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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji



- Trends in Molecular Biology

Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Neuroprotektivni potencijal progesterona
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Apstrakt

Poremecena mozdana cirkulacija, koja je karakteristi¢na za starenje i mnoga cerebrovaskularna i/ili
neurodegenerativna oboljenja, povezuje se sa prooksidativnim i proapoptotskim promenama mnogo-
brojnih biomolekula, uklju¢ujudi lipide, proteine i DNK, i narusavanjem strukture i funkcije celija pre¢eone
mozdane kore (PFC) i hipokampusa (HIPP). Do sada je testiran efekat brojnih jedinjenja da bi se ublazile
posledice narusenog protoka krvi kroz mozdano tkivo, ali adekvatna terapija jo$ uvek nije dostupna. Ipak,
kao jedan od mogucih terapeutika, izdvaja se steroidni hormon, progesteron (pregn-4-en-3,20-dion, P4),
za kojeg je pokazano da ispoljava zastitne efekte u mnogim Zivotinjskim eksperimentalnim modelima ko-
jima se oponasaju pojedini aspekti poremecaja strukture i funkcije mozdanih celija primeceni kod starijih
ljudiiobolelih od cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti. Stoga, fokus ovog rada je pruzanje
mogucnosti boljeg razumevanja molekulskih mehanizama delovanja P4 u mozgu u fizioloskom stanju,
kao i terapijskog potencijala koji iskazuje u animalnim modelima cerebrovaskularnih i neurodegenerati-
vnih bolesti, sa posebnim osvrtom na trajnu mozdanu hipoperfuziju (MH) gde pokazuje regionalno-spe-
cifi¢cno dejstvo. lako se P4, za sada, u humanoj populaciji pokazao kao neadekvatan terapeutik u le¢enju
patoloskog stanja povezanog sa poremec¢enom mozdanom cirkulacijom, dodatne klini¢ke studije bi obe-
zbedile saznanja o efektu ovog potentnog neurosteroida kod obolelih od drugih cerebrovaskularnih i/ili
neurodegenerativnih bolesti, dok bi u slu¢aju ohrabrujucih rezultata, P4 terapija mogla znatno olak3ati
kvalitet Zivota obolelih.

Kljucne reci: progesteron, cerebrovaskularne i neurodegenerativne bolesti, mozdana hipoperfuzija,
protektivan regionalno-specifican odgovor, pacov



Neuroprotective progesterone potential
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Abstract

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Disturbed cerebral circulation, characteristic for aging and many cerebrovascular and/or neurodege-
nerative diseases, is associated with prooxidative and proapoptotic changes of various biomolecules, in-
cluding lipids, proteins and DNA, and with compromised cell structure and function in prefrontal cortex
(PFC) and hippocampus (HIPP). Numerous compounds, until today, have been tested to alleviate the out-
comes of impaired blood flow through brain tissue, but adequate therapy is not yet available. However, one
of the possible therapeutics is singled out, the steroid hormone, progesterone (pregn-4-en-3,20-dione,
P4), which has been shown to exert protective effects in many animal experimental models that mimic cer-
tain aspects of brain structural and functional changes observed in the elderly and those suffering from
cerebrovascular and/or neurodegenerative diseases. Therefore, this paper is focused on providing a be-
tter understanding of physiological P4-mediated brain molecular mechanisms, as well as its therapeutic
potential in animal models of cerebrovascular and neurodegenerative diseases with the emphasis on per-
manent cerebral hypoperfusion (CH) where the regional-specific response is observed. Although P4 is
shown as inadequate for treating a pathological condition associated with disturbed cerebral circulation,
additional clinical studies would provide insights into the potential therapeutic capacity of this potent ne-
urosteroid in other cerebrovascular and/or neurodegenerative diseases and conditions. In the case of en-
couraging results, P4 therapy could significantly improve the quality of patients'life.

Keywords: progesterone, cerebrovascular and neurodegenerative diseases, cerebral hypoperfusion,
protective regional-specific response, rat
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Proteklih decenija, pored naglog porasta broja stanovnika i postepenog povecanja njihovog prose¢nog
Zivotnog veka, dramati¢no se povecao i broj obolelih od bolesti koje su povezane sa starenjem, poput ne-
urodegenerativnih, cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti. Bolesti centralnog nervnog sistema (CNS)
drugi su vodeci uzrok smrti u svetu, ali i jedan od glavnih uzroka invaliditeta. Ovu veliku skupinu bolesti sa
razli¢itim simptomima odlikuje progresivna smrt neurona u razli¢itim regionima CNS, ukljucujudi pre¢eonu
mozdanu koru (lat. cortex praefrontalis, PFC), limbicku strukturu- hipokampus (lat. hippocampus, HIPP) i
druge; koja je pracena neuroloskom disfunkcijom i odgovorna za gubitak kognitivnih i/ili motornih funkcija.
Osim neurona, bolesti CNS karakterisu i strukturne i funkcionalne promene glijalnih ¢elija, ali i onih celija koje
izgraduju neurovaskularnu jedinicu, kao sto su endotelne Celije [1]. Upravo, najé¢eS¢e u humanoj populaciji
su one bolesti kod kojih je neurodegeneracija jedna od osnovnih karakteristika, poput Alchajmerove bole-
sti (AB), Parkinsonove bolesti (PB) i amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS) [2]. Osim njih, i druge bolesti u ¢ijoj
su osnovi primarno demijelinizacija, ishemija i/ili trauma koje dovede do gubitka neurona mogu biti ne-
urodegenerativne. Kao sekundarne neurodegenerativne bolesti navode se multipla skleroza (MS), mozdani
udar i traumatske povrede mozga (TPM) [1].

Bolesti CNS, izmedu ostalog, mogu nastati usled smanjenja protoka krvi kroz mozak (mozdane hipo-
perfuzije, MH) koja uzrokuje ishemiju, odnosno, nedovoljnu snabdevenost mozdanog tkiva kiseonikom i
hranljivim materijama. Ova patoloska stanja javljaju se zbog nemogucénosti srca da ispumpa dovoljno krvi
u mozak usled zacepljenja (eng. occlusion) i patoloskog suZenja (lat. stenosis) krvnih sudova, nepravilnog
rada srca, trajnog niskog pritiska kao posledice sr¢anog udara ili urodenih sr¢anih mana, hirurskih inter-
vencija i velikog gubitka krvi, upotrebe lekova i narkotika, kao i zbog razlicitih oboljenja, i drugog [3].

lako su do danas predloZeni brojni mehanizmi njihovog nastanka i progresije, adekvatna terapija kojom
bi se postigao potpuni oporavak od ovih tipova bolesti jos uvek ne postoji, ali postoje brojne terapije kojima
se samo usporavaju degenerativni procesi. Stoga, ove bolesti predstavljaju veliki socioekonomski teret za
drZave, ne samo zbog predupredenja njihovog nastanka i/ili progesije, pokusaja poboljsanja kvaliteta Zi-
vota samih obolelih, opterecenja ¢lanova njihovih porodica, vec i uticaja broja pacijenata na ekonomijuina
vec preoptereceni zdravstveni sistem [4].

