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UTICAJ SKRAĆENOG DNEVNOG IZLAGANJA SVETLOSTI NA 

BIHEJVIORALNE, BIOHEMIJSKE I MOLEKULARNE PROMENE U MOZGU I 

RETINI NA EKSPERIMENTALNOM MODELU DIJABETES MELITUSA 

Saţetak 

 

Dijabetes melitus (DM) je hroniĉni metaboliĉki poremećaj povezan s razvojem brojnih 

komplikacija, meĊu kojima su dijabetiĉka retinopatija i anksiozno ponašanje. Ove promene 

ĉesto nastaju kao posledica inflamacije, oksidativnog stresa i poremećaja metabolizma lipida. 

Pokazano je da melatonin, hormon ĉije je luĉenje uslovljeno mrakom, ima potencijal da ublaţi 

ove procese svojim zaštitnim dejstvom. 

Cilj ove disertacije bio je da ispita uticaj skraćenog fotoperioda, kao stimulusa za 

luĉenje melatonina, na razliĉite aspekte komplikacija izazvanih DM, ukljuĉujući vaskularne 

promene u retini, inflamaciju, ekspresiju akvaporina 4 (Aqp4), procese vizuelnog ciklusa i 

metabolizma holesterola u retini i retinalnom pigmentnom epitelu. TakoĊe, istraţivani su 

efekti na anksiozno ponašanje, oksidativni stres u mozgu, lipidni status i sastav masnih 

kiselina kod pacova sa dijabetesomindukovanim streptozotocinom. 

Vaskularne promene u retini procenjivane su lektinskim bojenjem, dok je ekspresija 

gena povezanih sa vizuelnim ciklusom, metabolizmom holesterola i inflamacijom odreĊena 

qRT-PCR analizom. Anksiozno ponašanje ispitano je testovima podignutog krstastog lavirinta 

i otvorenog polja. Parametri oksidativnog stresa, lipidni status i sastav masnih kiselina 

analizirani su u mozgu i serumu korišćenjem standardnih biohemijskih metoda. 

Skraćeni fotoperiod smanjio je vaskularne promene i inflamaciju u retini, uz povećanje 

perivaskularne ekspresije Aqp4 i ubrzanje prometa holesterola u retini. TakoĊe je ublaţio 

anksiozno ponašanje, smanjio lipidnu peroksidaciju u mozgu i smanjiokoncentracije oleinske, 

vakcenske, dihomo-γ-linolenske i dokozaheksaenoinske kiseline u serumu. Ovi rezultati 

ukazuju na potencijal skraćenog fotoperioda kao strategije za ublaţavanje komplikacija 

izazvanih dijabetesom. 

 

Kljuĉne reĉi: dijabetes melitus, skraćeni fotoperiod, melatonin, akvaporin 4, inflamacija, 

oksidativni stres, vizuelni ciklus, metabolizam holesterola, anksiozno ponašanje 
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THE IMPACT OF REDUCED DAILY LIGHT EXPOSURE ON BEHAVIORAL, 

BIOCHEMICAL, AND MOLECULAR CHANGES IN THE BRAIN AND RETINA IN 

AN EXPERIMENTAL MODEL OF DIABETES MELLITUS 

Abstract 

 

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder linked to complications like 

diabetic retinopathy and anxiety-like behavior, driven by inflammation, oxidative stress, and 

disrupted lipid metabolism. Melatonin, a hormone secreted in darkness, has shown protective 

potential against these processes. 

This thesis aimed to assess the effects of a shortened photoperiod, stimulating 

melatonin secretion, on DM-related complications, including retinal vascular changes, 

inflammation, Aqp4 expression, visual cycle, and cholesterol metabolism in the retina and 

retinal pigment epithelium. Additional effects on anxiety-like behavior, brain oxidative stress, 

lipid status, and fatty acid composition were also evaluated in streptozotocin-induced diabetic 

rats. 

Retinal vascular changes were analyzed with lectin staining, while qRT-PCR 

determined gene expression for the visual cycle, cholesterol metabolism, and inflammation. 

Anxiety-like behavior was assessed using the elevated plus maze and open-field tests, and 

oxidative stress, lipid status, and fatty acid composition were measured in the brain and serum 

using biochemical methods. 

A shortened photoperiod reduced vascular changes and inflammation in the retina, 

increased perivascular expression of Aqp4, and accelerated cholesterol turnover in the retina. 

