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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
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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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Uloga dehidroepiandrosterona u mozdanoj ishemiji/reperfuziji
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Apstrakt

Mozdana ishemija/reperfuzija (I/R), redukovan i ponovno uspostavljen protok krvi kroz mozak,
predstavlja karakteristiku cerebro-vaskularnih oboljenja kao $to su mozdani udar i tranzitorni ishe-
mijski atak. Izu¢avanje I/R na Zivotinjskim modelima znacajno je za razumevanje same patogeneze i
potencijalnih terapeutika medu kojima je svoje mesto nasao i neurosteroid dehidroepiandrosteron
(DHEA). DHEA moze ostvarivati svoje neurobiolosko dejstvo direktno vezivanjem za razlicite receptore
iliindirektno putem metabolita ili intermedijera metabolickog puta. Mnogobrojne studije su pokazale
njegov neuroprotektivan ucinak u razli¢itim patologijama centralnog nervnog sistema medu kojima
je svoje mesto zauzela i mozdana I/R. U ovom radu osvrnuéemo se na direktno delovanje DHEA u
tretmanu ishemicnih stanja pruzajudi uvid u razlicite efekte koji su do sada pokazani u Zivotinjskim
modelima I/R kao i potencijalni znacaj u modernoj medicini.

Klju¢ne reci: mozdana ishemija/reperfuzija, dehidroepiandrosteron, neuroprotekcija, neurodege-
neracija



Effect of dehydroepiandrosterone on cerebral ischemia/reperfusion
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Abstract
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Cerebral ischemia/reperfusion (I/R), reduced and re-established blood flow through the brain,
represents characteristic of cerebrovascular diseases such as stroke and transient ischemic attack. I/R
animal models enable understanding the pathogenesis itself as well as potential therapeutics, among
which the neurosteroid dehydroepiandrosterone (DHEA) has found its place. DHEA can exert its ne-
urobiological action directly by binding to various receptors or indirectly through metabolites or me-
tabolic pathway intermediates. Numerous studies have shown its neuroprotective effect in various
pathologies of the central nervous system, among which the cerebral I/R has taken its place. In this
paper, we will focus on the direct actions of DHEA in the treatment of ischemic conditions, providing
insight into the various effects shown so far in animal I/R models as well as potential significance in
modern medicine.

Keywords: cerebral ischemia/reperfusion, dehydroepiandrosterone, neuroprotection, neurodege-
neration
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MOZDANA ISHEMIJA/REPERFUZIJA

Mozdana ishemija/reperfuzija (I/R) nastaje usled smanjenja protoka krvi kroz mozak i njegovog po-
novnog uspostavljanja. Uzroci nastanka I/R su mnogobrojni, a naj¢es¢e podrazumevaju suzenje krvnog
suda ili njegovo zakréenje trombom ili embolusom. I/R se moze javiti i kao posledica sréanog zastoja ili ne-
pravilnosti rada srca, poremecaja disanja, nakon (zlo)upotrebe odredenih lekova, hirurskih intervencija, ali
i kao sekundarna komplikacija drugih oboljenja [1, 2]. MoZdana I/R predstavlja karakteristiku cerebro-va-
skularnih oboljenja kao $to su mozdani udar (MU) i tranzitorni ishemijski atak (TIA).

Mozdani udar osim visokog stepena mortaliteta, odgovoran je i za najvedi stepen invaliditeta u odnosu
na sve druge neuroloske bolesti, te stoga predstavlja ne samo medicinski ve¢ i znacajni socio-ekonomski pro-
blem [2]. Na osnovu uzroka nastanka moguce je izvrsiti podelu na ishemijski mozdani udar (IMU), koji na-
staje usled okluzije krvnog suda trombom ili embolusom, i hemoragijski mozdani udar (HMU), koji se moze
javiti u obliku unutar-mozdanog ili krvarenja u likvorne prostore i dosta se rede javlja u odnosu na IMU [2].
U zavisnosti od regiona koji je pogoden udarom, oba tipa MU karakteridu simptomi kao $to su hemipareza,
gubitak senzibiliteta, prostorni neglekt, homonimna hemianopsija, poremecaj konjugovanog pogleda, ata-
ksija, dizartrija, disfagija i drugi [3].

Tranzitorni ishemijski atak predstavlja kratku epizodu neuroloske disfunkcije uzrokovane fokalnom is-
hemijom mozga, kitmene mozdine ili retine, nakon koje se neuro-vizuelizacionim metodama ne detektuje
prisustvo akutnog infarkta u mozgu [4]. Takode, kod pacijenata sa okluzijom jedne ili obe zajednicke karo-
tidne arterije moze doci do pojave TIA [5, 6]. Uobi¢ajeno simptomi traju vrlo kratko, naj¢es¢e do 15 min, i po-
drazumevaju slabost ekstremiteta na jednoj strani tela, senzorne deficite, vizuelne i govorne smetnje,
nestabilnost i poteskoce u hodu [7]. Dodatno, klini¢ka slika mozZe biti pra¢ena padom kognitivnih funkcija
i/ili atrofijom mozga $to moze ukazati na trajno ostecenje [8]. U vecini slu¢ajeva TIA nastupa naglo, uglav-
nom bez provokacija, vrlo ¢esto prethodi IMU i povecava rizik od nastanka novog napada, ili niza istih [9].

Zivotinjski modeli mozdane ishemije/(reperfuzije)

Izu€avanje mozdane I/R na Zivotinjskim modelima znacajno je za razumevanje njihove patogeneze i
potencijalnih terapeutika. Kao zivotinjski modeli mozdane I/R najcesce se koriste inbredovani sojevi pacova,
s obzirom na anatomsku i fiziolosku sli¢nost sa covekom, veliku geneti¢cku homogenost unutar odredenog
soja, laku eksperimentalnu manipulaciju i ekonomicnost u finansijskom pogledu [10, 11]. Eksperimentalni
dizajn koji podrazumeva opstrukciju krvnog suda/ sudova bez ponovnog uspostavljanja mozdane cirkula-
cije (izostanak reperfuzione povrede) predstavlja hroni¢nu hipoperfuziju, koja je karakteristika prirodnog
procesa starenja, ali moze biti i jedan od uzro¢nika neuropatoloskih stanja, kao sto su razliciti tipovi de-
mencija i Alchajmerova bolest. Ukoliko se nakon okluzije krvnog suda/sudova posle odredenog vremenskog
perioda dopusti uspostavljanje krvotoka dolazi do pojave reperfuzione povrede. Ovakvi I/R modeli koriste
se za proucavanje stanja kao $to su privremeni zastoj srca, MU, TIA i drugi [12]. Stoga, u zavisnosti od cilja
istrazivanja, Zivotinjski modeli ishemije mogu biti trajni (hroni¢na hipoperfuzija odredene razmere) ili pri-
vremeni (,pravi“— I/R modeli).