Cerebrovaskularni, neurodegerativni poremecaji, oksidativni stres i apoptoza

Mozak je jedan od najslozenijih organa u telu, sa visokim metaboli¢kim zahtevima i sposobnos¢u inte-
gracije i regulacije brojnih signala radi odrZzavanja homeostaze tela. lako je za njegovo normalno funkcio-
nisanje potrebna velika koli¢ina energije, mozak ima smanjenu sposobnost njenog skladiStenja, mada se,
putem krvi, zadovoljavaju visoke energetske potrebe konstantnim snabdevanjem mozdanog tkiva kiseo-
nikom i supstratima, odnosno glukozom [5]. Upravo, to se omogucava fino regulisanom neurovaskularnom
spregom, odnosno medusobnom komunikacijom neurona, glijalnih ¢elija i krvnih sudova koji kontrolisu
protok krvi kroz mozdano tkivo [6], transport neophodnih molekula, uklanjanje ksenobiotickih ili neuroto-
ksi¢nih komponenti, i drugo [1,4,7]. Literaturni podaci ukazuju da u mnogim patofizioloskim, ali i u fiziolo-
Skim stanjima, ukljucujuc¢i mozdani udar, AB, VaD (vaskularna demencija), ALS, i TPM, kao i starenje, pre
pojave klinickih simptoma ili neurodegenerativnih znakova ovih stanja, prethodi smanjen i/ili potpuno pre-
kinut protok krvi kroz mozdano tkivo, i narusavanje fine mikrovaskulature mozga [1,4].

Mozdani udar je neurodegenerativno oboljenje koje nastaje prekidom dotoka krvi u pojedine regione
mozga. Uznemirujuci su podaci epidemioloskih studija koje su sprovedene u poslednjih nekoliko godina koji
ukazuju na sve veci broj mozdanih udara kod mladih [8] usled lo3ih zivotnih navika, stresa, i drugo. Do danas



je opisano nekoliko podtipova mozdanog udara, poput ishemijskog mozdanog udara koji se javlja u oko 80-
85% svih slucajeva i nastaje usled zacepljenja krvnih sudova odredenog dela mozga usled troboze, embo-
lije, sistemske hipoperfuzije, i drugo; hemoragijskog mozdanog udara ili intrakranijalne hemoragije
(krvarenja) koji se javlja u 15% slucajeva i podrazumeva nakupljanje krvi unutar lobanje; dok je 5% slucajeva
nepoznate etiologije [9].

Fokalna moZdana ishemija nastaje usled okluzije cerebralne arterije ¢ime se smanjuje protok krvi kroz
pojedine regione mozga, a Celijski odgovor se razlikuje izmedu: ishemijskog jezgra, regiona u kome se ja-
vlja teska ishemija, u kom su celije izloZene nedovoljnoj koli¢ini kiseonika, ATP i glukoze, usled ¢ega se ne-
povratno ostecuju i umiru nekrozom; i penumbre (senke), regiona u kom su Celije metabolicki aktivne i koje
se mogu oporaviti ako se ponovo uspostavi cirkulacija, a u kom celije pretezno umiru apoptozom [3]. Lite-
raturni podaci ukazuju da su angiogeneza i remodeliranje tkiva nakon mozdanog udara zastupljeni u re-
gionima penumbre, $to ove regione stavlja u centar paznje za terapijsku primenu [10]. S druge strane,
globalnu mozdanu ishemiju odlikuje smanjeni protok krvi kroz ceo mozak ili odredeni region mozga (ne-
potpuna mozdana ishemija) ili potpuni prekid (potpuna mozdana ishemija). U ovom tipu povrede, u zavi-
snosti od duzine trajanja ishemijske epizode, razlikuju se: privremena u kojoj je delimi¢no ili potpuno
smanjenje mozdane cirkulacije vremenski ograni¢eno, $to moze nastati usled sr¢anog zastoja, gusenja i
Soka, i uzrokovati znatne neuroloske poremecaje, ¢ak i smrt; i trajna koju odlikuje dugotrajno umereno sma-
njenje protoka krvi kroz mozdano tkivo usled arterio-venoznih ostecenja, zacepljenja ili suzavanja karoti-
dnih arterija. Treba istaci da se nastanak i progresija ovog tipa povrede mozga, kao i efekti potencijalnih
terapeutika intenzivno proucavaju na animalnim modelima, ukljuc¢ujuci podvezivanje jednog krvnog suda
(eng. one vessel occlusion, 1VO), dva (2V0), tri (3VO) i 4 (4VO) [3].

Alchajmerova bolest (AB), naj¢esci vid demencije, se manifestuje postepenim opadanjem kognitivnih
funkcija usled karakteristicnog taloZenja vancelijskih proteinskih agregata amiloida-p (AB), formiranja se-
nilnih plakova i unutarcelijskih neurofibrilarnih klubadi sa fosforilisanim Tau proteinom u parenhimu mozga.
Najces¢i faktori rizika za pojavu i progresiju AB su starost [11], genetska predispozicija, kao 5to je nasledivanje
APOE4 gena [12], dijabetes melitus, i drugo [13-16]. Medutim, sve su brojniji dokazi da se u osnovi AB na-
laze i poremecdaji i/ili disfunkcija mikrovaskulature [17,18] usled taloZenja A koji mogu biti uzrok smanje-
nja prokrvljenosti mozdanog tkiva, promocije ishemijskih oStecenja, koja su pracena vaskularnom i
neuronskom degeneracijom i kognitivnim opadanjem [19]. Osim toga, uoc¢eno je da hroni¢na MH i aku-
mulacija AR mogu podstadi angiogenezu ostecenih Celija i doprineti pojavi dodatnih disfunkcionalnih mi-
krosudova [20].

Vaskularna demencija (VaD) ili bolest malih sudova je drugi naj¢es¢i tip demencija nakon AB. Ova ne-
urodegenerativna, cerebrovaskularna bolest nastaje zbog opadanja protoka krvi kroz pojedine regione
mozga, smanjenog prenosa kiseonika ili hranljivih materija usled ostecenja mikrovaskulature mozga koja
uzrokuju povredu mozdanog tkiva, kognitivna ostecenja i demenciju [21], s tim da stepen disfunkcije zavisi
od mesta, broja i veli¢ine povrede mozga [4].

Amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu (ALS) odlikuje progresivna degeneracija motornih neurona u mozgu
i kicmenoj mozdini, koji izazivaju atrofiju misica, paralizu i smrt. Ta¢an uzrok ALS je i dalje nepoznat, iako u
vecini slucajeva nastaje sporadi¢no, samo oko 15% slucajeva ima genetsku osnovu, ukljucujuéi promene
na vise od 20 gena, poput mutacija gena za superoksid dismutazu (SOD), TAR DNK-vezujudi protein 43
(TARDBP), i druge [22]. Osim toga, kao moguci uzrok nastanka i progresije ALS navodi se i narusavanje fun-
kcije i strukture neurovaskularnih jedinica [23] odgovornih za vaskularnu hipoperfuziju/disregulaciju koja
se javlja pre degeneracije motornih neurona ili atrofije razli¢itih mozdanih struktura [4].
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Mozdane lezije koje nastaju direktnim ili indirektnim stimulusima mehanicke prirode, a koje izazivaju po-
remecaje normalne strukture i funkcije mozga su karakteristi¢ne za traumatsku povredu mozga (TPM) [24].
Brojni su dokazi kojima se TPM povezuje sa promenama cerebrovaskularne funkcije, smanjenjem protoka krvi
kroz mozak, remecenjem strukture i funkcije neurovaskularne jedinice, vaskularnom malformacijom, remece-
njem autoregulacije, usled subarahnoidnog krvarenja, vazospazma, edema, poremecaja krvno-mozdane bari-
jere (KMB) i neurodegeneracijom [24]. Za ovaj tip mozdane povrede karakteristican je primarni, akutni dogadaj
koji je ¢esto prac¢en kaskadama sekundarnih povreda koji traju i po nekoliko meseciiili ¢ak godina, i uklju¢uju glu-
tamatergicku ekscitotoksi¢nost, Ca*" preopterecenje i vaskularnu disfunkciju [25-271.

Starenje je jedan od vodecih faktora rizika za pojavu i progresiju bolesti CNS [28], s obzirom na to da je di-
rektno ili indirektno povezano sa narusavanjem strukture i funkcije KMB [29], smanjenjem protoka krvi kroz
mozdane strukture [30,31], ali i nekoliko tipova promena krvnih sudova mozga, kao 5to su smanjena elasti-
¢nost, povecano cerebrovaskularno remodelovanje i kalcifikacija i krutost cerebrovaskularnog zida [32,33]. Na
molekulskom nivou starost utice na angiogenezu i endotelnu disfunkciju [17,34,35], remetedi razliCite signalne
puteve, inicirajudii pospesujuci neuroupalne procese, oksidativni stres (OS), ¢elijsku smrt tipa apoptoze, i drugo
[32]. Trenutno je jedno od najpouzdanijih i najprihvatljivijih objadnjenja za mehanisti¢ku osnovu starenja, ali i
pojavu i progresiju neurodegenerativnih bolesti,slobodno-radikalska teorija starenja” koja postulira da je ono,
i bolesti povezane sa njim, posledica ostecenja ¢elijskih molekula izazvanih slobodnim radikalima i nemogu¢-
noscu uravnotezenja ovih promena unutrasnjom antioksidativnom (AQ) zastitom [36].

Jedan od glavnih pokazatelja nastanka i progresije razli¢itih patoloskih procesa, OS, nastaje usled pre-
komerne proizvodnje i/ili neadekvatnog uklanjanja visoko reaktivnih jedinjenja, slobodnih radikala, koji
promovisu strukturne i funkcionalne promene biomolekula, poput lipida, proteina i DNK. Naj¢esce promene
su peroksidacija lipida (LPO), fragmentacija proteina, genotoksi¢nost, depolarizacija mitohondrija i apoptoza
koja posledi¢no izaziva ozbiljna ostecenja tkiva i organa, ukljucujuci i mozak [37-39]. Treba istaci da slobo-
LR dni radikali nisu odlika samo patoloskih stanja, ve¢ da neprestano nastaju u svim ¢elijama u reakcijama oksi-
dativne fosforilacije u mitohondrijama [40,41] kao rezultat normalnog celijskog metabolizma i da u niskim
koncentracijama ucestvuju u fizioloskim procesima. Medutim, u visokim koncentracijama su Stetni i izazi-
vaju promene na celijskim komponentama. Jedan od najces¢e proucavanih slobodnih radikala, pored su-
peroksidnog anjona (O,"), hidroksil radikala (‘OH) i vodonik peroksida (H505), je i azot oksid (NO), gas
rastvorljiv u vodi, bez mirisa, sa prose¢nim polu-zivotom 3- 5 sek, koji se brzo oksiduje u nitrite i nitrate [42].
NO ima dualnu prirodu, moze delovati kao signalni molekul i imati vaznu ulogu u regulaciji protoka krvi,
sprecavati lepljenje trombocita, delovati kao neurotransmiter i doprinositi primarnoj imunoj zastiti [43], ali
i usled direktnog stupanja u interakciju sa razli¢itim grupama na proteinima formirati peroksinitrit (ONOO"),
jak oksidant i medijator povrede tkiva, koji moze imati toksi¢an efekat i izazvati apoptozu [44-47]. Kod si-
sara, NO nastaje radom tri izoforme enzima NO sintaze (NOS):
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- nervne (NNOS) uklju¢ene u modulisanje fizioloskih funkcija, kao $to su ucenje, pamdcenje, neurogeneza,
¢ija je prekomerna aktivnost povezana sa smréu neurona preko receptora osetljivih na N-metil-D-
aspartat;

« inducibilne (iNOS) ¢ija sinteza moze biti pokrenuta bakterijskim lipopolisaharidom, citokinima i dru-
gim agensima;

« endotelne (eNOS) koja ucestvuje u oc¢uvanju prosirenosti krvnih sudova, kontroli krvnog pritiska i ima
antiskleroti¢ne efekte.

Celije su razvile nekoliko odbrambenih mehanizama odgovornih za regulaciju nivoa ekspresije gena i ak-
tivnosti citoprotektivnih enzima u cilju uklanjanja slobodnih radikala i smanjenja njihovih Stetni efekata [48,49].




Komponente AO zastite su jedinjenja/molekuli kojima se zna¢ajno smanjuje, onemogucava i neutralise
oksidacija supstrata odnosno biomolekula, a mogu ucestvovati i u popravljanju ostecenja nastalih delova-
njem slobodnih radikala. Prema prirodi antioksidanti se mogu svrstati u: enzimske (primarna linija odbrane)
odgovorne za razlaganje i uklanjanje slobodnih radikala, poput: SOD, katalaze (CAT), glutation peroksidaze
(GPx), glutation-reduktaze (GR) i glutation S-transferaze (GST) [50]; i ne-enzimske (sekundarna linija odbrane),
kao $to su vitamini A, Ci E, glutation (GSH), koenzim Q, i drugi [51].