It also alleviated anxiety-like behavior, reduced lipid peroxidation in the brain, and decreased 

concentrations of oleic, vaccenic, dihomo-γ-linolenic, and docosahexaenoic acids in the 

serum. These findings highlight the potential of a shortened photoperiod as a strategy for 

mitigating diabetes-induced complications. 
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1.1. Dijabetes melitus 
 

Dijabetes melitus (lat. diabetes mellitus, DM) predstavlja hroniĉni metaboliĉki 

poremećaj koji se karakteriše hiperglikemijom uslovljenom smanjenom sekrecijom insulina, 

insulinskom rezistencijom ili istovremenim prisustvom oba poremećaja (Harreiter i sar. 

2023). Ovo stanje dovodi do povišenog nivoa glukoze u krvi (hiperglikemija), što moţe 

izazvati ozbiljne zdravstvene komplikacije. DM se javlja u razliĉitim oblicima, od kojih svaki 

ima specifiĉne uzroke i karakteristike. 

 

1.1.1. Klasifikacija dijabetes melitusa 
 

Tip 1 dijabetes melitus (T1DM) predstavlja autoimuno oboljenje koje se karakteriše 

destrukcijom beta ćelija pankreasa od strane imunološkog sistema. Beta ćelije pankreasa su 

odgovorne za proizvodnju insulina, hormona koji pomaţe u regulaciji nivoa glukoze u krvi 

(Harreiter i sar. 2023). Kada se beta ćelije unište, telo gubi sposobnost da proizvodi insulin, 

što dovodi do apsolutnog nedostatka insulina. Taĉan uzrok T1DM nije potpuno razjašnjen, ali 

se pretpostavlja da kombinacija genetskih i faktora ţivotne sredine poput prethodnih virusnih 

infekcija i ishrane u ranom detinjstvu igra kljuĉnu ulogu (Petersmann i sar. 2019). Simptomi 

T1DM ĉesto se razvijaju brzo i ukljuĉuju poliuriju, polidipsiju, polifagiju, neoĉekivani 

gubitak telesne mase, konstantni umor, osećaj slabosti i zamagljen vid. Dijagnoza se postavlja 

na osnovu testova nivoa glukoze u krvi, vrednosti HbA1c testa koji odraţava proseĉan nivo 

glukoze u krvi tokom poslednja tri meseca, testova na autoantitela i prisustva ketona u urinu 

ili krvi (Petersmann i sar. 2019, González-Morales i sar. 2020). Leĉenje zahteva doţivotnu 

terapiju insulinom, redovno praćenje nivoa glukoze, dijetetske promene i fiziĉku aktivnost.  

Tip 2 dijabetes melitus (T2DM) je najĉešći oblik dijabetesa, karakterisan insulinskom 

rezistencijom i relativnim nedostatkom insulina (Sasako i sar. 2023). Na poĉetku bolesti, 

pankreas kompenzuje povećanom proizvodnjom insulina kako bi nadoknadio insulinsku 

rezistenciju, ali vremenom ne moţe odrţati ovu povećanu proizvodnju, što dovodi do 

hiperglikemije. T2DM se najĉešće razvija kod odraslih starijih od 45 godina, ali se sve ĉešće 

javlja i kod mlaĊih osoba, ukljuĉujući adolescente, zbog sve veće stope gojaznosti i fiziĉke 

neaktivnosti (Contreras-Zentella i sar. 2024). Uzroci i faktori rizika za razvoj T2DM 

ukljuĉuju genetsku predispoziciju, prekomernu telesnu teţinu, sedentarni naĉin ţivota, 

nezdravu ishranu bogatu kalorijama i mastima, kao i starost. Dodatno, odreĊene etniĉke 

grupe, kao što su Afroamerikanci, Latinoamerikanci, Indijanci i Azijati, imaju povećan rizik 

za razvoj ove bolesti (Wu i sar. 2021, Qiu i sar. 2022). Simptomi T2DM se razvijaju 

postepeno i mogu ukljuĉivati povećano mokrenje, povećanu ţeĊ, povećan apetit, gubitak 

teţine, zamagljen vid, umor i rane na telu koje sporo zarastaju. Leĉenje T2DM je usmereno na 

kontrolu nivoa glukoze u krvi, smanjenje rizika od komplikacija i poboljšanje kvaliteta ţivota. 

Promene naĉina ţivota, kao što su zdrava ishrana, redovna fiziĉka aktivnost i odrţavanje 

zdrave telesne mase, kljuĉni su za upravljanje bolešću. Terapija lekovima ĉesto ukljuĉuje 

oralne hipoglikemike kao što su metformin, preparati sulfonilureje, DPP-4 inhibitori, SGLT2 

inhibitori i drugi. U nekim sluĉajevima, naroĉito kada oralni lekovi nisu dovoljni za postizanje 

kontrole glikemije, neophodna je terapija insulinom. Kontinuirano praćenje nivoa glukoze u 

krvi, krvnog pritiska i nivoa lipida takoĊe je vaţno za prevenciju komplikacija. 

