrukcije arterije. Prekid cirkulacije u mozdanom tkivu dovodi do ishemicne bolesti
mozga (apopleksija cerebri, ishemi¢ni mozdani udar, §log, infarkt mozga) ugrozavajuci
metaboli¢ke potrebe c¢elija centralnog nervnog sistema. U zavisnosti od stepena
opstrukcije u protoku krvi ishemija moze biti kompletna, kada nastupi potpuni prekid
dotoka krvi ili nekompletna kada je protok smanjen za 60% u odnosu na normalan
protok krvi. Takode, ishemija moze biti globalna ili fokalna u zavisnosti od uzro¢nika
koji je do opstrukcije protoka doveo. Tako su uzro¢nici globalne ishemije prekid rada
srca, bolest perifernih krvnih sudova ili sistemska hipotenzije, dok su tromb ili embolus
uzrocnici fokalne zone ishemije. Prekid cirkulacije u trajanju od 10 sekundi uti¢e na
poremecaj svesti, nakon 20 sekundi dolazi do gubitka spontane elektri¢ne aktivnosti,
poremecaj metabolizma nastupa nakon 30 sekundi. Svega 1 minut je dovoljan da
nastupi poremecaj na nivou neurona. Daljim izlaganjem uslovima ishemije dolazi do

strukturnih promena na ¢elijskom nivou. U ishemijom zahvaéenom tkivu od izuzetne je



vaznosti §to ranije uspostaviti cirkulaciju, medutim ponovno uvodenje kiseonika u
prethodno povredeno tkivo nosi odreden stepen rizika (Kalogeris i sar., 2012). Takode,
moze do¢i do pojave no reflow fenomena, koji oznacava da u kapilarima u kojima je
doslo do prekida cirkulacije, nakon ponovnog uspostavljanja krvotoka cirkulacija ne

obnavlja (Bremlett i Donald, 2004).

Sa epidemioloskog aspekta mozdani udar predstavlja veliki problem modernog doba.
Naime, mozdani udar predstavlja drugi vodec¢i uzrok smrti u svetu (Svetska zdravstvena
organizacija- SZO). Procenjeno je da je na godisnjem nivou 4,7 miliona smrtnih ishoda
posledica mozdanog udara, dok svake godine oko 700.000 ljudi podlegne prvoj ili
rekurentnoj epizodi mozdanog udara. Takode, on je i jedan je od najce$¢ih uzroka
teSkog i dugotrajnog invaliditeta (Adams i sar., 2004) ostavljaju¢i veliki teret na

zdravstvenom, socijalnom i ekonomskom nivou (Bramlett i Dalton, 2004).
1.1.1 Mehanizmi koji leZe u osnovi ishemijsko-reperfuzionog oste¢enja

Kada protok krvi opadne ispod 20% normalnog protoka dolazi do smanjenog dotoka
Kiseonika u mozak uzrokuju¢i da ¢elije pogodene ishemijom predu sa aerobnog na
anaeroban metabolizam kako bi produkovale ATP (Kalogeris i sar., 2012). Ovo dovodi
do akumulacije laktata, protona i nikotinamin adenin dinukleotida (NAD) §to sve
zajedno uzrokuje smanjenje pH u ¢eliji. U pokuSaju da smanji nakupljanje H* jona i da
povrati pH na normalan nivo c¢elija angazuje Na'/H* pumpu Sto dovodi do
citoplazmatske akumulacije Na*. Tada se pokreée zamena jona Na' za jone Ca®
pomoéu plazmalemalne Na*/Ca?* pumpe $to dovodi do nakupljanja Ca?* u citolsolu.
Takode, u toku ishemije i reperfuzije dolazi do oste¢enja endoplazmatskog retikuluma
(ER) sto utie na povecani efluks Ca?" i smanjeno preuzimanje u ER pomodéu
sarkoplazmatsko-endoplazmatske Ca?* ATP-aze (engl, sarco/endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase, SERCA) (Baines i sar., 2009a,b; Baines i sar., 2010; Murphy i
Steenbergen, 2008; Sanada i sar., 2011; Talukder i sar.,2009). Reperfuzija dovodi do jos§
ve¢eg nakupljanja Ca?* u citoplazmi. Jedan od nadina da se ¢éelija izbori sa citosolnom
akumulacijom Ca?* jeste da ga transportuje u mitohondrije. Medutim ukoliko se previse
Ca?* uvede u mitohondrije moze doé¢i do aktivacije odgovora mitohondrijalne

permeabilne pore (engl, mitochondrial permeability transition pore, MTP) §to vodi



disfunkciji mitohondrija (Di Lisa i sar., 2009; Ong i Gustafsson, 2012). Zatim, Ca?* u
citosolu moze aktivirati Ca?*/kalmodulin zavisne protein kinaze i kalpaine dovodec¢i do
destrukcije proteina citoskeleta, ER, mitohondrija. Pored toga, intracelularni Ca?* utice
na generisanje kompleksa kalcijum fosfata koji se vezuje za proteinske komplekse,
inflamazome, ¢ime se povecava produkcija citokina i aktivira nuklearni faktor kappa
beta (NF-kB) dovodeéi do citokinske oluje. Sve od navedenog moze dovesti do smrti

¢elije kao posledice I/R povrede (Kalogeris i sar., 2012).

Mitohondrijalna disfunkcija nastala kao posledica I/R ostecenja moze dovesti do dalje
progresije patoloskih promena. Naime, kao posledica nedostatka kiseonika tokom
ishemije ATP sintaza prestaje sa produkcijom ATP-a, a kako bi ocuvala potencijal
mitohondrijalne membrane pocinje da radi u suprotnom smeru, tj. vr$i hidrolizu
preostalog ATP-a. Na ovaj nac¢in rezerve ATP-a brzo opadaju po samom nastanku
ishemije (Baines i sar., 2009a,b). Pored toga, u ishemijom pogodenom sréanom misi¢u
prestaje i oksidacija masnih kiselina, tako da se one u ¢eliji nagomilavaju. Ovo moze
dovesti do produkcije inflamatornih metabolita arahidonske kiseline i otvaranja MTP
pore na unutra$njoj membrani mitohondrija. MPT pora je velika i dozvoljava H* jonima
da se iz medumembranskog prostora vrate u mitosol narusavajuci na taj nacin potencijal
mitohondrijalne membrane. Takode, sa propustanjem H* jona nestaje gorivo za ATP
sintazu te ona biva inhibirana i smanjuje se produkcija ATP-a. Prate¢i osmotski

gradijent voda ulazi u mitohondriju koja oti¢e i puca (Baines, 2010; Halestrap, 2010).

Novija istraZivanja skre¢u paznju i na procese kojima su mitohondrije sklone, a to su
fisija (deljenje) i fuzija. Naime, mitohondruje formiraju tubularne interkomunikacijske
mreze kojima se povezuju sa citoskeletom, a zatim se ili dele ili fuzioniSu.
Nebalansirani odnos ova dva procesa daje ili velike mreze povezanih mitohondrija
(dominantna fuzija) ili premale fragmentisane mitohondrije (dominantna fisija). U
uslovima I/R dolazi do aktivacije procesa fisije koji je nezaobilazan korak u spoljasnjem

putu aktivacije apoptoze (Chen i Knowlton, 2010).



1.1.2 Uticaj ishemije i reperfuzije na sintezu slobodnih radikala i nastanak oksidativnog
stresa

Tradicionalna definicija oksidativnog stresa istiCe da on nastaje kao posledica
disbalansa izmedu celijskih nivoa prooksidanasa i antioksidanasa dovode¢i do
nekontrolisane produkcije slobodnih kiseoni¢nih radikala (engl, reactive oxygen species,
ROS). Medutim, ova definicija se vremenom menjala s obzirom na to da terapijski
tretmani preparatima koji su usmereni na smanjenje produkcije i eliminaciju slobodnih
radikala nisu imali velike ucinke i da su se sticala nova saznanja o oksidativnom stresu i
redoks signalingu u c¢elijama odnosno da je prepoznata modulatorna uloga slobodnih
kiseoni¢nih radikala u Celijskoj fiziologiji. Danas se smatra da oksidativni stres
ukljucuje tri komponente: (1) indirektne efekte oksidanasa, pogotovo neradikalskih, kao
Sto je vodonik peroksid (H202) koji moze biti uzrok poremecaja prenosa signala u ¢éeliji
I propadanja kontrolnih mehanizama osetljivin na redoks status tiolnih grupa; (2)
modulatorne efekte koje ostvaruje na prenos signala u celiji putem kovalentntnih,
oksidativnih ili nitroznih modifikacija klju¢nih regulatornih proteina; (3) direktno
dejstvo kojim ostecuje Celijske komponente (lipide, ugljene hidrate, DNK) (Go i sar.,
2010; Lima i sar., 2010). Koji je od ovih mehanizama je najznacajniji u I/R povredi nije
jasno, ali se zna da u patogenezi mozdane ishemije vazno mesto ima povecano
oslobadanje slobodnih radikala odnosno nastanak oksidativnog stresa (Kalogeris i sar.,
2012). Ako se poredi sa drugim organima (srce, bubreg, jetra, plu¢a) mozak ima znatno
niZi antioksidativni kapacitet, te 1 manje koli¢ine enzima koji kontroliSu koli¢inu
slobodnih radikala u ¢eliji, kao §to su SOD, katalaze, GPx, hem oksigenaze, citohrom ¢
oksidaze. Ovo dodatno uti¢e na smanjenu produkciju ATP-a i generisanja
superoksidnog anjona na elektron transportnom lancu. Visok stepen polinezasi¢enih
masnih kiselina ¢ini da tkivo mozga bude jo§ podloznije oksidativnom oSte¢enju

(Adibhatha i Hatcher, 2010).

Inicijalni kiseoni¢ni radikal je superoksidni anjon, koji nastaje kao rezultat univalentne
redukcije molekularnog kiseonika pod wuticajem razli¢itih citoplazmatskih i
membranskih enzima, kao i na nivou elektron transportnog lanca u mitohondrijama. Svi
drugi slobodni radikali proizlaze iz dizmutacije ili interakcije sa drugim molekulima.

Superoksidni anjon moze direktno oksidovati razli¢ite biomolekule i inaktivirati enzime



koji sadrze gvozde-sumpor (FeS) centre. Bez obzira na njeguvu reaktivnost ne smatra se
mnogo toksi¢nim in vivo jer brzo i spontano disosuje u H20.. Medutim superoksidni
anjon pri niskoj pH vrednosti moze lako i brzo da se prevede u konjugovanu kiselinu —
hidroperoksilni radikal, koji ima neSto potentnije osobine. Kona¢no, superosidni anjon
moze reagovati sa azotom gradeéi peroksinitrit anjon, koji je podlozan protonovanju
¢ime nastaje visoko citotoksi¢no jedinjenje — peroksinitrozna Kkiselina. Sledeci
kiseoni¢ni slobodni radikal je H202 koji je manje reaktivan od superoksidnog anjona, ali
je Siroko zastupljen na celijskim membranama te se moze ponasSati kao sekundarni
glasnik i modulator prenosa signala. H20O2 u Fentonovoj reakciji ucestvuje u sintezi
izuzetno reaktivnog kiseoni¢nog radikala — hidroksilnog radikala (Kalogeris i sar.,
2012).

U zdravoj ¢eliji mitohondrija je najveéi proizvodac superoksidnog anjona. Vise od 90%
kiseonika koji ude u ¢eliju se redukuje do vode putem mitohondrijalnog elektron
transportnog lanca, a svega 1-2% tog kiseonika se prevede u superoksidni anjon. Naime,
u elektron transportnom lancu dolazi do “elektronskog curenja” u mitosol na nivou
kompleksa 1 (NADH - koenzim Q reduktaza) i kompleksa 3 (koenzim Q - citohrom c
reduktaza). Medutim u I/R uslovima dolazi i do poveéanja produkcije slobodnih
radikala i smanjenja mitohondrijalnog endogenog antioksidativnog kapaciteta. Osim
mitohondrija u produkciji slobodnih radikala u€estvuju i ¢Celijski enzimi, kao §to su
ksantin oksidaza, citohrom P450, azot oksid sintaza (engl, nitric oxide synthase, NOS) i
NADPH oksidaza (Kvietys i Granger, 2012).

Precizna uloga ovih enzima u produkciji superoksidnog anjona u I/R povredi nije
utvrdena s obzirom da predominantan izvor moze varirati U odnosu na vrstu, tkivo
izlozeno I/R, ili eksperimentalni protokol. Medutim, Abramov i sar. (2007) su
proucavanjem ROS indukovane apoptoze u kulturi neurona izlozenih anoksiji i
reoksigenaciji doSli do sekvence formiranja ROS. Na samom pocetku, za vreme
hipoksije, dolazi do prolaznog povecanja produkcije superoksidnog anjona od strane
mitohondrija, zatim se nastavlja druga faza gde je glavni izvor ksantin oksidaza nakon
koje, na pragu otpocinjanja reoksigenacije, sledi treca faza u kojoj se generisanje ROS
vr$i na nivou NADPH oksidaze. U ishemijom zahvaé¢enom tkivu od izuzetne je vaznosti

Sto ranije uspostaviti cirkulaciju, medutim reperfuzija dovodi do jo$ vece produkcije



slobodnih radikala, iscrpljivanja antioksidativnog kapaciteta ¢elija i daljeg oksidativnog
ostecenja (Kalogeris i sar., 2012). Superoksidni radikali stvoreni tokom reperfuzije
mogu oksidovati razli¢ite tipove molekula u ¢eliji, dovode¢i do celijske disfunkcije

(oksidativni paradoks) (Kalogeris i sar., 2012).

Slobodni radikali generisani u I/R uslovima na tri nac¢ina dovode do propadanja celija.
Pre svega, oni dovode do naruSavanja makromolekula ¢elije (membranski lipidi,
protein, DNK), zatim smanjuju nivo dostupnog azot monoksida koji ima vaznu ulogu na
nivou endotela krvnog suda (dilatacija krvnog suda, smanjenje agregacije i adhezije
trombocita, prevencija adhezije leukocita za zid krvnog suda, ulogu u procesu
angiogeneze) 1 utiu na prenos signala u ¢eliji menjajuci redoks stanje Celije ili vrSeci

direktno dejstvo na specifi¢ni signalni/efektorski sistem (Kalogeris i sar., 2012).

1.1.2.1 Enzimska familija NADPH oksidaza

Potencijalni izvor slobodnih radikala u I/R povredi mozga predstavljaju enzimi familije
NADPH oksidaza (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze). To je familija
membranskih enzima ¢ija je funkcija stvaranje superoksidnog anjona, prenosom jednog
elektrona na molekulski kiseonik. Tako da je bioloska funkcija ove enzimske familije
produkcija slobodnih radikala (Bedard i Krause, 2007).

Za otkrivanje NADPH oksidaze zasluzni su fagociti i oksidativni prasak. Naime, u prvoj
polovini 20. veka za postojanje NADPH oksidaze se nije znalo, ali je bio opisan proces
respiratornog praska. Zatim je opisano da je ovaj proces energetski zavisan i da u njemu
kao proizvod nastaje H»O. Dalje se spekulisalo da li u njemu ucestvuje NADH ili
NADPH. Prva otkrica o NADPH oksidazi nastala su sredinom 20. veka. Rossi i Zatti su
(1996) pretpostavili da je za oksidativni prasak odgovorna NADPH oksidaza. Vec
sedamdesetih godina, Klebanoff (1970) je demonstrirao doprinos mijeloperoksidaze u
respiratornom prasku zavisnom od antimikrobne aktivnosti fagocita. Par godina kasnije
Babior i sar. (1973) su pokazali da je primarni produkt respiratornog praska
superoksidni anjon (O27), a ne vodonik peroksid. Slede¢i izazov je bio otkrivanje
proteina koji su ukljuceni u u produkciju Oz~ Prvo je otkrivena kataliticka subjedinica
NADPH oksidaze, gp91°P"®*. Ubrzo je postalo jasno da ona nije jedina komponenta ovog

enzima te su nizom eksperimenata otkrivene i p22P"* zatim organizatorska p47Phox,



aktivi§uéa p67°"°%, Rac-GTP-aza i mala moduli§uéa p40P"*. Sekvnciranjem humanog
genoma otkrivene su izoforme ovog enzima. Danas je poznato da familija NADPH
oksidaza obuhvata 7 ¢lanova NOX1 do NOX5, DUOX1 i 2 (Royer-Pokora i sar., 1986;
Teahan i sar., 1987; Dinaver i sar., 1987; Nunoi i sar., 1988; Volpp i sar., 1988; Abo i
sar., 1991; Wientjes i sar., 1993).

Enzimi NOX familije su transmembranski proteini koji ucestvuju u transportu
elektrona kroz bioloske membrane redukuju¢i molekularni kiseonik do superoksida. S
obzirom na njihovu visoko prezerviranu funkciju prisutne su i konzervirane strukturne
karakteristike NOX enzima koje su zajednicke za sve ¢lanove familije. Krecuéi se od
COOH kraja, ovi konzervirane strukturne Kkarakteristike obuhvataju: 1) NADPH
vezujuce mesto na samom COOH kraju; 2) FAD vezuju¢i domen; 3) Sest konzerviranih
transmembranskih domena i 4) Cetiri visoko konzervirana hem vezujuca histidina, dva
na tre¢em i dva na petom transmembranskom domenu. U DUOX proteinima histidini su
na Cetvrtom i Sestom transmembranskom domenu. Dodatne karakteristike kao $to su
Ca?* vezujuéi domen - EF ruéice, NH2 terminalni domeni i peroksidaza homologi

domeni, su obelezja pojedinacnih ¢lanova familije (Bedard i Krause, 2007).

C) NOX3 -

Slika 1. Sematski prikaz strukture razli¢itih izoformi NADPH oksidaze. Preuzeto iz
Bedard i Krause., 2007, Physiol Rev 87: 245-313.



Ekspresija NADPH oksidaza je ubikvitarna kod sisara, ali pojedine NOX izoforme
imaju razli¢itu tkivnu i Celijsku distribuciju. Tako su DUOX1 i 2 predominantno
eksprimirani u epitelnim ¢elijama, ali tokom patoloskog stanja mogu biti eksprimirani i
u drugim c¢elijama (Kahles i Brandes, 2012). Tkivno zavisna distribucija je nadena kod
NOX3 koji se izri¢ito eksprimira u unutrasnjem uhu, specifi¢nije u vestibularnim i
kohlearnim senzornim epitelnim ¢elijama i Kortijevom ganglionu (Banfi i sar., 2004).
Za NOX5 se smatra da u ljudi predstavlja vazan izvor ROS u ¢elijama krvnih sudova.
Ovaj ¢lan NOX familije nedostaje kod miseva i pacova zbog deplecije gena (Fulton,
2009). Ekspresija NOX1 dominira u epitelnim, tumorskim i ¢elijama glatkih misica
(Kahles i Brandes, 2012). Ekspresija NOX2 je najveca u fagocitima, ali je ovaj enzim
eksprimiran i u drugim c¢elijama. NOX4 je prvobino primecen u tkivu bubrega u
tubularnim ¢elijama, a sada se zna da je ova forma najzastupljenija u vaskularnim
¢elijama (Bedard i Krause, 2007).

Pokazano je da NOX proteini imaju ulogu u regulaciji mnogih fundamentalnih
fizioloskih procesa, ukljucujuéi Celijski rast, diferencijaciju, apoptozu i remodelovanje
citoskeleta (Bedard i Krause, 2007). Pored toga ROS stvoreni putem NADPH oksidaze
ucestvuju u odbrani domacina i deluju anti-inflamatorno (Bedard i Krause, 2007). Ovo
sve postizu zahvaljujuéi uticaju proizvedenih ROS na prenos signala u ¢elijama. Naime,
ROS porekla familije NADPH oksidaze uticu na redoks stanje cisteinskih rezudua i tako
reguliSu celijske funkcije. Najbolje proucen primer je protein fosfataza koja putem
kovalentnih modifikacija utice na aktivnost brojnih enzima regulisu¢i celijsku
proliferaciju, diferencijaciju, metabolizam, motilitet i prezivljavanje. Smanjujuci
fosfataznu aktivnost ROS uti¢u na fosforilaciju tirozina, a samim tim i na signalnu
transdukciju. Dalje, stvoreni ROS uticu i na aktivnost MAP kinaze, mada tacan
mehanizam jo$ uvek nije poznat. Superoksidni anjon koji nastaje pod uticajem NOX
enzima regulise joske kanale za K*, kao i plazmalemalne i unutaréelijske kanale za Ca*
i uti¢e na ekspresiju gena za faktor nekroze tumora alfa (engl, tumor necrosis factor,
TNF-a), tkivni faktor rasta beta (engl, tissue growth factor beta, TGF-B) i tkivni
aktivator plazminogena. ROS porekla od NADPH oksidaze su esto povezivani i sa
pokretanjem apoptoze, medutim postoje studije koje govore u prilog antiapoptotskoj
aktivnosti ovih molekula. Pretpostavljeno je da se antiapoptotska aktivnost ostvaruje
uticajem na NF-xkB i Akt/ASKI1 put kao i da je superoksidni anjon inhibitor FAS



zavisne Celijske smrti. Nalazi razli¢itih uticaja ROS na proces apoptoze u pojedinim
istrazivanjima objaSnjavaju se razli¢itom duzinom trajanja ROS signala, kao i njegovom
jacinom, zatim subcelijskom lokalizacijom NOX izoformi i uticajem na redoks stanje

niza ciljnih proteina.
1.1.2.2 Uloga NADPH oksidaza u centralnom nervnom sistemu

U ¢celijama CNS-a je detektovana ekspresija NOX1, NOX2 i NOX4, medutim za sada
nema podataka od ulogama NOX3, NOX5 i DUOX1i 2 (Chrissobolis i Farraci, 2008).
U CNS-u ekspresija ovih proteina, kao i ostalih subjedinica p22Pho% p47Phox pe7PIox,
p40P"°* | Rac-GTP-aze je uo¢ena u endotelnim éelijama, pericitima, astrocitima,
mikrogliji i neuronima. Imunohistohemijskim metodama je otkriveno da razli¢ite
subpopulacije ¢elija ne eksprimiraju podjednako odredenu NOX izoformu, Sto se
pripisuje razli¢itim ulogama koje ove ¢elije obavljaju (Vallet i sar., 2005). lzgleda da u
oligodendrocitima nema ekspresije NOX proteina, ali ove ¢elije odgovaraju na ROS
porekla NADPH oksidaze, koji su produkovni u drugim ¢éelijama CNS-a. Upravo tako
ROS proizvedeni u hipokampalnim neuronima usled dugotrajne potencijacije difunduju
u susedne oligodendrocite gde stimliSu kinaze koje dovode do fosforilacije mijelin

baznog proteina pojacavajuci mijelinizaciju (Atkins i Sweatt, 1999).

Veliki broj radova je usmeren na ispitivanje Stetnog uticaja ROS na CNS, zbog
specificnosti mozdanog tkiva. S obzirom da je osnovna, fundamentalna uloga NOX
enzima, produkcija superoksidnog anjona jasno je da da on ima svoju fiziolosku ulogu u
CNS-u. Kao $to je ranije opisano i u CNS-u ROS porekla NOX enzima imaju ulogu
signalnog molekula. Smatra se da je u neuronima NADPH oksidaza ucestvuje u
modulaciji neuronske aktivnosti, kogniciji i dugotrajnoj memoriji (Bedard i Krause,
2007).

Slobodni radikali produkovani od strane NADPH oksidaze su ukljuceni u patofizioloske
mehanizme razlicitih bolesti CNS-a. U Alchajmerovoj, Parkinsonovoj bolesti pa i HIV
demenciji ROS nastali pod delovanjem NOX enzima se smatraju izuzetno znacajnim
faktorom propadanja CNS-a. Takode, se smatraju odgovornim za progresiju
demijelinizacijskih oboljenja. Brojna istrazivanja ukazuju na uce$¢e NOX enzima U

patofizioloskim procesima koji nastaju nakon ishemijskog mozdanog udara. Pokazano



je da je veli¢ina ishemi¢ne zone znatno manja kod NOX2 knock out, u odnosu na divlji
soj miSeva. Radermacher i sar. (2013) su pokazali da je veli¢ina infarktne zone Cak za
75% manja kod NOX4 knock out miSeva, kao i kod divljeg soja kojima je nakon
ishemije intratekalno apliciran NOX4 inhibitor. Povecanje ekspresije NOX2 i NOX4 u
miseva zapazeno je u toku prvih 24h nakon izlaganja ishemiji (Radermacher i sar.,
2013). Svi ovi rezultati ukazuju da da su NOX2 i NOX4 znac¢ajan izvor oksidativnog
stresa nakon ishemije mozga i da ove izoforme mogu predstavljati potencijalne

terapijske mete (Radermacher i sar., 2013).