Literaturni podaci ukazuju da pomeranje fino regulisane ravnoteze izmedu pro- i antioksidanata u
pravcu prooksidanata, i pojava i progresija oksidativnog/nitrozativnog stresa (OS/NS) [52], praceni pokre-
tanjem apoptotske signalne kaskade, doprinose razvoju mnogobrojnih patoloskih stanja [53], ukljucujudi i
prethodno navedene bolesti CNS. Apoptoza ili ,programirana ¢elijska smrt” je energetski zavisan i strogo
kontrolisan proces, pokrenut na dva nacina, spoljasnjim stimulusima (vezivanjem liganda za receptore smrti)
i unutrasnjim (mitohondrijski put, odnosno,Bcl-2" kontrolisani put, pokrece se unutarcelijskim signalima po-
sredstvom Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) familije proteina koji mogu biti proapoptotski (Bax, eng. Bcl-2 asso-
ciated X protein) i antiapoptotski (Bcl-2) [54]. Ipak, bez obzira na poreklo signala, ova dva puta se ukrstaju na
nivou proteolitickih enzima, kaspaza (eng. cysteine asparty specifics proteases) [53]. Kaspaza 3 je jedan od naj-
vise proucavanih proteina ove familije, okarakterisana kao najznacajnija egzekutorska kaspaza koja uvodi
u Celiju ,tacku bez povratka“, odnosno u apoptotsku smrt [53], jer seCe strukturne i signalne proteine, regu-
latore replikacije, transkripcije i translacije, regulatore apoptoze, i mnoge druge. Se¢enjem se mogu aktivi-
(eng. poly(ADP-ribose) polymerase 1) [53], jedarni enzim koji ima ulogu u reparaciji ostec¢ene DNK, transkripciji,
vazokonstrikciji, regulisanju astrocitne i mikroglijalne funkcije, dugotrajnoj memoriji i starenju [55]. Osim
toga, u regulaciji brojnih funkcija mozga ucestvuje jo$ jedan molekul sa dualnom funkcijom - Erk1/2
(Erk44/42 kDa) koji se nakon aktivacije premesta u jedro i aktivira veliki broj transkripcionih faktora ili ostaje
u citosolu gde regulisu druge ¢elijske procese [56]. Dodatno, preZivljavanje celija je regulisano i protein-
skom kinazom B (Akt) Ciji je signalni put prepoznat kao jedan od najkriti¢nijih u regulaciji prezivljavanja ce-
lija, jer njegova aktivacija obezbeduje ¢elijama signal za prezivljavanje koji je neophodan da se odupru
proapoptotskim stimulusima [57].

Pored mnogobrojnih studija koje su se prevashodno bavile prou¢avanjem uzroka nastanka i progresije
cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti, poslednjih nekoliko decenija, u istraZivanjima dizajni-
ranja efikasnih terapija za ove bolesti, osim efekata na neurone, proucavaju se i efekti na ne-neuronske ce-
lije. Opravdanost istrazivanja uloge glijalnih ¢elija, endotelnih ¢elija i drugih, zasniva se na ¢injenici da su ove
Celije uklju¢ene u sloZzenu patogenezu bolesti i da su klju¢ne u neurodegenerativnim, ali i neuroprotekti-
vnim procesima. Treba istaci da su do sada testirana brojna jedinjenja kojima bi se direktnim i/ili indirektnim
delovanjem na prethodno spomenute Celije ublazile posledice bolesti CNS, ali adekvatna terapija jos uvek
nije dostupna. Ipak, kao potencijalni terapeutici izdvajaju se steroidni hormoni, ukljucujuci progesteron (P4,
pregn-4-en-3,20-dion), za koje postoje indikacije da reguliSu brojne procese u CNS, od njegovog razvoja,
preko neurodegeneracije pa do neuroprotekcije.

Steroidni hormoni

Steroidni hormoni su signalni molekuli koji nastaju iz holesterola i uklju¢eni su u pravilan razvoj i fu-
nkcionisanje organizma, odgovor na stres, rad mozga i drugih organa, kao i na razli¢ite metabolicke procese.
Klasi¢na podela ovih jedinjenja je na: hormone kore nadbubrezne Zlezde (kortikosteroidi) u koje se svrsta-
vaju- kortizol/kortikosteron (glukokortikoidi) i aldosteron (mineralokortikoidi); i polne hormone medu ko-
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jima se razlikuju muski, odnosno, androgeni (testosteron i dihidrotestosteron/androsteron) i Zenski (estro-
geni i progestini/progestogeni). Treba istaci da steroidni hormoni, ali i njihovi metaboliti i sintetski analozi,
u fizioloskim i patofizioloskim stanjima imaju sposobnost da modulisu razlicite signalne kaskade, i da na taj
nacin kontrolisu sudbinu celija [58-69]. Stoga, se Siroko primenjuju u tretmanima mnogih bolesti, poput
MS, edema mozga nastalog usled tumora, autoimunih i upalnih promena, i drugih [67,68].