Fokalna mozdana ishemija/(reperfuzija) i Zivotinjski modeli

Fokalna mozdana ishemija nastaje usled drasti¢cnog smanjenja protoka krvi u odredenom regionu
mozga i obi¢no se javlja kao posledica zaepljenja mozdanih krvnih sudova ¢esto izazivajudi nastanak MU
ili TIA. U tkivu zahvac¢enom fokalnom mozdanom ishemijom uocavaju se dva regiona - ishemijsko jezgro i



region oko njega oznacen kao senka (lat. penumbra). Jezgro je region direktno pogoden ishemijom i pred-
stavlja centar oStecenja, dok region senke biva posredno zahvacen ishemijom, te u njemu promene nisu
tako drasti¢ne kao u samom jezgru. U ovoj oblasti ¢elije nemaju sposobnost provodenja akcionog poten-
cijala, ali su i dalje metabolicki aktivne i vijabilne. One u narednim satima primaju Stetne signale iz mrtvih
Celija jezgra i ukoliko pro-apoptotski signali preovladaju, ove Celije nestaju za nekoliko dana programira-
nim tipom celijske smrti, kao $to su apoptoza i autofagocitoza [13], $sto dodatno pogorsava ostecenje izaz-
vano ishemijom kao i klini¢ki ishod [14, 15].

Najveci broj studija fokalne mozdane ishemije koristi model okluzije srednje mozdane arterije (engl.
middle cerebral artery occlusion- MCAQ) koja se moze posti¢i uvodenjem monofilamenta [11, 16], elektro-
kauterizacijom ili fotohemijski primenom fotosenzitivne boje koja pobudena laserom ostecuje endotelne
Celije i dovodi do agregacije trombocita i formiranja tromba [11, 17]. Za ispitivanje potencijalnih tromboli-
tika koriste se Zivotinjski modeli kod kojih se fokalna ishemija postize ubacivanjem krvnog ugruska ili spe-
cifi¢cne supstance/mikrosfere direktno u krvni sud [11, 17]. Jos jedan od modela podrazumeva stereotakticki
navodeno injeciranje endotelina-1 koji poseduje potentno vazokonstriktivno dejstvo, te se na minimalno in-
vazivni nacin postize okluzija ciljanog krvnog suda [17]. Postavljanje hiruskih mini- klipsi na Zeljeni krvni
sud moze posluZiti kao jos jedna od tehnika za kreiranje fokalne I/R [18, 19] .

Potpuna/nepotpuna globalna ishemija/(reperfuzija) i Zivotinjski modeli

Do stanja potpune globalne mozdane ishemije kod ljudi dolazi prilikom potpunog zastoja u radu srca
ili prilikom fizickog stezanja vrata te stoga postoji mali broj modela koji simuliraju ovo stanje. Ranije prime-
njivani modeli potpune globalne ishemije kao $to su dekapitacija [20] i mehanicko stezanje vrata [21] se iz
eti¢kih razloga danas ne upotrebljavaju. Jedan od nacina za uspesno uspostavljanje stanja kompletne glo-
balne ishemije predstavlja ventrikularna fibrilacija pri ¢emu se uglavnom koriste vedi sisari, dok se pacovi i
misevi retko koriste [22]. Najkoris¢eniji model za izu¢avanja potpune globalne mozdane ishemije je takoz-
vani 4-VO (engl. four-vessel occlusion) model koji podrazumeva okluziju leve i desne zajednicke karotidne ar-
terije i obe vertebralne arterije [23]. Nakon 4-VO modela, osmisljen je 2-VO (engl. two-vessel occlusion) model
u kome eksperimentalna zivotinja biva podvrgnuta okluziji obe zajednic¢ke karotidne arterije dok verte-
bralne arterije ostaju intaktne, te se na njemu moze proucavati nekompletna globalna ishemija [24-26]. Op-
strukcija karotidnih arterija se moze postic¢i podvezivanjem ili elektrokauterizacijom [11, 19].

Molekulske promene koje karakterusu mozdanu I/R - ishemi¢no osSteéenje i reperfuziona povreda

Prilikom smanjenja moZdane cirkulacije dolazi do razli¢itih ishemi¢nih promena u mozdanom tkivu,
koje mogu biti pracene smrcu neurona ukoliko je prisutna izrazenija redukcija protoka krvi odnosno duze
trajanje ishemije [27]. Faza ishemije nije jedini, a ni najvazniji faktor koji uzrokuje ostecenje mozdanog tkiva.
lako uspostavljanje protoka krvi omogucava ponovno snadbevanje hranljivim materijama i kiseonikom,
ono moze dovesti i do ,reperfuzione povrede” koja znacajno doprinosi ostecenju [28, 29]. Kao posledica
dva navedena procesa javljaju se patofizioloske promene u ¢elijama kao $to su: smanjena proizvodnja ade-
nozin trifosfata (ATP) [28]; povecanje unutarcelijske koncentracije Ca** [30, 31]; formiranje reaktivnih vrsta
kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) i azota (engl. reactive nitrogen species, RNS), praceno pojavom
oksidativnog i nitrozativnog stresa [32]; zapaljenski procesi [33]; modulacija sastava i funkcije receptora [34];
neurotoksi¢nost posredovana glutamatom i dopaminom [31]; modulacija pro-/anti- apoptotskih proteina
i narusena funkcija mitohondrija [35]. Neki od najznacajnih navedenih procesa ¢e u nastavku biti detaljnije
opisani.
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Reaktivne oksidativne vrste i lipidna peroksidacija kao uzrok ostecenja
tokom i nakon moZdane ishemije/reperfuzije

