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OdloZeni uticaj
perinatalnog stresa na
aktivnost
acetilholinesteraze u mozgu
pacova

Ispitivan je uticaj perinatalnog stresa na aktivnost
acetilholinesteraze u sinaptozomalnoj i mitohondri-
Jjalnoj frakciji korteksa i hipokampusa pacova. Stres
Jje indukovan odvajanjem mladunaca od majke de-
vetog postnatalnog dana, tokom 24h. Aktivnost
AchE je merena metodom po Elmanu i saradnicima
(Ellman et al. 1961). Rezultati pokazuju znacajnu
razliku u aktivnosti u mitohondrijalnim frakcijama
korteksa i hipokampusa, kao i u sinaptozomalnoj
frakciji hipokampusa. Ispitivanje potvrduje ranije
rezultate iz ove oblasti i doprinosi stanovistu da
perinatalni stres ima dugotrajne efekte koji se is-
poljavaju u periodu adolescencije.

Uvod

Acetilholin (ACh) je neurotransmiter koji je
prisutan u perifernom i centralnom nervnom sistemu.
SintetiSe se pod katalitickim dejstvom enzima holin
acetiltransferaze a njegova razgradnja u sinapti¢koj
pukotini se odvija pod delovanjem acetilholi-
nesteraze. Holinergicki sistem se projektuje u skoro
sve strukture mozga. Promene aktivnosti enzima
holin acetiltransferaze i/ili acetilholinesteraze mogu
biti odgovorne za promene u nivou acetilholina u
mozgu (Liu et al. 2000).

Ukoliko se aktivnost acetilholin esteraze blokira,
dolazi do nakupljanja acetilholina i trajne depolari-
zacije holinergic¢ke sinapse (Schumacher et al.
1986).

AChE poseduje dva mesta za interakciju sa li-
gandima: aktivno (hidroliticko), na bazi dubokog
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uskog grla, i periferno anjonsko mesto (PAS), koje
se sastoji od negativno naelektrisanih rezidua na
povrsini koja okruzuje ulaz u grlo (Schumacher et
al. 1986; Soreq i Seidman 2001). Primarna bioloSka
funkcija AChE je hidroliza acetilholina.

Stresni dogadaji u ranoj fazi Zivota coveka Cesto
dovode do psihickih poremecaja u odraslom dobu.
Rano odvajanje mladunaca od majke (separatio a
matrem) razmatrano je i prihvadeno kao animalni
model perinatalnog stresa. Odrasli pacovi koji su
rano po rodenju bili odvajani od majke pokazuju du-
gotrajne promene u neuroendokrinom sistemu,
mozgu i ponaSanju, koje odgovaraju simptomatolo-
giji kod obolelih od shizofrenije i afektivnih poreme-
¢aja (Husum er al. 2002). Brojna ispitivanja ukazuju
na ulogu centralne holinergicke neurotransmisije u
razvoju kognitivnih poremecaja u shizofreniji (Fried-
man et al. 2004; Mattsson et al. 2005).

Cilj ovoga rada je da se ispita odloZeni uticaj
jednodnevnog odvajanja (24h) pacova od majke 9.
postnatalnog dana na aktivnost enzima acetilholi-
nesteraze u kori i hipokamopusu mozga pacova u
periodu adolescencije (62. postnatalni dan).

Materijal 1 metode

Ispitivanje je vr§eno na pacovima Wistar soja.
Uporedo su pradena dva legla: eksperimentalno i
kontrolno. Legla su sadrzala po Sest mladunaca
muskog pola, a kratkotrajno odvajanje od majki je
izvedeno prema proceduri koju su opisali Elenbrok i
saradnici (Ellenbroek et al. 1998). U eksperimental-
noj grupi majka je 9. postnatalnog dana premestena
iz kaveza sa mladuncima u poseban kavez. Odva-
janje majke je trajalo 24 sata, nakon ¢ega je vradena
u kavez sa svojim mladuncima. Zivotinje su drZane
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u kavezima pri standardnim laboratorijskim us-
lovima, na temperaturi od 22°C i 14h svetla/10h
mraka.