Polni hormoni

Rezultati mnogih studija su pokazali da su polni hormoni, pored toga $to regulisu polni razvoj i sazre-
vanje organizma, kao i normalno i polno-zavisno organizovanje mozga i ponasanje koje je posredovano hi-
potalamo-hipofizno-gonadnom osom, neophodni za prezivljavanje neurona [70]. Naime, ove derivate
sterola prevashodno sintetisu i lu¢e gonade i nadbubrezne Zlezde, ali mogu nastati i u mozgu de novo sin-
tezom, te se nazivaju i neurosteroidi. Svoje dejstvo ostvaruju u vise regiona CNS tokom normalnog razvica
i starenja, dok je njihov poremecen nivo u pojedinim regionima uocen kod obolelih od neurodegenerati-
vnih oboljenja [70]. Kod starijih osoba njihov nizak nivo dovodi se u vezu sa smanjenjem neurogeneze, na-
rocito u HIPP [70]. Kao posledica uo¢ava se smanjenje sposobnosti pamcenja koje je zavisno od godina, ali
i poteskoce u izvrsavanju pojedinih funkcija [70]. Primecéeno je da se, u razli¢itim poremecajima CNS, pro-
tektivna svojstva mogu pripisati kako polnim hormonima, njihovim metabolitima, sintetskim analozima,
tako i njihovim prekursorima. Tako na primer, uo¢eno je da testosteron podsti¢e neurogenezu, razvoj ne-
urona u HIPP, deluje antioksidativno i antiapoptotski, dok smanjenje njegovog nivoa kod osoba muskog
pola moze uzrokovati poremecaje poput AB, gde je njegov nivo direktno u korelaciji sa nivom proteina Ap
[68]. Primena derivata testosterona, estrogena, takode ima protektivnu ulogu u modelima mozdanog udara,
MH nastale trajnim podvezivanjem obe zajednicke karotidne arterije ili srediSnje mozdane arterije pacova
(eng. middle cerebral artery occlusion, MCAO), i subarahnoidne hemoragije, gde smanjuje obim ¢elijske
smrti suprimiranjem aktivacije apoptotskih puteva i poveéanjem ekspresije gena uklju¢enih u prezivljava-
nje celija [62,63,68]. Literaturni podaci ukazuju da dehidroepiandrosteron (DHEA), prekursor testosterona,
ali i estrogena, deluje zastitno u razli¢itim eksperimentalnim modelima neurodegenerativnhh poremecaja,
poput ishemije, TPM, povrede ki¢cmene mozdine, prolazne ishemijske povrede mozga, i drugih [64,65,70],
dok pregnenolon, osim 5to je prekursor drugih hormona poput P4, deluje i kao protivupalni molekul koji odr-
Zava imunolosku homeostazu u razli¢itim upalnim stanjima. Pokazano je da pregnenolon i njegovi meta-
boli¢ki derivati ostvaruju blagotvorne ucinke na mozak, ukljucujuéi poboljsanje pamcenja i ucenja i
modulaciju kognitivnih funkcija. Smanjen nivo pregnenolona je uocen kod neuroupalnih bolesti, poput AB,
MS, Sizofrenije, depresije, autizma, $to naglasava njegovu ulogu u neuroprotekciji i neuroregeneraciji [69].

Krajem '80-tih godina proslog veka, proucavajuci oporavak pacijenata nakon TPM, istrazivaci okupljeni
oko dr Donalda Stajna su primetili da se Zene oporavljaju uspesnije u odnosu na pacijente muskog pola, isti-
¢uci hormonsku osnovu ovakvog odgovora kao potencijalni razlog. Serije eksperimenata sprovedenih na pa-
covima, potvrdile su pretpostavku da se, nakon identi¢nih povreda, Zenke pacova oporavljaju efikasnije u
odnosu na muzjake, kao i da stepen oporavka zavisi od faze estrusnog ciklusa u kojoj se zZivotinja nalazi.
Tako, zenke u proestrusu (fazi ciklusa u kojoj je nivo estrogena povisen, a nivo P4 snizen) razvijaju znacajno
manje ostecenje mozga, dok lazno-trudne Zenke (kod kojih je nivo P4 visok) nisu pokazivale ostec¢enja
mozga u odnosu na kontrolne, muske jedinke. Uo¢eno potencijalno neuroprotektivno dejstvo steroid-
nog/polnog hormona P4 u ovom model sistemu je kasnije podstaklo mnoge istrazivace da podrobnije ispi-
taju njegovu ulogu u drugim modelima razli¢itih bolesti CNS, ali i da primene ovaj potencijalni terapeutik
u klini¢kim ispitivanjima [71]. Dodatnu moguénost za neuroprotekciju pruzaju i neuroaktivni metaboliti P4



u koje se on moze konvertovati: 5a-dihidroprogesteron (5a-DHPROG) i 3a,5a-tetrahidroprogesteron (3a-
5a-THPROG, alopregnanolon, ALO) koji, takode, ostvaruju specifi¢cne efekte u mozgu [67].

Progesteron

lako nazvani po ulozi u odrzavanju trudnoce (pro-gestacija), progestogeni imaju ulogu i u drugim fa-
zama estrusnog, odnosno, menstrualnog ciklusa. Ovi hormoni obuhvataju kako prirodne, tako i sintetske ¢la-
nove, koji se zajedno sa spolja unetim hormonima ove grupe, uobicajeno, nazivaju progestini [72].

P4 stvaraju jajnici, nadbubrezne Zlezde, kao i placenta tokom trudnode, a skladisti se u masnom tkivu.
U mozgu potice iz mozdanih ¢elija, ¢elija kicmene mozdine i perifernog nervnog sistema, koje ga sintetisu
direktno iz holesterola, ali i iz perifernih tkiva iz kojih se oslobada u krv i tako dospeva do mozga [72]. Naj-
bitnije uloge P4 ukljucuju supresiju seksualnog nagona, odrzavanje trudnoce spre¢avanjem kontrakcija ma-
terice i podsticanjem razvoja Zlezda endometrijuma, ali i alveolarnog razvoja mlecnih zZlezda [72]. Ovaj
potentni steroidni hormon ispoljava pored reproduktivnih i ne-reproduktivna svojstva. Tako na primer, P4
regulise Sirok spektar mozdanih funkcija modulacijom ekspresije gena, regulacijom neurotransmiterske si-
gnalizacije, manifestacijom epigenetske aktivnosti, ali i poja¢avanjem efekata estrogena [70,72].

Zbog svoje lipofilne prirode, lako prolazi kroz membrane ¢elija, a efekte, kod oba pola, ostvaruje preko
specifi¢nih receptora koji su prisutni u regionima mozga, kao sto su HIPP, PFC, ali i u hipotalamusu, srednjem
bademastom jedru, i drugim [73]. Do sada su opisana tri tipa progesteronskih receptora:

« jedarni (klasi¢ni) prisutni u ¢elijama u dve izoforme- PRA (molekulske mase ~ 94 kDa) i PRB (molekul-
ske mase ~ 120 kDa) koje kodira isti gen, ali se prepisuju sa razli¢itih promotora;

« transmembranski (mPR)- specifi¢ni receptori vezani za membranu, ukljuceni u brze ne-genomske akti-
vnosti P4 [73,74], ukljucujudi kontrolu aktivnosti dopaminskog sistema i sistema y-amino buterne ki-
seline (GABA) u mnogim regionima CNS, odnosno kori prednjeg mozga, malom mozgu, repatom jedru,
talamusu, hipofizi i kicmenoj mozdini [75];

« membranski vezani (eng. progesterone receptor membrane component 1, PGRMC1) smesteni uz mem-
brane endoplazmati¢nog retikuluma i Goldzi aparata, i uklju¢eni u aktivaciju mitogenom aktiviranih
protein kinaza (MAPK) [74].