Gestacijski dijabetes melitus (GDM) je specifiĉan oblik dijabetesa koji se prvi put 

dijagnostikuje tokom trudnoće (Ye i sar. 2022). Ovo stanje se javlja kada telo trudnice ne 
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moţe proizvesti dovoljno insulina da zadovolji povećane potrebe koje su posledica 

hormonalnih promena. Tokom trudnoće, posteljica proizvodi hormone koji pomaţu u 

odrţavanju trudnoće, ali neki od ovih hormona ĉine ćelije otpornijim na insulin (insulinska 

rezistencija) (Sweeting i sar. 2022). Kako trudnoća napreduje, posteljica proizvodi sve više 

hormona, što dodatno povećava insulinsku rezistenciju. Ako pankreas ne moţe proizvesti 

dovoljno insulina da prevaziĊe ovaj efekat, nivo glukoze u krvi raste, što dovodi do 

gestacijskog dijabetesa. Faktori rizika za razvoj GDM ukljuĉuju starost majke (starije od 25 

godina), prekomernu telesnu masu, pozitivnu porodiĉnu anamnezu, prethodni gestacijski 

dijabetes, prethodno roĊenje krupnog deteta (više od 4 kg) i odreĊene etniĉke grupe poput 

Afroamerikanaca, Latinoamerikanaca, Indijanaca i Azijata (Ye i sar. 2022). Simptomi 

gestacijskog dijabetesa su sliĉni simptomima drugih tipova dijabetesa i mogu ukljuĉivati 

povećanu ţeĊ, uĉestalo mokrenje, umor i zamagljen vid, ali ĉesto nema oĉiglednih simptoma. 

Dijagnoza se obiĉno postavlja izmeĊu 24. i 28. nedelje trudnoće putem testa opterećenja 

glukozom (oralni test tolerancije na glukozu) (Sweeting i sar. 2022). Leĉenje gestacijskog 

dijabetesa ukljuĉuje promene u ishrani, redovnu fiziĉku aktivnost, praćenje nivoa glukoze u 

krvi i, u nekim sluĉajevima, terapiju insulinom ili oralnim lekovima ako promene naĉina 

ţivota nisu dovoljne za kontrolu nivoa glukoze. Trudnice sa GDM-om se podstiĉu da jedu 

uravnoteţene obroke sa niskim sadrţajem šećera i visokim sadrţajem vlakana, da se bave 

redovnim veţbanjem koje je bezbedno tokom trudnoće, i da redovno prate nivo glukoze u krvi 

kako bi se osigurala adekvatna kontrola. Nakon poroĊaja, gestacijski dijabetes obiĉno nestaje, 

ali ţene koje su imale GDM imaju povećan rizik od razvoja T2DM kasnije u toku ţivota, pa 

se preporuĉuje redovno praćenje nivoa glukoze i odrţavanje zdravih ţivotnih navika. 

Gestacijski dijabetes moţe povećati rizik od komplikacija tokom trudnoće i poroĊaja, kao što 

su preeklampsija, prevremeni poroĊaj i potreba za carskim rezom, kao i rizik od makrosomije 

(velika teţina novoroĊenĉeta), što moţe dovesti do povreda tokom poroĊaja (Sweeting i sar. 

2022). Redovno praćenje i adekvatna kontrola gestacijskog dijabetesa kljuĉni su za smanjenje 

ovih rizika i osiguranje zdravlja majke i bebe. 

Predijabetes je stanje u kom su nivoi glukoze u krvi viši od normalnog, ali ne dovoljno 

visoki da bi se postavila dijagnoza dijabetesa i predstavlja jedan od faktora rizika za razvoj 

T2DM (de Wit-Verheggen i van de Weijer 2021). Osobe sa predijabetesom imaju povećan 

rizik od kardiovaskularnih bolesti i drugih komplikacija povezanih sa dijabetesom. 

Predijabetes ĉesto nema oĉigledne simptome, pa mnogi ljudi nisu svesni da ga imaju. Ĉesto se 

moţe zaustaviti promenama naĉina ţivota kao što su gubitak telesne mase, povećana fiziĉka 

aktivnost i zdrava ishrana. Gubitak ĉak i manjeg procenta telesne mase (5-7%) moţe znaĉajno 

smanjiti rizik od razvoja T2DM (Rondanelli i sar. 2023). Redovna fiziĉka aktivnost, kao što je 

hodanje najmanje 150 minuta nedeljno, moţe poboljšati insulinsku senzitivnost i pomoći u 

kontroli glikemije. Zdrava ishrana koja ukljuĉuje smanjenje unosa šećera i rafinisanih 

ugljenih hidrata, povećanje unosa vlakana, voća, povrća i integralnih ţitarica, moţe pomoći u 

odrţavanju glikemije u fiziološkim granicama.  