- Karakteristike NOX2 izoforme -

Najvise proucavan ¢lan familije NADPH oksidaze je NOX2, jo§ poznat i pod nazivom
gp91P"°X i predstavlja prototip NADPH oksidaze. Izgraden je iz $est transmembranskih
domena i oba kraja (COOH i NH>) su uronjena u citoplazmu. Za ispoljavanje aktivnosti
zahteva seriju protein-protein interakcija pre svega izmedu NOX2 i p22P"™ sa kojom je
konstitutivno povezana. Aktivacija NOX2 pored p22P"* zahteva i translokaciju
citosolnih faktora koja omogucéava formiranje NOX2 kompleksa. Subjedinica koja je
zaduZena za translokaciju je citosolna p47°" i ona vodi sa sobom aktivatorsku p67°"* i
spaja je sa NOX2. Pored aktivatorske subjedinice ona dovodi i malu p40P"* subjedinicu
do kompleksa. Na kraju Rac-GTPaza intereaguje sa NOX2 putem dvostepenog
mehanizma koji ukljucuje direktni kontakt sa NOX2 na koji se nadovezuje interakcija
sa p67P"°*, Jednom kada se formirao, kompleks postaje aktivan i generie superoksidni
anjon prebacijuci elektron sa NADPH iz citosola na vancelijski kiseonik na predhodno
opisan nac¢in. Ovaj enzim je prvo opisan u fagocitima (neutrofilima i makrofagima). U
miryjuéim neutrofilima ve¢ina NOX2 je smeStena u sekundarnim (specificnim)
granulama i tercijarnim (gelatinaznim) granulama. Po aktivaciji, odnosno stimulaciji
fagocita, dolazi do translokacije NOX2 do povrsine i fuzije sa fagozomalnom ili plazma
membranom. Ova fuzija je kljucni dogadaj za mikrobicidnu aktivnost NOX2. Medutim,
NOX2 moze biti aktivirana 1 u granulama, bez potrebe za spajanjem sa membranom
¢elije, Sto dovodi do produkcije ROS koji su verovatno ukljuceni u celijski prenos

signala (Bedard i Krause, 2007).
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NOX2 je osim u fagocitima lokalizovan i u brojnim drugim organima (timus, tanko
crevo, slezina, jajnici, placenta, prostata i testis) i ¢elijama (kardiomiociti, miociti
skeletnih miSi¢a, hepatocitima, endotelnim ¢elijama, neuronima). Subcelularna
lokalizacija NOX2 u ¢elijama razli¢itim od fagocita zavisi od specifi¢nosti ¢elije. Tako
je u hipokampalnim neuronima NOX2 lokalizovan na membranama sinapti¢kih
pukotina gde najverovatnije igra ulogu superoksid zavisne dugoro¢ne potencijacije i

pamcenja (Bedard i Krause, 2007).

- Karakteristike NOX4 izoforme -

NOX4 je prvobitno identifikovana u tubulanim ¢elijama tkiva bubrega, da bi nakon toga
usledila njena identifikacija i u brojnim drugim ¢elijama, kao $to su osteoklasti, glatke
miSi¢ne ¢elije, ¢elije hematopoeznog sistema, endotelne ¢elije, fibroblasti, keratinociti i
neuroni. Ovaj protein deli 39% sli¢nosti sa NOX2 (gp91#>) i smatra se da je
konstitutivno eksprimiran. Medutim, njegova eckspresija moze biti podstaknuta u
uslovima stresa, hipoksije, povrede karotidne arterije, zatim pod uticajem TGF-p i TNF-
a, ili u odgovoru na angiotenzin II (Bedard i Krause, 2007). Subcelijska lokalizacija
NOX4 varira u odnosu na tip ¢elije. U ¢eliji NOX4 se da nakupljanje na nivou ER, ali
se pretpostavlja da je ovo posledica mesta njegove sinteze mada se ne iskljucuje
moguca funkcionalna uloga NOX4 na nivou ER. U endotelnim i vaskularnim glatko-
misiénim celijama NOX4 se eksprimira i u nukleusu. Za razliku od NOX2, NOX4 za
svoju aktivnost ne zahteva citosolne subjedinice (p47°"%, p67°"* i p40P"), a jo§ uvek
nije jasno da li NOX4 i Rac-GTP-aza ostvaruju direktan ili indirektan kontakt. Jedina
subjedinica od koje je NOX4 zavisna jeste p22P"®. Specifiénost NOX4 lezi u ¢injenici
da umesto superoksidnog anjona proizvodi vodonik peroksid. Medutim, ovo ne znaci da
NOX4 direktno produkuje H2O2 ve¢ je moguce da se, s obzirom na njegovu
unutarcelijsku lokalizaciju, produkovani Superoksid ispusta u lumen organele gde se
jako brzo prevodi u H202. Tada, nepolarni H20: difunduje kroz membrane i dolazi do
vancelijskog prostora. NOX4 je najzastupljenija izoforma na nivou vaskularne mreze.
Ekspresija ovog proteina u arterijama CNS-a je ve¢a u odnosu na krvne sudove

periferije (Radermacher i sar., 2013).
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1.1.3 Mehanizmi ¢elijske smrti - apoptoza i autofagija

Dugo se smatralo da je ¢elijska smrt u I/R povredi rezultat spoljasnjih ¢inilaca, kao $to
su gubitak energetskih rezervi, intervencija inflamatornih faktora, toksi¢nih molekula ili
mehanickih povreda ¢éelija, dok se glavnim modelom smrti smatrao model zadesne smrti
¢elije - nekroza. Sve vise je informacija 0 tome da naizgled slucajni i nekontrolisani
dogadaji koji su povezani sa nekrozom, mogu u odredenim okolnostima, biti ukljuceni u
mobilizaciju 1 koordinaciju specificnih signalnih molekula koji zatim utiCu na
sprovodenje programirane nekroze ili nekroptoze. Pored toga, uoceno je da smrt celije
moze biti pokrenuta putem signalnih molekula i odvijati se programirano kroz procese
apoptoze i autofagije (Kroemer i sar., 2009). Spora progresija ¢elijske smrti u zoni
ishemicne penumbre ¢ini procese apoptoze i autofagije atraktivnim ciljevima za
potencijalne terapeutike (Deng i sar., 2016). Uloga koju autofagija ima u ishemiji

mozga jos uvek nije razjasnjena.

1.1.3.1 Programirana ¢elijska smrt - apoptoza

Apoptoza, jo§S se naziva i programirana celijska smrt tip I, predstavlja evolutivno
konzerviran i genetski determinisan proces (Lee i sar., 2012; Los i sar., 2002). Ona igra
bitnu ulogu u o¢uvanju homeostaze tkiva i ima funkciju u odbrani i uklanjanju oste¢enih
¢elija. Ovo je energetski zahtevan proces, a sprovodi se putem aktivacije enzima iz
klase cistein proteaza — kaspaza. Ovi enzimi, razgraduju osnovne celijske strukture
ukljuCujuci i1 genetski materijal. Apoptotski mehanizni smrti mogu biti pokrenuti
unutra$njim (mitohondrijalnim), i spoljasnjim (receptorskim) putem (Kroemner i sar.,
2007; Whealan i sar., 2010).

Spoljasnji put aktivacije kaspaza podrazumeva aktivaciju receptora kao §to su Fas, TNF-a

i TNF-srodni apoptoza-indukujuéi ligand (engl, TNF-related apoptosis-inducing ligand,

Trail), ¢ijom aktivacijom dolazi do trimerizacije i naknadnog regrutovanja proteina koji

sadrze domen smrti — Fas asociranog proteina sa domenom smrti (engl, Fas-associated

protein with death domain, FADD) i TNF receptor 1 asociranog proteina sa domenom

smrti (engl, TNF receptor 1 associated death domain protein, TRADD), na receptorski

kompleks. Ovaj signalni kompleks aktivira kaspazu 8 koja potom dovodi do aktivacije
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kaspaze 3. Kaspaza 3 deluje kao egzekutor u ¢eliji izazivajuéi proteolizu razlicitih ¢elijskih

proteina (Kroemner i sar., 2007; Whealan i sar., 2010).

Unutras$nji ili mitohondrijalni put apoptoze je posledica uticaja citotoksi¢nih medijatora
kao $ro su UV zraCenje, toksi¢ne materije, oksidativni stres i I/R. Ovi faktori doprinose
depolarizaciji spoljasnje mitohondrijalne membrane, translokaciji i integraciji Bcl2
proteina u spoljasnju mitohondrijalnu membranu, ¢ime membrana postaje permeabilna
za proapoptotske proteine kao Sto su citohrom c, faktor pokretanja apoptoze (engl,
apoptosis inducing faktor, AIF) Smac/DIABLO (engl, Second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl), serin
proteaza Omi/HtrA2 i endonukleaza-G, koji se nalaze u medumembranskom prostoru.
Oslobodeni citohrom c¢ iz mitohondrija se vezuje za citoplazmatski protein Apafl (engl,
apoptotic protease-activating factor-1) sto vodi daljoj aktivaciji kaspaze 9 i kaspaze 3.
Mitohondrijalni proteini Smac/DIABLO i serin proteaza Omi/HtrA2 aktiviraju kaspaze
tako Sto sekvestiraju, odnosno razgraduju proteine inhibitore kaspaza, dok endonukleaza
G dovodi do DNK fragmentacije. AIF indukuje apoptozu na kaspaza nezavisan nacin i
smatra se da ima krucijalnu ulogu u ¢elijskoj smrti neurona i nekih tumorskih ¢elija
(Kroemner i sar., 2007; Whealan i sar., 2010). Istrazivanja na knock out modelima su
pokazala da AIF na indirektan nacin reguliSe proces oksidativne fosforilacije, te da
njegov nedostatak dovodi do disbalansa elektron transportnog lanca, pogotovo na nivou
prvog kompleksa uzrokujuéi povec¢anu produkciju ROS 1 posledi¢no oksidativni stres
(Ishimura i sar., 2008; Polster, 2013). Taan mehanizam uticaja AIF-a na proteine

elektron transportnog lanca nije jo§ uvek objasnjen (Polster, 2013).

Pored prethodno opisanih karakteristi¢nih biohemijskih procesa, celija koje umire
programiranom ¢elijskom smrti, apoptozom, pokazuje i specifi¢ne morfoloske promene,
kao $to su smanjivanje zapremine celije (povecavanje gustine citoplazme), piknoza
jedra - kondenzacija hromatina, pupljenje ¢elijske membrane, stvaranje apoptotskih tela,
I fragmentaciju molekula DNK (Schulze-Osthoff i sar., 1994; Williams i sar., 1974).
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1.1.3.2 Autofagija

Autofagija je glavni ¢elijski mehanizam kojim se iz ¢elije uklanjaju oStecene organele i
proteinski agregati. Ovaj fizioloski proces je posredovan lizozomima, pomocu kojih se

mogu ukloniti razli¢ite ¢elijske komponente (Mizushima i Levine, 2010).

U uslovima delovanja Celijskih stresora (izgladnjivanje, hipoksija, mitohondrijalna
disfunkcija, infektivni agens) proces autofagije pomaze prezivljavanje celije, na taj
nacin Sto podsti¢e razgradnju organela 1 molekula obezbedujuéi energiju 1 supstrate za
odrzavanje metabolickih procesa. Tako da je, u suStini, autofagija pre proces
“prezivljavanja celije”, a ne njene smrti. Medutim, nekontrolisana autofagija ce
posledi¢no uvesti Celiju u smrt te doprineti dejstvu stresora (Gottlieb i Mentezer, 2010;
He i Klionsky, 2009).

Morfoloski, autofagija se karakteriSe prisustvom citoplazmatskih vezikula sa
dvostrukom membranom, u kojima je smeSten sadrzaj za razgradnju (proteini ili
organele). Proces formiranja autofagnih vezikula protice kroz tri faze: (1) inicijacije,
kada dolazi do formiranja membrane oko sadZraja koji se treba ukloniti; (2) elongacije,
kada se formira dvostruka membrana i nastaje autofagozom; (3) degradacije u
autofagolizozomu (Gottlieb i Mentezer, 2010; He i Klionsky, 2009). Autofagolizozom
nastaje spajanjem autofagozoma i lizozoma. Mikrotubuli i citoskelet ¢elije pomazu da
se autofagozom i lizozom sretnu. Ovde dolazi do hidrolize c¢elijskog sadrzaja
delovanjem kiselih hidrolaza u uslovima kiselog pH u lizozomima. Autofagozomi mogu
da se formiraju u bilo kom delu ¢elije. U neuronima proces moze zapoceti na nivou

dendrita, aksona ili tela ¢elije (Hollenbeck i sar., 1993).

Zbog svega navedenog jasno je da je za optimalno funkcionisanje ¢elije neophodno da
proces autofagije bude adekvatno regulisan. Glavni kontrolor i inhibitor procesa
autofagije je mTOR (engl, mammalian target of rapamicyn). U uslovima stresa mTOR
biva inhibiran, §to utiCe na oslobadanje ili aktivaciju protein kinaze Atgl (engl,
autophagy-related protein, Atg), koja zajedno sa Atgl3 i Atgl7 inicira formiranje
fagofore. Formiranje fagofore je olaksano prisustvom kompleksa klase |IlI
fosfatidilinozitol 3 kinaze (engl, phosphatidil inositol kinase 3, PI3BK3C) nazvanog
vps34, vpsl5 i beklinl koji regrutuju Atgl2, Atg5 i Atg8 (engl, light chain 3, LC3),
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kljuéne komponente za finalizaciju elongacije membrane i formiranje autofagozoma.
Fuzija autofagozoma i lizozoma je postredovana GTPazom Rab7 i lizozomalnim
membranskim proteinom (engl, Lysosome-associated membrane protein 2, LAMP2
(Gottlieb i Mentezer, 2010; He i Klionsky, 2009).

Proces autofagije mora biti precizno regulisan. Medutim, deSava se da nastupi blokada
ili prekomerna produkcija autofagolizozoma koji se ne mogu razgraditi $to uvodi ¢eliju

u smrt (Uchiyama i sar., 2009).

1.2 Vitamin D

Aktivni oblik vitamin D, 1,25-dihidroksi-vitamin D (1, 25-(OH).Ds), pripada grupi
stereoidnih hormona i prepoznat je i kao razvojni neurosteroid, koji igra vaznu ulogu u
centralnom nervnom sistemu (Eyles i sar., 2009). Mnogobrojne studije su pokazale da
vitamin D ucestvuje u razvoju mozga, odrzavanju mozdanih funkcija kod odraslih
osoba i stiti mozak starijih osoba (Eyles i sar., 2003; Groves i sar., 2014). Vitamin D
svoje efekte ostvaruje preko receptora za vitamin D (engl, vitamin D receptor, VDR)
deluju¢i na nivou gena, ali i putevima koji ne ukljuCuju prepis gena (Haussleri sar.,

2011). Ta¢ni mehanizmi putem kojih su efekti posredovani su u fazi ispitivanja.

Vitamin D se nasao u fokusu istrazivanja upravo zbog mnogobrojnih uloga u
organizmu, ali i zbog Cinjenice da je na globalnom nivou prisutna insuficijencija ili
deficijencija vitamina D. Referentni opseg 25-(OH) vitamina D iznosi 75-200nmol/l
(30-80ng/ml). Nivoi vitamina D izmedu 20-30ng/ml smatraju se insuficijentnim, dok
vrednosti ispod 20ng/ml upucuju na deficijenciju. Intoksikacija vitaminom D se javlja
kada je u cirkulaciji prisutan u koli¢ini vecoj od 150ng/ml. Razlozi zbog kojih se u krvi
mere koncentracije prekursora aktivnog oblika vitamina D, 25-(OH) vitamina D, a ne
aktivne forme su kratak poluZivot aktivne forme od oko svega par sati u odnosu na
poluzivot prekursora koji u krvi cirkulise nekoliko nedelja i 1000 puta manje
koncentracije aktivne forme u plazmi (izrazene u pikogramima) u odnosu na
koncentraciju prekursora 25-(OH) vitamina D. Zbog svega navedenog se koncentracija
25-(OH) vitamin D smatra se najboljim indikatorom statusa vitamina D. Dosadasnje
studije su pokazale da je snizena koncentracija 1, 25-(OH)2D3 u serumu povezana sa

povec¢anim rizikom od kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih dogadaja (Zhang i
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Naughton, 2010). Niske koncentracije vitamina D u vezi su sa pojavom ishemijskog
mozdanog udara, kao i sa pogorSanjem ishemijskog oSteéenja, tezim funkcionalnim
oporavkom i kognitivnim disbalansom (Won i sar., 2015; Yalbuzdag i sar., 2015).
Takode, istrazivanja su pokazala da pretretman kalcitriolom (1, 25-(OH)2D3 ) znacajno
povecava sintezu neurotrofickih faktora, modulira sintezu neurotransmitera i smanjuje
ishemijom indukovano oS$teéenje mozga i krvnomozdane barijere eksperimentalnih
zivotinja (Won i sar., 2015). Yao i sar. (2015) su pokazali da je povecana ekspresija
VDR povezana sa smanjenjem stepena oksidativnog oStec¢enja i1 inhibicijom procesa
apoptoze i autofagije te da ima ulogu u samoodbrani i kardioprotekciji sréanog misi¢a
izloZzenog ishemijsko-reperfuzionom ostecenju. Medutim, uloga i mehanizmi delovanja

vitamina D u cerebralnoj ishemiji jo§ uvek nisu u potpunosti razja$njeni (Yao i sar.,

2015).

Danas postoje brojne opservacione studije koje govore u prilog hipotezi da
suplementacija vitaminom D mozZe biti protektivna u odnosu na mozdani udar (Pilz 1
sar., 2011). Medutim, dostupno je svega par interventnih studija ¢iji Se rezultati
razlikuju. Ove razlike su verovatno posledica metodoloskih ograni¢enja (Pilz i sar.,
2011; Scragg i sar., 2017). koja ukljucuju razli¢ite doze vitamina D, individualne
karakteristike subjekata, razli¢it odgovor na suplementaciju, kao i procenu rezultata na

osnovu stope incidencije i prevalencije ne razmatrajuci tezinu ishoda.
1.2.1 Sinteza i metabolizam vitamin D

Bioloska sinteza vitamin D podinje u kozi pod uticajem sunéeve svetlosti.
Holekalciferol (vitamin D3) je polazno jedinjenje koje se produkuje u kozi iz 7-
dehidroholesterola pri izlaganju ultraljubicastom B delu spektra sunceve svetlosti. Pod
dejstvom suncevih zraka na kozu, 7-dehidroholesterol apsorbuje ultraljubicaste B zrake
i pretvara se u prekalciferol, a veliki deo prekalciferola se konvertuje u holekalciferol
(Yang i sar., 2013). Pored holekalciferola postoji i ergokalciferol (vitamin D2), polazno
jedinjenje druge familije, i nastaje od ergosterola koga produkuju kvasci. Ergokalciferol
ima samo jednu trec¢inu aktivnosti holekalciferola (Jovi¢i¢ i sar., 2012). | vitamin D3
stvoren u kozi i vitamin D2 absorbovan iz digestivnog trakta, putuju do jetre gde se

hidroksilizuju na 25 poziciji ugljenika u kalcidiol (25-(OH) vitamin D) koji je glavni
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cirkulatorni oblik vitamina D. Nakon hidroksilacije

u bubrezima pri ¢emu se stvara kalcitriol (1, 25-

u jetri, kalcidiol se dalje hidroksilise

(OH)2D3). Sinteza aktivne forme u

bubrezima zavisi od parathormona (PTH) i koncentracije Ca?*. Medutim, hidroksilacija

na prvom C atomu se moze odigrati i na lokalnom

nivou u drugim ¢elijama i organima

(Pilz i sar., 2011). Ova ekstrarenalna sinteza aktivnog oblika vitamin D zavisi od nivoa

cirkulisucih nivoa 25-(OH) vitamina D.
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Postoje dokazi da se sinteza vitamina D i metabolisanje odigravaju i unutar CNS-a.

Prisustvo la-hidroksilaze u neuronima i glija ¢elijama kako mozga u razvoju tako i kod

odraslih sugeriSe sintezu aktivne forme vitamin D

na lokalnom nivou (Fu i sar., 1997,

Eyles i sar., 2005), dok je u kulturi ¢elija pokazano da ¢elije mikroglije mogu prevesi
25-(0OH) vitamin D u 1, 25-(OH)2Ds (Boontanrart i sar., 2016).
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Takode, i 25-(OH) vitamin D i 1, 25-(OH)2D3 prolaze kroz krvno mozdanu barijeru.
Zanimljivo je da su nivoi 1, 25-(OH)2:D3 u CNS-u u korelaciji sa nivoom 25-(OH)
vitamina D u serumu, ali ne i sa serumskim nivoom 1, 25-(OH).D3 kod miseva koji su
na dijetskoj suplementaciji vitaminom D (Spach i Hayes, 2005). Osim toga, klju¢ni
enzim u katabolizmu vitamina D, CYP24A1, je pronaden u primarnoj kulturi astrocita
pacova, kao i u humanim neuronima i astrocitima (Naveilhan i sar., 1993, Smolders i
sar., 2013). Vitamin D utice na ekspresiju CYP24A1, na dozno zavisan nacin, tako da
aktivan oblik vitamin D moze uticati na sopstvenu degradaciju, tj. podleze

autoregulaciji.

Kako je vitamin D hormon lipofilne prirode u cirkulaciji se nalazi vezan za svoj vitamin
D vezujuéi protein (engl, vitamin D binding protein, VDB). VDB je odgovoran za
transport holekalciferola do jetre, kalcidiola (25-(OH) vitamina D) do bubrega i
kalcitriola (1, 25-(OH).Dz3) do ciljnih organa. Pored uloge da transportuje vitamin D,
VDB ima ulogu faktora hemotakse, privla¢i neutrofile i ucestvuje u aktivaciji
osteoklasta (Kew i Webster, 1998; Schneider i sar., 1988), dok se kroz kontakt saB i T
limfocitima konvertuje u aktivacioni faktor makrofaga (Yamamoto i sar., 1993).
Koncentracije VDB ne zavise od nivoa 25-(OH) vitamina D i ne pokazuju sezonske
varijacije. VDB je u stalnom visku u odnosu na sopstveni cirkuliSuci ligand 25-(OH)
vitamin D, a poluzivot u plazmi mu iznosi 2,5 dana. Uklanja se u nekoliko razli¢itih
tkiva kao $§to su bubrezi, jetra, skeletni miSiéi, creva, pluca i kosti (Hammack i sar.,
2004).

Dolaskom do ciljnih tkiva, aktivni oblik vitamina D svoje efekte ostvaruje preko VDR-
a, koji pripada familiji jedarnih receptora. Kada se aktivni oblik vitamina D veze za
VDR, dolazi do interakcije sa nuklearnim retinoidnim receptorom (engl, retinoid X
receptor, RXR) i stvoreni kompleks se vezuje za vitamin D vezuju¢i element (engl,
vitamin D responce element, VDRE) koji se nalazi na promotornim regionima razli¢itih
gena. Efekti vitamina D mogu biti direktni ili indirektni uticaj na celijski ciklus,
proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu (Dick i sar., 1995), dok na nivou CNS-a,

vitamin D, uti¢e na morfologiju, fiziologiju i ponasanje (Eyles i sar., 2005).
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Distribucija VDR-a u mozgu — Receptor za vitamin D je §iroko distribuiran u adultnom
mozgu i u mozgu koji se razvija. VDR se javlja u mozgu glodara ve¢ 12. embrionskog
dana, sa predominantnom distribucijom u neuroepitelu i zonama diferencijacije kao Sto
je mezecefalon (Cui i sar., 2017). Ovakva distribucija receptora upucuje da je vitamin D
ukljucen u proliferaciju i diferencijaciju neuronalnih stem ¢elija (Cui i sar., 2017). U
mozgu odraslih glodara, VDR se moze na¢i u razli¢itim ¢elijama, ukljucujuéi neurone,
astrocite, i oligodendrocite u razli¢itim delovima mozga (Eyles i sar., 2005; Cui i sar.,
2017). U humanom mozgu, obrazac distribucije ovog receptora je izuzetno slican veé
opisanom obrazcu kod glodara (Eyles i sar., 2005). Prisustvo VDR-a u hipokampusu,
korteksu, limbickom sistemu kod ljudi i glodara podrzava pretpostavku da vitamin D
ima ulogu u uéenju, memoriji i kogniciji (Brewer i sar., 2001). Takode se navode
lokalizacije VDR-a koje upucuju da vitamin D ima ulogu u somatosenzornom sistemu i
dopaminergickim neuronima gde poveéava sintezu dopamina (Cui i sar., 2017).
Uzimajuéi u obzir prisustvo biosinteze vitamina D i1 njegovog receptora u CNS-u moze
se pretpostaviti da vitamin D utice na mozdano funkcionisanje u fizioloSkim i

patoloskim stanjima.

Pored brojnih dokaza o genomskim efektima posredovanim vitaminom D u CNS-u,
manje poznata je ¢injenica da vitamin D moze pobuditi i brz, ne-genomski odgovor u

mozgu (Zanatta i sar., 2012).
1.2.3 Uloge vitamina D

Najbolje proucena uloga vitamina D je u odrZavanju homeostaze kalcijuma plazme,
zajedno sa paratireoidnim hormonom (PTH) i kalcitoninom. Medutim pored ove uloge
vitamin D je i potentni modulator imunskog sistema, inflamatornog procesa,
neuromuskularne funkcije, celijskog ciklusa (vitamin D moze imati direktne ili
indirektne efekte na celijsku proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu). Vitamin D ima
znacajnu ulogu u razvoju i funkcionisanju mozga, i ima neuroprotektivnu ulogu koju
ostvaruje regulacijom produkcije neurotrofina. Dokazano je da vitamin D deluje na
proteine za koje se zna da direktno uti¢u na proces ucenja i pamcenja, motornu kontrolu,
maternalno i socijalno ponasanje (Zhang i Naughton, 2010). Vitamin D svoje efekte

ostvaruje na genomski zavisan i nezavisan nacin.
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Genomski zavisni efekti vitamina D — se ostvaruju nakon ulaska aktivhog oblika
vitamina D u ¢eliju, njegove interakcije sa VDR, stvaranja kompleksa sa RXR-om i
vezivanja ovog kompleksa za VDRE. Vitamin D svoje genomske uticaje sprovodi kako

u periodu razvi¢a mozga, tako i u adultnom dobu, s tim da su krajnji efetki razli¢iti.