Pre Zrtvovanja Zivotinje su anestezirane pento-
barbital-natrijumom (Vetanarcol, Werfft-Chemie,
Wien). Zrtvovane su cervikalnom dislokacijom i
dekapitacijom. Nakon dekapitacije glave su
zamrznute i ¢uvane na —80°C do momenta pripreme
tkiva. MoZdane strukture — kora i hipokampus, su
odstranjene na ledu i nakon toga homogenizovane u
staklenom homogenizeru sa teflonskim tuckom u
1.5 mL saharoznog medijuma. Neposredno po ho-
mogenizaciji uzorci su centrifugirani na 3000 obr-
taja, 15 minuta. Supernatant je odvojen i sauvan na
+4°C, a talog resuspendovan u 0.5ml saharoznog
medijuma i centrifugiran na 3000 obrtaja, 15 minuta.
Prvi i drugi supernatant su zatim spajani i centrifu-
girani 30 minuta na 14000 obrtaja. Krajnji super-
natant predstavlja sinaptozomalnu frakciju i ¢uvan je
na —80°C do odredivanja enzimske aktivnosti.
NepreciS¢ena mitohondrijalna frakcija izolovana je
resuspenzijom finalnog taloga u 1.5 mL dejoni-
zovane vode, koji je potom ostavljen 60 minuta na
4°C uz povremeno mesanje na svakih 10 minuta.
Ponovljeno je centrifugiranje na 4000 obrtaja 15 mi-
nuta. Talog je odbacen, a supernatant koji pred-
stavlja nepreciS¢enu mitohondrijalnu frakciju je
izdvojen i takode ¢uvan na —80°C do odredivanja
enzimske aktivnosti.

Za odredivanje sadrZaja proteina koriSéena je
spektrofotometrijska modifikovana metoda Lourija
(Lowry et al. 1951) koja se zasniva na reakciji pep-
tidnih veza proteina sa bakrom u alkalnoj sredini, pri
¢emu se stvara kompleksno jedinjenje koje redukuje
Folinov reagens i daje karakteristi¢nu plavu boju sa
apsorpcionim maksimumom na 550 nm.

Aktivnost acetilholinesteraze u sinaptozomalnoj i
mitohondrijalnoj frakciji korteksa i hipokampusa
mozga pacova odredivana je po metodi Elmana i

saradnika (Ellman et al. 1961). Princip metode je da
acetilholinesteraza razlaze acetiltioholin jodid, ¢iji se
proizvod razlaganja (tioholin) vezuje sa DTNB-om
(di-tio-bis-nitrobenzojeva kiselina) dajuci 5-tio-2-ni-
trobenzojevu kiselinu koja pokazuje maksimum ap-
sorpcije na 412 nm. Promena apsorbance usled
porasta koncentracije ovog jedinjenja pradena je u
toku 3 minuta na Amax = 412 nm.

Aktivnost acetilholinesteraze Aa (u mol/mg pro-
teina/min) izracunata je prema formuli:

AA 4 AA
Ag = .- L _go05-10%x22
136-10* _100 c

1095

xC

gde je AA — promena apsorbance merena u toku
jednog minuta na 412 nm, 1.36- 10" — molarni ap-
sorpcioni koeficijent 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline,
100 — zapremina uzorka u UL, 1095 — ukupna
zapremina u kiveti u mL i C — koncentracija prote-
ina u uzorku (mg/mL).

Rezultati 1 diskusija

Aktivnost acetilholinesteraze korteksa i hipo-
kampusa Zivotinja u kontrolnoj i eksperimentalnoj
grupi prikazana je u tabeli 1.

U sinaptozomalnoj frakciji korteksa nije zapa-
Zena statisticki znacajna razlika u aktivnosti acetil-
holinesteraze izmedu eksperimentalne i kontrolne
grupe Zivotinja.

Aktivnost acetilholinesteraze je u sinaptozomal-
noj frakciji hipokampusa bila statisticki znacajno
smanjena u eksperimentalnoj grupi u odnosu na kon-
trolnu grupu Zivotinja (p < 0.001).