U fizioloskim uslovima kada su koncentracije niske, ROS imaju znac¢ajnu ulogu u regulaciji funkcije imun-
skog sistema i odrzavanju redoks homeostaze, te predstavljaju neizostavne komponente i sekundarne gla-
snike mnogih signalnih puteva [36]. Kada koncentracija ROS u mozdanom tkivu poraste iznad fizioloske
vrednosti, uklanjanje prekomerno proizvodenih vrsta klju¢no je za odrzavanje homeostaze i spreCavanje
oksidativnih ostecenja u celiji. Optimalan nivo ROS odrzavaju superoksid dismutaza (SOD), glutation pero-
ksidaza (GPx), katalaza i drugi antioksidativni enzimi (AOE), 3tite¢i tako mozdano tkivo od ostecenja [37, 38].
Tokom i nakon I/R (posebno tokom faze reperfuzije), proizvodnja ROS znacajno se povecava, te kompone-
nte antioksidativne zastite postaju kompromitovane i AOE ne uspevaju da neutralisu nastale ROS [37]. U is-
hemijskoj fazi, ROS se uglavnom proizvode u mitohondrijama, usled narusavanja njihove aktivnostii funkcije
[39]. U fazi reperfuzije imunske Celije stizu u region pogoden povredom, te dolazi do pokretanja neuroinf-
lamatornog odgovora, aktivacije NADPH oksidaze i reakcije oksidativnog praska $to dodatno doprinosi stva-
ranju ROS [37, 40].

Dobro je poznato da oksidativni stres moze da aktivira apoptotsku signalnu kaskadu, kao i da uzrokuje
strukturne promene proteina i lipidnu peroksidaciju [41, 42] uticudi time na razlic¢ite signalne puteve u ce-
liji. ROS mozZe ucestvovati u pokretanju Celijske smrti izazvanjem oStecenja na molekulu DNK [43], aktivira-
njem proteina p53 $to rezultuje otvaranjem mitohondrijskih pora i potonjim kolapsom [44, 45]. ROS takode
uti¢u na otpustanje citohroma C iz mitohondrija i aktivaciju nishodnih kaspaza [44].

Oksidativna ostecenja i modulacija biomolekula mogu direktno uticati na regulaciju razli¢itih signalnih
puteva [37, 46, 47]. Izuzetno je znacajno naglasiti da oksidativni stres dovodi do znacajnih promena u pro-
pustljivosti membrane, transportu jona i funkciji organela procesom lipidne peroksidacije [48]. Povecanje
Stetnih proizvoda lipidne peroksidacije, kao i promene sistema redukovani/oksidovani glutation (GSH, GSSG)
predstavljaju znacajne faktore ostecenja prilikom I/R [37, 49]. Tokom I/R koncentracija slobodnih masnih ki-
selina, pre svega arahidonske kiseline, znacajno se povecava. Fosfolipaze A2 i C, aktivirane povecanjem Ca?,
hidrolizuju fosfolipide, dok resinteza istih zahteva ocuvan energetski status, odnosno prisustvo ATP. Stoga,
povecanje unutarcelijskog Ca?* i poremecen energetski status, podsti¢u nastanak slobodnih masnih kiselina
i ostecenje membrane [50]. Dodatno, usled narusenog oksidativnog statusa dolazi do povec¢anog formira-
nja ROS koji reaguju sa nezasi¢enim masnim kiselinama proizvode¢i alkil radikal, koji moze formirati pero-
ksil radikal ¢ijom se redukcijom dalje formiraju lipidni hidroperoksidi i drugi alkil radikali i propagira ciklus
lipidne peroksidacije. Pored navedenih direktnih $tetnih delovanja, krajnji proizvodi lipidne peroksidacije
poput malondialdehida (MDA), 4-hidroksinonenala i akroleina mogu uzrokovati disfunkciju proteina vezi-
vanjem za tiolne grupe kao i smanjenje GSH kroz reakciju sa GPx i glutation S-transferazom (GST), proizvo-
dedi na taj nacin jo$ ozbiljnija ostec¢enja [37]. Postishemicni pad nivoa GSH i smanjena aktivnost GPx i GR su
dobro okarakterisani u mnogobrojnim studijama [32, 371.

Uloga reaktivnih nitrozativnih vrsta u molekulskim promenama
koje karakteriSu moZdanu ishemiju/ reperfuziju - efekat azot oksida

U fizioloskim uslovima, NO reguliSe niz parametara neophodnih za odrzavanje homeosteze centralnog
nervnog sistema (CNS) kao Sto su protok krvi i tonus krvnih sudova, neurotransmisija, sinapticka plasti¢-
nost i sinaptogeneza [47, 51]. Tokom I/R nivo NO raste, a uloga koju tom prilikom ostvaruje moze biti dvo-
jaka, u zavisnosti od koli¢ine NO u tkivu, izoforme enzima koji je uklju¢en u njegovu sintezu i trenutnog
mikrookruzenja. U mozgu pacova i ¢oveka, NO nastaje reakcijom hidroksilacije L-arginina u prisustvu ki-



seonika, gde funkciju katalizatora mogu vrsiti tri tipa enzima: neuronalne azot oksid sintaze (engl. neuronal
nitric oxide synthase, nNOS), endotelne azot oksid sintaze (engl. endothelial nitric oxide synthase, eNOS) i in-
ducibilne azot oksid sintaze (engl. inducible nitric oxide synthase, iNOS) [52]. Generalno, NO nastao delova-
njem eNOS uglavnom je oznacen kao neuroprotektivan, dok nNOS i iNOS ostvaruju neurotoksic¢an efekat
kako u ranoj tako i u kasnoj fazi I/R [53]. Povecan nivo NO direktno inhibira kompleks IV (citohrom C oksi-
daza) mitohondrijskog respiratornog lanca ugrozavajucdi proces oksidativne fosforilacije i vijabilnost celije
[54]. Tokom i nakon I/R dolazi do pokretanja neuroinflamacije i naglog skoka NO sto dovodi do aktivacije me-
taloproteinaza vancelijskog matriksa koje vrse isecanje razli¢itih komponenti matriksa kompromitujudi struk-
turu i stabilnost krvno-mozdane barijere (KMB) [55]. NO takode uti¢e na aktivaciju cikolooksigenaze-2 i
povecanje produkcije prostaglandina E2 povecavajudi na taj nacin neuroinflamatorni odgovor tokom I/R
[56]. Dodatno, NO dovodi do nitrozilacije proteina ¢elije i narusavanja njihove bioloske funkcije. NO sluZi
kao izvor niza RNS prevashodno peroksinitrita (ONOO"), azot (IV)- oksida (NO2) i azot (lll)- oksida (N,O3) te
dovodi do nastanka nitrozativnog stresa [57]. RNS mogu izazvati sli¢cna ostecenja kao i povecan nivo NO, a
to su: nitracija i nitrozilacija proteina pracena gubitkom bioloske funkcije, oste¢enja na molekulu DNK, na-
rusavanje KMB, povecanije lipidne peroksidacije, inhibicija kompleksa mitohondrijskog respiratornog lanca
i drugo [37].