U periodu razvoja mozga vitamin D ima antiproliferativno, prodiferntno i proapoptotsko
dejstvo na razlicita tkiva, ukljuc¢ujuci i nervno. Ovo upucuje da bi nedostatak vitamina
D mogao da uzrokuje povecanu proliferaciju i smanjenje obima apoptoze u mozgu u
toku razvoja. Tako su u studiji razvojne deficijencije vitamina D ustanovljeni poviseni
nivoi proteina koji uticu na progresiju Celijskog ciklusa (ciklin B, ciklin C, ciklin D1) i
represija proteina p21 koji je inhibitor ciklin zavisne kinaze (Cui i sar., 2017). Smanjen
nivo apoptoze kod ovih Zivotinja je verovatno rezultat smanjena ekspresije
proapoptotskih gena (Bax, Bcl-2) (Ko i sar., 2004). Smatra se da vitamin D uti¢e na
povecanje ekspresije Bax i Bcl-2 u ¢elijama raka, ali jo§ uvek nisu otkriveni vitamin D
vezuju¢i elementi ova dva gena (Kizildag i sar., 2012). Zanimljivo je da razvojna
deficijencija vitamina D utice i na povecanu proliferaciju nervnih stem celija u
subventrikularnoj zoni, ali i na smanjenu stopu neurogeneze u adultnom hipokampusu
(Cui i sar., 2017). Ova diskrepanca moze nastati zbog razlike u stadijumu razvica i/ili
starosti, razliCitim ispitivanim regionima mozga kao i prisustva uticaja razlicitih
spoljasnjih faktora. Pored toga, razvojna deficijencija vitamina D remeti moZdanu
morfologiju. U zavisnosti od ispitivane vrste mogu se primetiti povecane ili smanjenje
lateralnih ventrikula, dok se kod ljudi deficijencija vitamina D manifestuje smanjenim
mozdanim volumenom i uveanim lateralnim ventrikulama (Cui i sar., 2017).
Adekvatni nivo vitamina D je neophodan i za razvi¢e dopaminergickog sistema. Naime,
vitamin D reguliSe metabolizam dopamina, reguliSu¢i gensku ekspresiju katehol-O-
metil transferaze (engl, catechol —O-methyltransferase, COMT) koja je klju¢ni enzim u
obrtu dopamina. Dalje, vitamin D uti¢e na diferencijaciju oligodentrocita iz neuronalnih
stem Celija 1 podstiCe sazrevanje progenitora oligodendrocita, §to posledicno uti¢e na
proces mijelinizacije. Pored oligodendrocita promovise 1 diferencijaciju nervnih celija

(Cui i sar., 2017).

U adultnom (razvijenom) mozgu vitamin D uti¢e na oslobadanje neurotransmitera. Tako

tretman vitaminom D dovodi do povecanja koncentracije dopamina i njegovih
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metabolita — 3,4-dihidroksifenilsiréetne Kiseline (engl, 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid ,
DOPAC) i homovanilinske kiseline (engl, homovanillic acid, HVA) i povecanja
ekspresije COMT i MAO-A. Vitamin D je u vezi i sa enzimima glutamat
dekarboksilaze GADG65 i GAD67 koji u astrocitima prevode glutamat u GABA-u, a na
nivo serotonina uti¢e preko triptofan hidroksilaze 2 (TPH 2). Ovaj vitamin vr$i i
neuroprotekciju i poboljsava kogniciju tako $to dovodi do povecane ekspresije ¢ak 27
gena ukljuCenih u vezikularni sinapticki transport i oslobadanje neurotransmitera
(Latimer i sar., 2014). Zatim, vitamin D uti¢e na oslobadanje neurotropfnih faktora.
Smatra se da ima direktan transkripcioni efekat na nervni faktor rasta (engl, nerve
growth factor, NGF), a takode i da uti¢e na povecanje ekspresije iRNK u astrocitima za
neurotrofni faktor porekla glija ¢elija (engl, glial cell-derived neurotrophic factor,
GDNF), neutrofine 3 i 4 (NT-3, NT-4) i neurotrofni mozdani faktor (engl, brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) (Gezen-Ak i sar., 2011; Naveilhan i sar.,1996; Neveu i
sar.,1994; Wang i sar.,2005). Vitamin D takode uti¢e i na faktore inflamacije. Smanjeni
nivoi vitamina D su povezani sa vi§im vrednostima C reaktivnog proteina (CRP)
(Alfieri i sar., 2017), dok primena ovog vitamina dovodi do poveéanja nivoa IL-10 koji
smanjuje nivo supresora citokinskog signala 3 (engl, Suppressor of cytokine signaling
3, SOC-3) dovodeci do manje sinteze proinflatornih citokina (Boontanrart i sar., 2016).
Efekti vitamina D se odrazavaju i na oCuvanje integriteta krvno mozdane barije. Smatra
se da je ovaj efekat posredovan povecanjem ekspresije i funkcije P-glikoproteina koji je
zaduZen za odstranjivanje Stetnog i stranog materijala (Durk i sar., 2012). Novije studije
upucuju da vitamin D deluje i putem NF-kB na o¢uvanje krvno mozdane barijere (Won
i sar., 2015).

Direktni efekti vitamin D — genomski nezavisni — Ovaj nacin dejstva vitamina D
obuhvata procese koji su uzrokovani vitaminom D, ali su nezavisni od genske
transkripcije jer se odigravaju brzo u toku nekoliko sekundi ili minuta (Cui i sar., 2017).
Mnogo godina unazad je poznato da vitamin D ostvaruje i ovu vrstu efekata.
Proucavanja su vrsena na in vitro modelima razli¢itih ¢elijskih linija. Na nivou mozga

se zna da su ovi efekti ukljuceni u ¢elijske 1 sinapticke procese.

Do prvog velikog otkri¢a vezanog za ovakav nacin dejstvovanja vitamina D doSao je

Zannata i sar. (2012) utvrdivsi da je aktivni oblik vitamina D zaduZen za Ca®* i kinazni
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signalni put u toku razvi¢a korteksa mozga. Pokazano je da aplikacija vitamina D
uzrokuje poveéano preuzimanje Ca?" iz ekstracelularnog prostora i da je ovaj proces
zavisan od protein kinaze A (engl, protein kinase A, PKA), Ca-kalmodulin zavisnih
kinaza, MAP kinaza, fosfatidilinozitol 3 kinaze (engl, phosphatidil inositol kinase 3,
PI13K), ali ne i od protein kinaze C (engl, protein kinase C, PKC) i ERK %.. Tako da
vitamin D uti¢e i na jone Ca?", ali i na nabrojane kinaze. Vazno je napomenuti sa Ca?*
predstavlja i sekundarni glasnik, tako da nije najjasnije koji proces inicira signalnu
kaskadu, s obzirom na to da je influx Ca?* i efekat i posledica vitamina D (Revelli i sar.,
1998).
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Slika 3. Sematski prikaz signalinih puteva vitamina D. Preuzeto i modifikovano iz Deeb
K.isar., 2007, Nature Reviews Cancer vol 7: 684-700
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Sledece dejsvo vitamina D nezavisno od genske transkripcije je njegova sposobnost da
balansira odnos ekscitacije i1 inhibicije na nivou lokalnih nervnih mreza. Ovo postize
tako Sto snizava frekvenciju spontane GABAergi¢ke struje, kao i unutrasnju struju
posredovanu ekscitacijom NMDA i kainatnih receptora i to na reverzibilan nacin i
nezavisan od akcionog potencijala (Bhattarai i sar., 2016). Pored toga vitamin D brzo
reguliSe sinapticku transmisiju gonadototropnog oslobadaju¢eg hormona (GnRH) u

neuronima (Bhattarai i sar., 2016).

Jo§ uvek nije ustanovljen receptor putem kojeg vitamin D ostvaruje ove efekte.
Medutim, Zannata i sar. (2012) su utvrdili da je klasi¢an jedarni VDR lokalizovan
zajedno sa kaveolinom na plazma membrani neurona, ali i drugih ¢elija (Buitrago i
Boland, 2010). Takode, nadeno je da za ove direktne efekte vitamina D, pored
membranskog VDR, neophodan i ¢lan 3 protein disulfid izomeraze familije A, (engl,
protein disulfide-isomerase A3, PDIA3) (Boyan i sar., 2002; Chen i sar., 2010). Naime,
utvrdeno je da antitela na PDIA3 i male interferiraju¢e RNK (engl, small interefering
RNA, siRNK) usmerene ka PDIA3 transkripta, blokiraju ili smanjuju genomski
nezavisan odgovor vitamina D (Boyan i sar., 2002; Chen i sar.,2010, 2013).
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1.3 Animalni ekspreimentalni model mozdane ishemije

S obzirom na porazavajucu incidencu mozdanog udara u opsStoj populaciji, stopu
mortaliteta i invaliditeta nakon mozdanog udara, bilo je neophodno razviti odgovarajuce
eksperimentalne animalne modele koji bi oponasali karakteristike mozdanog udara kod
ljudi. Animalni eksperimentalni modeli mozdanog udara predstavljaju osnovni alat za
razumevanje kompleksnih ¢elijskih i molekularnih promena, kao i za testiranje tehnika
rekanalizacije, neuroprotekcije, neuroregeneracije ili antiinflamatorne lekove u
predklini¢koj fazi. Eksperimentalni modeli mozdanog udara razvijani su od 1970-ih
(Yan i sar., 2015), te danas postoji mnogo modela mozdanog udara u razli¢itim
zivotinjskim vrstama, ukljucujuéi primate, svinje, ovce, pse, macke, mongolske gerbile,
zeCeve, pacove i1 miSeve (Bacigaluppi, 2010). Ovi modeli se koriste za procenu
patofizioloskih posledica, testiranje terapeutskih strategija i procenu faktora rizika za
mozdani udar, kao za i istrazivanje efekata komorbiditeta na ishod mozdanog udara

(Macrae, 2011).

Modele mozdanog udara mozemo podeliti u dve grupe. Prva grupa je orjentisana na
ispitivanje faktori rizika (genetski i spoljasnji) koji doprinose nastanku mozdanog udara
I na otkrivanje terapeutika koji bi spreéili ovaj ishod. Druga grupa modela proucava
patofizioloske promene koje su uzrokovane mozdanim udarom, kao i testiranje
terapeutskih strategija. Ova grupa se deli na modele fokalne i globalne mozdane
ishemije, dok se prema trajanju ishemije modeli dele na permanentne ili tranzitorne

(Bacigaluppi, 2010).

Fokalna ishemija se karakteriSe redukcijom protoka krvi u odredenom regionu mozga,
dok globalna ishemija pogada ceo mozak ili prednji mozak. Za proucavanje fokalne
ishemije potrebno je okludirati arteriju (proksimalna ili distalna okluzija arterije cerebri
mediae) ili venu (okluzija cerebralne vene ili venskog sinusa), i to mehanicki ili

izazivanjem tromboembolije.

Globalna cerebralna ishemija sa kriticnom redukcijom cerebralnog protoka u celom
mozgu izaziva selektivnu neuronsku povredu u CA1l regionu hipokampusa,
Purkinjijevih ¢elija, i u frontalnom neokorteksu ukoliko je trajanje ishemije ogranic¢eno.

Animalni modeli globalne mozdane ishemije uvedeni su da imitiraju ishemijske
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povrede posle smanjenja cerebralnog protoka i naknadne reperfuzije, najcesce
uzrokovane src¢anim zastojem. Uopsteno gledano, Siroko se koriste dva modela globalne
cerebralne ishemije: model okluzije Cetiri krvna suda (engl, four-vessel occlusion, 4-
VO) kod pacova i modela okluzije dva krvna suda — okluzija karotidnih arterija (engl,
two-vessel occlusion, 2-VO). Postoji nekoliko drugih modela globalne cerebralne
ishemije, kao $to su ventrikularna fibrilacija i okluzija tri krvna suda (engl, three-vessel
occlusion, 3-VO) (Bacigaluppi, 2010; Yan i sar., 2015).

Model okluzije cetiri krvna suda - Model 4-VO razvijen je za proucavanje reverzibilne
bilateralne ishemije prednjeg mozga i ishemije mozdanog stabla sa visoko predvidljivim
oStecenjem mozga u svesnih, slobodno pokretnim pacovima. Originalni model ukljucuje
dvostepenu operaciju sa trajnom okluzijom vertebralnih arterija prvog dana, nakon ¢ega
sledi prolazna okluzija zajednickih karotidnih arterija (engl, common carotid arteries,
CCA) sledeceg dana. U ovom modelu, promene u protoku krvi su u korelaciji sa
distribucijom i progresijom neuronskog oSteCenja. S obzirom na nezeljene efekte u
smislu krvarenja i traume koja dovode do visoke smrtnosti, klasi¢an 4-VO model je
razvijen kod miseva. Ovaj model je indukovan zahvaljuju¢i obostranoj okluziji CCA i
leve arterije subklavije, plus stenozom desne arterije subklavije. Ovim putem protok
krvi kroz mozak se smanjuje na manje od 10% pre-ishemijske vrednosti. Ovaj model
ima nekoliko prednosti: reproducibilan ishemijski insult, adekvatan nivo reperfuzije i

nisku stopu mortaliteta (10%) (Bacigaluppi, 2010; Yan i sar., 2015).

Model okluzije dva krvna suda - model 2-VO je alternativa 4-VO modelu sa
kombinacijom obostrane CCA okluzije i sistemske hipotenzije radi stvaranja
reverzibilne ishemije prednjeg mozga. Ovaj metod proizvodi ishemiju u svim ranjivim
podruc¢jima prednjeg mozga, kao $§to su CAIl piramidalni neuroni hipokampusa,
neokorteksa, putamena i kaudatsa $to rezultira oSteCenjem mozga koji blisko oponasa
oSteCenje na mozga nakon sr¢anog udara. U poredenju sa 4-VO, model 2-VO je

jednostavniji za izvodenje i potpuno je reverzibilan.

Model okluzije tri krvna suda - model 3-VO kombinuje okluziju bazilarne arterije sa
priviemenom obostranom okluzijom CCA kod pacova i miseva (Bacigaluppi, 2010;
Yan i sar., 2015).
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Ventrikularni modeli fibrilacije - Kod odraslih pacijenata, globalna ishemija je obi¢no
uzrokovana sranim zastojem sa ventrikularnom fibrilacijom. Model ventrikularnog
fibrilacije se koristi za proucavanje mehanizama odloZene neuronske smrti izazvane
sréanim zastojem. Ovaj model je odli¢an za proucavanje efikasnosti neuroprotektivnih

lekova (Bacigaluppi, 2010; Yan i sar., 2015).

U naSem istrazivanju koristili smo model okluzije dva krvna suda u mongolskih
dzerbila. Obostrana okluzija zajednicke karotidne arterija kod dzerbila je dovoljna da
proizvede ozbiljnu prednje mozdanu ishemiju. Ovo se deSava iz razloga $to dzerbilima
nedostaje posteriorna komunikantna arterija koja je neophodna kako bi Vilisov krug bio
potpun (Small, 2000).

Spoljasnja
karotidna arterija

Unutrasnja -
karotidna arterija Unutra$nja

karotidna arterija

Leva zajednicka
karotidna arterija

Desna zajednicka
karotidna arterija

Slika 4. Sematski prikaz izazivanja globalne mozdane ishemije postavljanjem
mikroaneurizmatskih klipsi na zajednic¢ke karotidne arterije. Preuzeto i modifikovano iz

Wayman i sar., 2016, Journal of Visualized Experiments

Problem sa kojim se susre¢emo koriste¢i animalne modele jeste da se moZzdani udar u
opStoj populaciji najces¢e odigrava u starijem Zivotnom dobu sa prisutnim
komorbiditetima 1 razli¢itim faktorima rizika, dok u laboratorijskim uslovima, mozdani
udar se izaziva mladim, zdravim zivotinjama. Prepoznaje se potreba za ukljucivanjem
vise eksperimentalnih varijabli, te da se uvedu zivotinjske linije sa rizikom za vaskulane
povrede, kao $to su prisustvo dijabetesa, ateroskleroze kod glodara ili upotreba starih

Zivotinja u istrazivanju.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati efekte pretretmana vitaminom D na pokazatelje oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite u prefrontalnom korteksu i hipokampusu mongolskih dzerbila
izlozenih desetominutnoj prolaznoj globalnoj ishemiji mozga i reperfuziji u trajanju od

jednog, tri ili sedam dana.

Ispitati efekte pretretmana vitaminom D na ekspresiju markera apoptoze i markera
autofagije u korteksu i hipokampusu mongolskih dzerbila izloZenih desetominutnoj
prolaznoj globalnoj ishemiji mozga i reperfuziji u trajanju od jednog, tri ili sedam dana

primenom tehnike Western blota.

Ispitati efekte pretretmana vitaminom D na zastupljenost pojedinih ¢elija centralnog
nervnog sitstema upotrebom odgovaraju¢ih markera neurona i glije u korteksu i
hipokampusu mongolskih dzerbila izlozenih desetominutnoj prolaznoj globalnoj
ishemiji mozga i reperfuziji u trajanju od jednog, tri ili sedam dana tehnikama Western

blota i imunohistohemije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalni rad je obavljen na Institutu za medicinsku i klinicku biohemiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu i na Institutu za medicinska istrazivanja
Vojnomedicinske akademiji. U eksperimentima su koriS§¢eni pustinjski misevi
(Meriones Unguiculatus, eng. Mongolian gerbils, dzerbili), muskog pola, prose¢ne,
tezine oko 65 grama, starosti 12 nedelja. Zivotinje su dobijene iz uzgajali§ta vivarijuma
Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Zivotinje su ¢uvane u transparentim kavezima
od pleksiglasa, obloZzenim SuSkom, sa zi¢anom reSetkom postavljenom odozgo, pod
standardnim uslovima sredine (temperatura 23+2°C, relativna vlaznost vazduha 50—
60% i 12-Casovni rezim svetlo-tama). Hrana (specijalni briketi za ishranu
eksperimentalnih zivotinja) i voda su im bili dostupni ad libitum. Sve eksperimentalne
procedure su bile odobrene od strane Eticke komisje za zaStitu dobrobiti oglednih
zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (dozvola broj 1686/2). Svi

eksperimenti vrseni su u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja u Republici Srbiji.

3.2 Eksperimentalne grupe

U kontrolnoj grupi (n=16) zZivotinje su podvrgnute hirur§koj intervenciji bez izazivanja
ishemije. Cetrdeset osam Zivotinja je podvrgnuto procesu ishemije tokom 10 minuta,
nakon ¢ega su podeljene u tri eksperimentalne grupe. Prva grupa (n=16) bila je izloZena
reperfuziji u trajanju od jednog dana (I/R 1d), druga (n=16) u trajanju od 3 dana (I/R 3d)
1 tre¢a (n=16) sedam dana (I/R 7d). Drugih 48 Zivotinja je tretirano vitaminom D sedam
dana pre izazivanja ishemije. I ove Zivotinje su zatim podeljene u tri grupe u odnosu na
trajanje reperfuzije. U prvoj grupi (n=16) reperfuzija je trajala jedan dan (vitD+1/R 1d),
u drugoj (n=16) tri dana (vitD+I/R 3d) i u trecoj (n=16) sedam dana (vitD+I/R 7d).

3.3 Tretiranje zivotinja

Aktivna forma vitamina D (1,25-(OH).D3) (Calcitriol, Abbott lab) bila je aplikovana u
dozi od 1pg/kg na dan tokom sedam dana, intraperitonealno (i.p.) (Ekici i sar., 2009).

Ishemija je izazvana tako S§to su dzerbili postavljeni u dorzalnu poziciju. Prvo im je
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obrijano podrucje vrata, a zatim je pazljivo tupom disekcijom pristupljeno zajednickim
karotidnim arterijama. Prolazna globalna ishemija je izvedena postavljanjem
mikroaneurizmatskih klipsi na obe zajednicke karotidne arterije tokom 10 minuta,
nakon ¢ega su klipse uklonjene, a reperfuzija je bila vizuelno potvrdena. Koza vrata je
bila usivena sa tri do Cetiri labava Sava. Reperfuzija je trajala jedan, tri odnosno sedam
dana. Dzerbili kontrolne grupe su takode bili izlozeni hiruskoj proceduri, ali

mikroaneurizmatske klipse nisu bile postavljene na zajednicke karotidne arterije.

3.4 lzolacija struktura za biohemijske analize

Za biohemijska ispitivanja je zrtvovano po 6 nasumi¢no izabranih Zivotinja iz svih
eksperimentalnih grupa. Glave zivotinja su nakon dekapitacije bile trenutno zamrzavane
u te¢nom azotu. Dorzolateralni prefrontalni korteks i hipokampus su bili preparisani na
hladno i homogenizovani u hladnom puferisanom saharoznom medijumu (0,25M/L
saharoze, 10 mmol/ K/NaPO4 pufer pH=7.0 i 1mmol/L EDTA). Homogenizacijom
usitnjeno tkivo je potom bilo centrifugirano (1000G, 15 minuta). Supernatanti su bili
centrifugirani 30 minuta na 20000G. Ovako dobijeni supernatant predstavlja
nepreciSéenu sinaptozomalnu frakciju koja sadrzi membranske vezikule (mikrozome)
nastale od glatkog i granulisanog endoplazmatskog retikuluma, Goldzijevog aparata i
plazma membrane kao i sve solubilne komponente citoplazme. Talog je bio
resuspendovan u dejonizovanoj vodi i ostavljen 60 minuta na +4°C uz povremeno
mesanje, a zatim centrifugiran na 1700G 15 minuta. Dobijeni supernatant predstavlja
nepre¢i$¢enu mitohondrijalnu frakciju i sadrzi mitohondrije, lizozome i peroksizome.

Nepreciséene, sinaptozomalna i mitohondrijalna, frakcije su ¢uvane na -80 °C.

3.5 Biohemijske analize

U wuzorcima nepreiSéene sinaptozomalne frakcije korteksa i hipokampusa
spektrofotometrijski je odredivan je sadrzaj superoksidnog anjona, malondialdehida,
sulfhidrilnih grupa 1 redukovanog glutationa, kao i aktivnost pojedinih enzimskih
sistema (SOD, GPx, GR, yGCL).
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3.5.1 Merenje sadrzaja proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana spektrofotometrijski po metodi Lowry
i sar. (1951). Kao satandard je koriS¢en katalizovan serumski albumin goveceta BSA
(Sigma). Koli¢ina proteina je odredivana u supranatantu za odredivanje enzimske
aktivnosti neposredno po ekstrakciji. Razblazivanjem sa saharoznim medijumom

koncentracija proteina je u svim uzorcima svedena na priblizno 1mg/ml.
3.5.2 Koncentracija malonildialdehid - MDA

Stepen lipidne peroksidacije odredivan je na osnovu sadrzaja MDA u sinaptozomalnoj
frakciji korteksa i hipokampusa po metodi Rehncrona i sar. (1980). Malonildialdehid
(MDA) nastao iz polinezasi¢enih masnih kiselina u procesu lipidne peroksidacije
reaguje sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA) stvaraju¢i obojeni kompleks. Koli¢ina
stvorenog MDA-TBA kompleksa merena je spektrofotometrijski na 533nm i predstavlja
indeks lipidne peroksidacije. Rezultati su izrazeni u mmol po miligramu proteina uzorka

(mmol/mg proteina).
3.5.3 Koncentracija superoksidnog anjona - Oz

Koncentracija superoksidnog anjona je odredivana redukcijom nitro plavog tetrazoliuma
(NBT) po metodi Spitz i Oberley (1989). Redukcija NBT je odredivana
spektofotometrijski na talasnoj duZini od 560 nm. Rezultati su izrazeni u nmol po

milligramu proteina uzorka (nmol/mg proteina).
3.5.4 Koncentracija sulfhidrilnih grupa - SH grupa

Odredivanje koncentracije sulfhidrilnih grupa vrseno je spektrofotometriskom metodom
koris¢enjem Ellman ovog reagensa (5,5 ditiobis-2-nitrobenzoi¢na kiselina - DTNB) po
metodi Sedlak i Lindsay (1968). DTNB se redukuje u prisustvu SH grupa u
nitromerkaptobenzoi¢ni kiseli anjon Zzute boje. Sulfhidrilne grupe su odredivane
merenjem absorbance na 412nm. Rezultati su izraZzeni u nmol po milligramu proteina

uzorka (nmol/mg proteina).
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3.5.5 Odredivanje koli¢ine redukovanog glutationa - GSH

Sadrzaj GSH je odreden metodom po Ellman-u (35) upotrebom DTNB-a, tzv. Ellman-
ovog reagensa, koji reagujuci sa alifaticnim tiolnim jedinjenjima u alkalnoj sredini gradi
p-nitrofenolni anjon zute. Apsorbanca je merena na talasnoj duzini od 412nm. Rezultati

su izrazeni u nmol po milligramu proteina uzorka (nmol/mg proteina).
3.5.6 Akivnost enzima superoksid dizmutaze - SOD

Aktivnost SOD odredivana je kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u baznoj
sredini po metodi Sun i Zigman (1978). Stepen inhibicije srazmeran je aktivnosti
enzima. Aktivnost ukupne SOD odredivana je kineti¢ki, kao promena ekstinkcije u
vremenu (10 minuta) na talasnoj duzini od 480nm. Rezultati su izrazeni u

internacionalnim jedinicama po miligramu proteina (1U/mg proteina).

3.5.7 Aktivnost enzima glutation peroksidaze, glutation reduktaze i gama glutamil

cistein sintetaze

Aktivnost GPx, GR i yGCL su odredivane metodama koje se zasnivaju na merenju
utroska redukovanog nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH) ili nikotinamid-adenin-
dinukleotid-fosfata (NADPH) tj. kao smanjenje apsorbance na 340 nm (Ginzle i sar.,
1974; Carlberg i Mannervik, 1985; Seeling i Meister, 1985). Rezultati su izrazeni u

internacionalnim jedinicama po miligramu proteina uzorka (IU/mg proteina).