Drugi specifiĉni tipovi dijabetesa ukljuĉuju retke oblike dijabetesa koji nastaju zbog 

specifiĉnih genetskih poremećaja, hirurških zahvata, lekova, infekcija, bolesti pankreasa i 

drugih oboljenja. Na primer, monogenski dijabetes je oblik dijabetesa uzrokovan mutacijama 

u jednom genu, a najpoznatiji oblici su MODY (eng. maturity onset diabetes of the young) i 

neonatalni dijabetes (Sousa i sar. 2022). MODY se obiĉno javlja kod mladih osoba i ĉesto se 

nasleĊuje autozomno dominantno. Neonatalni dijabetes se javlja u prvim mesecima ţivota. 

Postoje i oblici dijabetesa povezani sa bolesti pankreasa kao što su pankreatitis, karcinom 

pankreasa ili cistiĉna fibroza (Yamamoto-Kataoka i sar. 2021). Kod ovih stanja, oštećenje 

pankreasa moţe dovesti do smanjene proizvodnje insulina. Hirurški zahvati poput 

pankreatektomije (uklanjanje pankreasa) takoĊe mogu uzrokovati dijabetes zbog gubitka 
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insulinskih ćelija. Dijabetes izazvan lekovima moţe biti uzrokovan upotrebom odreĊenih 

lekova koji utiĉu na metabolizam glukoze. Na primer, glukokortikoidi, ĉesto korišćeni za 

leĉenje zapaljenskih oboljenja, mogu izazvati hiperglikemiju i dijabetes. Drugi lekovi koji 

mogu izazvati dijabetes ukljuĉuju neke antipsihotike i lekove za leĉenje HIV-a. Infekcije 

mogu imati ulogu u razvoju dijabetesa. Na primer, infekcija citomegalovirusom ili nekim 

drugim virusima moţe oštetiti pankreas i izazvati dijabetes. TakoĊe, hormonski poremećaji 

kao što su Cushingov sindrom, akromegalija, feohromocitom i glukagonom mogu dovesti do 

dijabetesa zbog povećane proizvodnje hormona koji antagonizuju efekat insulina. LADA 

(eng. latent autoimmune diabetes in adults) je još jedan specifiĉan tip dijabetesa koji se ĉesto 

pogrešno dijagnostikuje kao T2DM (Hu i sar. 2022). LADA je oblik autoimunskog dijabetesa 

koji se razvija sporije od tipiĉnog T1DM i obiĉno se javlja kod odraslih. Osim ovih, postoje i 

drugi reĊi oblici dijabetesa kao što su dijabetes izazvan genetskim sindromima poput 

Downovog sindroma, Klinefelterovog sindroma i Turnerovog sindroma. Upravljanje ovim 

specifiĉnim tipovima dijabetesa moţe zahtevati poseban pristup i ĉesto ukljuĉuje 

multidisciplinarni tim lekara kako bi se osigurao najbolji mogući ishod za pacijenta (Slika 

1.1.). 

 

Slika 1.1. Nova klasifikacija dijabetes melitusa  

Različiti tipovi i podtipovi DM uključujući tip 1 dijabetes (T1DM), tip 2 dijabetes (T2DM), gestacijski 

dijabetes, hibridne forme dijabetesa (LADA i dijabetes sklon ketozi), druge posebne tipove DM. 
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1.1.2. Epidemiologija 
 

DM predstavlja globalni zdravstveni problem sa dramatiĉnim porastom prevalencije 

širom sveta. Prema podacima MeĊunarodne federacije za dijabetes (IDF), u 2021. godini oko 

537 miliona odraslih osoba (izmeĊu 20 i 79 godina) ţivelo je sa dijabetesom, što ĉini 10,5% 

svetske populacije (Sun i sar. 2022). Oĉekuje se da će se ovaj broj povećati na 643 miliona do 

2030. godine i na 783 miliona do 2045. godine (Sun i sar. 2022). Najveća stopa dijabetesa 

zabeleţena je u regijama poput Bliskog Istoka, Severne Afrike i Juţne Azije, gde faktori kao 

što su urbani naĉin ţivota, nezdrava ishrana i manjak fiziĉke aktivnosti doprinose povećanju 

broja obolelih. Genetski faktori, starost, gojaznost, fiziĉka neaktivnost, nezdrava ishrana i 

socio-ekonomski status su glavni faktori rizika za razvoj T2DM. 