Signalni put NMDA receptorskog kompleksa u mozdanoj ishemiji/reperfuziji

Ograniceni protok krvi tokom faze ishemije dovodi i do narusavanja jonske homeostaze [58] Sto rezul-
tuje depolarizacijom neurona usled ¢ega dolazi do povecanog oslobadanja ekscitatornih neurotransmitera
(prevashodno glutamata) u sinapticki prostor. Istovremeno, gubitak energije izazvan ishemijom narusava
funkciju transportera za preuzimanje glutamata, te dolazi do preteranog nakupljanja glutamata u sinapti-
¢koj pukotini i prekomerne aktivacije glutamatnih receptora na postsinaptickim neuronima [31]. Do danas
su okarakterisana tri tipa jonotropnih receptora za glutamat i imenovana prema nazivima sinteti¢kih ago-
nista pomocu kojih su otkriveni: a) receptori osetljivi na N-metil-D-aspartatsku kiselinu (NMDARs); b) re-
ceptori osetljivi na a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionsku kiselinu (AMPARs); ¢) receptori osetljivi
na kaini¢nu kiselinu. NMDARs predstavljaju podklasu jonotropnih glutamatnih receptora neophodnih za
vilan razvoj mozga i prezivljavanje neurona u fizioloskim uslovima. Funkcionalni NMDARs su heterotetra-
merni kompleksi sacinjeni od dve konstitutivno ekspimirane NR1 i najmanje jedne subjedinice tipa NR2
(A-D) ili NR3 (A-B) [59]. Signalni kompleks sacinjen od NR2B subjedinice NMDARs, post-sinaptickog proteina
95 (engl. postsynaptic density protein 95, PSD-95) i nNOS predstavlja jedan od najranije okarakterisanih si-
gnalnih kompleksa koji u¢estvuju u oste¢enju i smrti neurona tokom i nakon I/R [19, 30]. PSD-95 je sinapti-
¢ki protein koji ukotvljava i stabilizuje NMDARs u membrani i privlaci razli¢ite signalne molekule u
neposrednu blizinu unutarcelijske pore kanala receptora. PSD-95 pomocu svojih protein vezuju¢ih domena
omogucava dopremanje nNOS u blizinu pore kanala NMDARs i njegovo izlaganje ulaznoj struji Ca*. Kon-
centracija Ca%"i blizina kompleksa Ca?*/kalmodulin dovode do konformacione promene nNOS ¢ime se po-
stize uklanjanje autoinhibitornog elementa i aktivacija enzima. nNOS dalje uc¢estvuje u signalnoj transdukciji
posredno preko produkcije NO ili neposredno ostvarujuci fizi¢cku interakciju sa drugim adapterskim protei-
nom CAPON (engl. C-Terminal PDZ Domain Ligand Of Neuronal Nitric Oxide Synthase) koji se vezuje za pro-
tein GTPazu Dexras1 (engl. dexamethasone-induced Ras-related protein 1) i omogucava njenu aktivaciju.
Literaturni podaci pokazuju da aktivacija kompleksa nNOS/CAPON/Dexras 1 ima znacajnu ulogu u NMDARs
posredovanoj neurotoksi¢nosti i ostecenju celija [52, 53].
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Znacaj odnosa pro- i anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije u moZdanoj ishemiji/reperfuziji

Apoptoza ili,programirana Celijska smrt” je proces kojim se uz aktivni utrosak energije i sintezu speci-
ficnih proteina pokrece smrt Celije kao sastavni deo fizioloskih procesa ili kao odgovor na odredena pato-
loska stanja [60]. Razlikuju se dva signalna puta pokretanja apoptoze - spoljasnji i unutrasnji. Spoljasnji put
se pokrece vezivanjem specifi¢nih vancelijskih liganda za receptore smrti, dok se unutrasnji put aktivira
unutarcelijskim signalima. Bez obzira na poreklo signala, pro-apoptotski signalni put dovodi do aktivacije
proteolitickih enzima kaspaza koji katalizuju isecanje i unistavanje velikog broja razlicitih proteina u ¢eliji [61].

Unutrasnji ,mitohondrijski put” moze biti pokrenut delovanjem razlicitih faktora poput radijacije, hi-
poksije, hipertermije, infekcije, hiperprodukcije ROS/RNS, kao i gubitkom faktora koji sprecavaju procese
apoptoze [62]. Ovaj signalni put oznacen je kao,Bcl-2 kontrolisani put” jer se njegova regulacija odvija po-
sredstvom ¢lanova porodice proteina Bcl-2. Odnos pro- i anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije u mito-
hondrijama i njihovoj neposrednoj blizini odreduje sudbinu ¢elije [45, 63]. U odgovoru na pro-apototske
signale anti-apoptotski protein Bcl-2 (engl. B-cell ymphoma 2) spre¢ava pokretanje apoptoze regulisanjem
oslobadanja citohroma Ci drugih proteina iz mitohondrija tako Sto: a) spreCava premestanje proteina Bax
(engl. Bcl-2-associated protein X) i drugih pro-apoptotskih molekula iz citosola; b) sprec¢ava Bax (engl. Bcl-2-
associated protein X) / Bak (engl. Bcl-2 homologous antagonist killer) oligomerizaciju u MM; c) favorizuje zat-
varanje prolazne mitohondrijske pore. Promena odnosa Bax/Bcl-2 u blizini MM u korist pro-apoptotskog
Bax moze dalje rezultovati propagacijom apoptotske signalne kaskade koja ukljucuje formiranje kompleksa
apoptozoma i aktivaciju efektorskih kaspaza, kao i DNK endonukleaza koje vr$e fragmentaciju DNK mole-
kula i njegova nepovratna oStecenja. Promene nivoa Bax i Bcl-2, kao i poveéan odnos Bax/Bcl-2 pokazani su
u brojnim studijama na zivotinjskim I/R modelima [61].