3.6 Odredivanje ekspresije proteina tehnikom Western blot

Ekspresija proteina je odredena tehnikom Western blot-a. Za ove eksperimente je
koris¢eno po pet zivotinja iz svake grupe. Dorzolateralni prefrontalni korteks i
hipokampus su preparisani na hladno, a potom su izolovani ukupni proteini u
lizirajuéem RIPA puferu (300 mM NaCl, 20 mM HEPES pH=7.5, 0.2% SDS, 2% Na-
deoksiholat, 2% Triton X-100) koji sadrzi proteazne inhibitore (proteaza inhibitor
koktel, 100mM PMSF, 200mM Na-ortovanadat i 1M NaF). Koncentracija proteina je
odredena metodom po Bradford-u. Elektroforeza proteina je izvrSena na denaturiSuéem

SDS poliakrilamidnom gelu, nakon cega je usledio transfer proteina sa gela na
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nitroceluloznu membranu. Membrane su potom bile inkubirane u 5% nemasnom mleku
radi blokiranja nespecifi¢nih mesta vezivanja. Posle blokiranja membrane su inkubirane
sa sledeéim primarnim antitelima: gp91P"™ (1:500, zedje poliklonsko, Santa Cruz,
SAD), p22Phox (1:500, zegje poliklonsko, Santa Cruz, SAD), p47°"* (1:500, ze&je
poliklonsko, Santa Cruz, SAD), p67P"%% (1:500, ze¢je poliklonsko, Santa Cruz, SAD),
NOX4 (1:1000, ze¢je poliklonsko, Abcam, UK), SOD1 (1:500, kozje poliklonsko,
Santa Cruz, SAD), SOD2 (1:500, kozje poliklonsko, Santa Cruz, SAD), VDR (1:100,
zecje poliklonsko, Abcam, UK), AIF (1:1000, zecje poliklonsko, AnaSpec Inc, SAD),
kaspaza 3 (1:1000, zecje poliklonsko, AnaSpec Inc, USA), beklin 1 (1:1000, zecje
monoklonsko, Abcam, UK), LC3 (1:1000, zec¢je poliklonsko, Cell Signaling
Technology, USA), p62 (1:5000, ze¢je poliklonsko, Cell Signaling Technology, USA),
NeuN (1:1000, misje monoklonsko, Millipore, USA), GFAP (1:1000, ze¢je poliklonsko,
DAKO, Denmark), Ibal (1:500, kozje polikolonsko, Abcam, UK), PV (1:3000, misje
poliklonsko, Abcam, UK) i B-aktin (1:10000, miSje monoklonsko, Sigma-Aldrich,
Nemacka). Potom su membrane inkubirane sa odgovarajuéim HRP-obelezenim
sekundarnim antitelima 1 specificne proteinske trake su vizuelizovane pomocu
ChemiDoc sistema (BioRad, SAD). Ekspresija proteina je analizirana denzitometrijski

koris¢enjem softvera ImageQuant5.2 i izrazena u odnosu na [3-aktin.

3.7 Ispitivanje morfoloskih promena metodom transmisione elektronske

mikroskopije

Za ispitivanje morfoloskih promena u mozgu dzerbila su ztvovane po 3 Zzivotinje iz
svake eksperimentalne grupe. Uzorci korteksa 1 hipokampusa su iseceni 1 fiksirani u 3%
rastvoru glutaraldehida (Merck, Nemacka) u 0.1 M kakodilathom puferu pH=7,4
(Merck, Nemacka) preko no¢i na +4°C. Nakon osmifikacije i dehitratacije u etanolu,
iseCci mozga su Kalupljeni u Epon (Merck, Nemacka). Ultratanki preseci dobijeni na
ultramikrotomu Leica Ultracut UCT EM FCS su montirani na bakarne mrezice i bojeni
uranil acetatom i olovo citratom (SERVA Electrophoresis, Nemacka). Isecci su
analizirani na FEI Morgagni 268(D) transmisionom elektronskom mikroskopu (FEI
Europe, Holandija) i slikani pomoéu Mega View Il Soft Imaging System digitalne

kamere (Olympus Soft Imaging Solutions, Nemacka).
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3.8 Priprema uzoraka za imunohistohemijsku analizu

Za imunohistohemijska ispitivanja su koris¢ene po 4 nasumicno izabrane zivotinje iz
svake grupe. Zivotinje su anestezirane sa 3,6% hloral hidratom (10 mL/kg t.m.) i zatim
perfundovane sa 4% paraformaldehidom. Nakon perfuzije, mozgovi su prebaceni u 4%
rastvor paraformaldehida (PFA) na 24 casa, nakon ¢eka su uronjeni rastvor saharoze
(rastu¢i gradijent koncentracije 10%, 20%, 30%), a potom trenutno zamrzavani
uranjanjem u 2-metilbutan (Fluka Biochemika, Nemacka) prethodno ohladenim na
-85°C. Zamrznuti mozgovi seceni su kriokatom (Leica Instruments, Nemacka), a
debljina isecaka je iznosila 30 um. Za potrebe imunohistohemijskog bojenja, najpre je
izvrSeno nespecifi¢no blokiranje u odgovaraju¢em normalnom serumu (1h na sobnoj
temperaturi). Nakon blokiranja, preseci su inkubirati 24-48h (+4°C) u odgovarajué¢im
primarnim antitelima: NeuN (1:1000, misje monoklonsko, Millipore, USA), GFAP
(1:500, zecje poliklonsko, DAKO, Denmark), Ibal (1:500, kozje polikolonsko, Abcam,
UK) i PV (1:1000, misje poliklonsko, Abcam, UK), a zatim sa odgovaraju¢im
sekundarnim antitelom (1h na sobnoj temperaturi). Za vizualizaciju je koris¢en
Vectastain ABC HRP Kit (PK-4002, Vector, UK) koji sadrzi sekundarna antitela
konjugovana sa kompleksom biotin-avidin-biotin za koje je vezan enzim peroksidaza
rena. Nakon toga je usledila inkubacija sa 3,3’-diaminobenzidinom (DAB) koji je
hromogeni supstrat za peroksidazu i dovodi do pojave braon reakcionog proizvoda na
mestu prisustva antigena. Obojeni iseCci su analizirani svetlosnim mikroskopom

Olympus BX41 sa Olympus C5060-ADU digitalnom kamerom.

3.9 Statisticka analiza

Rezultati su graficki prikazani kao srednja vrednost uzorka + standardna greska (SEM).
Statisticka obrada podataka vrSena je u programu OriginPro 8.1. Za procenu statisticke
znacajnosti izmedu grupa je koris¢ena jednofaktorska analiza varijanse — univarijantna
analiza ispitivanja uticaja odabranog prediktora za zavisnu varijablu — ANOVA, uz
koris¢enje Fisher-ovog post hoc testa. Ukoliko je verovatnoca da je nulta hipoteza (Ho:
postoji razlika izmedu posmatranih veli¢ina) tacna, bila jednaka ili manja od 5% (p=<0,05),
razlika je smatrana statisticki znaajnom. Rezultati su prikazivani grafickim stubicastim i

linijskim dijagramima. Graficki prikaz rezultata uraden je u programu OriginPro 8.1.
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4. REZULTATI

4.1 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne
globalne ishemije i reperfuzije mozga na pokazatelje oksidativnog stresa i

antioksidativnog kapaciteta u korteksu 1 hipokampusu dZerbila

4.1.1 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na nivo MDA i Oz~

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u nivou MDA
u korteksu (Fe36=4,72; p<0.05) i hipokampusu (Fez36=2,36; p<0.05) (Grafik 1). U
korteksu nakon ishemije i reperfuzije u trajanju od jednog ili tri dana nivo MDA je
statisticki znacajno povisen u odnosu na kontrolnu grupu, dok reperfuzija od sedam
dana vraca nivo MDA na kontrolne vrednosti. U grupama I/R 1d i I/R 7d nivoi MDA
su bili znacajno visi u odnosu na grupe tretirane vitaminom D. Vitamin D je doprineo
odrzavanju MDA vrednosti na kontrolnom nivou. U hipokampusu nivo MDA je
statistiCki znacajno povisen u I/R 1d i I/R 7d u odnosu na kontrolnu grupu, dok u svim

ostalim eksperimentalnim grupama nije bilo statisticki znac¢ajne promene nivoa MDA.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u nivou O2"u
korteksu (F6,36=14,48; p<0.05) i hipokampusu (F6,36=5,84; p<0.05) (Grafik 2). U
korteksu i hipokampusu nakon ishemije i reperfuzije u trajanju od jednog ili tri dana
nivo Oz~ je statisticki znacajno poviSen u odnosu na kontrolnu grupu i odgovarajuée
vitaminom D tretirane grupe, dok reperfuzije od sedam dana vra¢a nivo Oz na kontrolne
vrednosti. U hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja tretiranih vitaminom D je nivo Oz~
bio odrzavan sve vreme na kontrolnim vrednostima, dok je u korteksu zabelezeno
statisti¢ki znac¢ajno povecanje Oz~ u odnosu na kontrolnu grupu koje je bilo statisticki

znacajno niZe nego u I/R 1d grupi.
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Grafik 1. Nivo malodialdehida (MDA) u neprecis¢enoj sinaptozomalnoj frakciji korteksa
i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su

prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.
# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.
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Grafik 2. Nivo superoksidnog anjona (O2) u nepreciS¢enoj sinaptozomalnoj frakciji
korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti

su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
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4.1.2 lIspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na koncentraciju sulfhidrilnih grupa (SH)

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u
koncentraciji SH grupa u korteksu (Fe36=10,74; p<0.05) i u hipokampusu (Fs3s=12,54;
p<0.05) (Grafik 3). U korteksu, nakon ishemije i reperfuzije u trajanju od jednog ili tri
dana, koncentracija SH je statisti¢ki zna¢ajno sniZzena u odnosu na kontrolnu grupu, dok
je reperfuzija od sedam dana propracena vra¢anjem nivoa SH grupa na kontrolne
vrednosti. U grupama I/R 1d nivoi SH su znacajno nizi u odnosu na grupu tretiranu
vitaminom D. U grupama pretretiranim vitaminom D nakon jednog dana reperfuzije
nivo SH grupa je znacajno nizi u odnosu na kontrolnu grupu, medutim ve¢ u trecem
danu reperfuzije vidimo oporavak SH grupa do kontrolnih vrednosti, dok je nakon
sedam dana reperfuzije nivo SH grupa znacajno visi u odnosu na prvi i tre¢i dan
reperfuzije. U hipokampusu koncentracije SH grupa su statisticki znac¢ajno snizene u
I/R 1d, I/R 3d i /R 7d u odnosu na kontrolu, a u grupi I/R 1d prisutno je statisti¢ki
znacajno snizenje i u odnosu na vitD+I/R 1d grupu. Pretretman vitaminom D nakon
prvog i treeg dana reperfuzije nije sprecio opadanje koncentracije SH grupa, ali je

nakon sedam dana koncentracija bila jednaka koncentraciji na kontrolnom nivou.
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Grafik 3. Koncentracije sulfhidrilnih grupa (SH) u neprecis¢enoj sinaptozomalnoj frakciji
korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti

su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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4.1.3 lIspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije 1 reperfuzije mozga na nivo redukovanog glutationa i aktivnost enzima

glutation reduktaze, glutation peroksidaze i gama glutamin-cistein ligaze

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u
koncentraciji GSH u korteksu (Fes 3s=13,04; p<0.05) i hipokampusu (Fe36=5,69; p<0.05)
(Grafik 4). U korteksu vrednosti GSH su zna¢ajno snizene U grupama reperfundovanim
jedan dan kao i u vitD+I/R 3d grupi u odnosu na kontrolnu. U sedmom danu reperfuzije
u grupi koja je bila pretretirana vitaminom D javlja se statisticki znacajno povecanje
koli¢ine GSH u odnosu na kontrolnu, obe vitamin D grupe i I/R 7d grupu. U
hipokampusu vrednosti GSH su statisticki znacajno snizene u I/R 1d grupi, dok su u
vitD+I/R 1d, vitD+I/R 3d i vitD+I/R 7d povisene u odnosu na odgovarajuée I/R grupe, a
u vitD+I/R 3d grupi ova razlika je prisutna i u odnosu na kontrolnu grupu.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u aktivnosti
GR u korteksu (Fe,36=20,72; p<0.05) i hipokampusu (Fs3=32,44; p<0.05) (Grafik 5.). U
korteksu aktivnost GR je statisticki znacajno uvecana u svim grupama tretiranim
vitaminom D u odnosu na kontrolu, kao i u odnosu na odgovaraju¢e I/R grupe. U
hipokampusu je aktivnost GR poviSena u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na
kontrolu, dok su grupe tretirane vitaminom D imale statisti¢ki znacajno vecu aktivnost u
odnosu na odgovaraju¢e I/R grupe. Takode, u grupi vitD+I/R 7d ova aktivnost je

povisena i u odnosu na vitD+I/R 3d.
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Grafik 4. Koli¢ina redukovanog glutationa (GSH) u nepreciS¢enoj sinaptozomalnoj

frakciji korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama Zivotinja.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = S.E.M za metodoloski definisan broj

Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+1/R 3d grupe.
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Grafik 5. Aktivnost glutation reduktaze (GR) u nepreciS¢enoj sinaptozomalnoj frakciji
korteksa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao

srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost u vitD+I/R 1d grupe.
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Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u aktivnosti
GPx u korteksu (Fe36=16,8; p<0.05) i hipokampusu (Fs3=18,31; p<0.05) (Grafik 6.). U
svim I/R grupama u ispitivanim strukturama aktivnost GPx je bila znacajno niza u
odnosu na kontrolu, ali i u odnosu na aktivnost GPx u odgovaraju¢im vitaminom D
pretretiranim grupama. U korteksu, vitamin D je uticao na o¢uvanje aktivnosti GPx, dok
je u vitD+I/R 3d ova aktivnost bila statisticki ve¢a u odnosu na kontrolnu. U
hipokampusu vitamin D nije sprecio pad aktivnosti GPx, mada su ove vrednosti vra¢ene
na kotrolni nivo ve¢ nakon tri dana reperfuzije i na tom nivou ostaju i nakon sedam

dana reperfuzije.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u aktivnosti
vYGCL u korteksu (Fg,3=8,08; p<0.05) i hipokampusu (Fe36=16,93; p<0.05) (Grafik 7).
U korteksu svih zivotinja pretretiranih vitamom D postoji znacajno povecanje aktivnosti
ovog enzima u odnosu na odgovaraju¢e I/R grupe, dok je u grupama vitD+I/R 3d i
vitD+I/R 7d aktivnost statisticki znacajno veca 1 u odnosu na kontrolnu grupu. U
hipokampusu u svim I/R grupama vrednost ovog parametra je statisticki znacajno niza u

odnosu na kontrolnu i odgovarajuce vitD+I/R grupe.

42



Korteks
100 -

50

GPx (U/mg proteina)

—HH
X
N

K 1 dan

Hipokampus
100 ~

50

* 3

-

GPx (U/mg proteina)

-

7

K 1dan

\—q * #Ho
s

%
202

[ JKontrola
IIR 1d
B2 vitD+IIR 1d
B2 R 3d
B8 vitD+I/R 3d
IR 7d
B2 vitD+IIR 7d

3 dana
Trajanje reperfuzije

7 dana

<

[ Kontrola
IR 1d
B2 vitD+IR 1d
B2 R 3d
B8 vitD+I/R 3d
IIR 7d
B2 vitD+IIR 7d

3 dana
Trajanje reperfuzije

7 dana

Grafik 6. Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u nepreciS¢enoj sinaptozomalnoj frakeiji

korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti

su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
a p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.
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Grafik 7. Aktivnost gama glutamin-cistein ligaze (yGCL) u nepreciscenoj
sinaptozomalnoj frakciji korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim
grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.
# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.
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4.1.4 lIspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije i reperfuzije mozga na ukupnu aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) i
ekspresiju SOD1 i SOD2

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u aktivnosti
SOD u korteksu (Fs3s= 7,01; p<0.05) i hipokampusu (Fe3=16,87; p<0.05) (Grafik 8).
U korteksu aktivnost SOD je poviSena u svim vitaminom D pretretiranim grupama u
poredenju sa kontrolnom i odgovaraju¢om I/R grupom. U hipokampusu u grupi I/R 7d
aktivnost SOD je znaajno povisena u odnosu na kontrolnu, I/R 1d i 3d grupu.
Statisticki znacajno poviSena aktivnost SOD postoji i u vitD+I/R 3d i vitD+I/R 7d

grupama u odnosu na kontrolnu, vitD+I/R 1d grupe i odgovarajuce I/R grupe.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
SODL1 u korteksu (Fe3s= 21,86; p<0.05) i hipokampusu (Fe3s=51,07; p<0.05) (Grafik
9). Ekspresija SOD1 u korteksu zivotinja I/R 1d grupe je znacajno snizena u poredenju
sa kontrolom, dok se u kasnijim fazama reperfuzije, I/R 3d i I/R 7d, ekspresija SOD1
vra¢a na kontrolne vrednosti i znacajno je visa u odnosu na I/R 1d. U hipokampusu
ekspresija SOD1 je statisticki znacajno snizena u svim I/R grupama u poredenju sa
kontrolnom grupom. Vitamin D je u korteksu uticao na povecanje ekspresije SODI
nakon prvog i sedmog dana reperfuzije, dok je u hipokampusu ovaj trend prisutan samo

u treCem danu reperfuzije.
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Grafik 8. Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) u nepre¢iSéenoj sinaptozomalnoj

frakciji korteksa i hipokampusa u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama Zivotinja.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = S.E.M za metodoloski definisan broj

zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.
# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.
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Grafik 9. Ekspresija superoksid dizmutaze 1 (SOD1) u korteksu i hipokampusu u
kontrolnoj i1 eksperimentalnim grupama Zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja
vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+1/R 3d grupe.
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Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
SOD2 u korteksu (Fs 3= 50,82; p<0.05) i hipokampusu (Fs3=119,21; p<0.05) (Grafik
10). U korteksu u I/R 1d ekspresija SOD2 je statisti¢ki znac¢ajno sniZzena u 0dnosu na
kontrolnu i vitD+I/R 1d grupu. Nakon tri dana reperfuzije ekspresija SOD2 se vraca na
kontrolne vrednosti i znacajno je visa u poredenju sa I/R 1d, dok u sedmom danu
ekspresija opada 1 statisticki je znacajno niza u poredenju sa kontrolnom i drugim I/R
grupama. U vitaminom D pretretiranim grupama promena ekspresije SOD?2 je statisticki
znacajno snizena u vitD+I/R 3d grupi u poredenju sa kontrolom, vitD+I/R 1d i I/R 3d,
dok u grupi vitD+I/R 7d statisticki znacajna razlika postoji i u odnosu na vitD+I/R 3d
grupu. U hipokampusu ekspresija SOD2 je statisticki znacajno niza u poredenju sa
kontrolnom grupom u svim eksperimentalnim grupama. U I/R 1d prisutno je statisti¢ki
znacajno sniZenje i u odnosu na vitD+I/R 1 d grupu. U treem danu reperfuzije (/R 3d)
ekspresija SOD 2 se vraca na kontrolne vrednosti i znatno je vi$a od ekspresije u I/R 1d
grupi. Medutim, nakon sedmog dana (I/R 7d) vrednosti ponovo opadaju i statisticki su
znacajno niZze 1 od I/R1d i od I/R 3d grupe. U vitD+I/R grupama vrednosti su bile niZe
od kontrolnih, a sa odmicanjem reperfuzije sve su se vise snizavale, tako da postoji

statisticki znacajna razlika izmedu ovih grupa.
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Grafik 10. Ekspresija SOD2 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim

grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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4.1.5 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju NADPH oksidaze

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
NOX2 (gp91°"*) u korteksu (Fs34=66,62; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=31,57; p<0.05)
(Grafik 11). U korteksu i hipokampusu u svim I/R grupama ekspresija NOX2 je
statisti¢ki znacajno veca u odnosu na kontrolu i odgovarajuce vitaminom D tretirane
grupe. U I/R 3d grupi ekspresija je statisticki znacajno vec¢a i u odnosu na I/R 1d, da bi
se U I/R 7d ekspresija vratila na nivo I/R 1d. Vitamin D je uticao na statisti¢ki znacajno
snizenje ekspresije gp91°"™ u vitD+I/R 1d grupi u odnosu na kontrolu. U vitD+I/R 3d i
vitD+I/R 7d grupi ekspresija gp91P" je statisti¢ki znadajno veéa u odnosu kontrolnu
grupe 1 postoje statisticki znacajne razlike izmedu vitaminom D tretiranih grupa. U
hipokampusu u I/R 1d postoji statisticki znadajno poveéanje ekspresije gp91P"™* u
odnosu na kontrolnu i vitD+1/R 1d grupu. U grupama I/R 3d i I/R 7d ova ekspresija je
statisticki znaCajno sniZena, ali je 1 dalje znac¢ajno viSa nego u odgovarajuc¢im vitamin D
tretiranim grupama. Vitamin D je u hipokampusu, u svim grupama, uticao na snizenje

ekspresije NOX2 u odnosu na kontrolu.

Upotrebom ANOVA testa pokazana je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
NOX4 u korteksu (Fs34=11,75; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=5,32; p<0.05) (Grafik 12).
U korteksu u I/R 3d i vitD+I/R 3d ekspresija NOX4 je znacajno veca u poredenju sa
kontrolnom i I/R 1d, odnosno vitD+I/R 1d grupom. U grupi I/R 7d ekspresija opada
znacajno ispod nivoa kontrole, dok se u grupi vitD+I/R 7d vra¢a na kontrolni nivo. U
hipokampusu u I/R 1d i I/R 3d grupi ekspresija NOX4 je znacajno niza u poredenju sa
kontrolnom grupom. U I/R 1d ekspresija NOX4 je niza i1 od vitD+I/R 1d, dok je u I/R
7d visa nego u odgovarajucoj vitamin D grupi. Viamin D je u treCem (vitD+I/R 3d) 1
sedmom (vitD+I/R 7d) danu reperfuzije uticao na nizi nivo ekspresije NOX4 u

poredenju sa kontrolnom 1 vitD+I/R 1d grupom.
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Grafik 11. Ekspresija NOX2 (gp91°") u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i

eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +
S.E.M za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+1/R 3d grupe.
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Grafik 12. Ekspresija NOX4 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim

grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
p22P"o% y korteksu (Fs34=21,59; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=50,47; p<0.05) (Grafik

13). U korteksu eksperimentalnih Zivotinja I/R 1d grupe ekspresija p22P"%

je statisticki
znacajno povisena u odnosu na kontrolnu grupu da bi se vremenom snizavala, tako da je
u I/R 3d grupi na nivou kontrlonih vrednosti, u I/R 7d statisticki znac¢ajno niza od
kontrole. U grupi vitD+I/R 1d ekspresija p22P" je statisticki znacajno veéa u odnosu na
kontrolnu i I/R 1d grupu, dok je u vitD+1/R 3d ekspresija na nivou kontrolne grupe, a
nakon 7 dana reperfuzije ona opet znacajno raste u odnosu na kontrolnu i I/R 7d grupu.
U hipokampusu ekspresija p22P"° je statisticki znacajno povisena u I/R 1d grupi u
odnosu na kontrolnu i vitD+I/R 1d grupu. Nakon tre¢eg dana reperfuzije ekspresija
p22°P"% se snizava statisticki znadajno u odnosu na kontrolne vrednosti i na tom nivou
ostaje i u I/R 7d grupi. Pretretman vitaminom D odrzava vrednosti p22P"® statisticki

znacajno nizim u odnosu na kontrolne vrednosti. U grupi vitD+I/R 7d ekspresija je

statisticki znacajno visa u poredenju sa vitD+I/R 1d, vitD+I/R 3d i /R 7d grupom.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
p47P"%% y korteksu (Fg34=44,54; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=172,86; p<0.05)
(Grafik14). U korteksu u svim I/R grupama ekspresija p47°" je znadajno niza u
poredenju sa kontrolnom grupom, s tim da je u I/R 3d i I/R 7d vecéa u poredenju sa 1/1d
grupom. Takode, u grupama I/R 1d 1 I/R 3d ekspresija je znac¢ajno niza u poredenju sa
odgovaraju¢im vitaminom D pretretiranim grupama, dok se u sedmom danu reprefuzije
ova razlika gubi. U grupi vitD+I/R 1d ekspesija p47°"% je statisticki znadajno visa u
odnosu na kontrolne vrednosti, u vitD+I/R 3d grupi vrednosti su izjednacene sa
kontrolnim, dok je u vitD+I/R 7d ekspresija p47°" znadajno niza u poredenju sa
kontrolnom grupom. U hipokampusu u I/R 3d i I/R 7d grupama ekspresija ovog
parametra je statisticki znacajno niza u poredenju sa kontrolom i I/R 1d grupom. U
vitD+I/R 1d i vitD+I/R 3d grupama ekspresija p47°" je statisticki znadajno niza u
poredenju sa kontrolnom i odgovaraju¢om I/R grupom. Medutim, u vitD+I/R 7d grupi
prisutno je statisticki znacajno snizenje u poredenju sa kontrolom, mada je i dalje

znacajno visa u poredenju sa I/R 7d grupom.
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Grafik 13. Ekspresija p22°"° u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim

grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Grafik 14. Ekspresija p47°" u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i

eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +

S.E.M za metodoloski definisan broj zZivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
p67P"%* u korteksu (Fs34=10,82; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=16,16; p<0.05) (Grafik
15). U Kkorteksu u I/R 3d i I/R 7d grupi ekspresija p67°"* je znadajno sniZena u
poredenju sa kontrolnom i I/R 1d grupom. U vitD+I/R 1d grupi ekspresija ovog
parametra je znacajno povisena u odnosu na kontrolnu grupu, ali se u tre¢em i sedmom
danu reperfuzije odrzava na kontrolnim vrednostima. U hipokampusu u I/R 7d grupi
ekspresija p67PM°* je statisticki zna¢ajno povisena u odnosu na kontrolu i druge /R
grupe. U vitD+I/R 1d grupi ekspresija je znacajno veca u odnosu na kontrolu i I/R1d

grupu, ali se kanije tokom reperfuzije vraca na kontrolne vrednosti.
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Grafik 15. Ekspresija p67°"° u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim
grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
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4.2 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne
globalne ishemije i reperfuzije mozga na pokazatelje apoptoze i autofagije

u korteksu 1 hipokampusu dzerbila

4.2.1 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze (AIF)

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
kaspaze 3 (Cas3) u korteksu (Fe34=39,01; p<0.05) i hipokampusu (Fe 32=2,25; p<0.05)
(Grafik 16). U korteksu dzerbila nakon jednog dana reperfuzije i u I/R i vitD+I/R dolazi
do statistickog pada ekspresije Cas3 u poredenju sa kontrolnom grupom. Tre¢i dan
reperfuzije je propracen statisti¢i znac¢ajnim porastom ekspresije u odnosu na kontrolnu
i I/R 1d, odnosno vitD+I/R 1d grupu. U sedmom danu reperfuzije ekspresija se vraca na
kontrolni nivo, ali je u grupi vitD+I/R 7d statisticki znacajno visa u poredenju sa I/R 7d.
U hipokampusu dzerbila ekspresija Cas3 je bila statisticki zna¢ajno snizena u VitD+I/R

3d grupi u odnosu na kontrolnu grupu.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
AIF proteina u korteksu (Fe34=49,94; p<0.05) i hipokampusu (Fs32=5,91; p<0.05)
(Grafik 17). U korteksu dZerbila ekspresija AIF proteina je znac¢ajno snizena u I/R 1d
grupi u poredenju sa kontrolnom i vitD+I/R 1d grupom. Nakon tri dana reperfuzije, u
I/R 3d grupi, nalazimo da je ekspresija znacajno visa u poredenju sa kontrolnom, I/R 1d
i vitD+1/R 3d grupom, dok u sedmom danu reperfuzije (I/R 7d) ekspresija ovog proteina
opada znacajno u odnosu na kontrolu i I/R 1d i I/R 3d grupu. Kod vitaminom D
pretretiranih dzerbila nakon tri 1 sedam dana reperfuzije promene vidimo prvo u vidu
porasta, a znatim pada vrednosti u odnosu na kontrolnu i vitD+I/R 1d grupu. U
hipokampusu ekspresija u svim I/R grupama je statisticki znacajno sniZena u poredenju
sa kontrolnom grupom. U I/R 3d postoji statisticki znacajna razlika i u poredenju sa
vitD+I/R 3d grupom. U svim vitaminom D tretiranim grupama ekspresija AlF-a u
hipokampusu je ostala na nivou ekspresije kontrole, s tim da je u grupi vitD+I/R 7d

ekspresija statisticki znacajno veéa u poredenju sa druge dve vitamin D grupe.