Molekulski mehanizmi delovanja progesterona

Literaturni podaci ukazuju na dualno delovanje P4: genomsko i ne-genomsko. Genomsko ili klasi¢no de-
lovanje ostvaruje se preko PRA i PRB koje odlikuje sposobnost brzog premestanja iz citosola u jedro. U ne-
vezanom obliku, ovi receptori se nalaze u citosolu u kompleksu sa saperonskim molekulima, poput proteina
toplotnog Soka (eng. heat shock protein, HSP), koji se po vezivanju liganda, odnosno P4, oslobadaju. PR se
potom dimerizuju i premestaju u jedro gde se vezuju za specifi¢na palindromska vezuju¢a mesta na mole-
kulu DNK (eng. progesterone response elements, PRE) u promotorskim regionima gena, $to dalje pokrece
transkripciju [67]. S druge strane, ne-genomski (ili ne-klasi¢ni) nacin delovanja podrazumeva aktivaciju re-
ceptora na celijskoj membrani, citosolnih PR i/ili delovanje putem unutarcelijske kaskade preko sekundar-
nih glasnika. Naime, P4 po vezivanju za mPR, ali i citosolne PR [76] moduliSe nastanak cAMP (cikli¢ni
adenozin monofosfat), inhibira adenil ciklazu, i drugo [77]. Dok se vezivanjem P4 za PGRMC1 pokrece Erk1/2
signalna kaskada koja je odgovorna za oslobadanje neurotrofnog mozdanog faktora (eng. brain derived
neurotrophic factor, BDNF) jednog od klju¢nih posrednika zastitnih osobina P4 [78]. Promene nastale brzom
P4 akcijom, mogu biti jakog intenziteta i dugotrajne [79].
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Terapijski potencijal progesterona u animalnim modelima cerebrovaskularnih
i/ili neurodegenerativnih bolesti

Podaci prikupljani tokom nekoliko decenja istrazivanja ukazuju da primena P4 na visestruke nacine mo-
duliSe ili usporava destruktivne procese u mozgu [80]. Izmedu ostalog, primeceno je da aplikacija P4 sma-
njuje razvoj mozdanog edema, modulise dejstvo inhibitornog neurotransmitera GABA, smanjuje LPO, i
stepen OS, ogranicava oslobadanje upalnih citokina, i smanjuje obim celijske smrti [80].

Oticanje mozdanog tkiva se dovodi u vezu sa visokim mortalitetom, ne samo kod osoba izlozenih TPM,
nego i kod pacijenata koji imaju tumore mozgaili su pretrpeli mozdani udar. U pomenutim stanjima, upalne
reakcije pokrecu dezintegraciju mozdanog tkiva $to uzrokuje edem i dalji gubitak celija. Potrebno je nagla-
siti da se edem javlja u dve faze, vazogenoj i citotoksi¢noj. Vazogeni edem nastaje narusavanjem KMB 3to
omogucava ulazak te¢nosti u parenhim mozga, povecavajuci unutarlobanjski pritisak i uzrokujuci dalji gu-
bitak ¢elija. S druge strane, citotoksi¢na faza edema se javlja usled nakupljanja te¢nosti u neuronima i reak-
tivnim astrocitima narusavajuci strukturu i funkciju ¢elija, uzrokujuci oslobadanje dodatnih toksi¢nih agenasa
u parenhim mozga i ulazak u ciklus sekundarne celijske smrti, uglavnhom nakon TPM. Upravo, P4 redukuje
obe vrste edema u svim prethodno navedenim stanjima. U osnovi ovakvog odgovora, najverovatnije, lezi
sposobnost P4 da poveca nivo GABA [80], inhibira rad Na*/K*-ATPaze, regulise nivo vazopresina, ali i smaniji
nivoe akvaporina 4i9, strukturnih komponenti kanala za vodu u membranama stopala astrocita i mikroglije,
koji deluju kao osmosenzori i kontroliu drenazu te¢nosti u ventrikule mozga [71]. Upravo, smatra se da bi
zbog ovih osobina primena P4 mogla biti efikasna u kontroli katamenijalne epilepsije, stanja uzrokovanog
visokim nivoom estrogena, a koje je primeceno kod nekih osoba tokom odredenih faza menstrualnog ci-
klusa [71].

Slededi nacin na koji P4 ispoljava svoje protektivne osobine je usko vezan sa modulacijom odgovora ce-
lija na OS. Naime, pokazano je da je P4 odgovoran za smanjenje nivoa LPO, spreCavanje stvaranja slobod-
nih radikala i povecanje efikasnosti komponenti AO sistema zastite [81], Sto doprinosi o¢uvanju integriteta
membrane i stabilizaciji KMB. Naime, iako P4 nema karakteristi¢nu strukturu antioksidanta, visoki nivoi hor-
mona su efikasni u smanjenju ostecenja izazvanih slobodnim radikalima, sto je potvrdeno i kod trudnih
zenki pacova [81-84]. Primena P4 na dozno-zavisan nacin smanjuje LPO u razli¢itim in vitro sistemima u ko-
jima se stvaraju slobodni radikali [82,84]. Takode, primena ovog steroida povecava nivoe mitohondrijalnog
GSH, kriticnog hvataca slobodnih radikala [85], odrzava funkciju mitohondrija i smanjuje povecanje nivoa
SOD izazvano povredama [71]. Primeceno je i da P4 dovodi do smanjenja koli¢ine nitrita, SOD i H,O, koje
stvaraju makrofagi kao odgovor na citokine [86], kao i da smanjenje stepena upalnih procesa moze nastati
usled P4-posredovanog snizenja nivoa citokina, aktiviranja i pospesivanja migracije imunskih celija [87-89].
Naime, povrede, poput TPM izazivaju izrazenu upalnu reakciju, s teSkom gliozom uo¢enom u podrucjima
mozga proksimalno i distalno od povrede, sto dalje doprinosi invaziji makrofaga i neutrofila u povredenu
oblast. Smatra se da je jedan od najvaznijih mehanizama koji leZi u osnovi zastitnih svojstava P4, upravo, pre-
vencija ili usporavanje upalnih reakcija izazvanih citokinima, snaznim aktivatorima upalnog procesa, poput
interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), faktora nekroze tumora (TNF), i drugih [80]. Konacno, svi opisani
Stetni procesi, koje ovaj hormon modulise, za rezultat mogu imati smrt celije. Ipak, primena P4 ogranicava
gliozu [88], ali i apoptozu stabililizacijom mitohondrija i inhibicijom aktivnosti proapoptotskih enzima, ali i
aktiviranjem antiapoptotskih signalnih puteva [88,90]. Jedan od nacina na koje deluje je i smanjenje nivoa
kaspaze 3, Bax i Akt, ali i modulacija, odnosno, povecanje ekspresije antiapoptotskih proteina, poput Bcl-2
i Erk [57,60,61,88,90,91]. Buduci da je sposoban da uti¢e na raznovrsne procese u ¢elijama koji su prethodno
opisani, nije za¢udujuce da se P4 pokazao neuroprotektivnim u razli¢itim modelima cerebrovaskularnih i/ili