Potencijal mitohondrijske membrane i moZdana ishemija/reperfuzija

Membranski potencijal mitohondrija (MPM) nastaje i odrzava se radom protonskih pumpi (kompleksi
I, 11 IV) koje ulaze u sastav mitohondrijskog respiratornog lanca. MPM odrzava se relativno stabilnim bu-
dudi da je neophodan za o¢uvanje energetske homeostaze i prezivljavanje ¢elije, a dugotrajne promene
dovode do gubitka vijabilnosti ¢elije i leZze u osnovi mnogih oboljenja [64]. Promene MPM okarakterisane
su u odredenim modelima I/R, gde finalnom gubitku funkcionalnosti mitohondrija prethode faze depola-
rizacije (ishemija) i hiperpolarizacije (reperfuzija) [29, 65].

Neuroinflamacija tokom mozdane ishemije/reperfuzije

Ranu fazu neuroinflamacije nakon mozdane I/R, u zavisnosti od stepena ishemije odnosno reperfuzije,
najcesce odlikuje aktivacija mikroglije i astrocita. Ovaj proces rezultuje stvaranjem glijalnog oZziljka koji moze
imati protektivnu ali i Stetnu ulogu, sprecavajuci reparaciju i regeneraciju mozdanog tkiva nakon traume.
Ovu fazu prati narusavanje strukturnog i funkcionalnog integriteta KMB i migracija leukocita sa periferije u
osteceni region mozga.

Mikroglija i astrociti

Mikroglijske celije predstavljaju rezidentne imunokompetentne makrofage koji obavljaju ulogu svoje-
vrsnog ,kucepazitelja” u CNS omogucavajuci kontrolu mikrosredine i uklanjanje metaboli¢kih produkata
[66]. Ove Celije interaguju sa umiru¢im neuronima u ishemi¢nom jezgru i na taj nacin ih ,,obelezavaju”za fa-
gocitozu. Aktivirana mikroglija takode sekretuje pro-inflamatorne supstance kao $to su faktor nekroze tu-



mora a (eng. tumor necrosis factor a, TNF-a), interleukin 10 (IL-10), interleukin-6 (IL-6), NO, razli¢ite ROS, ali i
anti-apoptotske protektivne molekule poput transformisuceg faktora rasta 1 (eng. transforming growth
factor 31, TGFP1), neurotrofi¢ckog faktora poreklom iz mozga (eng. brain derived neurotrophic factor, BDNF)
i insulinu- sli¢nog faktora rasta 1 (eng. insulin-like growth factor 1, IGF-1) [15, 671.

Pored celija mikroglije, tokom i nakon I/R se takode aktiviraju i astrociti oslobadajudi razlicite citokine,
hemokine i NO [68]. U mozgu odraslog ¢oveka gotovo 40% od ukupnog broja svih ¢elija ¢ine astrociti koji
obavljaju Sirok spektar kompleksnih fizioloskih funkcija unutar CNS tako $to obezbeduju strukturnu podr-
Sku nervnim celijama, ¢ine okruzenje neurona, oslobadaju razlicite faktora rasta i pomazu u odrzavanju KMB
[69].

Migracija leukocita

Nekoliko sati nakon nastupanja ishemije, leukociti bivaju privu¢eni hemokinima produkovanim u is-
hemi¢nom regionu mozga i dospevaju u ekstrvaskularna mesta infekcije vezujudi se za adehzivne mole-
kule na endotelu. Migracija leukocita iz krvi predstavlja visefazni proces koji se sastoji od pocetnog slabog
vezivanja za endotelne Celije, ¢vrste adhezije i transmigracije kroz endotel krvnih sudova. Ukratko, citokini,
prevashodno TNF-a i IL-1, deluju na endotelne celije malih krvnih sudova u ishemi¢nom regionu i stimulidu
ih da brzo eksprimiraju adhezivne molekule E i P selektin za koje se vezuju cirkuliSuci leukociti. Strujanje
krvi kroz krvni sud raskida te veze, te se one kontinuirano uspostavljaju nishodno $to se oznacava kao , ko-
trljanje” leukocita po povrsini endotela. Za ¢vrsto vezivanje i zaustavljanje leukocita na krvnom sudu tj. tran-
smigraciju iz lumena do ishemi¢nog regiona neophodni su hemokini, produkovani od strane mikroglije i
endotela pod uticajem TNF-a i IL-1, kao i ekpresija 32 integrina na povrsini leukocita. Na samom kraju ovog
procesa citoskelet leukocita se izduzuje po povrsini endotela, a hemokini dodatno stimuliSu njihovu po-
kretljivost i transmigraciju [70]. Infiltrirani leukociti oslobadaju citokine, hemokine, proteaze i ROS uzroku-
juci dalje ostecenje okolnog tkiva [71].

Uloga T limfocita u neuroinflamaciji tokom ishemije

U akutnoj fazi I/R, naivni T limfociti luce interferon y (IFN- y) i ucestvuju u produkciji ROS. T limfociti
mogu imati i neuroprotektivnu ulogu bududi da osteceni neuroni, mikroglija i makrofagi luce¢i TGF-$ pro-
movisu razvoj regulatornih T limfocita koji oslobadajuci interleukin-10 (IL-10) imaju pozitivan uc¢inak u opo-
ravku mozdanog tkiva nakon ishemije. lako se sa sigurno$¢u ne moze tvrditi koja je i kolika uloga adaptivne
imunosti u klinickoj slici koja prati I/R, postoje podaci koji govore u prilog nastanka autoreaktivnih CD 4+ i
CD 8" ¢elija nakon MU [72], $to bi takode moglo objasniti smrt neurona koja se deSava mnogo posle aku-
tne faze MU.