58



Korteks [___]Kontrola
IR 1
200 B2 VitD+I/R 1
BEZR3
B3 vitD+IIR 3
IIR7
B2 vitD+IR 7

150

RuWnN=

Odnos gustina Kaspaza3/Aktin (%)

p
100 ~ = t g
* ® R <
> ¥ R
50 %
B S
K 1dan 3 dana 7 dana
Trajanje reperfuzije
Cas3 s S S - - - -
AKLIN -
Hipokampus [ JKontrola
200 1R

BZR3
BB vitD+I/R 3
VIR 7

-

(o))

o
1

100 I &

[
o
1

Odnos gustina Kaspaza3/Aktin (%)

%X

%

K 1dan 3 dana 7 dana
Trajanje reperfuzije

Casd s . - - -

Aktin L R -

Grafik 16. Ekspresija kaspaze 3 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i

eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +

S.E.M za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Grafik 17. Ekspresija AIF u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim

grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajuc¢oj strukturi vitD+I/R 1d grupe.
§ p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi vitD+I/R 3d grupe.
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4.2.2 lspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju beklina 1, p62 i LC3 proteina

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
beklina 1 u korteksu (Fe3:4=12,21; p<0.05) i hipokampusu (Fs32=13,92; p<0.05) (Grafik
18). U korteksu u I/R 1d i vitD+1/R 1d grupi ekspresija beklina 1 je statisticki znacajno
snizena u odnosu na kontrolu, u tre¢em danu reperfuzije je statistiki znacajno poviSena,
dok se sedmog dana reperfuzije ekspresija beklina 1 u obe grupe vraca na vrednosti
kontrolne grupe, s tim da je ekspresija statisticki znacajno povisena u vitD+I/R 7d grupi
u odnosu na I/R 7d grupu. U hipokampusu u I/R 7d grupi ekspresija beklina 1 je
znacajno poviSena u odnosu na I/R 1d 1 I/R 3d grupu. U grupama tretiranim vitaminom
D nakon jednog i tri dana reperfuzije ekspresija ovog proteina je statisticki znacajno
visa u odnosu na kontrolu i I/R 1d, odnosno I/R 3d grupu. U vitD+I/R 3d grupi
ekspresija je znacajno niza u poredenju sa vitD+I/R 1d grupom, da bi se u vitD+I/R 7d

vratila na kontrolne vrednosti.

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
LC3 proteina u korteksu (Fs34=13,86; p<0.05) i hipokampusu (Fe34=20,66; p<0.05)
zivotinja (Grafik 19). U korteksu u prvom danu reperfuzije ekspresija u obe grupe je
statisti¢i znacajno stnizena u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode, ekspresija je
statisticki znacajno niza u vitD+I/R 1d grupi i postoji statisticki znacajna razlika u
odnosu na I/R 1d grupu. U tre¢em danu reperfuzije u obe grupe prisutna je statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu i I/R 1d, odnosno vitD+I/R 1d. Ekspresija u
vitD+I/R 3d grupi znacajno je vecéa u odnosu na vitD+I/R 1d. U sedmom danu
ekspresija LC3 u I/R 7d grupi se izjednacava, dok u vitamin D grupi ostaje znacajno
niza od kontrole. U hipokampusu u vitD+I/R 1d grupi ekspresija LC3 je znaajno niza
od ekspresije u kontrolnoj i I/R 1d grupi. U vitD+I/R 3d grupi ekspresija je statisticki
znacajno visa u odnosu na kontrolu, vitD+I/R 1d i I/R 3d grupu. U sedmom danu
vitaminom D pretretirana grupa zadrzava ovaj trend promene ekspresije LC3, ali dolazi

i do porasta ekspresije u I/R 7d grupi u odnosu na kontrolu i I/R 3d grupu.
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Grafik 18. Ekspresija beklina 1 u korteksu

7 dana

| —

hipokampusu u kontrolnoj

eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +

S.E.M za metodoloski definisan broj zZivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+1/R 3d grupe.
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Grafik 19. Ekspresija LC3 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim
grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
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Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
p62 proteina u korteksu (Fe34=119,40; p<0.05) i hipokampusu (Fe34=15,73; p<0.05)
(Grafik 20). U korteksu u prvom danu reperfuzije ekspresija u obe grupe je statisti¢i
znacajno snizena u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode, ekspresija je statistiCki
znacajno niza u vitD+I/R 1d grupi u odnosu na I/R 1d grupu. U tre¢em danu reperfuzije
u obe grupe prisutna je statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu i I/R 1d,
odnosno VitD+I/R 1d grupu. U sedmom danu reperfuzije ekspresija raste znacajno u
poredenju sa tre¢im danom, ali je i dalje statisticki znacajno snizena u odnosu na
kontrolnu i I/R 1d, odnosno vitD+I/R 1d. U hipokampusu u eksperimentalnim grupama

postoji statisti¢ki znacajno snizenje ekspresije p62 u odnosu na kontrolu.
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Grafik 20. Ekspresija p62 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim

grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski

definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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4.2.3 lIspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne

ishemije i reperfuzije mozga na ultrastrukturne promene u mozgu dzerbila

Ispitivanje ultrastrukturnih promena u korteksu i hipokampusu dzerbila vrSeno je
upotrebom transmisionog elektronskog mikroskopa (TEM). Promene su prac¢ene nakon
reperfuzije u trajanju od jednog, tri ili sedam dana u korteksu i hipokampusu pacova. U
mozgovima kontrolnih jedinki prisutni su neuroni sa euhromatinskim jedrom,
mitohondrijama normalne strukture i bez znakova oStecenja ili bubrenja (Slika 1.A 1
1.B). Analize dobijenih rezultata su pokazale da u korteksu dzerbila izlozenih prolaznoj
globalnoj ishemiji i reperfuziji u trajanju od tri dana dolazi do aktivacije unutrasnjeg
puta apoptoze u obe grupe, $to se moze uociti na slici 1.C (I/R 3d) i 1.D (vitD+I/R 3d).
Na ovim mikrografijama vidi se marginalizacija jedarnog hromatina i vakuolizacija
citoplazme. U svim grupama izlozenim prolaznoj globalnoj ishemiji i reperfuziji u obe
ispitivane strukture doslo je do aktivacije procesa autofagije, $to je ispra¢eno narusenom
arhitektonikom ¢elije, sa brojnim autofagnim vakuolama sa fagocitovanim sadrzajem i
kondenzovanim, tamnim mitohondrijama koje su izgubile jasnu granicu izmedu
spoljasnje i unutrasnje membrane u Kkorteksu (Slika 2.A (I/R) i 2.B (vitD+I/R)) i
hipokampusu (Slika 2.C (I/R) i 2.D (vitD+1/R)).
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Slika 1. (A) i (B) U mozgu kontrolnih Zivotinja, ¢elije ispoljavaju normalne morfoloske
karakteristike. Zapaza se euhromatinski nukleus, mala koli¢ina granulisanog
endoplazmati¢nog retikuluma i mitohondrije (Bar = Spum). (C) U kortikalnim regionima
zivotinja izloZenih I/R posle tri dana reperfuzije uocava se marginalizacija jedarne
membrane, kao i brojne vakuole (crne strelice) rasute po citoplazmi sa fagocitovanim
mitohondrijama u kasnoj fazi degeneracije koje su tamne, kondenzovane, bez jasne
granice izmedu spolja$nje u unutra$nje membrane (bele strelice) (Bar = 2um) (D) U
kortikalnim regionima zivotinja tretiranih vitaminom D pre I/R se nakon tri dana
reperfuzije uofava pocetak procesa apoptoze pracen marginalizacijom jedarne

membrane i vakuolizacijom citoplazme (Bar = 2pum) N-nukleus
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Slika 2. (A) U kortikalnim regionima dzerbila izloZenih I/R u svim fazama reperfuzije
uocavaju se Celije sa intaktnim jedrom i autofagozomima (strelice) (Bar = 1um) (B) u
grupama tretiranim vitaminom D pre I/R zapazaju se takode celije sa intaktnim jedrom i
autofagozomima (strelice) (Bar = 2um) (C) U hipokampalnim regionima dZerbila
izlozenih I/R uocavaju se celije sa intaktnim jedrom, autofagozomima i tamnim,
kondenzovanim mitohondrijama (strelice). (Bar = 2um). (D) U hipokampusu dZerbila
tretiranih vitaminom D pre izlaganja I/R uocavaju se Celije sa intaktnom jedarnom

membranom i autofagozomima (strelice) (Bar = 1um) M-mitohondrija; N-nukleus
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4.3 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne
globalne ishemije i reperfuzije mozga na zastupljenost neurona, astrocita i

miktroglije u korteksu 1 hipokampusu dzerbila

Pratili smo efekte globalne ishemije i reperfuzije u trajanju od jednog, tri ili sedam dana
1 uticaj pretretmana vitaminom D na ekspresiju markera ¢elija CNS-a. Pracena je
ekspresija neuron-specifi¢nog jedarnog proteina (NeuN), parvalbumina (PV), glijalnog
kiselog fibrilarnog proteina (GFAP) i jonizovanog kalcijum-vezujuceg adapterskog
proteina (Ibal) u korteksu i hipokampusu pacova imunohistohemijskim bojenjem i

tehnikom Western blot.

4.3.1 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju NeuN i broj NeuN+ neurona u korteksu i

hipokampusu dzerbila

Upotrebom ANOVA testa na rezultate dobijene Western blot analizom pokazana je
razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji NeuN proteina u korteksu (Fe32=7,99;
p<0.05) i hipokampusu (Fs34=90,40; p<0.05) ispitivanih grupa Zivotinja (Grafik 21). U
korteksu i hipokampusu dzerbila I/R 1d grupe nije zapazena razlika u ekspresiji NeuN
markera u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u tre¢em i sedmom danu reperfuzije doslo
do statisti¢ki znacajnog snizenja ekspresije ovog markera u poredenju sa konrolnom i
I/R 1d grupom. U obe strukture u prvom i treCem danu reperfuzije ekspresija u vitamin
D pretretiranim grupama je bila na nivou kontrole, dok je u sedmom danu bila statisticki
znacajno snizena u odnosu na kontrolu, ali zna¢ajno visa u poredenju sa I/R 7d grupom.
Upotrebom TEM-a otkrivene su suptilne subcelijske promene u obliku akumulacije
transportnih vezikula 1 rupture membrane kasnih endozoma u celijama dzZerbila
podvrgnutih I/R 1d. Ove promene su bile manje u mozgu dzerbila tretiranih vitaminom
D pre izvodenja I/R (Slika 3.)
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Slika 3. TEM prikaz neurona u: (A) kontrolnoj grupi na kojoj je strelicom obelezen
kasni endozom (E) sa intaktnom membranom i mitohondrija (M) (Bar = 1um); (B) u I/R
1d grupi se vidi kasni endozom sa rupturom membrane i akumulacija transportnih
vezikula (TV), Goldzijev aparat (G) i granulisani endoplazmatski retikulum (ER) (Bar =
0,5um); (C) u vitD+I/R 1d grupi prikazan je intaktan endozom, vezikule, Goldzijev
aparat (G) i granulisani endoplazmatski retikulum (ER) i transportna vezikula (TV) (Bar

= lum).

70



Korteks [JKontrola

200 - IR 1
(222 vitD+IIR 1
Bz Rr3
B33 vitD+IIR 3
9 zzr7
< 150 B vitD+IR 7
=
zZ
S Y
=
Z 100 = §
(] 2 a
£ / # *
k7 QRS *
) RRR3 3 s
@ R
] oo
5 SR
CRLRRK
© R
S
S
R
0 $.0.0.9.0,
K 1dan 3 dana 7 dana
Trajanje reperfuzije
NeuN = El =SS == ==
;
Aktin -— e
Hipokampus [IKontrola
200 — 7R 1
B2 vitD+IIR 1
B2 R3
B8 vitD+IR 3
VR 7
o B vitD+IR 7

QOdnos gustina NeuN/Aktin (%)

3 — T y
100 Es N §
a
7 B
P
0%

50 7 4
3

0 1
K 1dan 3 dana 7 dana

Trajanje reperfuzije
NeuN = == == ==

Grafik 21. Ekspresija neuron-specificnog jedarnog proteina (NeuN) u korteksu i
hipokampusu u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su
prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

o p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+1/R 3d grupe.
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Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost NeuN+ ¢elija u mozgu. Na slici 4.
predstavljeno je reprezentativno imunohistohemijsko bojenje NeuN+ celija u korteksu i
hipokampusu kontrolne grupe. Statisticka analiza rezultata zastupljenosti NeuN+ celija
obostrano u korteksu 1 hipokampusu na po Sest vidnih polja na uveli¢anju 200x prikazana je
graficki. Analizom rezultata detektovana je redukcija broja NeuN+ celija u korteksu i
hipokampusu (Grafik 22) u I/R 3d, I/R 7d i vitD+I/R 7d grupi. Dobijeni rezultati su u

skladu sa rezultatima proteinske ekspresije dobijene Western blot analizom.

Slika 4. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja NeuN+ c¢elija u korteksu

(A) i hipokampusu (B) dzerbila kontrolne grupe na uveli¢anju 200x.
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Grafik 22. Uticaj pretretmana vitaminom D i prolazne globalne ishemije i reperfuzije
na zastupljenost NeuN+ celija u korteksu i hipokampusu dzerbila. Vrednosti su

prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.
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4.3.2 lspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju parvalbumina i broj PV+ pozitivnih neurona u

u korteksu i hipokampusu dzerbila

Upotrebom ANOVA testa utvrdena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
PV proteina u korteksu (Fe34=42,76; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=8,91; p<0.05)
(Grafik 23). U korteksu dzerbila nakon jednog dana reperfuzije u obe grupe ekspresija
PV je statisticki znacajno sniZzena. U tre¢em danu reperfuzije dolazi do porasta vrednosti
ekspresije u obe grube u odnosu na kontrolnu i I/R 1d, odnosno vitD+I/R 1d grupu.
Takode, postoji i statistiCki znaCajna razlika izmedu I/R 1d i vitD+I/R 1d grupe.
Sedmog dana reperfuzije ekspresija u obe grupe biva statisti¢ki znacajno niza od
kontrolne. U hipokampusu ekspresija u I/R 1d i I/R 7d je statisticki znacajno niza u
poredenju sa kontrolom i vitD+I/R 1d, odnosno vitD+I/R 7d. U vitD+I/R 3d grupi

ekspresija ovog markera je znacajno visa u poredenju sa kontrolom i I/R 3d grupom.

Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost interneurona u mozgu
dzerbila, odredivanjem zastupljenosti PV+ ¢elija. Na slici 5. predstavljeno je
reprezentativno imunohistohemijsko bojenje PV+ C¢elija u korteksu i hipokampusu
kontrolne grupe. Statisti¢ka analiza rezultata zastupljenosti PV+ celija obostrano u
korteksu 1 hipokampusu na po 6 vidnih polja na uvelicanju 200x prikazana je graficki.
Analizom rezultata detektovana je redukcija broja PV+ ¢elija u korteksu u grupama u
kojima je reperfuzija trajala jedan ili sedam dana, ali bez statisticke znacajnosti. U
hipokampusu ova redukcija prime¢ena u I/R 1d i I/R 7d grupi je bila statisti¢ki znacajna

(Grafik 24).
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Grafik 23. Ekspresija PV proteina u korteksu 1 hipokampusu u kontrolnoj i

eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +

S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.
o p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.
B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.
v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Slika 5. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja PV+ ¢elija u korteksu (A)

i hipokampusu (B) dZerbila kontrolne grupe na uveli¢anju 200x.
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Grafik 24. Uticaj pretretmana vitaminom D i prolazne globalne ishemije i reperfuzije

na zastupljenost PV+ ¢elija u korteksu i hipokampusu dzerbila. Vrednosti su prikazane

kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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4.3.3 lspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju glijalnog kiselog fibrilarnog proteina (GFAP)

i broj GFAP+ ¢elija u korteksu i hipokampusu dzerbila

Upotrebom ANOVA testa pokazana je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
GFAP proteina u korteksu (Fe34=17,22; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=31,18; p<0.05)
(Grafik 25). U korteksu statisticki znacajno povecéanje ekspresije u odnosu na kontrolnu
grupu prisutno je u I/R 7d, vitD+I/R 3d i vitD+I/R 7d. Statisticki znacajna razlika
prisutna je i izmedu I/R 3d 1 vitD+I/R 3d grupe. U hipokampusu statisti¢ki znacajno
povecéanje ekspresije prisutno je u svim vitamin D pretretiranim grupama u odnosu na

kontrolnu grupe i odgovarajuce I/R grupe.

Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost astrocita u mozgu dzerbila,
odredivanjem zastupljenosti GFAP+ ¢elija. Na slici 5. predstavljeno je reprezentativno
imunohistohemijsko bojenje GFAP+ ¢elija u korteksu 1 hipokampusu kontrolne grupe.
Statisticka analiza rezultata zastupljenosti GFAP+ C¢elija obostrano u korteksu i
hipokampusu na po Sest vidnih polja na uveli¢anju 200x prikazana je graficki. Analizom
rezultata detektovan je veci broj GFAP+ ¢elija u korteksu u vitD+I/R 3d, /R 7d i
vitD+I/R 7d grupi, a u hipokampusu u svim grupama koje su pretretirane vitaminom D i
I/R 7d grupi u poredenju sa kontrolom (Grafik 26). Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima proteinske ekspresije dobijene Western blot analizom.
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Grafik 25. Ekspresija GFAP proteina u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i
eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost *

S.E.M za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

o p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
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Slika 6. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja GFAP+ ¢elija u korteksu

(A) i hipokampusu (B) dZerbila kontrolne grupe na uveli¢anju 200x.
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Grafik 26. Uticaj pretretmana vitaminom D i prolazne globalne ishemije i reperfuzije
na zastupljenost GFAP+ Ccelija u koteksu i hipokampusu dzerbila. Vrednosti su

prikazane kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 3d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
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4.3.4 lspitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne globalne
ishemije i reperfuzije mozga na ekspresiju jonizovanog kalcijum-vezujuceg adapterskog

proteina (Iba 1) i broj Iba+ ¢elija u korteksu i hipokampusu dzerbila

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
Ibal proteina u korteksu (Fe34=103,76; p<0.05) i hipokampusu (Fs34=19,21; p<0.05)
(Grafik 27). U korteksu statisti¢ki znacajno snizenje ekspresije Ibal proteina u odnosu
na kontrolnu grupu prisutno je svim eksperimentalnim grupama, osim u vitD+I/R 7d u
kojoj je ekspresija znac¢ajno visa u odnosu na kontrolnu i I/R 7d grupu. U hipokampusu
u I/R 1d grupi postoji statisticki znacajno sniZzenje u odnosu na kontrolnu i vitD+I/R 1d.
Statisticki znacajno povecanje ekspresije prisutno je u vitD+I/R 3d grupi u odnosu na

kontrolnu i I/R 3d grupu.

Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost mikroglije u mozgu dzerbila,
odredivanjem zastupljenosti Ibal+ celija. Na slici 7. predstavljeno je reprezentativno
imunohistohemijsko bojenje Ibal+ ¢elija u korteksu i hipokampusu kontrolne grupe.
Statisticka analiza rezultata zastupljenosti Ibal+ ¢elija obostrano u korteksu i
hipokampusu na po Sest vidnih polja na uveli¢anju 200x prikazana je graficki. Analizom
rezultata detektovana je redukcija broja Ibal+ celija u korteksu nakon 3. dana
reperfuzije u svim grupama osim u vitD+I/R 7d grupi gde je primecen veéi broj Celija u
poredenju sa kontrolom (Grafik 28). U hipokampusu broj Ibal+ ¢elija u vitD+I/R3d je
¢elija nesto veé¢i od kontrolne grupe. Medutim, u tre¢em i sedmom danu reperfuzije u
I/R grupama obe ispitivane strukture, bez obzira na smanjen broj Ibal+ celija u
korteksu, primeéeno je da je doslo do promene morfologije ovih ¢elija. U ovim grupama
¢elije su ameboidne 1 manje razgranate Sto upucuje na to da je doslo do aktivacije (Slika
8A i 8B). U vitamin D pretretiranim grupama su ove promene takode primecene, ali u

manjem obimu.
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Grafik 27. Ekspresija Iba 1 proteina u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj i
eksperimentalnim grupama zivotinja. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +
S.E.M za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost kontrolne grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 1d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 1d grupe.
8 p<0.05 u odnosu na vrednost vitD+I/R 3d grupe.
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Slika 7. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja Ibal+ celija u korteksu

(A) 1 hipokampusu (B) dzerbila kontrolne grupe na uvelicanju 200x.
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Grafik 28. Uticaj pretretmana vitaminom D i prolazne globalne ishemije i reperfuzije

na zastupljenost Ibal+ ¢elija u korteksu i hipokampusu dzerbila. Vrednosti su prikazane

kao srednja vrednost + S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovaraju¢oj strukturi kontrolne grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 7d grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi vitD+I/R 1d grupe.
§ p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajuc¢oj strukturi vitD+I/R 3d grupe.
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Slika 8 Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja Ibal+ celija ameboidne

morfologije (A); Prikaz ¢éelije razgranate morfologije u stanju mirovanja (B).
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4.4 Ispitivanje uticaja pretretmana vitaminom D u uslovima prolazne

globalne ishemije i reperfuzije mozga na ekspesiju VDR

Upotrebom ANOVA testa otkrivena je razlika medu ispitivanim grupama u ekspresiji
VDR proteina u korteksu (Fe,34=46,66; p<0.05) i hipokampusu (Fe34=127,35; p<0.05)
(Grafik 29). U korteksu i hipokampusu dzerbila nakon jednog dana reperfuzije u vitD
grupi ekspresija VDR je statisticki znacajno povisena u odnosu na kontrolnu i I/R 1d
grupu. U tre¢em i sedmom danu reperfuzije dolazi do pada vrednosti ekspresije u svim
grupama u odnosu na kontrolnu, s tim da je ekspresija znacajno veca u vitD

pretretiranim grupama u odnosu na odgovarajuce I/R grupe.
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Grafik 29. Uticaj pretretmana vitaminom D i prolazne globalne ishemije i reperfuzije
na ekspresiju VDR u korteksu i hipokampusu dZerbila. Vrednosti su prikazane kao

srednja vrednost = S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajuéoj strukturi kontrolne grupe.

a p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 1d grupe.

B p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 3d grupe.

v p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi I/R 7d grupe.

# p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajucoj strukturi vitD+I/R 1d grupe.
§ p<0.05 u odnosu na vrednost u odgovarajuc¢oj strukturi vitD+I/R 3d grupe.
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5. DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da desetominutna prolazna globalna ishemija
mozga nakon jednog, tri 1 sedam dana reperfuzije dovodi do oksidativnog stresa,
promene u ekspresiji NOX2 i NOX4 i intenziviranja procesa apoptoze i autofagije. Sto
je jos vaznije, ova studija je pokazala da suplementacija vitaminom D pre I/R smanjuje
oksidativni stres. S druge strane, pretretman vitaminom D je razli¢ito uticao na NOX2 i
NOX4 u zavisnosti od mozdane strukture i duzine trajanja reperfuzije. Medutim, ovom
studijom nije primecen uticaj vitamina D na promene ispitivanih proteina apoptoze i
autofagije izazivane ishemijom i reperfuzijom, osim uticaja na ekspresiju beklina 1 koja
je bila povecana u hipokampusu Zivotinja pretretiranih vitaminom D posle jednog i tri
dana reperfuzije. Vitamin D je odlozio umiranje neurona i sprec¢io umiranje PV+ ¢éelija
u hipokampusu. Tretman vitaminom D je u uslovima prolazne globalne ishemije mozga
1 reperfuzije pokazao protektivan uticaj na prezivljavanje astrocita koji su znacajni za
oporavak i regeneraciju tkiva. Takode, nakon sedam dana reperfuzije je kod zivotinja
pretretiranih vitaminom D zapaZena povecana ekspresiju markera mikroglije koja ima
protektivano dejstvo nakon ishemijske povrede mozga. Povecana ekspresija VDR
nakon prvog dana reperfuzije kod Zivotinja pretretiranih vitaminom D i podvrgnutih I/R

ukazuje na to da suplementacija ima smisla bez obzira na pocetni nivo vitamina D.