neurodegenerativnih bolesti, ali i stanja, poput TPM. Tako na primer, eksperimenti na animalnim TPM mo-
delima pokazali su da P4, ali i njegov metabolit ALO, ostvaruju kako kratkoro¢ne, tako i dugorocne efekte,
poput smanjenja oticanja mozga, odrzavanja strukture i funkcije KMB, intrakranijalnog pritiska [92]. Takode,
zapazeno je i da ublazavaju povecanje nivoa upalnih citokina, kao $to su TNF, IL-6 i IL-1 [93], povecavaju
ekspresiju antioksidativnih enzima, uklju¢ujuci i SOD [94], neutralisu prekomerno nastale slobodne radi-
kale, sprecavaju ulazak kalcijuma, pojacavaju angiogenezu i promovisu oporavak neuralne funkcije [95].
Dodatno, Lii saradnici (2012) su pokazali da P4 povecava nivo cirkulisu¢ih endotelnih progenitorskih celija
(EPC) i pospesuje neurovaskularnu popravku kod pacova [96]. Ista grupa autora je u sledecoj studiji poka-
zala da P4, aplikovan u niskoj dozi, preko PRB, za kratko vreme poboljsava prezZivljavanje EPC aktiviranjem
Akt signalnog puta, stimulise formiranje kapilara, adheziju i migraciju EPC ¢ime se povecdava njihova an-
giogena aktivnost [95]. Ovakvi protektivni efekti nakon primene P4 su praceni i znacajnim poboljsanjem
kognicije, generalne funkcionalnosti [97], ukljucujudii poboljsanje lokomotorne aktivnosti i performansina
Morisovom testu vodenog lavirinta [88,90,93], kao i smanjenje anksioznosti [90].

Ucinkovitost P4 je pokazana i u drugim animalnim modelima cerebrovaskularnih povreda mozga, poput
mozdanog udara u kojem P4 odrzava integritet KMB, smanjuje hemoragijsku transformaciju, upalni odgo-
vor, mitohondrijsku disfunkciju i oksidativna ostecenja, kao i apoptozu [67], ali i pospesSuje neurogenezu i
prezivljavanje novostvorenih neurona [67]. Tako na primer, nakon MCAQ, P4 u dozi od 8 mg/kg nakon 48 h
poboljsava prezZivljavanje i motori¢ke funkcije [71,98]. Interesantno, ova neuroprotekcija je primetna bilo
da je tretman primenjen pre ili post ishemijski. P4 apliciran pre MCAQ, ali i njegova postishemijska aplika-
cija uistom modelu izazvanom na drugi nacin, smanjuje veli¢inu lezije i poboljsava funkcionalni oporavak
kod pacova [67,99], dok kod ovarijektomisanih macaka, P4 aplikovan u dozi od 10 mg/kg dnevno, 7 dana
pre i nakon globalne mozdane ishemije ¢uva intengritet i funkciju neurona strijatuma [100,101]. Treba istadi,
da pored P4 u ovom modelu, adekvatnu zastitu moze pruziti i njegov metabolit, ALO, koji, takode, redukuje
veli¢inu lezije, disfunkciju KMB, upalne procese i deficite u ponasanju [67].

Sto se ti¢e zastite u prvim trenucima nakon mozdanog udara, primeceno je kratkotrajno pocetno po-
vecanje nivoa endogenog P4 u mozgu, sto ukazuje da ovaj hormon moze pruziti ranu endogenu zastitu
[67]. Razli¢itim studijama je, pak, pokazano da je optimalna doza za primenu ovog hormona u modelu mo-
zdanog udara 8 mg/kg, kao i da on pruza zastitu ¢ak i kad se primeni 6 h nakon ishemije, 3to bi za potenci-
jalnu primenu kod ljudi ostavilo dosta vremena za aplikaciju. Literaturni podaci ukazuju da je u osnovi,
protektivni odgovor u uslovima nametnute MCAO, PR-posredovan i da endogeni P4, 6 h i 24 h nakon MCAO,
smanjuje veli¢inu lezije i oStecenje motornih funkcija. S druge strane, dodatno unet, egzogeni P4, pruza du-
gotrajniju neuroprotekciju, takode, posredstvom PR [102-104]. Pretpostavlja se da je za ovu protekciju od-
govoran iskljucivo P4, a ne ALO, $to je pokazano na nokaut misevima od kojih su PR, ali i PR*" misevi imali
vece lezije nakon MCAO u odnosu na PR** miseve. Upravo, rezultati ove studije ukazuju da bio-konverzija
P4 u ALO nije mehanizam kojim P4 ispoljava neuroprotektivni efekat, inace bi tretman P4 bio neuroprotek-
tivan i kod PR”- miseva [104]. Takode, pored prisustva PR, za zastitu je neophodan i odgovorajuci nivo PR, s
obzirom da je pokazano da P4 smanjuje veli¢inu lezija kod PR** miSeva, ali ne i kod heterozigota [67].

lako PR predstavlja glavnog posrednika neuroprotektivnih efekata P4 nakon mozdane ishemije, nije
iskljuceno da i dodatni medijatori, kao i ukljucivanje specifi¢nih signalnih puteva moze biti klju¢no za P4-
posredovanu neuroprotekciju. Tako na primer, Cai i saradnici (2008) su pokazali da je aktivacija Src-Erk1/2
kaskade putem PR odgovorna za neuroprotektivne efekte P4 uocene 48 h nakon MCAO [105], dok inhibi-
cija Akt signalnog puta, koji regulie upalne procese i prezivljavanje celija, smanjuje zastitne efekte P4 24 h
nakon MCAO [92].
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Dodatno, pokazano je da P4 kod muzjaka pacova nakon nametanja MH ostvaruje regionalno-specifi-
¢no dejstvo, odnosno uzrokuje donekle razli¢ite efekte na nivou morfoloskih karakteristika ¢elija, obima ce-
lijske smrti, ali i signalne kaskade u PFC i HIPP, $to je pra¢eno poboljsanjem kognitivnih i lokomotornih
sposobnosti muzjaka pacova [60,61]. Naime, primeceno je da u PFC aplikovani hormon umanjuje DNK frag-
mentaciju, uspostavlja pro/antioksidativnu ravnotezu sto je najverovatnije postignuto kompenzatornom
aktivnos¢u enzima CAT, povec¢anjem nivoa protektivnog NO nastalog aktivno3¢u eNOS i smanjenjem obima
LPO [60,61]. Dalje, ovaj polni hormon ublaZzava MH-posredovano smanjenje ekspresije PRA i PRB, modulise
ekspresiju gena i proteina ukljucenih u apoptotske procese, a regulise i Akt/Erk/eNOS/NO signalni put, $to
bi, barem delimi¢no, moglo biti odgovorno za uo¢ene neuroprotektivne efekte P4 u PFC u koris¢enom mo-
delu. Parelelno, u HIPP, P4 ispoljava sposobnost blagog smanjenja intenziteta OS/NS povecanjem aktivno-
sti komponenti AO zastite, poput SOD i GST, i u manjoj meri CAT; ponistava MH-posredovano smanjenje
ekspresije PRA i PRB, modulise ekspresiju gena i proteina uklju¢enih u apoptotske procese i time smanjuje
obim celijske smrti. Interesantno, u ovom mozdanom regionu, P4 ne regulie Akt/Erk/eNOS/NO signalni
put, kao sto to ¢ini u PFC, odnosno, ograni¢ava MH-narusen Akt signalni put, dok NO nastaje, najverovatnije,
delovanjem nNOS [60,61].