 

1.1.3. Komplikacije dijabetes melitusa 
 

Dijabetes predstavlja znaĉajno opterećenje za zdravstvene sisteme zbog visokih 

troškova leĉenja i brojnih komplikacija koje ukljuĉuju kardiovaskularne bolesti, kao što su 

srĉani i moţdani udar, koji su vodeći uzroci smrti kod osoba sa dijabetesom. Komplikacije 

dijabetesa melitusa mogu se podeliti na akutne i na hroniĉne. Akutne komplikacije, kao što su 

dijabetiĉka ketoacidoza i hiperglikemijski hiperosmolarni sindrom, predstavljaju hitna stanja i 

zahtevaju brzu medicinsku intervenciju. Hroniĉne komplikacije se dele na mikrovaskularne i 

makrovaskularne (Tomić i sar. 2022, Darenskaya i sar. 2021). Mikrovaskularne komplikacije 

ukljuĉuju dijabetiĉku retinopatiju, nefropatiju i neuropatiju, dok makrovaskularne obuhvataju 

kardiovaskularne bolesti i perifernu arterijsku bolest koja ĉesto rezultira amputacijama usled 

loše cirkulacije i pratećih infekcija (Slika 1.2.). Druge ĉeste komplikacije kod osoba sa 

dijabetesom ukljuĉuju gastrointestinalne simptome, seksualne disfunkcije, kao i koţne 

probleme, poput infekcija i sporog zarastanja rana.  

Tehnološki napredak, kao što su kontinuirani monitoring glukoze (CGM) i insulinske 

pumpe, znaĉajno olakšava dijagnozu i terapiju dijabetesa i doprinosi poboljšanju kvaliteta 

ţivota obolelih (Antar i sar. 2023). MeĊutim, uprkos ovim naprecima, globalna prevalencija 

dijabetesa nastavlja da raste, što ukazuje na potrebu za dodatnim naporima u prevenciji, 

edukaciji i pristupu zdravstvenoj zaštiti. Osim toga, psihološke komplikacije, ukljuĉujući 

anksioznost i depresiju, ĉesto prate dijabetes, dodatno opterećujući obolele i njihove porodice. 

Stoga je neophodno holistiĉkipristupiti leĉenju dijabetesa, uzimajući u obzir sve aspekte 

bolesti, kako fiziĉke, tako i mentalne. 
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Slika 1.2.Komplikacije u sklopu dijabetes melitusa 

Komplikacije u sklopu dijabates melitusa mogu se podeliti na akutne i na hronične komplikacije. 

Akutne komplikacije obuhvataju ketoacidozu i hiperglikemijski hiperosmolarni sindrom (HHS). 

Hronične komplikacije se dalje dele na mikrovaskularne i makrovaskularne komplikacije koje 

pogađaju različite organe i organske sisteme. Mikrovaskularne komplikacije najčešće obuhvataju 

promene na očima i bubrezima u sklopu dijabetičke retinopatije i dijabetičke nefropatije dok 

makrovaskularne promene obuhvataju promene na mozgu, srcu i na ekstremitetima.  

1.2. Uloga glukoze u normalnom funkcionisanju mozga 
 

Glukoza je neuphodna za odrţavanje normalnih fizioloških procesa u mozgu. Iako 

obuhvata svega 2% ukupne telesne mase, mozak troši oko 20% energije koja se dobija iz 

glukoze što predstavlja oko 5,6 mg glukoze na 100 g moţdanog tkiva u minuti (Thakur i sar. 

2019, Manza i sar. 2020). Metabolizam glukoze obezbeĊuje gorivo za obavljanje normalnih 

fizioloških procesa produkcijom adenozin trifosfata (ATP) koji predstavlja osnov za 

odrţavanje normalne funkcije neurona i formiranje neurotransmitera (Manza i sar. 2020). 

Biosinteza amino kiselina, monosaharida i kompleksnih ugljenih hidrata esencijalna je za 

proces neurotransmisije i obnovu makromolekula, a zahteva korišćenje glukoze kao izvora 

ugljenika.  

Triptofan i tirozin predstavljaju amino kiseline neophodne za sintezu monoaminskih 

neurotransmitera. Triptofan je prekursor serotonina (5-HT), dok je tirozin prekursor dopamina 

i noradrenalina (Dienel 2019). Glikoliza (proces u kom se glukoza metaboliše do piruvata) i 

oksidativni metabolizam (u kom se puruvat metaboliše do ugljen dioksida) putem ciklusa 

trikarboksilnih kiselina i elektronskog transportnog lanca predstavljaju glavne puteve 

proizvodnje energije u mozgu (Dienel 2019, Manza i sar. 2020). Neuromodulatori i 

neurotransmiteri moraju biti endogeno produkovani iz supstrata dobijenih iz ovih puteva, jer 

je transport neuroaktivnih komponenti iz krvi u mozak ograniĉen postojanjem visoko 

selektivne krvno-moţdane barijere (Dienel 2019).  
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1.3. Uticaj dijabetes melitusa na razvoj anksioznosti i kognitivnih poremećaja 
 