Cerebralna ishemija uzrokuje kaskadu dogadaja koji dovode do ¢elijskih promena. Ove
promene ukljuuju smanjenje koncentracije ATP-a, oslobadanje kalcijuma iz
intracelularnih skladiSta, gubitak jonske homeostaze, ekscitotoksi¢nost, oslobadanje i
metabolisanje arahidonske kiseline, mitohondrijalnu disfunkciju, aktivaciju razlicitih
enzima ukljucujuéi proteaze, protein kinaze, azot oksid sintaze, endonukleaze i druge
(Macdonald i Stoodley, 1998; Lee i sar., 1999). Mnogi od ovih dogadaja povezani su sa
pove¢anom produkcijom slobodnih radikala kako tokom ishemije tako 1 u vreme
uspostavljanja reperfuzije. Uloga oksidativnog stresa poprima mnogo veci udeo u
patofiziologiji ishemijskog oSte¢enja jednom kada je cerebralni krvotok ponovo
uspostavljen. Ovo se dogada iz razloga $to u prethodno kiseonikom depriviranom tkivu
nagli porast njegovog nivoa prouzrokuje masivnu produkciju slobodnih radikala (Chan,

1996). Smatra se da je oksidativni stres jedan od najvazniji faktora koji dovodi do
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pogorsanja oSte¢enja mozga u toku reperfuzije koja je, sa druge strane, neophodna radi
spasavanja ishemijom kompromitovanog tkiva. Uloga oksidativnog stresa u
patofiziologiji promena koje pokre¢u ishemija i reperfuzija potvrdena je velikim brojem
istrazivanja (Cao 1 sar., 1988; Kitagawa i sar., 1990; Facchinetti i sar., 1998). Mozdano
tkivo je posebno osetljivo na oksidativnu povredu zbog visokog nivoa metabolicke
aktivnosti, intenzivne produkcije reaktivnih kiseoni¢nih metabolita, velike koli¢ine
polinezasi¢enih masnih kiselina, nizeg antioksidativnog kapaciteta 1 ogranicenih
mehanizama popravke (Evans, 1993). NADPH oksidaze (NOX) su jedan od glavnih
izvor ROS i posebno je znacajna Cinjenica da je ovo jedina enzimska familija Cija je

osnovna uloga da produkuju slobodne radikale (Casas i sar., 2015).

Ishemija mozga izazvana podvezivanjem obe zajednicke karotidne arterije kod dzebila
predstavlja animalni model prolazne globalne mozdane ishemije koji imitira ishemijske
povrede mozga nakon smanjenja cerebralnog protoka i naknadne reperfuzije, najcesce

uzrokovane sréanim zastojem kod ljudi (Bacigaluppi, 2010; Yan 1 sar., 2015; Small,

2000).

Kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti danas predstavljaju vodece uzroke
morbiditeta i mortaliteta na globalnom nivou, kao i uzroke socijalnog i ekonomskog
optere¢enja (The Atlas of Heart Disease and Stroke; SZO, 2009). Veliki broj studija je
doveo u vezu nizak serumski nivo vitamina D sa rizikom od oboljevanja od
kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti (Kestenbaum i sar., 2011; Kilkkinen i
sar., 2009; Dobnig i sar., 2008), te se danas smatra da pandemija hipovitaminoze D
doprinosi njihovoj povecanoj prevalenci u svetu (Zhang i Naughton, 2010; Pilz i sar.,
2011; Scragg 1 sar., 2017). EpidemioloSkim studijama je potvrdeno da skoro 50%
svetske populacije pati od deficita vitamina D (Hu i sar., 2013; Razzaque i sar., 2006;
Saito i sar., 2000).

Vitamin D reguliSe Siroki spektar fizioloSkih 1 patoloSkih procesa u ¢elijama krvnih
sudova ukljucujuci rast, migraciju i diferencijaciju, uticaj na imuni sistem, ekspresiju
citokina, inflamatorni odgovor i drugo. U CNS-u se pokazalo da ovaj vitamin ostvaruje
neuroprotektivno, imunomodulatorno i antiinflamatorno dejstvo (Zhang i sar., 2010;

Wang i sar., 2001; Fu i sar.,, 2013). Finalni korak aktivacije vitamina D, odnosno
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hidroksilacija pod uticajem 1-o-hidroksilaze (CYP27B) se moze odigrati na lokalnom
nivou, tj. unutar CNS-a u neuronima (Lugg i sar., 2015). Aktivna forma vitamina D se
vezuje za svoj receptor, VDR koji je lokalizovan u brojnim ¢elijama u organizmu, dok
se U CNS-u nalazi u ¢elijama endotela, astrocitima i neuronima (Provvedini 1 sar., 1983;
Merke i sar., 1989; Langub i sar., 2001; Lee i sar., 2008). Vitamin D se naSao u fokusu
istrazivanja bolesti CNS-a, a pokazano je da suplementacija moze biti korisna u slucaju
povecanog rizika za pojavu mozdane ishemije kod ljudi (Pilz i sar., 2011; Scragg i sar.,
2017). Deficijencija aktivne forme vitamina D povezana je sa pogorSanjem povrede

nakon izazivanja fokalnog infarkta mozga kod pacova (Balden i sar., 2012).

5.1. Pretretman vitaminom D i oksidativni stres u uslovima prolazne globalne ishemije

mozga

Rezultati nekliko studija su pokazali da enzimska familija NADPH oksidaza predstavlja
znaCajan izvor reaktivnih kiseoni¢nih radikala nakon I/R. U CNS-u najzastupljenije
izoforme su NOX2 i NOX4 (Ma i sar., 2017; Kahles i sar., 2007; Walder i sar., 1997,
Chen i sar., 2009). Radermacher i sar. (2012) navode da su ove dve izoforme ushodno
regulisane u prva 24 ¢asa od nastupanja fokalne ishemije, kao i da je NOX2 povisen u
¢elijama mikroglije, dok se NOX4 eksprimira u endotelnim ¢elijama i neuronima. Kao
potvrda da ovi enzimi znacajno doprinose oSte¢enju nakon izlaganja I/R svedoce
istrazivanja kojima je pokazano da kod gp91P"® knock-out miseva izlozenih prolaznoj
fokalnoj ishemiji mozga dolazi do razvoja znatno manjih infarkta nakon tri dana
reperfuzije u odnosu na divlji soj (Chen i sar., 2009; Chen i sar., 2011). Takode, u
istrazivanjima sprovedenim na misevima koji nemaju funkcionalan gp91P"*, a koji su
izlagani dvocasovnoj okluziji srednje cerebralne arterije 1 reperfuziji u trajanju od 22
sata, uoceno je smanjenje volumena infarkta, izostanak ranog oSte¢enja krvno-mozdane

barijere i usporen razvoj postishemijske zapaljenske reakcije (Kahles i sar., 2013).

U naSoj studiji, dzerbili podvrgnuti I/R imali su povecanu ekspresiju membranskih
subjedinica NOX2 (gp91P"°% i p22P"°X) u obe ispitivane strukture mozga nakon jednog
dana reperfuzije dok je u daljem toku reperfuzije doSlo do strukturno specifi¢nih
promena. Ekspresija gp91P"* u korteksu je nastavila da raste do treéeg dana reperfuzije,

dok je u sedmom danu uocen znaCajan pad u odnosu na tre¢i dan pri cemu nije
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postignuta ekspresija kontrolne grupe. U hipokampusu u tre¢em danu reperfuzije
prisutno je snizenje ekspresije ovog parametra u odnosu na kontrolu i prvi dan
reperfuzije da bi u sedmom danu ona ponovo bila znacajno visa od kontrole. Ovi
rezultati potvrduju znadajnost gp91P"®™ kao izvora slobodnih radikala nakon I/R
povrede. Zanimljivo je da je duze trajanje reperfuzije bilo povezano sa nizom
ekspresijom p22P"°% subjedinice u obe strukture. Promene ekspresije organizatorske i
aktivirajuée citosolne sujedinice (p47°"%% i p67°"®) su bile razli¢ite u ispitivanim
strukturama mozga. U korteksu, ekspresija p47°"° je sniZena od prvog do sedmog dana
reperfuzije, dok je u hipokampusu ovo snizenje ekspresije bilo prisutno tek nakon tri
dana reperfuzije. Sa druge strane aktiviraju¢a p67°"% je u korteksu statisti¢ki znacajno
snizena nakon tre¢eg dana reperfuzije, dok je u hipokampusu promena ekspresije
prisutna samo nakon sedam dana reperfuzije i to u smislu povecanja. Ove promene
subjedinica NADPH oksidaze ukazuju da na desetominutnu prolaznu globalnu ishemiju
mozga najvie reaguje gp91P"®, dok se na osnovu ekspresije drugih subjedinica,

pogotovo citosolnih sti¢e utisak pokusaja uspostavljanja ravnoteZze.

Postoji znacajan broj studija u kojima su ispitivane aktivnost i ekspresija pojedinih
subjedinica NADPH oksidaze u razli¢itim oboljenjima CNS-a (Bedard i Krause, 2007).
Medutim, u studijama vezanim za ishemiju mozdanog tkiva postoje velike razlike u
odnosu na duzinu trajanja ishemije i reperfuzije kao i tip subjedinica NADPH oksidaze
koje su odredivane. U najve¢em broju radova interval u kom dolazi do ushodne
regulacije NOX sujedinica je izmedu jednog 1 24 Casa od ishemije. S druge strane, u
malom broju radova je ispitivana ekspresija visSe NOX sujedinica u razlicitim
vremenskim intervalima. U ovim studijama je takode pokazan razli¢it obrazac
eksprimiranja membranskih i citosolnih subjedinica nakon ishemije i reperfuzije.
Naime, Yoshioka i sar. (2011) su pokazali da u strijatumu C57BL/6J miSeva nakon 22-
minutne prolazne globalne moZdane ishemije i reperfuzije u trajanju od 3 sata do 7 dana
dolazi do poveéanja ekspresije gp91P" u dva intervala i to 24 i 72 sata nakon ishemije.
Ekspresija p47P"°% i p67PM°* je takode pokazala bifazne promenene. Poveéanje ekspresije
ove dve subjedinice je videno rano, 3 i 6 sati nakon ishemije, i kasno, odnosno 72 sata
nakon ishemijske povrede. Autori su sugerisali da je aktivacija NOX nastala u
medijalnim ,,Spiny* neuronima strijatuma i endotelijalnim c¢elijama u ranoj fazi i u

reaktivnoj mikrogliji u kasnoj fazi (Yoshioka i sar., 2011). Kusaka i sar. (2004) su pored

92



postojanja vremenske dinamike u promenama ekspresije pojedinih subjedinica NOX
pokazali i da njihova ekspresija moze varirati u odnosu na celijski kompartman.
Ushodna regulacija NOX subjedinica nakon ishemije pokazana je i u drugim studijama
(Chen i sar., 2009; Hong i sar., 2006; Kim i sar., 2009; Kusaka i sar., 2004; Liu i sar.,
2008). Rezultati studije u kojoj je ispitivan uticaj prolazne fokalne ishemije u trajanju
od 2 sata i reperfuzije u trajanju od 0-24 sata, na ekspresiju NOX subjedinica, su
pokazali porast ekspresije gp91P"™ i p47°"* u zoni penumbre. Takode, u ovom
istrazivanju je potvrdena translokacija citosolne p47P"°* subjedinice na membranu u
toku drugog sata reperfuzije, nakon Cega je zapazeno dalje povecanje ekspesije ovog
proteina uz povecanje nivoa Oz~ (Hong i sar., 2006). Moguéi uzroci registrovanja
razli¢itih promena ekspresije pojedinih NOX subjedinica izmedu pojedinih studija su
razlika u dizajnu eksperimenta, upotreba razliite vrste zivotinja, kao i ispitivanje

razli¢itih struktura mozga.

Pored NOX2, i NOX4 je opisan kao znacajan izvor slobodnih radikala u prolaznoj 1
permanentnoj fokalnoj ishemiji mozga (Radermacher i sar., 2013; Kleinschnitz i sar.,
2010; Nishimura i sar., 2016). Nasi rezultati pokazuju da je ekspresija NOX4 povecana
u korteksu u trecem danu reperfuzije, dok je u hipokampusu smanjena nakon prvog i
tre¢eg dana reperfuzije, da bi se u sedmom danu vratila na kontrolni nivo. Ovakav nalaz
ukazuje da NOX4 nije vaZan izvor slobodnih radikala u hipokampusu u prolaznoj
globalnoj ishemiji mozga, dok u korteksu moZe biti znacajan u trecem danu reperfuzije.
Nishimura i sar. (2016) su pokazali da je izlaganje celijske kulture pericita hipoksiji
(1% O2) tokom 24 ¢asa praceno ushodnom regulacijom iRNK za NOX4, kao i brzom
nishodnom regulacijom ekspresije ovog molekula po reoksigenaciji i vratanjem na
kontrolni novo nakon 24 sata u uslovima normoksije. U ovom istrazivanju je takode
pokazan uticaj permanentne i prolazne fokalne ishemije na ekspresiju IRNK za NOX4
kod miSeva. U oba modela ishemije doslo je do povecanja ekspresije iRNK za NOX4
pogotovo u periinfarktnoj zoni, ali je ekspresija bila znatno slabija nakon prolazne
fokalne ishemije. Koliko nam je poznato, do sada nema objavljenih radova u kojima je
ispitivana ekspresija NOX4 u uslovima prolazne globalne ishemije mozga.

Porast nivoa pokazatelja oksidativnog stresa, O2"i MDA u nasem istrazivanju zapazen

je paralelno sa porastom ekspresije NOX2, odnosno gp91P"*. Naime, koncentracija Oz~
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je bila povecana u prva tri dana nakon izvodenja ishemije u obe ispitivane strukture da
bi sedmog dana vrednost ovog parametra bila vra¢ena na kontrolni nivo. Marker lipidne
peroksidacije, MDA, je takode bio poviSen u korteksu nakon izlaganja ishemiji i
reperfuziji u trajanju od jedanog i tri dana, a u hipokampusu je koncentracija ovog
parametra bila fazno promenjena i porast je uocen u prvom i sedmom danu reperfuzije,
$to odgovara profile ekspresije gp91P"™. Poveéana lipidna peroksidacija moze biti
odgovorna za smrti neurona. Ona dovodi do naruSavanja integriteta membrane,
poremecaja funkcije transportnog lanca elektrona, poremecaja jonske homeostaze i
posledi¢no do povecanja osetljivosti nervnih ¢elija na ekscitotoksi¢nost (Mattson, 1998;

Springer i sar., 1997).

Nivo SH grupa u korteksu je bio snizen u prva tri dana reperfuzije, dok je u
hipokampusu bio snizen tokom ¢itavog perioda reperfuzije $to govori u prilog vecoj
osteljivosti ove strukture. Koncentracije GSH su u obe ispitivane strukture mozga bile
snizene u prvom danu reperfuzije, nakon ¢ega su vra¢ene na kontrolni nivo. Studija
Candelario-Jalil i sar. (2001) na modelu prolazne petominutne globalne ishemije mozga
dzerbila i reperfuzije u trajanju od 3 sata do 7 dana je pokazala da posmatrajuci
oksidativne parametre kroz vremensku odrednicu, regioni korteksa i hipokampusa
reaguju drugacije na proces ishemije. Utvrdeno je da u hipokampusu postoji kasni
maksimalni pik oksidativnog oStecenja, Koji je pracen poremecajem metabolizma
glutationa (Candelario-Jalil i sar., 2001). Sa druge strane u korteksu su primeéeni rani
pokazatelji oksidativnog stresa (visoki nivoi MDA nakon 12 1 24 asa reperfuzije), ali
bez poremecaja u antioksidativnom kapacitetu. Glutation ima vitalnu ulogu u mnogim
¢elijskim procesima 1 bitno uti¢e na ¢elijsku proliferaciju (Aw, 2003). GSH reaguje sa
elektrolitima, fizioloSkim metabolitima, ksenobioticima, ucestvije u metabolizmu
prostangladina i ukljucen je u sistem glikozilacije proteina (Fang i sar., 2002). Glutation
je esencijalan za aktivaciju T limfocita i polimorfonuklearnih leukocita kao i za
produkciju citokina (Townsend i sar., 2003). Zatim, GSH uklanja slobodne radikale i
druge reaktivne oblike kiseonika (hidroksilni radikal, lipidne perokside, vodonik
peroksid) i to direktno ili indirektno posredovano enzimski katalisanim reakcijama.
Svoju antioksidativnu ulogu GSH ostvaruje tako S§to selen zavisni enzim glutation
peroksidaza redukuje H2O, do vode, a sam GSH se tada oksiduje u GSSG. Redukcija

oskidovanog glutationa se deSava pomo¢u NADPH zavisne glutation reduktaze (Lei,
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2002). Vazno je napomenuti da pomeranje odnosa GSH/GSSG u korist oksidovanog
stanja uti¢e na aktivaciju nekoliko signalnih puteva (protein kinazu B, protein fosfataze,
NF-xB 1 druge) redukujuci ¢elijsku proliferaciju 1 pospesujuci apoptozu (Sen, 2000).
Redukcija glutationa povezana je sa brojnim patoloskim stanjima ukljucujuci i bolesti
CNS-a. Nasi rezultati upucuju da je u hipokampusu nakon desetominutne prolazne
ishemije oksidativni stres prisutan duze u odnosu na korteks. Da je hipokampus zaista
struktura koja je vise pogodena nakon ishemije, ukazuju i nalazi snizene aktivnosti
enzima yGCL koji ucestvuje u sintezi glutationa kao i GPx koji uklanja vodonik

peroksid uz oksidovanje glutationa.

Aplikacija vitamina D sedam dana pre izvodenja ishemije uticala je na oksidativni
status ispitivanih mozdanih struktura. Naime, u grupama koje su pre ishemije dobile
vitamin D, ekspresija gp91P"® je bila snizena u obe ispitavane strukture u odnosu na I/R
u svim prac¢enim periodima reperfuzije. U korteksu je medutim nakon tri i sedam dana
reperfuzije ekspresija bila i dalje veca nego u kontrolnoj grupi dok je u hipokampusu u
svim periodima reperfuzije bila niza u odnosu na vrednost u kontroli. Dakle,
hipokampus, koji se pokazao podlozniji oksidativnom stresu, je pokazao vecu
osetljivost na tretman vitaminom D. Vitamin D je uticao strukturno specificno na
ekspresiju p22°*. U korteksu je primeéeno da pretretman vitaminom D poveéava
ekspresiju ove subjedinice nakon prvog i sedmog dana reperfuzije u odnosu na
odgovarajuce I/R grupe i1 kontrolu, dok u hipokampusu snizava ekspresiju ovog proteina
ispod kontrolnih vrednosti u svim ispitivanim danima reperfuzije. Na ekspresiju
organizatorske p47P"%% subjedinice vitamin D uti¢e tako $to odrZava ekspresiju na
kontrolnom nivou u prva tri dana reperfuzije u korteksu, dok u hipokampusu u istom
vremenskom opsegu dolazi do snizavanja ekspresije ispod kontrolnih 1 vrednosti u
odgovarajucoj I/R grupi. U sedmom danu reperfuzije u obe strukture ekspresija ove
subjedinice je visa u odnosu na vrednosti u I/R grupi. Vitamin D je doveo do porasta
ekspresije p67°"™ u prvom danu posle I/R, da bi se kasnije ekspresija ovog markera

vratila na vrednost u kontroli u obe strukture.

Pretretman vitaminom D je uticao na smanjenje ekspresije NOX4 u korteksu koje je
bilo zapazeno u tre¢em danu reperfuzije, dok je u hipokampusu u prvom danu

reperfuzije vratio snizenu ekspresiju ovog proteina na nivo u kontrolnoj grupi, da bi
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treceg 1 sedmog dana doveo do smanjenja ekspresije ispod nivoa u kontroli. Zanimljivo
je da su promene u ekspresiji NOX4 u korteksu bile najizrazenije u treCem danu
reperfuzije u kome se u tom trenutku zapaZzaju i promene ekspresije gp91°"®, kao

promene ekpresije proteina apoptoze (AIF i kaspazu 3) i autofagije (beklin 1). Ovakav

Rezultati drugih studija o uticaju vitamina D na ekspresiju subjedinica NADPH
oksidaze govore u prilog protektivnin efekata ovog vitamina, u smislu smanjenja
ekspresije NOX2 i NOX4. Studija Donga i sar. (2012) je pokazala da vitamin D ima
efekat na smanjenje ekspresije NOX2, NOX4 i nivoa ROS u modelima renovaskularne
hipertenzije kako in vivo tako i in vitro. Slicno tome, Hirata i sar. (2013) pokazali su
smanjenu ekspresiju p22°"* posle tretmana sa analogom 22-oksakalcitriola kalcitriola u
zivotinjskom modelu dijabetesa mellitusa 2, kao i kod endotelnih ¢elija humanih
koronarnih arterija kultivisanih u visokoj glukoznoj sredini. Tretman kulture humanih
promijelocitnih NB4 ¢elija vitaminom D, takode je doveo do smanjena ekspresije
subjedinica NOX2 (gp91Phox, p22Phox p47Phox j ng7P1ox) (N'Diay i sar., 1997). Koliko je
nama poznato, do sada nema radova u kojima je ispitivan uticaj vitamina D na
ekspresiju proteina NOX2 i NOX4 u uslovima prolazne globalne ishemije mozga, dok
se veci broj radova bavio pracenjem uticaja vitamina D na ekspresiju ovih proteina u
uslovima prolazne fokalne ishemije mozga. Najnovija studija Evansa i sar. (2018) u
kojoj je ispitivan efekat vitamina D (i.p., 100ng/kg/dan) na pokazatelje oksidativnog
stresa 1 inflamacije u mozgu misSeva podvrgnutih fokalnoj prolaznoj ishemiji u trajanju
od 60 minuta i 24 Casa reperfuzije je pokazala da vitamin D smanjuje ekspresiju
gp91P"* odrzavajuéi je na kontrolnom nivou. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa
rezultatom nase studije. Mi smo takode pokazali da vitamin D 1 u kasnijem toku
reperfuzije odrzava ekspresiju ove membranske subjedinice znacajno niZom od
odgovarajucih I/R grupa, §to je u skladu sa ekspresijom VDR-a. Nasi rezultati takode
pokazuju razli¢it efekat vitamina D na druge subjedinice NADPH oksidaze u zavisnosti
od vremena reperfuzije i strukture mozga. Zanimljivo je da je vitamin D u korteksu
uzrokovao reciproéne promene gp91°"® i ostalih subjedinica (p22°P"°%, p47P"oX j p67Phox),
U hipokampusu je ekspresija pojedinih subjedinica NOX bila uskladnija posebno nakon

treceg dana reperfuzije.
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Daljim ispitivanjem pokazatelja oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite ustanovili
smo da je u grupama koje su pre I/R tretirane vitaminom D nivo Oz ostao na kontrolnim
vrednostima, a aktivnost enzima SOD je bila znacajno viSa u poredenju sa
odgovaraju¢om I/R grupom. Prethodne studije su pokazale da SOD predstavlja glavni
endogeni zastitni sistem protiv ekscCitotoksi¢ne i ishemijske, odnosno hipoksi¢ne lezije
(Chan, 2001). Pretretman vitaminom D doveo je do normalizacije nivoa MDA u odnosu
na odgovarajuce I/R grupe tako da je koncentracija ovog pokazatelja oksidativnog stresa
bila na nivou vrednosti u kontroli u obe strukture mozga. Takode, u korteksu Zivotinja
pretretiranih vitaminom D nivo SH grupa je vracen na vrednosti u kontroli u svim
periodima reperfuzije, dok je u hipokampusu do normalizacije ovog parametra doslo tek
u sedmom danu. U Zivotinja pretretiranih vitaminom D aktivnost svih enzima
metabolizma glutationa je bila zna¢ajno veéa u odnosu na odgovarajuce I/R grupe u obe
ispitivane strukture mozga. Vitamin D je bio posebno delotvoran u oc¢uvanju nivoa
glutationa u hipokampusu. U korteksu je, medutim, u prva tri dana reperfuzije izazvao
jo§ veci pad nivoa GSH u odnosu na odgovarajuc¢e I/R grupe da bi sedmog dana doslo
do statisticki znaCajnog povecanja koncentracije ovog molekula i u odnosu na
odgovaraju¢u I/R grupu i u odnosu na kontrolu. Dakle, najve¢e promene i ovog
parametra su zapazene u trecem danu reperfuzije, Sto je u skladu sa nalazima promena

ekspresije NOX2 i NOX4, kao i pokazatelja apoptoze i autofagije.

Rezultati ovog dela istrazivanja govore u prilog antioksidativne uloge vitamina D. U
rezultatima drugih studija takode je pokazan antioksidativni kapacitet vitamina D. U
studiji na animalnom modelu nealkoholne masne bolesti jetre (Zhu i sar., 2017) autori
su primetili da intraperitonealno ubrizgavanje 1,25-(OH)2Ds, dvaput nedeljno, tokom 16
nedelja, ispoljava zastitne efekte prema oksidativnom stresu u jetri. Pretpostavljeno je
da se antioksidativni kapacitet vitamina D ostvaruje preko indukcije faktora
translokacije nukleotida NRF2, te da povecava ekspresiju gena koji kodiraju
antioksidativne enzime (Zhu i sar., 2017) i inhibiraju NF-kB, NOX2 i NOX4 (Won i
sar., 2015; Katsuyama i sar, 2012).