Zavr$na faza neuroinflamacije i reparacija tkiva nakon ishemije/reperfuzije

Ovu fazu pre svega karakterise otklanjanje neurona koji su podlegli ¢elijskoj smrti. Mikroglija ima do-
minantnu ulogu u uklanjanju degenerisanih neurona koji oslobadaju takozvane ,,pronadi me” signalne mo-
lekule kao $to su ATP i uridin trifosfat (UTP) i ,pojedi me” signale kao $to su uridin difosfat (UDP) i translokacija
fosfatidil serina sa unutrasnjeg na spoljasnji monosloj ¢elijske membrane. Tokom fagocitoze, mikroglija pro-
dukuje IL-10 i TGF- koji inhibiraju dalju inflamatornu kaskadu tako $to suprimiraju prezentaciju antigena
od strane dendritskih ¢elija i aktiviraju regulatorne T Celije koje vracaju sistem u homeostazu. Finalnu struk-
turu glijalnog ozZiljnog tkiva predominantno ¢ine astrociti koji se dele i polako migriraju na mesto povrede
gde popunjavaju upraznjen prostor [15, 55].
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DEHIDROEPIANDROSTERON

Dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfatni estar dehidroepiandrosteron - sulfat (DHEAS) pred-
stavljaju najzastupljenije steroidne hormone u ljudskom organizmu [73]. Nakon rodenja, nivo DHEA(S)
opada i ostaje nizak sve do ulaska u pubertet nakon ¢ega se aktivno sintetise iz holesterola nizom biohe-
mijskih reakcija i izluCuje iz retikularne zone kore nadbubrega, te nivo hormona pocinje da raste naglo u cir-
kulaciji [74, 75]. Koncentracija u cirkulaciji je najvisa u dvadesetim godinama, nakon ¢ega postepeno opada
kod oba pola, aizmedu 65.-te do 70.-te godine zivota ove koncentracije postaju najmanje i iznose oko 20%
maksimalne koncentracije u mladosti [73].

DHEA i DHEAS su medu najranije indentifikovanim neurosteroidima u mozgu pacova [76, 77]. Naime,
80'tih godina proslog veka pokazana je veca koncentracija DHEA(S) u mozgu nego u plazmi, ¢ak i nakon
adrenalektomije i gonadektomije kod pacova [76, 77]. Ovi rezultati ukazali su da se DHEA(S) sintetiSe ne
samo na periferiji, ve¢ i u CNS. De novo sinteza DHEA opisana je u mozgu pacova, zaba [78] i ¢oveka [79] i to
prevashodno u astrocitima i oligodendrocitima [80].

Mehanizam delovanja dehidroepiandrosterona

Efekat dehidroepiandrosterona na jedarne receptore

Steroidni hormoni regulisu transkripciju gena vezivanjem za specifi¢ne receptore lokalizovane u cito-
plazmi koji se zatim premestaju u jedro, ili pak stupaju u direktnu interakciju sa jedarnim receptorima i/ili se-
kvencama na molekulu DNK koje sadrze odgovarajuca vezuju¢a mesta. Do danas, medutim, nije
okarakterisan nijedan specifi¢ni jedarni receptor koji poseduje visok afinitet za vezivanje DHEA ili DHEAS [81,
82]. DHEA moze funkcionisati kao nespecifi¢ni ligand veceg broja jedarnih receptora za koje se vezuje sa zna-
tno nizim afinitetom u odnosu na specifi¢ne ligande. Do sada je pokazano da se DHEA i/ili DHEAS vezuju za:
a) jedarne receptore klase | (receptori za steroidne hormone): androgeni receptori, estradiolski receptori a
i B; b) jedarne receptore klase Il tj. receptore koji dimerizuju sa retinoid X receptorom: PPARa (engl. peroxi-
some proliferator-activated receptor a), konstitutivni receptor za androstan, pregnanski receptor X [73, 83].
Pored navedenog neposrednog delovanja, DHEA se moze konvertovati u steroide koji imaju vedi afinitet za
vezivanje za jedarne receptore (npr. 7a-hidroksi-DHEA, testosteron i estradiol), te time moze posredno uti-
cati na aktivaciju nekoliko razlicitih receptora u jedru [84, 85].

Efekat dehidroepiandrosterona na receptore u mozgu

DHEA(S) modulisu aktivnost nekoliko receptora za neurotransmitere delujudi kao: 1) nekompetitivni
antagonisti GABA receptora tipa A (engl. y-aminobutyric acid receptor type A), pri €emu DHEAS ispoljava jaci
antagonisticki efekat [86-89]; 2) pozitivni alosteri¢ni modulatori NMDARs [90, 91] gde DHEA(S) povecava
aktivaciju posredno delovanjem na sigma 1 receptor (61R); 3) agonisti 1R [73, 80]. Osim navedenog, po-
tvrdeno je da se DHEA vezuje jacim afinitetom za citoskeletni protein MAP2C (engl. microtubule-associated
protein 2C), koji se u mozgu eksprimira samo tokom razvica, osim u mirisnoj kvrzici i mreznjaci u kojima se
eksprimira tokom celog zivota [92]. DHEA se takode vezuje za nespecifi¢na receptorska mesta na endotel-
nim celijama koja su povezana sa aktivno$¢u eNOS [93].

Neurobioloski efekti dehidroepiandrosterona

Neurobioloski efekti DHEA i njegovog suflata mogu se ostvariti direktno ili indirektno putem metabo-
lita ili intermedijera produkovanih tokom njihove biosinteze [73, 83]. Pored toga Sto su direktna delovanja



ona koja su od veceg znacaja za fizioloske i patofizioloSke mehanizme, potencijalni indirektni efekti su mno-
gobrojni i prozimaju skoro sve Celijske nivoe, te ¢e u ovom radu biti re¢i samo o direktnom uticaju DHEA.

Najznacajniji i najbolje opisani efekti DHEA su oni koji govore u prilog neuroprotekcije [73]. Neuropro-
tektivni u¢inak pokazan je u modelima razlicitih patoloskih stanja, kao $to su mozdana ishemija in vivo [94,
95]iin vitro [96, 97], neurotoksi¢nost posredovana NMDARs [97-99], povreda ki¢mene mozdine kod miseva
[100] i drugi. Opisan je blagotvoran efekat DHEA(S) na rast i razvoj neurita, kao i preZivljavanje neurona i ne-
urogenezu [101-103]. Dodatno, zabeleZen je anti-oksidativni [104-106], anti-inflamatorni [107, 108] i anti-glu-
kokortikoidni u¢inak egzogeno primenjenog DHEA(S) [98, 101, 107, 109], kao i efekat na sintezu i sekreciju
kateholamina [16, 110, 111].