Dijabetiĉka encefalopatija podrazumeva niz promena koje se javljaju u mozgu usled 

hroniĉne hiperglikemije. Neurokognitivne promene kod dijabetiĉara povezane su sa 

smanjenjem volumena bele i sive mase mozga, pri ĉemu se ovi efekti naroĉito manifestuju 

kod duţeg trajanja hiperglikemije, ranog poĉetka bolesti ili uĉestalih epizoda teške 

hiperglikemije (Luna i sar. 2021). Istraţivanja pokazuju smanjenje volumena sive mase u 

regijama kao što su temporalni reţanj, parahipokampalni girus, insularni korteks i angularni 

girus, koji imaju kljuĉnu ulogu u memoriji, paţnji i obradi govora (Luna i sar. 2021). Kod 

dijabetesa dolazi i do poremećaja memorije formirane u hipokampusu, usled smanjene 

hipokampalne neuroplastiĉnosti, što dalje ometa sposobnost mozga da se adaptira i 

reorganizuje obrasce ponašanja i emocionalnih funkcija, ukljuĉujući pojavu anksioznosti 

(Luna i sar. 2021). Gubitak neurona u hipokampusu je povezan sa povećanim oksidativnim 

stresom, a dentatni girus i Amonov rog, kao najosetljivije zone, pokazuju smanjenje gustine 

dendrita, sinaptiĉkih proteina i porast markera apoptoze, uz poremećaj hipokampalne 

neurogeneze (Luna i sar. 2021). Ove promene, uz narušenu neuroplastiĉnost, doprinose 

razvoju kognitivnih poremećaja, problema sa uĉenjem, pamćenjem, ali i emocionalnim 

disbalansom, što povećava rizik od anksioznosti (Luna i sar. 2021). 

1.3.1. Poremećaji neurotransmisije u sklopu anksioznosti i kognitivnih poremećaja 
 

Dopamin, noradrenalin i 5-HT predstavljaju tri kljuĉna monoaminska 

neurotransmitera koja igraju vaţnu ulogu u razvoju anksioznih i depresivnih poremećaja 

(Thakur i sar. 2019, Luna i sar. 2021). Prema "monoaminskoj hipotezi", glavni simptomi 

anksioznosti i depresije povezani su sa deficitom ovih monoaminergiĉkih transmitera, što 

dovodi do promena u raspoloţenju, smanjenoj motivaciji i pojaĉanom osećaju uzbuĊenja i 

straha. Dopamin, pored uloge u regulaciji raspoloţenja, kljuĉan je za procese motivacije i 

nagraĊivanja. Smanjena dopaminska aktivnost kod anksioznih poremećaja moţe dodatno 

oteţati motivaciju i angaţovanje, što pojaĉava osećaj nemira i neizvesnosti (Casado-Sainz i 

sar. 2022). 

U modulaciji anksioznog obrasca ponašanja u amigdali, osim gama-aminobuterne 

kiseline (GABA), uĉestvuju i drugi neurotransmiteri kao što su serotonin, opioidni peptidi, 

endokanabinoidi, neuropeptid Y, oksitocin i kortikotropin-oslobaĊajući hormon (Thakur i sar. 

2019, Xia i sar. 2021). GABA, kao glavni inhibitorni neurotransmiter u centralnom nervnom 

sistemu, pomaţe u regulaciji neuronske aktivnosti. Delovanjem na GABA-A receptore, 

GABA omogućava prolaz hloridnih jona kroz postsinaptiĉke membrane, ĉime dovodi do 

hiperpolarizacije neurona i smanjuje njihovu ekscitabilnost. Na taj naĉin, GABA funkcioniše 

kao "koĉnica" za prekomerno neuralno uzbuĊenje, stabilizujući nervni sistem i smanjujući 

mogućnost prekomernih i neprikladnih odgovora (Xia i sar. 2021). Smanjena aktivnost 

GABA-e kod osoba sa anksioznim poremećajima moţe doprineti osećaju nemira i pojaĉanoj 

reaktivnosti na stresne situacije. 

Noradrenalin ima centralnu ulogu u odgovoru organizma na stres, pripremajući telo za 

"bori se ili beţi" reakciju. Hroniĉno povišeni nivoi noradrenalina u anksioznim poremećajima 

mogu doprineti osećaju prekomerne uzbuĊenosti i pojaĉanoj reaktivnosti, dok iscrpljivanje 

noradrenalinskih rezervi usled produţenog stresa dodatno pogoršava simptome anksioznosti 

(Xia i sar. 2021). TakoĊe, serotonin ima kljuĉnu funkciju u stabilizaciji emocionalnih stanja. 