5.2 Vitamin D i procesi apoptoze i autofagije u uslovima prolazne globalne ishemije

mozga
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Programirana celijska smrt ima kriti¢nu ulogu za vreme razvoja i u odrzavanju celijske
homeostaze. Apoptoza je energetski zahtevan proces Celijske smrti koji uzrokuje
karakteristicne morfoloske promene celije, kao §to su smezuravanje celije, pupljenje
membrane, kondenzacija hromatina i fragmentacija DNK (Kerr i sar., 1972). Medutim,
poremecaj regulacije ovog procesa je dokumentovan u razli¢itim bolestima: od tumora,
preko autoimunskih bolesti do neurodegeneretivnih oboljenja i ishemije (Nakka i sar.,
2008). Pretpostavljeno je da signali koji uticu na ¢elijsko prezivljavanje ili smrt celija
imaju znacajnu ulogu u patogenezi kako fokalne tako i globalne cerebralne ishemije
(Sugawara i sar., 2004). U eksperimentalnim animalnim modelima ishemijske povrede
mozga dokazane su morfoloske i biohemijske promene ¢elija koje su karakteristicne za
proces apoptoze. Najubedljivije morfoloSke promene nakon izazivanja fokalnog
ishemijskog oSte¢enja zabelezene su u fazi reperfuzije u zoni penumbre (Li i sar., 1995;
Charriaut-Marlangue i sar., 1996; Fujimura i sar., 1998; Li i sar., 1997; Li i sar., 1998).
Takode, histoloski i biohemijski markeri ovog procesa su prisutni U mozgovima
Zivotinja izloZzenih prolaznoj ishemiji (MacManus i sar., 1994; Kihara i sar., 1994;
Nitatori i sar., 1995).

Proces apoptoze moze biti pokrenut kaspaza zavsnim ili nezavisnim mehanizmima.
Kaspaze predstavljaju glavne proteine ukljucene u proces autofagije i njihovu aktivaciju
mogu uzrokovati spoljasnji signali ili razvoj mitohondrijalne disfunkcije. Unutra$nji i
spoljasnji put razvoja apoptoze se srecu na nivou kaspaze 3, koja deluje kao egzekutor u
¢eliji izazivajuéi proteolizu razliCitih Celijskih proteina (Kroemner i sar., 2007; Whealan
i sar., 2010). Sa druge strane, AIF moze samostalno pokrenuti ovaj proces u razli¢itim
¢elijama 1 moZe imati ulogu u mnogobrojnim neurodegenerativnim bolestima, pa i
modelima infarkta mozga, amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi, povredi ki¢mene moZdine i
Alchajmerovoj bolesti (Cregan i sar., 2002; Culmsee i sar., 2005; Wang i sar., 2009). U
fizioloskim uslovima AIF je uronjen u unutrasnjost mitohondrija, ali u prisustvu
stresora on se otpuSta iz mitohondrija 1 translocira u jedro gde izaziva fragmentaciju
jedra. Studija Yu i saradnika (2009) je ukazala na postojanje dve frakcije AIF unutar
mitohondrija. Jedan pul AIF proteina je lokalizovan u intermembranskom prostoru
mitohondrija, dok je drugi na spoljaSnjoj mitohondrijalnoj membrani. Upravo ovaj drugi
pul je zasluzan za brzo otpustanje AIF proteina sa mitohondrija i u citoplazmu i nukleus

(Wang i sar., 2009). Pored toga, pokazano je da translokaciju AIF moze pokrenuti i
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aktivirana poliADP-ribozo polimeraza 1 (engl, poly ADP riboso polymerase, PARP-1)
nakon signala smrti ¢elije, mada je u drugim studijama potvrdeno da AIF moze biti
otpusten i PARP-1 nezavisnim mehanizmima. Generalno je prihva¢eno da oksidativni
stres uzrokuje preteranu aktivaciju PARP-1 koji dalje uzrokuje otpustanje AIF-a u

citoplazmu i nukleus (Kondo i sar., 2010; Yu i sar., 2012).

Prema rezultatima naSeg istraZivanja statisticki znac¢ajno povecanje ekspresije kaspaze
3, u korteksu u odnosu na kontrolnu grupu i na grupe kod kojih je reperfuzija trajala
jedan dan, uoc¢eno je nakon tri dana reperfuzije. U hipokampusu je, medutim u tre¢em
danu reperfuzije zapazen pad u ekspresiji kaspaze 3 u odnosu na kontrolnu grupu §to
ukazuje da apoptoza nije proces kojim ¢elije hipokampusa umiru u toj fazi. Pored toga,
statisticki znacajno povecanje ekspresije AIF takode se zapaza u tre¢em danu
reperfuzije u korteksu, i sugeriSe da do aktivacije procesa apoptoze dolazi i kaspaza
nezavisnim mehanizmom. Uloga kaspaza nezavisnog mehanizma nakon I/R pokazana je
1 u drugim studijama (Li 1 sar., 1995; Nakka i sar., 2008). Povecanje ekspresije oba
proteina odnosno kaspaze 3 i AlF-a, sugeriSu nastanak disfunkcije mitohondrija. U
naSem istrazivanju vitamin D nije uticao na kaspaza zavisan i nezavisan put apoptoze u
korteksu, odnosno on nije sprecio porast ekspresije kaspaze 3 i AIF-a u korteksu
dzerbila 3 dana nakon ishemije. Upotrebom TEM-a potvrdili smo pojavu procesa
apoptoze u ovim grupama. Medutim, moguce je da postoji razlika u putu aktivacije
izmedu vitaminom D tretiranih 1 netretiranih dzerbila. Naime, Yao i saradnici (2015) su
na modelu ishemije i reperfuzije miokarda pokazali da u uslovima I/R dolazi do
aktivacije kaspaze 12 (kaspaza porekla iz endoplazmatskog retikuluma), kaspaze 9
(mitohondrijalna kaspaza) i kaspaze 8 (inicijatorska kaspaza spoljasnjeg puta aktivacije
apoptoze), a da agonisti VDR receptora znacCajno redukuju oSteCenje miokarda
inhibicijom kaspaze 12 1 kaspaze 9, ali da nemaju uticaja na kaspazu 8. Ovi naucnici su
takode potvrdili da administracija VDR agonista smanjuje oticanje mitohondrija i
otpustanje citohroma c¢ (Yao i sar., 2015). Druga grupa naucnika je potvrdila da
inhibicija kaspaze 9 nije dovoljna da zastiti neurone od umiranja u procesu apoptoze vec¢

samo da dovodi do odlaganja ovog procesa (Cao i sar., 2010).

Zanimiljivo je da je u tre¢em danu reperfuzije uz povecanje ekspresije kaspaze 3 1 AIF u

phox

korteksu prisutno 1 povecanje ekspresije gp91 i NOX4 u poredenju sa kontrolom, a
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brojna istrazivanja su pokazala povezanost u ekspresiji ovh proteina (Kim i sar., 2012;
Dai i sar., 2018; Hong i sar., 2017). Veza izmedu ROS i apoptoze je podrobnije ispitana
koris¢enjem vise razli¢itih eksperimentalnih modela. Ovim radovima je sugerisano da
ROS produkovani u reperfuziji imaju odluc¢ujucu ulogu u programiranoj smrti neurona
nakon izlaganja procesu ishemije (Kim i sar., 2012; Dai i sar., 2018; Hong i sar., 2017).
Kao $to smo ve¢ napomenuli, Siroko je prihvac¢eno da je jedan od znacajnih izvora
ROS-a u ishemijom pogodenom tkivu enzimska familija NADPH oksidaza. Medutim,
pored dobro proucenih proteinskih komponenti ovih enzima, Kim i saradnici (2009) su
pokazali da i kazein kinaza 2 (casein kinase 2 — CK2) igra klju¢nu ulogu i to kao
negativni modulator produkcije ROS posredstvom gp91P"® nakon I/R. Ovi nauénici su
su takode pokazali da inhibicija ovog proteina uzrokije povecanju aktivaciju PARP-1,
Sto ukljucuje vecu translokaciju AIF-a. Ovi efekti CK2 inhibicije nakon izlaganja I/R
izostaju kod gp91P"™ knock-out miseva (Kim i sar., 2012). Ovom studijom je takode
utvrdeno da farmakoloska inhibicija CK2 dovodi do istih efekata, §to potvrduje
¢injenicu da su upravo ROS porekla NADPH oksidaze odgovorni za oSte¢enje mozga
uzrokovano ishemijom. Pored ovog signalnog puta takode je nadeno da su ROS porekla
NOX2 i NOX4 aktivatori NF-xkB. Naime, ROS promovisu fosforilaciju i degradaciju
inhibitora kB (IkBa) $to dovodi do translokacije kompleksa NF-xB u jedro gde
moduliSe ekspresiju kaspaze 3 indukujuéi apoptozu (Matsushita 1 sar., 2000; Hafeez 1
sar., 2008; Chen i sar., 2004; Lin i sar., 2004). Medutim, u nasem istrazivanju gp91P"%
je ostao povisen i u sedmom danu reperfuzije kao i u svim I/R grupama u hipokampusu,
a markeri apoptoze nisu odreagovali na to povisenje. Ovo ukazuje da je moguce da je u
prolaznoj globalnoj ishemiji mozga za pojavu apoptoze u korteksu u trecem danu

reperfuzije odgovoran NOX4.

Brojna istrazivanja su pokazala da u animalnom modelu prolazne ishemije i reperfuzije
mozga dolazi do porasta ekspresije AIF (Zhu i sar., 2003; Cao 1 sar., 2003). Takode je
utvrdeno da nivo AIF pozitivnih ¢elija korelira sa stepenom zahvacenosti mozdanog
parenhima procesom ishemije (Zhu i sar., 2003). U studiji fokalne prolazne ishemije
mozga translokacija AlF-a je detektovana ve¢ nakon 8 ¢asova od ishemijske povrede,
dok je u uslovima globalne ishemije povecanje u ekspresiji AIF proteina uo¢eno 24 i 72
¢asa nakon ishemije (Zhu 1 sar., 2003; Cao i sar., 2003). U naSem modelu prolazne

globalne ishemije mozga dzerbila u hipokampusu zapazili smo sniZenje ekspresije AIF
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proteina, dok je pretretman vitaminom D rezultirao nepromenjenom ekspresijom AlF u
odnosu na kontrolu. Ovo snizenje ekspresije u uslovima ishemije i reperfuzije moze biti
povezano sa ve¢im nivoom oksidativnog stresa, S obzirom na to da je pokazano da AlF
moze biti hvataC slobodnih radikala i da ima ulogu u odrzavanju mitohondrijalne
homeostaze i energetskog metabolizma (Mustacich i Powis, 2000; Miramar i sar., 2001;
Klein i sar., 2002;). Kako je vitamin D ocuvao nivoe AIF-a u hipokampusu u okviru
vrednosti u kontroli, mozemo pretpostaviti da je reguliSuci nivo AIF proteina delovao

protektivno u smislu spre¢avanja porasta nivoa slobodnih radikala.

Nekoliko ranijih studija je pokazalo da je proces autofagije indukovan u uslovima
globalnu mozdanu ishemiju, kao i u modelima hipoksije-ishemije i kod miseva i kod
pacova (Rami i sar., 2008; Wen i sar., 2008; Tian i sar., 2010; Koike i sar., 2008;
Carloni i sar., 2008; Wang i sar., 2011). Pored toga, pokazano je da inhibicijom ovog
visoko evolutivno konzerviranog procesa umiranje piramidalnih neurona u
hipokampusu nakon I/R moze biti spreceno, $to ga €ini potencijalnom terapeutskom
metom (Koike i sar., 2008). Medutim, uloga autofagije u eksperimentalnoj ishemiji nije
do kraja razjasnjena. Naime, aktivacijom procesa autofagije odrzava se Ccelijska
homeostaza 1 omogucéava se Ccelijsko prezivljavanje 1 to ciS€enjem Celije od
disfunkcionalnih organela, toksi¢nih metabolita, intracelularnih patogena ili cak
ucestvovanjem u izgradnji gradivnih blokova koji su neophodni za oCuvanje vitalnih
funkcija tokom nutritivne deprivacije (Mizushima, 2007; Shintani i Klionsky, 2004).
Medutim, autofagija moZe biti okida¢ za pokretanje neapoptotske progamirane smrti
¢elija kroz ekscesivan proces autodigestije 1 degradacije esencijalnih celijskih
komponenti (Shintani i Klionsky, 2004; Uchiyama i sar., 2008). Tokom autofagije ¢elija
se Cisti od ostarelih proteina i Celijskih komponenti putem lizozomalne degradacije
(Mizushima, 2007; Yorimitsu i sar., 2006; Sarkar i sar., 2007). U toku autofagije
citoplazmatske komponente se sekvestriraju u vezikule sa dvostrukom membranom koje
se nazivaju autofagozimi 1 koje se onda fuzioniSu sa lizozomom formirajuci
jednomembranski autofagolizozom u kom se sekvestrirane Ccelijske komponente
razgraduju pod uticajem lizozomalnih hidrolaza. Proteini znacajni za formiranje
autofagozoma su beklin 1 i LC3. Beklin 1 je krucijalan za regrutaciju drugih proteina

koji u€estvuju u autofagiji, i to pre formiranja autofagozomne membrane (Liang i sar.,
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1999; Pattingre i sar., 2005). Sa druge strane LC3 se moze naci u citosolnoj formi kao
LC3-1i u formi LC3-II kada je vezan za membranu. Odnos prevodenja LC3-1 u LC3-I1
je direktno povezan sa obimom formiranja autofagozoma (Kabeya i sar., 2000). Jos
jedan protein ¢iji je nivo u obrnutoj vezi sa procesom autofagije je p62. Ovaj protein se
povezuje direktno sa LC3 i na taj nacin se inkorporira u autofagozom, a na kraju se u

procesu autofagije i razgradi (Bjorkoy i sar., 2006).

U eksperimentanoj studiji na miSevima u modelu fokalne cerebralne ishemije pracena je
promena u ekspresiji prethodno opisanih markera, beklina 1, LC3-Il i p62 u zoni
ishemi¢ne penumbre (Yang i sar., 2015; Deng i sar., 2016). Ve¢ nakon jednog sata od
ishemije utvrdeno je povecanje ekspresije beklina 1 i LC3-II, sa tendencijom povecanja
ekspresije nakon 6 ¢asova, dok je najveca ekspresija zabelezena nakon 24 i 48 Casova.
Na suprot tome, ekspresija p62 je bila znacajno snizena tokom c¢itavog vremena
pradenja, s tim $to su najnizi nivoi ekspresije zabelezeni 24 ¢asa nakon ishemije. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa prethodnim studijama kojima je pokazano da ishemija
pokrece proces autofagije (Rami i sar., 2008; Gao 1 sar., 2012). Medutim osim S§to su
analizom ekspresije navedenih proteina utvrdili autofagiju, ovi autori su
imunohistohemijski pokazali da se u ¢elijama koje poja¢ano eksprimiraju LC3-II i
beklin 1 javljaju promene tipi¢ne za proces apoptoze. U navedenim istraZivanjima
razmatrana je inhibicija procesa autofagije kao potencijalna neuroprotektivna strategija
kod I/R. Cui i saradnici (2017) su potvrdili ove pretpostavke, na in vitro i in vivo
modelu, 1 pokazali da upotreba intravensnkog anestetika, propofola, moze inhibirati
proces autofagije smanjujuci ekspresiju proteina koji su kljucni za njeno odigravanje.
Rezultati nase studije ukazuju na aktivaciju procesa autofagije u korteksu i
hipokampusu nakon I/R povrede, ali i da postoje razlike u ekspresiji p62 u odnosu na
vreme koje je proteklo od ishemije. NajniZi nivoi ovog markera zabeleZeni su u tre¢em
danu reperfuzije $to ukazuje da je proces najintenzivniji u ovom perodu reperfuzije.
Zanimljivo je da se ovaj rezultat poklapa sa najnizim nivoom ekspresije VDR-a u obe
strukture, ali i sa izuzetno visokom ekspresijom gp91P"™ i NOX4 u korteksu, kao i sa
poviSenom ekspresijom pokazatelja procesa apoptoze (kaspaze 3 i AIF). Kako NOX
enzimi povecavaju stvaranje O2 1 H2O2 moguce je da upravo preko njih utiCu na procese
autofagije. Brojna istrazivanja svedoCe o ulozi ROS-a u procesu autofagije, kao 1 o

regulaciji njihove sinteze upravo od strane ovog procesa. Posledice ove interakcije
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mogu se manifestovati u razli¢itim patoloSkim stanjima, kao §to su traumatska povreda
mozga, ishemija-reperfuzija, gladovanje ili tumorske promene. U nasem istrazivanju u
I/R grupama registrovali smo prisustvo oksidativnog stresa, a zatim i odredeni obrazac
promena ekspresije proteina autofagije i proteina iz familije NADPH oksidaze. Smatra
se da ROS pokrecu autofagiju regulatornim mehanizmima na nivou jedra. Povecani
nivoi ROS, kao i njihova preterana sinteza aktiviraju redom HIF-1, p53, FOXO3 i
NRF2. Ovi transkripcioni faktori indukuju transkripciju BNIP3 i NIX, TIGAR, LC3 i
BNIP3 i p62 (Li i sar., 2015). Kako smo u grupama pretretiranim vitaminom D
ustanovili njegov protektivan potencijal u smislu odrzavanja nivoa pokazatelja
oksidativnog stresa (O2"i MDA) na kontrolnom nivou, kao i pozitivan uticaj enzima
antioksidativne zaStite, ocekivali smo da ¢e postojati razlika u stepenu autofagije

izmedu vitamin D pretretiranih i I/R grupa, medutim ovaj efekat je izostao.

Analizirajuéi ekspresiju VDR-a, vidimo da je ekspresija u svim vitamin D pretretiranim
grupama veca nego u netretiranim, ali je samo u prvom danu nakon ishemije njen nivo
veci od kontrole. Ovaj rezultat govori u prilog svrsishodnosti suplemetacije vitaminom
D, ¢ak i u slucaju adekvatnih nivoa vitamina. Medutim, razlog snizavanja ekspresije
VDR-a nakon tre¢eg dana reperfuzije moze biti smanjenje broja celija koje ga
eksprimiraju ili potroS$nja egzogenog aplikovanog vitamina D i smanjena endogena
sinteza aktivnog oblika vitamina D, Sto sugeriSe da bi postishemijska aplikacija
aktivnog oblika vitamina D mogla biti korisna. Zaista, ovo je potvrdeno 1 u studiji
Evansa i saradnika (2018) koji su ispitivali ekspresiju VDR-a, enzima aktivacije
vitamina D 1-a-hidroksilaze (CYP27B) i enzima njegove razgradnje 24-hidroksilaze
(CYP24A) u mozgu miSeva izloZenih jednocasovnoj fokalnoj prolaznoj ishemiji i
dvadesetcetvorocasovnoj reperfuziji. Pronasli su da je ekspresija VDR 1 ekspresija
vitamin D inaktivirajueg enzima (CYP24A), bila poviSena, dok je ekspresija enzima
sinteze ovog vitamina bila sniZena. Ovaj nalaz govori da lokalni nivoi aktivne forme
vitamina D mogu biti snizeni nakon infarkta mozga i da suplementacija aktivnom
formom moze biti korisna. Medutim, uticaj vitamina D na autofagiju je dvojak i
pokazalo se da se uplice u sve faze toka ovog procesa. Sa jedne strane vitamin D
povecava nivo slobodnog Ca?' i poslediéno smanjuje aktivnost mTOR-a indukujuéi
autofagiju (Yang i sar., 2017). Dalje, vitamin D povecava nivo beklina 1 na nekoliko

nacina ukljucujué¢i smanjenje inhibicije Bcl-2, poveénje katelicidina 1 nishodnu
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regulaciju NF-xB. Zatim prenos signala preko vitamina D pojacava ekspresiju
fosfatidilinozitol-3-kinaze — Kkataliticke jedinice 3 (PI3KC3) koja je zaduzena za
inicijaciju i maturaciju autofagozoma. Kako bi promovisao elongaciju vitamin D
povecava nivo NOD2 (engl, Nucleotide-binding oligomerization domain 2) i regrutaciju
ATG16, pojacava lizozomalnu proteaznu aktivnost i indukuje autofagozome da se
fuzioni$u sa lizozomom pomocu proteina sa antimikrobnom aktivnoséu - katelicidina
(Verway i sar., 2010). Sa druge, vitamin D moZe uticati na smanjenje autofagije purem
razli¢itih mehanizama, pogotovo pod uticajem stresora. Vitamin D moze smanjiti nivoe
NF-kB, TNF-a ili IFN-y i tako uticati i na nivo autofagije. Pored toga, vitamin D
poveéava nivo ciklin zavisne kinaze - p19'NK4P koji Stiti éeliju od smrti izazvane
autofagijom (Wu 1 Sun, 2011). Wu i Sun (2011) su zakljucili da signali posredovani
vitaminom D igraju esencijalnu ulogu za regulaciju autofagije i izbegavanje Stete koja
moze biti uzrokovana autofagijom. Ovu tvrdnju su potvrdili i Yao i saradnici (2015)
nakon $to su pokazali da VDR agonisti smanjuju broj autofagnih vakuola u ¢elijama i
uspostavljaju funkcionalnost autofagnog procesa koji je bio poremeéen nakon I/R

miokarda.

5.3 Uticaj prolazne globalne ishemije mozga dzerbila i suplementacije vitaminom D na
¢elije CNS-a

Centralni nervni sistem se sastoji iz velikog broja ¢elija koje se mogu podeliti u dve
kategorije na osnovu svog embrionskog porekla. Neuroni, astrociti, oligodendrociti i
ependimne c¢elije vode poreklo od neuroektoderma, dok od mezenhima poreklo vode

¢elije mikroglije, krvni sudovi i meningee.

Glavne celije CNS-a su neuroni koji ¢ine njegovu funkcionalnu jedinicu i izuzetno su
metaboli¢ki aktivni §to ih ¢ini vulnerabilnim u uslovima koji naruSavaju energetski
metabolizam. Neuroni sekretuju neurotransmitere i to najceS¢e glutamat (ekscitatorni
neuroni), ili y-aminobuternu kiselinu (GABA,; inhibitorni neuroni). Mnogi poremecaji
CNS-a, kao §to su mozdani udar, infekcije, trauma mogu nastati bilo gde u CNS-u, a
Cesto su praceni gubitkom neurona. Pored principalnih neurona u CNS-u se nalaze i
interneuroni koji svojim aksonskim terminalima gusto inervisu i principalne neurone i

susedne interneurone (Solberg, White, i Keller, 1988). Interneuroni se jo§ nazivaju i
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neuroni sa malim aksonima, jer se njihovi aksoni zavrSavaju na lokalnom nivou, pre
nego §to daju projekcije u udaljenje zone. Cesto se moze videti da interneuroni prave
dentrit-dentrit interakcije izmedu neurona istog tipa i to formiranjem komunikantnih
spojeva (gap junctions), pre nego hemijskim sinapsama. Na ovaj nacin oni stvaraju
prostorno Siroke mreze §to omogucava Sinhronizaciju aktivnosti u odgovoru na
aferentne signale (Deans i sar., 2001; Galarreta i Hestrin, 2001). Ove ¢elije su
inhibitorne i njihov glavni neurotransmiter je GABA. Interneuroni su podeljeni na klase
prema morfoloskm, neurohemijskim i elektrofizioloskim karateristikama (Petilja, 2008).
Parvalbumin je solubilan protein male molekulske tezine, koji ima sposobnost da
intenzivno vezuje kalcijum, zbog ¢ega se smatra znacajnim u regulaciji intracelularnog
nivoa kalcijuma i njegovom saobracaju (Schwaller i sar., 2002; Arif, 2009). U toku
razvoja CNS-a njegova ekspresija je propracena sazrevanjem funkcionalnih neuronskih
krugova (Collin i sar.,2005; del Ri'o i sar., 1994). Njega eksprimiraju najvece grupe
interneurona korteksa (Fishell, 2007; del Rio i sar.,1994; Tamamaki i sar.,2003; Xu i
sar., 2010), takozvane koSaraste (Basket cells) i Chandelier ¢elije (Meyer i sar., 2002;
Gabbott i sar., 1997; Kawaguchi i Kubota, 1993; Inda i sar., 2009). Ovi PV,
GABAergicki inhibitorni neuroni ¢ine 20% kortikalnih neurona i krucijalni su za
regulaciju balansa izmedu ekscitacije 1 inhibicije, plasti¢nosti i1 funkcionalne
arhitektonike neuronskih krugova u korteksu (Markram i sar., 2004). Skorije studije su
pokazale da PV interneuroni mogu da vr§e modifikaciju senzorne percepcije (Cardin i
sar., 2009; Lee i sar., 2012). Dodatno, pokazano je da su abnormalnosti GABA-
ergickog sistema, odnosno poremecaji PV ekspresije, zajednicki u mnogim bolestima
mozga, ukljucujuci 1 shizofreniju, bipolarni poremecaj i depresiju (Torrey 1 sar., 2005,
Radonji¢ i sar. ). Pretpostavlja se da do promene u ekspresiji PV dolazi i kod ljudi
nakon sr¢anog zastoja ili operacije na srcu, kao i usled globalne ishemije (McKhann i
sar., 1997; Lim i sar., 2004). Parvalbumin ima sposopnost da puferise kalcijum u ¢eliji i
to tako $to sa velikim afinitetom vezuje Ca®* u citoplazmi éelija i na taj na¢in odrzava
homeostazu. Ovo je od velikog znadaja jer je intracelularni Ca?* ukljuéen u odrzavanje
sinapticke plasti¢nosti, ¢elijskog rasta i nervne transmisije dok njegovo nagomilavanje
dovodi do smrti ¢elije i poremecaja na nivou nervnog sistema (Katsura i sar, 1994). U
uslovima hipoksije i ishemije dolazi do poveéanja intracelularnog Ca?* $to dovodi do

aktivacije kaspazne kaskade i time i indukcije apoptoze (Berridge i sar., 2000). U

105



mnogim studijama je pokazano smanjenje nivoa PV nakon izvodenja cerebralne
ishemije, §to je bilo pradeno poveéanim intracelularnim nivoom Ca?* i pojavom

toksi¢nosti glutamata (Koh, 2012a; Koh, 2012b).