Preklinicke i klinicke studije pokazale su da suplementacija DHEA moze biti potencijalno korisna u te-
rapiji depresije, anksioznosti i drugih psihijatrijskih stanja, buduci da postoje dokazi o promenjenim nivoima
endogenog DHEA(S) u mozgu pacijanata koji boluju od depresije, Sizofrenije, post-traumatskog stresnog po-
remecaja, kao i kod promena raspoloZenja i kognicije zdravih pojedinaca [73].

Vazno je naglasiti da efekat DHEA(S) moze varirati u zavisnosti od vremena primene, doze i prisustva
drugih faktora (egzogenih tretmana, intoksikacije) [73]. U skladu sa ovim, neke od studija pokazale su efe-
kat DHEA(S) iskljucivo u patoloskim stanjima, ali ne i fizioloSkim. U in vivo studiji, Zari¢ i saradnici pokazali
su da akutni tretman DHEA u fizioloskim uslovima ne dovodi do senzo-motornih promena niti alteracija
strukture tkiva i morfologije neurona u hipokampusu i pre¢eonoj kori pacova [18]. Takode, in vitro neuro-
protektivni u¢inak okarakterisan je u nekoliko studija iskljucivo nakon fizi¢ckih/hemijskih povreda ili neuro-
toksikacije, dok u fizioloskim uslovima nije primecen nikakav efekat ili je ¢eS¢e dolazilo do pojave
neurotoksi¢nosti [73]. Neurotoksi¢nost DHEA opisana je i u kulturi hipokampalnih neurona, pri ¢emu je ista
doza DHEA primenjena zajedno sa kortikosteronom pokazala neuroprotektivan efekat na Stetne promene
izazvane ovim glukokortikoidom (23). Sto se ti¢e visokih suprafizioloskih doza DHEA, pokazano je da one
mogu inhibirati kompleks I mitohondrijskog respiratornog lanca kako in vitro tako i in vivo [73, 112]. Naime,
narusena respiracija u mitohodrijama pokazana je u nekoliko razli¢itih kultura neurona (primarna kultura kor-
tikalnih, mezencefali¢nih i cerebelarnih granularnih neurona) gde je tretman visokom dozom DHEA rezul-
tovao povec¢anom potrosnjom glukoze i smrti ¢elija u kulturi. Dodatno, in vivo eksperimenti na misevima
tretiranim sa 0.6% DHEA dodatim u hranu tokom 3 meseca pokazali su gubitak neurona u mozdanoj kori i
hipokamusu kao i poremecaj motornih sposobnosti[112]. Takode, istrazivanja u kulturi misjih neuronai hu-
manog neuroblastoma govore u prilog smanjenja vijabilnosti ¢elija nakon tretmana DHEA [113]. Invivoiin
vitro studije pokazale su da, u zavisnosti od vremena primene, DHEA moze ostvariti neurotroficki i neuro-
protektivni efekat putem blokade NMDARs posredovane neurotoksi¢nosti [98, 99]. Na primer, kotretman
N-metil-D-aspartatom (NMDA) i DHEA u primarnoj kulturi hipokampalnih neurona pokazao je neuropro-
tektivne efekte DHEA dok predtretman ovim steroidom ili njegova primena 24h nakon NMDA nisu imali ni-
kakav efekat na NMDA posredovanu neurotoksi¢nost [99]. Akutni tretman DHEA je u ovom slucaju delovao
neuroprotektivno putem smanjenja prekomerne aktivnosti NOS i produkcije NO koja je posredovana akti-
vacijom NMDARs [99].

Dehidroepiandrosteron i mozdana ishemija/reperfuzija

lako je efekat DHEA opisan u razli¢itim patologijama, in vitro i in vivo studije koje se odnose na mozdanu
I/R nisu tako brojne. Pokazano je da predtretman DHEA(S) ima uticaja na prezivljavanje neurona mozdane
kore pacova ukoliko su odgajani u uslovima anoksije [96], kao i na smanjenje ostecenja hipokampusa pa-
cova izlozenih I/R [95]. Sa druge strane, jednokratna primena DHEA kao predtretmana u in vivo modelu I/R
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rezultovala je ve¢im stepenom smrti neurona i pogorsanjem kognitivnih sposobnosti. Interesantno je da se
ovakav efekat uocavao i ukoliko se tretman primeni neposredno nakon uspostavljanja I/R, dok je u vre-
menskom okviru od 3 do 48 sati nakon I/R, prime¢eno smanjenje smrti neurona i poboljsanje kognitivhog
deficita nastalog usled I/R [114].

Sa druge strane, Zari¢ i saradnici (2019) u svojoj studiji navode da treba razmotriti ranije prijavljeni ne-
uroprotektivni efekat DHEA bududi da je njegova primena 4 sata nakon 15 min ishemije/24 h reperfuzije kod
muzZjaka pacova ukazala na potencijalno pokretanje pro-apoptotskih dogadaja u hipokampusu. Naime, u
ovom istrazivanju je kod ishemicnih Zivotinja tretiranih DHEA (20 mg/kg) pokazano povecanje pro-apop-
toskog odnosa Bax/Bcl-2 i narusavanje MPM u hipokampusu koje nije uo¢eno u netretiranoj ishemi¢noj
grupi ukazujudi na potencijalno Stetan efekat tretmana u ishemi¢nim uslovima. Ista grupa pokazala je da u
ishemi¢nom stanju DHEA moze ostvariti diskretne region-specificne efekte vracajuci nivo proteina PSD-95
u hipokampusu i NR1 subjedinice NMDARs u prec¢eonoj kori na kontrolnu vrednost. Dodatno, autori prijav-
ljuju i da je tretman DHEA vratio post-ishemicni povecani nivo NO na kontrolnu vrednost u mozdanoj kori,
dok je ovaj efekat izostao u hipokampusu gde je nivo NO i proteinska espresija nNOS ostala povecana i
nakon tretmana DHEA [18].