Aktivnost acetilholinesteraze odredena u mito-
hondrijalnoj frakciji korteksa eksperimentalne grupe
bila je statisti¢ki znacajno smanjena u odnosu na ak-

Tabela 1. Aktivnost acetilholinesteraze u mol/mg proteina/min (X 10_4)

Mitohondrijalna frakcija

Sinaptozomalna frakcija

Kontrolna grupa Eksperimentalna Kontrolna grupa Eksperimentalna

(n = 6) grupa (n = 6) (n = 6) grupa (n = 6)
Korteks 0.08410.009 0.039+0.019* 0.03810.001 0.041+0.001
Hipokampus 0.33310.045 0.15210.02* 0.091£0.004 0.07£0.01*
* _p <005
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tivnost enzima u mitohondrijalnoj frakciji korteksa
kontrolne grupe (p < 0.01).

Odredivanjem aktivnosti acetilholinesteraze u
mitohondrijalnoj frakciji hipokampusa takode je
pokazano statisti¢ki znacajno smanjenje u eksperi-
mentalnoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu pacova
(p < 0.001).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju dugotrajne
efekte perinatalnog stresa na holinergicki sistem u
mozgu pacova. OdloZene promene aktivnosti AChE
zapazene su u periodu adolescencije kada se vrsi
sinapticko preuredivanje karakteristicno za ovaj pe-
riod.

Primarna bioloSka funkcija AChE je hidroliza
acetilholina i smanjena aktivnost ovog enzima se
moZe odraziti na holinergi¢ku transmisiju. U neuro-
nalnim i hematopoetskim celijama su, medutim,
pokazane i alternativne funkcije AChE (Soreq i
Seidman, 2001). AChE je ukljucena u delijsku ad-
heziju, proliferaciju, rast neurita u razli¢itim
tipovima neu-rona, ukljucujuci i ne-holinergicke
neurone (Thullbery et al. 2005).

Talberi i saradnici (Thullbery et al. 2005) su
pokazali da je aktivhost AChE merena pomodu El-
manovog eseja u korelaciji sa ekspresijom ovog
enzima u neuronalnim delijama. Nalaz smanjene ak-
tivnosti AChE u ovom istraZivanju, shodno tome,
ukazuje na izmenjenu ekspresiju ovog proteina u po-
jedinim strukturama mozga pacova izloZenih peri-
natalnom stresu, koja se moze odraziti na ekspresiju
sinaptickih proteina.

Zakljucak

Studije o stresu u ranoj fazi Zivota, na modelu
perinatalnog stresa na pacovima, pokazale su posto-
janje trajnih promena u razliitim neurotransmiter-
skim sistemima u mozgu, ukljuenim u
emocionalnost (Holmes er al. 2005; Giachino et al.
2007).

Prisustvo promena u aktivnosti AChE u mozgu
Zivotinja koje su bile izloZzene ranom odvajanju od
majke, uo¢eno u ovom istrazivanju, ukazuje da peri-
natalni stres ima dugotrajne efekte koji se ispoljavaju
u periodu adolescencije. Smanjena ekspresija AChE
bi, obzirom na ulogu ovog enzima u sinaptogenezi,
neuritogenezi i ¢elijskoj adheziji, mogla poremetiti
uspostavljanje adekvatnih sinapti¢kih kontakata i re-
struktuiranje sinapsi koje se u periodu adolescencije
intenzivno odigrava.
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S obzirom da je perinatalni stres jedan od ani-
malnih modela shizofrenije, sagledavanje uloge
holinergickog sistema u patogenezi promena pokre-
nutih perinatalnim stresom moZe biti znacajno za
razumevanje patogenetskih promena u shizofreniji i
moZe doprineti razvoju novih terapijskih pristupa
kao i preventivnih postupaka kod osoba sa visokim
rizikom za pojavu ovog oboljenja.
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Dorde Porovic

Delayed Effect of Perinatal Stress on
Rat Brain Acetylcholine Esterase
Activity

The effect of perinatal stress on rat brain ace-
tylcholine esterase activity was determined in the
synaptosomal and mitochondrial fractions of rat cor-
tex and hypocampus. Stress was induced by sepa-
rating the young rats from their mother on the ninth
postnatal day, for a period of 24 h. The activity of
acetylcholine esterase was measured spectro-
photometrically according to Elman et al. (1961).
The results demonstrate a significant difference in
activity between the groups, in the mitochondrial
fractions of cortex and hypocampus, as well as in
the synapotosomal fraction of the hypocampus. This
research confirms previous results and adds to the
view that perinatal stress has a long-lasting effect
which can be exibited during adolescence.
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