Smanjeni nivoi serotonina u anksioznosti ne samo da narušavaju emocionalnu stabilnost, već 
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mogu dovesti do poteškoća sa paţnjom, radnom memorijom i donošenjem odluka, ĉime 

dodatno pojaĉavaju simptome anksioznosti (Xia i sar. 2021). 

Endokanabinoidni sistem, koji takoĊe uĉestvuje u regulaciji raspoloţenja i odgovora 

na stres, pomaţe mozgu da smanji prekomerne reakcije na stresne nadraţaje (Xia i sar. 2021). 

Disbalans u ovom sistemu povećava rizik od anksioznosti, dodatno narušavajući emocionalnu 

stabilnost i kognitivne funkcije kod osoba sklonih anksioznim poremećajima. 

1.3.2. Uloga  insulinske rezistencije u razvoju anksioznosti i kognitivnih poremećaja 
 

Insulinska rezistencija ima kljuĉnu ulogu u razvoju kognitivnih poremećaja i 

anksioznosti, posebno kod osoba obolelih od dijabetes melitusa. Ovaj proces ukljuĉuje 

smanjenje osetljivosti receptora za insulin na insulinsku signalizaciju, što dovodi do 

disfunkcije presinaptiĉkih i postsinaptiĉkih neurona (Thakur i sar. 2019). Insulinska 

rezistencija ometa signalni put fosfatidilinozitol 3-kinaze/ proteinske kinaze B (engl. 

phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase B pathway, PI3K/AKT), ĉiji poremećaj rezultuje 

hiperfosforilacijom tau proteina i akumulacijom neurotoksiĉnih amiloid-β plakova (Aβ) u 

mozgu. Ovi procesi su karakteristiĉni za neurodegenerativne promene i povezani su sa 

kognitivnim oštećenjima i razvojem simptoma anksioznosti (Li i sar. 2023, Thakur i sar. 

2019). 

Povećan oksidativni stres, prisutan kao posledica insulinske rezistencije, aktivira niz 

signalnih puteva, ukljuĉujući nuklearni faktor kapa B (engl. nuclear factor kappa B, NF-κB), 

kinazu N-terminalnog regiona c-Jun-a (engl. c-Jun N-terminal kinase, JNK) i stres-aktivirane 

protein kinaze (engl. stress-activated protein kinase, SAPK), kao i MAP kinazu p38, što sve 

doprinosi disfunkciji β-ćelija. Ove promene na kraju narušavaju sinaptiĉku funkciju i dodatno 

pogoršavaju insulinsku rezistenciju (Li i sar. 2023). Aktivacija proinflamatornih citokina 

poput faktora nekroze tumora-alfa (engl. tumor necrosis factor-alpha, TNF-α), interleukina 1-

beta (engl. interleukin 1-beta, IL-1β) i interleukina 6 (engl. interleukin 6, IL-6) dodatno 

inhibira insulinske receptore i povećava produkciju reaktivnih kiseoniĉnih vrsta (engl. 

reactive oxygen species, ROS), pojaĉavajući inflamaciju i neurotoksiĉnost. 

Uz to, hroniĉna inflamacija uzrokovana insulinskom rezistencijom povećava aktivnost 

NF-κB signalnog puta, ĉime doprinosi daljem porastu oksidativnog stresa i oštećenju 

sinaptiĉkih funkcija. U ovom procesu, defosforilacija kofilina dovodi do depolimerizacije 

aktina, ĉime se smanjuje veliĉina i gustina dendritskih spina, što dodatno narušava neuronske 

veze u mozgu (Almarghalani i sar. 2023). Ovi mehanizmi direktno utiĉu na sinaptiĉku 

plastiĉnost i kognitivne funkcije, dok istovremeno povećavaju rizik od razvoja anksioznosti, 

budući da utiĉu na neuronske mreţe odgovorne za emocionalnu regulaciju i pamćenje.  

Promene u mozgu koje obuhvataju oksidativni stres, inflamaciju, hiperfosforilaciju tau 

proteina i akumulaciju Aβ meĊusobno su povezane i doprinose progresivnom oštećenju 

neuronskih funkcija. Produkti glikacije dodatno intenziviraju oksidativni stres, dok insulinska 

rezistencija pospešuje mitohondrijalnu disfunkciju, što dodatno pogoršava stanje. Krajnji 

rezultat ovih sloţenih procesa je hroniĉna inflamacija i narušena sinaptiĉka funkcija, što 

predstavlja osnovu za razvoj anksioznosti i kognitivnih poremećaja kod osoba s dijabetesom. 
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1.3.3. Uloga oksidativnog stresa i poremećaja metabolizma lipida u razvoju anksioznosti 