Pored vaznosti odabira adekvatne vremenske tacke, pokazan je i znacaj primenjene doze DHEA. Lii sa-
radnici (2009) ukazali su da predtretman viskom dozom DHEA redukuje ostecenja hipokampusa pacova
koja nastaju usled 10 min I/R, dok taj efekat izostaje koris¢enjem nizih koncentracija [114]. lako je zabeleZena
neuroprotekcija blaga, autori sugeriSu potencijalno koris¢enje suplementacije DHEA u terapiji MU. Dozno-
zavisni neuroprotektivni efekat DHEA na smrt neurona i kognitivni deficit koji nastaje usled mozdane ishe-
mije pokazali su i Yabuki i saradnici (2015) [115]. U drugoj studiji pokazan je protektivni efekat DHEA na
promene oksidativnog statusa nakon I/R kod dijabeti¢nih pacova. U ovom istrazivanju normoglikemijski, i
pacovi tretirani streptozotocinom u cilju izazivanja dijabeti¢nog stanja, bili su podvrgnuti bilateralnoj oklu-
ziji karotidnih arterija (I=30 min, R=60 min), te su potom bili tretirani DHEA tokom 7, 14 ili 21 dan. Rezultati
studije pokazali su da je primenjena I/R povecala nivoe ROS i pogor3ala sinapticku funkciju uti¢u¢i na mem-
bransku aktivnost Na/K-ATPaze i oslobadanje laktat dehidrogenaze kod svih grupa Zivotinja. Buduci da hro-
ni¢na hiperglikemija sama po sebi dovodi do disbalansa oksidativnog statusa u tkivu, post-ishemi¢ni
disbalans oksidativnog statusa je bio veceg obima kod dijabeti¢nih pacova nego kod normoglikemijske
grupe nakon primenjene I/R. Tretman DHEA je uspes$no vratio nivo razli¢itih ROS blizu kontrolnog kod nor-
moglikemicnih pacova dok je ¢ak i kod kompromitovanih dijabeti¢nih pacova doveo do zna¢ajnog sma-
njenja ROS nakon I/R. Stavise, DHEA tretman je imao blagotvoran efekat na narusen integritet i funkciju
membrane nakon I/R, uzimajuci u obzir znacajno smanjanje pove¢anog oslobadanja laktat dehidrogenaze
i pada aktivnosti Na/K-ATPaze kako kod normoglikemicnih tako i kod dijabeti¢nih pacova nakon tretmana
[116].

Buduci da nakon I/R dolazi do aktivacije glijskih celija i povec¢ane produkcije razlicitih proinflamatornih
citokina i interleukina, pre svega TNF-a i IL-6, te narusavanja KMB, bitno je spomenuti efekat koji DHEA(S)
ostvaruju na astrocite [117, 118]. Naime, pokazano je da DHEA i DHEAS mogu inhibirati produkciju TNF-ain
vivo i in vitro u razli¢itim eksperimntalnim postavkama [119, 120]. Stoga bi jedan od potencijalnih mehani-
zama post-ishemi¢ne neuroprotekcije DHEA(S) mogao biti upravo regulacija prekomerne produkcije TNF-
aiIL-6 u astrocitima ¢ime bi se pospesilo oc¢uvanje integriteta KMB [118].

Povezanost endogenog nivoa DHEA(S) i mozdane ishemije u humanoj populaciji

Aktivacija hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne (HHN) ose je pokazana kod razli¢itih akutnih oboljenja



[121-123]. Upravo je odgovor HHN ose jedan od prvih merljivih fizioloskih odgovora na mozdanu ishemiju
[124-126], dok nivo kortizola moze sluziti kao parametar koji odreduje funkcionalni ishod u akutnom MU
[127-129]. Pored kortizola, DHEA i njegov sulfat se takode oslobadaju tokom HHN aktivacije. U fizioloskim
uslovima, lu¢enje DHEA je sinhronizovano sa kortizolom kao odgovor na kortikotropni oslobadajuci hormon
i adrenokortikotropni hormon [130, 131]. Disbalans ili neadekvatan odgovor na stresor i smanjena kolic¢ina
DHEAS je povezana sa nepovoljnim ishodom kod razlic¢itih bolesti ukljucujudi sepsu i septicki Sok u nekim,
ali ne u svim studijama [132, 133]. Studije koje se bave povezanos¢u endogenog post-ishemicog nivoa DHEA
i klinicke slike kod pacijenata prezentovale su dosta kontrdiktorne rezultate. Jedna od studija je pokazala da
je DHEAS, ali ne i DHEA, povezan sa boljim funkcionalnim ishodom ali ne i preZivljavanjem kod pacijenata
nakon MU [123], $to je u osnovi primeceno i u studiji u kojoj su ispitanice bile Zene u postmenopauzi [134].
Slican ishod navodii studija Jimenez i saradnika (2013) koja je pokazala da nizak nivo DHEAS pozitivno ko-
relira sa povec¢anim rizikom od IMU kod Zena [135]. Suprotno ovim podacima, u istrazivanju Markludn i sa-
radnika (2004) nije primecena korelacija izmedu endogenog nivoa DHEAS i funkcionalnog ishoda [124].
Interesantno je da je kod pacijenata koji pate od multi-infarktne demencije detektovan znacajan pad DHEAS
u cerebrospinalnoj te¢nosti, te da je nakon njegove intravenske primene primeceno znatno poboljsanje
motornih sposobnosti i emotivne stabilnosti [136].

ZAKLJUCAK

Mozdana I/R predstavlja izuzetno kompleksno stanje cija je etiologija multifaktorijalna, $to otezava pro-
nalazak i klinicku efikasnost potencijalnog terapeutika te uprkos brojnim istrazivanjima tokom poslednjih
par decenija jos uvek nije pronadena adekvatna terapija za cerebro-vaskularna oboljenja poput MU i TIA. Iz
svega navedenog u ovom radu, moze se zakljuciti da DHEA poseduje potencijalni post-ishemi¢ni neuro-
protektivan ucinak, ali da su doza i vreme primene izuzetno znacajni i ostaju i dalje upitni, $to umnogome
limitira njegovu potencijalnu primenu u lecenju humanih cerebro-vaskularnih oboljenja. Naposletku, ekspe-
rimentalni dokazi koji govore u prilog neurotoksi¢nosti post-ishemi¢nog tretmana DHEA svakako ukazuju
da je ovaj neurosteroid jos uvek daleko od primene u klini¢koj praksi, kao i da se suplementacija DHEA ne
sme primenjivati olako i u visokim dozama.
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