Efikasnost P4 tretmana uocena je i u animalnim AB modelima. Tako na primer, tretman Zzenki misa u AB
modelu sa P4 ili sa P4 u kombinaciji sa estradiolom tokom 3 meseca specifi¢cno umanjuje hiperfosforilaciju
Tau proteina i formiranje neurofibrilarnih klubadi [106]. Sli¢ni efekti su detektovani i nakon primene ALO u
istom modelu, odnosno, uoceno je povecanje stope neurogeneze, poboljsanje kognitivnih funkcija i pam-
¢enja, smanjenje upalnih procesa i akumulacije AB [107-110]. S druge strane, prou¢avanje efekata P4 u ani-
malnim PB modelima nije pruzilo smislene i kona¢ne zakljucke o terapeutskom potencijalu P4, s obzirom da
efekti variraju zavisno od doze P4, nacina primene, pola i koris¢enog modela [67]. Nasuprot tome, u ani-
malnim PB modelima, ALO se pokazao kao uspesniji time 3to je uticao na poboljsanje kognitivnih i motori-
¢kih funkcija [67], $to ovaj metabolit izdvaja kao potencijalni terapeutik u le¢enju obolelih od PB.

Nekoliko studija je pokazalo i da tretman P4 stimuliSe sintezu neurotrofnih faktora, kao $to je BDNF, sto
jeizuzetno znacajno kod povreda kicmene mozdine gde je nivo BDNF smanjen za ¢ak 50% [111-113]. Osim
toga, P4 se pokazao i u¢inkovit kod hroni¢nih demijelinizuju¢ih oboljenja, poput ALS i MS [112-116]. Naime,
u animalnom ALS modelu, kod Wobbler miseva koji ispoljavaju degeneraciju motornih neurona, P4 smanjuje
neuropatologiju i povec¢ava mijelinizaciju posredovanu oligodendrocitima [112-114], dok u kuprizonskom
modelu MS, P4 smanjuje degeneraciju oligodendrocita, povecava broj njihovih progenitora, smanjuje astro-
gliozu, demijelinizaciju, neuroloske deficite kod muzjaka miseva [115] i ispoljava protivupalno dejstvo [117].
Kod Zenki miSeva, u istom modelu, P4 i njegov sintetski derivat nestoron, selektivni ligand PR visokog afi-
niteta, pokrecu reparaciju mijelina u mozdanoj kori i Zuljevitom telu (lat. corpus callosum) [116]. Efikasnost
P4, ALO i nestorona, odnosno promijelinizacija, neuroprotektivnii protivupalni efekti, su pokazani i u ekspe-
rimentalnom modelu autoimunog encefalomijelitisa (EAE) [111,118,119].

Klinicka ispitivanja ucinkovitosti progesterona u cerebrovaskularnim
i/ili neurodegenerativnim bolestima

Uprkos visestrukim koristima primene P4 u eksperimentalnim modelima TPM i obecavajuc¢im rezulta-
tima Faze Il klini¢kih ispitivanja, dve Faze lll klini¢kih ispitivanja nisu uspele da dokazu dobrobiti koris¢enja
ovog hormona. Neka od mogucih objasnjenja ovakvog ishoda su velika heterogenost pacijenata koji su
ucestvovali u studijama, u odnosu na pol, godine, stepen ostecenja izazvan TPM, subjektivha merenja i pra-
¢enje pacijenata samo u kra¢em vremenskom periodu [67,120]. Dodatno, pacijenti sa TPM koji su primali P4



imali sui 100 puta vise P4 u plazmi nego pacijenti koji su primili placebo lek, $to moze uticati na zasi¢enost
PR i njihovu dozno-zavisnu aktivaciju- vece doze ovog hormona mogu ne samo zasititi jedarne PR, ve¢ i ak-
tivirati mPR i PGRMC1. Visoke doze, takode, mogu izazvati desenzibilizaciju receptora ili smanjenje njihove
ekspresije, zasi¢enje puteva koji vode do konverzije prekursora u neuroaktivne metabolite ili pokretanje
inaktiviraju¢ih metabolickih puteva, $to moze biti uzrok odsustva pozitivhog odgovora pacijenata sa TMP
na P4 tretmane [67]. Osim toga, rezultati nekoliko sprovedenih meta-analiza su ukazali na nemogu¢nost
smanjenja stope smrtnosti nakon P4 tretmana, dok su druge studije ukazale protektivna dejstva P4 nakon
TPM, ali samo tokom prva 3 meseca od nastanka povrede, ne i nakon 6 meseci [67].

Treba istaci da je u skorije vreme planirano otpocinjanje Faze Il klini¢kih ispitivanja u kojima bi bio istra-
zen potencijal ALO u otklanjanju simptoma depresije, bola i oporavku u nekoliko vremenskih tac¢aka kod pa-
cijenata sa blagim TPM [67].

Zakljucak

P4, potentni steroidni hormon, njegovi neuroaktivni metaboliti, poput ALQ, ali i sintetski analozi, kao $to
je nestoron, ispoljavaju plejotropne zastitne efekte, smanjujuci strukturna i funkcionalna oStecenja mozga
u razli¢itim animalnim modelima cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti, delujuéi ne samo na
neurone, vec i na glijalne i endotelne celije, i druge. lako se u klini¢kim ispitivanjima, za sada, P4 pokazao kao
neadekvatan terapeutik u leCenju pacijenata sa TPM, moguce je da bi u drugim cerebrovaskularnim i/ili ne-
urodegenerativnim bolestima i drugim neuropatoloskim stanjima u humanoj populaciji, ili/i primenjen dru-
gacijim vidom aplikacije, ukljucujuci duzinu upotrebe/dozu/nacin aplikacije, samiili/i u kombinaciji sa drugim
agensima, pokazao ohrabrujuce rezultate. Stoga su neophodne dodatne klini¢ke studije u kojima bi se pra-
tio potencijalni neuroprotektivni P4 efekat kod ljudi sa ovim dijagnozama.
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