U istrazivanju koje su sproveli Davoli i saradnici (2000) na Sprague-Dawley pacovima,
podvezivanjem obe zajednicke karotidne arterije u trajanju od 3, 5 1 10 minuta,
pokazano je da je smanjenje neuronskog markera-NeuN povezano sa procesom
apoptoze neurona koja je nastala usled prolazne globalne ishemije mozga (Davoli i sar.,
2000). Apoptoza je uocena kod grupa kod kojih je mozak bio u hipoksiji 5 i 10 minuta
(Davoli i sar., 2000). Sezdesetih godina proslog veka pojavili su se prvi podaci o
potencijalnom postojanju adultne neurogeneze. Bingham i sar. (2005) su pokazali na
dZerbilima da ishemijsko oSte¢enje moze dovesti do mitoticke aktivnosti. U ovoj studiji,
u grupama koje su bile izlozene ishemiji, nakon sedam dana, identifikovano je deset
puta vise ¢elija u hipokampusu nego u kontrolnoj grupi (Bingham i sar., 2005), dok je
nakon trideset 1 viSe dana od ishemije uoceno je da je broj ¢elija u korteksu u grupama
izloZzenim ishemiji bio tri puta veci nego u kontrolnoj grupi (Bingham i sar., 2005). U
nasem istrazivanju je zapazeno da je kod Zivotinja koje su bile izlozene I/R ekspresija
NeuN markera kao i zastupljenost NeuN pozitivnih ¢elija znac¢ajno smanjena nakon
tre¢eg dana reperfuzije u obe ispitivane strukture. U Zivotinja pretretiranih vitaminom D
ove promene su bile znacajno manje iako je sedmog dana reperfuzije jo§ uvek bilo
prisutno smanjenje ekspresije ovog markera kao i zastupljenost NeuN+ ¢elija u odnosu
na kontrolnu grupu. lako u nasem istazivanju posle jednog dana reperfuzije nakon
globalne prolazne ishemije mozga nije doSlo do promene ekspresije neuronskog
markera NeuN kao ni broja ili morfologije ¢elija, tehnikom transmisione elektronske
mikroskopije otkrivene su suptilne subcelijske promene u obliku akumulacije
transportnih vezikula 1 rupture membrane kasnih endozoma u celijama dzZerbila
podvrgnutih I/R. Ove promene su bile manje izrazene u mozgu dzerbila tretiranih
vitaminom D pre izvodenja I/R. Nasi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem Cao i
sar. (2010) koji su takode pokazali odsustvo ishemijskih lezija jedan dan nakon 15
minuta ishemije mozga dzerbilima. Ovi autori su, medutim, pronasli ishemijske lezije
neposredno nakon ishemije koja su nestale posle 24h, ali su se ponovo pojavile posle 3.
dana reperfuzije. Najnovija studija Yuan i saradnika (2017) takode je pokazala da 20

minuta prolazne globalne ishemije mozga dovodi do odlozene neuronske smrti koja je
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prisutna nakon 72h reperfuzije. Ovi naucnici su takode pokazali da su, iako je
morfologija neurona bila neoSte¢ena 24 sata nakon reperfuzije, prisutne subcelularne
promene u obliku akumulacije oste¢enog Golgi kompleksa, transportnih vezikula,
kasnih endozoma i ribozoma. Na osnovu navedenih rezultata mozemo zakljuciti da
prolazna globalna ishemija mozga dovodi do promena na subcelularnom nivou ve¢ u
toku jednog dana nakon ishemije, dok je smanjenje broja neurona primetno treceg dana
nakon ishemije. Pretretman vitaminom D sedam dana pre izvodenja ishemije je o¢uvao

subcelularnu organizaciju ¢elije 1 odloZio je promene u broju neurona.

U nasoj studiji ekspresija PV markera je imala bifazan tok u obe ispitivane strukture. Mi
smo zabelezili nizu ekspresiju prvog i sedmog dana reperfuzije u odnosu na kontrolnu
grupu. Medutim, u treCem danu reperfzije ekspresija PV 1 zastupljenost ovih Celija je
imala nivo kontrole (hipokampus) ili je bila i visa od nje (korteks). U hipokampusu
pretretman vitaminom D je delovao protektivno i doprineo je znacajno visoj ekspresiji
PV u odnosu na kontrolnu i odgovaraju¢e I/R grupe. Razli¢ite postmortem studije su
pokazale da su hipokampalni PV interneuroni otporniji na globalnu prolaznu ishemiju
mozga, i to zahvaljujuéi boljem puferovanju Ca?* jona upravo putem ovih celija
(Johansen i sar., 1990; Nitsch i sar., 1989; Freund i sar., 1990). Medutim, mi nismo
primetili da slicnu otpornost PV interneurona na I/R povredu. Nasi rezultati su
sugerisali 1 da postoji recipro¢an odnos ekspresije NOX2 i PV, odnosno da je povecana
ekspresija NOX2 pracena nizom ekspresijom PV. U istrazivanju Schiavone 1 saradnika
(2017) pokazano je da je nakon traumatske povrede mozga koja je rezultirala smrtnim
ishodom, oksidativni stres u mozgu koji je prouzrokovan povecanjem aktivnosti NOX2
odgovran za gubitak PV+ interneurona. Potpuno paradoksalno, u nasem istrazivanju
nakon tri dana reperfuzije u korteksu ekspresija PV je znacajno veca od kontrolnih
vrednosti u obe grupe dzerbila. U ovom danu, kako je ve¢ napomenuto, bili su poviseni
1 pokazatelji apoptoze i1 ekspresija NOX2 i NOX4. Moguce je da je ovo povecanje
reakcija i pokuSaj odbrane od povecane koli€ine slobodnih radikala, i pokuSaj da se

¢elija sacuva od smrti uzrokovane apoptozom.

U okviru glija ¢elija razlikujemo dve velike podgrupe celija, a to su mikroglija i
makroglija. Celije makroglije u koje se ubrajaju astrociti, oligodendrociti, polidendrociti

i perineuronalne celije koje se ponasaju kao funkcionalni partneri neurona. Sa druge
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strane, mikroglija ima imunomodulatornu ulogu (Kim i de Vellis, 2005). Tokom razvi¢a
¢elije makroglije se razvijaju iz radijalne glije kao i principalni neuroni, iz ¢elijske linije
koja je specifi¢a za ¢elije korteksa i hipokampusa (Gorski et al., 2002). Celije radijalne
glije su stem c¢elije koje se pod uticajem razli¢itih faktora diferenciraju u principalne
neurone, astrocite i oligodendrocite neokorteksa (Gorski i sar., 2002). U adultnom
mozgu radijalna glija se oznacava kao astrocitima sli¢cna neuronalna stem celija
nastanjena u subventrikularnoj zoni (Merkle i sar., 2005). Tokom razvoja, radijalna glija
koja je smeStena u neuroepitelu i eksprimira i vimentin i nestin ima sposobnost da se
diferencira ili u neuron (Malatesta i sar., 2000) ili u astrocit (Morest i Silver, 2003).
Radijalna glija krece sa stvaranjem astrocita onda kada je neurogeneza kompletirana
(Barry i McDermott, 2005), a odnos neurona 1 glije je od velike vaznosti za kortikalnu

dinamiku (Giaume i sar., 2010; Schummers i sar., 2008).

Sve do nedavno astrociti su se smatrali potpornim ¢elijama nervnog sistema i glioza
tkiva je smatrana posledicom bolesti i bila je marker da je bolest prisutna. Ideja da
disfunkcija astrocita ili reaktivnih astrocita moze imati ulogu u mehanizmu nastanka
bolesti CNS-a nije postojala. Medutim, pogled na funkciju astrocita se sve viSe menja
od kada je poraslo interesovanje za prou¢avanje njihove bioloske funkcije, kao i uloge u
patofiziologiji razli¢itih poremecaja. U proteklih 25 godina postalo je jasno da su
astrociti odgovorni za Sirok spektar kompleksnih i1 esencijalnih funkcija u zdravom
CNS-u. Takode, razjasnjene su i funkcija i mehanizam reaktivne astroglioze i
formiranje glijalnog oziljka. Danas postoje brojni dokazi o ulozi astrocita u razli¢itim
patoloskim mehanizmima oSte¢enja CNS-a (Barres i sar., 2009; De Keyser i sar., 2008;
Seiffert, 2006; Sofroniew i sar., 2000; Sofroniew, 2005; Sofroniew, 2009; Takano i sar.,
2009). Uloge astrocita u CNS-u su brojne. Oni vrse propagaciju signala (Nedergaard,
2003; Seifert i sar., 2006), regulisu povecanje intracelularnog Ca2*(Charles i sar., 1991;
Cornell-Bell i sar., 1990), povezivanjem u mreze mogu vrSiti diseminaciju malih
molekula kao $to su K ili glutamat i tako ograni¢iti njihov toksi¢ni potencijal u sluéaju
nagomilavanja (Seifaert i sar., 2006), imaju ulogu u razvoju sive i bele mase nervnog
sistema (Powell i Geller, 1999), ucestvuju u formiranju i funkcionisanju sinapsi
reguliSuci protok jona, pH i nivo transmitera u sinapti¢koj pukotini (Barres i sar., 2008;
Christopherson i sar., 2005; Ullian i sar., 2001; Brown i Ranson, 2007; Peters i sar.,

1991), a imaju i direktnu ulogu u sinaptickoj transmisiji (Halassa i sar., 2007b;
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Nedergaard, 2003; Perea i sar., 2009; Shigetomi i sar., 2008). Astrociti u¢estvuju u
regulaciji toka krvi i dijametara krvnog suda (Gordon i sar., 2007; ladecola i Nedergard,
2007). Takode, mogu na lokalnom nivou uticati na cirkulaciju u odnosu na nervnu
aktivnost (Seifert i sar., 2006). Astrociti doprinose u odvijanju energetskog
metabolizmu CNS-a i u odrzavanju krvno-mozdane barijere (Abbott i sar., 2006;
Ballabh i sar., 2004; Beck i sar., 1984; Savidge i sar., 2007). Razli¢iti intercelularni
signalni molekuli (IL6, TNF-a, TGF-B, IL1, LPS, glutamate, ATP, ROS, hipoksija,
deprivacija glukozom, endotelin 1) mogu uticati na regulaciju ovih procesa ili dovesti
do reaktivne astroglioze (Sofroniew, 2009). Do skoro je vladalo misljenje da je
astroglioza per se loSa i da predstavlja fenomen koji dovodi do neurotoksi¢nosti,
inflamacije i hroni¢nog bola. Medutim ovaj stereotip je prevaziden i danas je poznato da
normalan proces reaktivne astroglioze ne utie negativno na nervni sistem, veé
obezbeduje potporu za prevazilazenje problema narusene homeostaze. Ovo se postize
tako Sto reaktivni astrociti preuzimaju potencijano ekscitotoksi¢ni glutamat (Bush i sar.,
1999; Rothstein i sar., 1996; Swanson i sar., 2004), produkuju glutation, i time Stite od
oksidativnog stresa (Chen i sar., 2001; Shih i sar., 2003; Swanson i sar., 2004; Vargas i
sar., 2008). Neuroprotekciju ostvaruju otpustanjem adenozina i razgradnjom amyloid-3
(Lin i sar., 2008; Kaoistinaho i sar., 2004). Takode, Stite od neurotoksi¢nih efekata
amonijaka (Rao i sar., 2005), olakSavaju popravku krvno mozdane barijere (Bush i sar.,
1999), smanjuju vazogeni edem nakon traume i §loga (Bush i sar., 1999; Zador i sar.,
2009), stabilizuju ekstracelularnu te¢nost i balans jona i ograniavaju Sirenje inflamacije
(Bush i sar., 1999; Drogemuller i sar., 2008; Faukner i sar., 2004; Herrman i sar., 2008;
Li i sar., 2008; Myer i sar.,, 2006; Okada i sar., 2006; Voskuhl i sar., 2009).
Paradoksalno, astrociti mogu imati i pro i anti inflamatornu ulogu. Oni u prvom
trenutku nakon povrede imaju proinflamatornu ulogu, da bi u kasnijem toku poprimili

antiinflamatornu ulogu.

Sve je viSe dokaza koji upucuju da disfunkcija procesa reaktivne astroglioze i
formiranje oZiljka imaju potencijal da doprinesu ili budu glavni uzrok bolesti CNS-a
(Sofroniew, 2009). Neurovaskularna jedinica je koncept po kome su mozdani parenhim,
njegovi krvni sudovi i glija ¢elije koje th okruzuje integrativni sistem (Carmichael,
2006; McCarty, 2009; Saunders i sar., 2008). Vaznost ovog koncepta je istaknuta tek

kada razmisljamo o funkcionalnom oporavku nakon ishemijskog mozdanog udara.
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Smatra se da ovo ima prakti¢ni znacaj u smislu da bi astrociti mogli biti iskoris¢eni za
odredivanje vreme insulta. Naime, nakon ishemijskog infarkta u prva dva dana dolazi
do pojave eozinofilije i do influksa polimorfonukleara, zatim se pojavljuju makrofagi
(iz krvi ili aktivirana lokalna mikroglija) otprilike oko tre¢eg do petot dana infarkta i na
kraju dolazi do proliferacije astrocita (sedam do 10 dana) na ivicama infarkta. Uloga
reaktivne astroglioze u evoluciji ishemi¢nog mozdanog udara nije najjasnija, ali studije
pokazuju da tokom prolazne ishemije reaktivni astrociti pruzaju metabolicku podrsku
neuronima, a da ispad ove funkcije ustvari doprinosi neuronskoj degeneraciji (Rossi i
sar., 2007; Takano i sar., 2009). Istrazivanja na transgenim miSevima su pokazala da je
nemogucnost formiranja astrocitnog oziljka nakon mozdane ishemije povezana sa
gubitkom barijere na marginama infarkta, Sto rezultira u povecanim Sirenjem
inflamacije i Sirenjem volumena lezije (Li i sar., 2008). Zanimljiv je i podatak da
mozdani udar moze indukovati neurogenezu i to od strane periventrikularnih neuronskih
progenitorskih ¢elija koje eksprimiraju GFAP (Ohab i sar., 2006). Smatra se da
neuroblasti i nezreli neuroni migriraju u region infarkta gde se blisko povezuju sa malim
krvnim sudovima u i oko infarkta. Integritet krvno-mozdane barijere se narusava nakon
povreda CNS ukljucujuéi traumu i Slog. Uloga astrocita u narusavanju ili popravci
krvno-mozdane barijere nije do kraja razjasnjena, ali je nakon studija na transgenim
miSevima utvrdeno da nepostojanje reaktivne astroglioze spre¢ava popravku krvno-
mozdane barijere (Bush i sar.,1999). Jedna studija je pokazala da transplatacija nezrelih
kortikalnih astrocita moze da inhibira formiranje oziljka u adulthom mozgu pacova, i
pokazalo se da su ovi astrociti imali sposobnost migracije u okolno tkivo CNS-a i
povezivanja sa krvnim sudovima domacina (Smith and Miller, 1991). U naSoj studiji
smo pokazali da je ekspresija GFAP proteina poviSena u korteksu u svim vitamin D
pretretiranim grupama, dok se u hipokampusu ovo poviSenje javlja tek od treCeg dana
reperfuzije. U I/R grupi poviSena ekspresija GFAP proteina je prisutna tek u sedmom
danu, S$to je u saglasnosti sa nalazima drugih, prethodno opisanih istrazivanja. Kako
vidimo vitamin D uti¢e povoljno na ekspresiju GFAP proteina, te moZzemo zakljuciti da
ima protektivan uticaj na preZivljavanje astrocita u uslovima prolazne globalne
ishemije. Takode je moguce da je pretretman vitaminom D doprineo reaktivnosti
astrocita, koji obezbeduju uslove za neuroprotekciju, oporavak i regeneraciju tkiva.

Zanimljivo je ostvrnuti se na podatke o ¢elijama radijalne glije, odnosno neuronalnim
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stem ¢elijama koje eksprimiraju GFAP protein i koje imaju mogucnost da se razviju u
nervne celije i da je mozda jedan deo GFAP ekspresije u nasem istrazivanju porekla

upravo ovih ¢elija.

Celije mikroglije predstavljaju efektorne éelije urodene imunosti CNS-a, koje vode
poreklo od proliferacije lokalnih ¢elija CNS-a, kao i od mijeloidnih progenitora koji su
migrirali u CNS. One se Cesto opisuju kao mirujuce, odnosno razgranate, 1 aktivirane,
Miruju¢a mikroglija ima malo, tamno jedro sa kondenzovanim hromatinom i znatno su
manje od astrocita, a citoplazma im je neupadljiva. Sasvim suprotno od njih, aktivna
mikroglija je proSirena zbog fagocitovanog materijala i podseca na penaste makrofage.
Odgovor na cerebralnu ishemiju je uglavnom posredovan urodenim imunim
mehanizmima od strane lokalnih ¢éelija CNS-a, odnosno mikroglije (Schilling i sar.,
2003). U roku od dva do sedam dana ovo zajedno sa drugim faktorima vodi ka
regrutaciji neutrofila i makrofaga iz cirkulacije (Chu i sar., 2014; Gelderblom i sar.,
2009; Schilling i sar., 2003). Smatra se da u akutnoj fazi mikroglija i makrofagi imaju
najveci uticaj u inflamatornom odgovoru (Benakis i sar., 2014; ladecola i Anrather,
2011a). Na mestu cerebralne ishemije neki aspekti inflamacije doprinose neuroloskom
deficitu i oSte¢enju tkiva, dok drugi mogu biti korisni (Denes i sar., 2011; Kamel i
ladecola, 2012). Sve je vise dokaza koji opisuju mikrogliju i makrofage kao celije
velike plasti€nosti €iji je fenotip pod uticajem okruZenja i fagocitovanog sadrZaja
(Benakis 1 sar., 2014; ElAli 1 LeBlanc, 2016). Mikroglija reaguje brzo na otpustanje
ATP-a na mestu povrede i gusto opkoljava leziju (Davalos i sar., 2005; Hines i sar.,
2009). Iscrpljivanje mikroglije rezultuje u povecanju lezije ili veli¢ine infarkta
(Lalancette-Hebert i sar., 2007; Montero i sar., 2009; Szalay i sar., 2016). Obrnuto,
kontinuirana aktivacija mikroglije i makrofaga dovodi do produkcije citokina i sinteze
ROS koji mogu indukovati sekundarnu povredu i uticati negativno na ishod (Cuartero i
sar., 2015; ladecola i Anrather, 2011a). Nekoliko studija se bavilo karakterizacijom
fenotipa i funkcionalnim udinkom mikroglije i makrofaga u razli¢itim animalnim
modelima cerebralne ishemije 1 pokazano je da je mikroglija smanjena od tre¢eg do
sedmog dana nakon insulta, kao 1 da ove dve grupe ¢elija vrse razli¢ite proinflamatorne
faktore, Sto sugeriSe na moguce razlicitu ulogu koju imaju u cerebralnoj ishemiji.
Pokazana je ekspresija TNF-o u mikrogliji, pogotovo u kasnijem period (tre¢i i sedmi

dan) (Lambertsen i sar., 2009) i u periinfarktnoj zoni, sto se dovodi u vezu sa

111



ograniavanjem lezije i oCuvanjem neurona i glija ¢elija (Bruce i sar., 1996; Clausen i
sar., 2016; Romera i sar., 2004). Ovi naucnici su takode pokazali da je nakon
transplatacije kostane srzi chimera misa mikroglijalni TNF-a imao protektivnu ulogu u
permanentnoj cerebralnoj ishemiji. Takode je pokazano da reaktivni astrociti
eksprimiraju IL-1p i time odrzavaju okvire lezije i spreCavaju Sirenje i infiltraciju
imunih ¢elija u periinfarktnu zonu (Bush et al., 1999). U naSem istrazivanju ekspresija
Ibal markera mikroglije je u uslovima I/R bila smanjena u korteksu u svim prac¢enim
periodima reperfuzije, dok je u hipokampusu ovaj pad ekspresije bio prisutan samo
jedan dan nakon I/R. Povecana ekspresija ovog markera bila je prisuna u vitaminom D
pretretiranim dzerbilima posle tri (hipokampus), odnosno sedam (korteks) dana
reperfuzije. Imunohistohemijskim analizama smo uocilii da su aktivirane Ibal celije bile
prisutne nakon tre¢eg dana ishemije u obe ispitivane strukture. Porast ekspresije i broja
¢elija u vitaminom D pretretiranim grupama, a na osnovu prethodno iznetih saznanja
govori u prilog protektivnog dejstva vitamina D s obzirom da se mikroglija smatra
faktorom koji doprinosi prevazilazenju povrede koje je I/R izazvala (Bruce i sar., 1996;
Clausen i sar., 2016; Romera i sar., 2004). Pored toga sto Ibal moze biti poviSena u
smislu odbrane tkiva, ona takode moze uticati na uklanjanje astrocita, koji su kako smo
videli poviseni u vitaminom D pretretiranim grupama. Ovo je mozda nacin na koji

vitamin D ostvaruje koordinisanu regulacija aktivnosti i prisustva ovih ¢elija u CNS-u.
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6. ZAKLJUCCI

1. Prolazna globalna ishemija mozga dovodi do pojave oksidativhog stresa koji se
manifestuje povecanjem nivoa MDA i Oz, smanjenjem nivoa GSH i SH grupa kao i
promenama u aktivnosti enzima antioksidativne zastite u obe ispitivane strukture mozga
dzerbila. Promene su najizrazenije posle prvog dana repefuzije. U korteksu se smanjuju
posle tri dana i uglavnom vracaju na vrednosti u kontrolnoj grupi nakon sedam dana
reperfuzije. U hipokampusu se takode posle tri dana zapaza tendencija normalizacije
pokazatelja oksidativnog stresa, ali se sedmog dana zapaza ponovni porast koncentracije
MDA.

2. Pretretman vitaminom D tokom sedam dana pre izlaganja dzerbila prolaznoj
globalnoj ishemiji mozga uticao je na smanjenje oksidativnog stresa u korteksu i
hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja. U grupama Zzivotinja koje su tretirane
vitaminom D pre I/R nivoi MDA i Oz~ su bili zna¢najno nizi u odnosu na odgovarajuce
I/R grupe u svim pra¢enim periodima reperfuzije, aktivnost enzima antioksidativne

odbrane uglavnom bila povecana u obe strukture tokom reperfuzije.

3. Prolazna globalna ishemija mozga izazvala je promene u ekspresiji NOX2 i NOX4.
NajizraZenija je bila promena u ekspresiji gp91°P"®™ koja je bila povecéana u korteksu u
svim ispitivanim periodima reperfuzije, a u hipokampusu u prvom i sedmom danu.
Ostale subjedinice NOX2 (p22P"® p47 P j p67P") su odreagovale strukturno
specificno u odnosu na duZzinu trajanja reperfuzije. Ekspresija NOX4 je bila povecana

samo u korteksu i to u trecem danu reperfuzije.

4. Vitamin D je uticao na normalizaciju ekspresije NOX2 (gp91°"®) koja je u korteksu
posle prvog dana reperfuzije bila u nivou vrednosti u kontroli dok je posle tri i sedam
dana bila znaCajno niZza nego u odgovaraju¢im I/R grupama iako joS§ uvek viSa nego u
kontrolnoj grupi. U hipokampusu je vitamin D uticao na vracanje ekspresije ove
subjedinice  NOX2 na vrednosti u kontroli u svim praéenim periodima
reperfuzije.Vitamin D je, kao i sam proces I/R, pokazao razliCit uticaj na ekspresiju

drugih subjedinica NOX2 1 nije uticao na zapazene promene ekspresije NOX4.
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5. Prolazna globalna ishemija i reperfuzija su bile pra¢ene znacajnim intenziviranjem
procesa apoptoze samo u korteksu i to posle tri dana reperfuzije. Znacajno povecanje
autofagije bilo je prisutno u obe ispitivane strukture u svim periodima reperfuzije ali je

ovaj proces bio najintenzivniji posle tri dana.

6. Pretretman vitaminom D tokom sedam dana pre izlaganja dzerbila prolaznoj

globalnoj ishemiji mozga nije pokazao uticaj na pojavu procesa apoptoze i autofagije.

7. Prolazna globalna ishemija i reperfuzija izazvale su smanjenje broja neurona u
korteksu i hipokampusu nakon tre¢eg dana reperfuzije koje je bilo manifestno i nakon
sedam dana. Ekspresija PV i broj PV+ ¢elija su bili smanjeni posle jednog i sedam dana
reperfuzije, ali je ekspresija PV bila povecana posle tri dana. Ekspresija GFAP proteina
1 broj GFAP+ ¢elija su bili povecani u obe ispitivane strukture posle sedam dana, dok su
ekspresija Ibal bila smanjena u svim periodima reperfuzije. Medutim, analiza
morfologije Iba+ celija pokazala je da su posle tri i sedam dana reperfuzje ove celije

poprimile ameboidni oblik ukazujué¢i na njihovu aktivaciju.

8. Pretretman vitaminom D tokom sedam dana pre izlaganja dzerbila prolaznoj
globalnoj ishemiji mozga je spre¢io Smanjenje broja neurona tre¢eg dana, ali je broj
ovih ¢elija nakon sedam dana reperfuzije bio znacajno nizi u odnosu na kontrolnu
grupu. Vitamin D je delovao protektivno na PV+ ¢elije na strukturno specifi¢an nacin.
Vitamin D je pokazao uticaj na proliferaciju astrocita u korteksu posle tri dana, a u
hipokampusu ve¢ posle prvog dana reperfuzije. Vitamin D je uticao na povecanu
ekspresiju markera mikroglije posle sedam dana reperfuzije u korteksu, odnosno tri

dana reperfuzije u hipokampusu.

9. Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da je suplementacija vitaminom D od znacaja za
smanjenje oSteCenja mozga koje pokrecu procesi ishemije 1 reperfuzije. Neophodna su
dalja istrazivanja u kojima bi se ispitali efekti suplementacije pre ishemije, ali i
terapijskog davanja vitamina D po nastaloj ishemiji u uslovima hipovitaminoze

vitamina D.
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