i kognitivnih poremećaja 
 

Povećanje oksidativnog stresa i lipidna peroksidacija povezani su sa razvojem 

kognitivne disfunkcije i anksioznosti kod dijabetiĉara. Jedna od najznaĉajnijih hipoteza koja 

podrţava razvoj neurodegeneracije je amiloidna hipoteza, koja se bazira na ĉinjenici da 

nesolubilne Aβ partikule dovode do preterane fosforilacije tau proteina, što dalje izaziva 

produkciju slobodnih radikala, inflamaciju i oksidativno oštećenje. Takvi procesi nisu samo 

osnova za kognitivne poremećaje, već mogu pospešiti i razvoj simptoma anksioznosti, budući 

da oksidativni stres utiĉe na neurone i sinaptiĉke veze povezane sa emocionalnom 

regulacijom. 

Protein 1 povezan sa receptorom lipoproteina niske gustine (engl. low-density 

lipoprotein receptor-related protein 1, LRP1) ukljuĉen je u eliminaciju Aβ peptida, a 

oksidacija ovog receptora moţe dovesti do nakupljanja Aβ u mozgu (Li i sar. 2023). Visoke 

koncentracije ROS dodatno povećavaju lipidnu peroksidaciju u mozgu, menjaju propustljivost 

membrane i funkciju membranskih receptora i enzima. Lipidna peroksidacija proizvodi 

aktivne aldehide, kao što su malondialdehid (eng. malondialdehyde, MDA) i 4-

hidroksinonenala (eng. 4-hydroxynonenal, 4-HNE) (Thakur i sar. 2019, Li i sar. 2023), koji 

izazivaju oštećenje ćelijskih membrana i proteina, aktiviraju signalne puteve koji vode do 

ćelijske smrti i mogu doprineti pojavi anksioznosti kroz narušavanje homeostaze u CNS-u 

(Slika 1.3.). 

CD36 receptor prepoznaje oksidovane lipide i Aβ, te stimuliše inflamatorne puteve 

preko receptora sliĉnih tolu (engl. toll-like receptors, TLR), što povećava inflamaciju i 

dodatno doprinosi riziku od anksioznosti (Slika 1.3.) (Li i sar. 2023). Lipokalin 2 (eng. 

lipocalin 2, LCN2), koji glijalne ćelije proizvode pod uslovima oksidativnog stresa, oštećuje 

krvno-moţdanu barijeru, ĉime dalje stimuliše oštećenje endotelnih ćelija i astrocita. LCN2 

takoĊe reguliše ćelijsku aktivnost u centralnom nervnom sistemu putem kontrole akumulacije 

gvoţĊa, proces koji moţe doprineti razvoju anksioznosti. 

Oksidativni stres, posredovan prisustvom reaktivnih kiseoniĉnih i azotnih vrsta (engl. 

reactive nitrogen species, RNS), dodatno dovodi do oksidacije lipida, posebno u okviru 

polinezasićenih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA), a završni proizvodi 

lipidne peroksidacije, poput 4-HNE, izazivaju karbonilaciju proteina i citotoksiĉne efekte (Li i 

sar. 2023). Ovi procesi, zajedno sa oksidativnim oštećenjima, ĉine osnovu za razvoj 

anksioznosti i kognitivnih poremećaja kod dijabetiĉara. 
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Slika. 1.3. Uloga oksidativnog stresa u razvoju anksioznosti i kognitivnih poremećaja 

kod dijabetes melitusa 

Oksidativni stres dovodi do redukcije GLUT4 ekspresije i translokacije GLUT4 receptora sa površine 

membrane čime smanjuje osetljivost ćelije na insulin. U normalnim uslovima, insulin  aktivira 

PI3K/PDK1/AKT i PI3K/AKT/mTOR signalni put koji dalje inhibira apoptozu i promoviše razvoj i 

preţivljavanje neurona, u slučaju postojanja insulinske rezistencije dolazi do inhibicije ovih puteva (Li 

i sar. 2023). Neuroinflamacija dovodi do aktivacije mikroglije i signalnih puteva, uključujući IL1-R1, 

NLRP3/IL-1β i NF-κB, što rezultira oslobađanjem proinflamatornih faktora koji dodatno podstiču 

neuroinflamaciju i uzrokuju oštećenja neurona u mozgu.Inhibicija TLR4/AKT/mTOR signalnog puta 

dovodi do inhibicije ćelijske autofagije, dalje potencirajući neuroinflamaciju i apoptozu mikroglije (Li 

i sar. 2023). Kognitivni poremećaji nastaju i kao posledica poremećaja metabolizma lipida u mozgu. 

Naime, CD36 prepoznaje oksidovane LDL receptore (TLRS) i pokreće toll-like odgovor kako bi 

pokrenuo proces inflamacije. LCN2 se primarno produkuje u glijalnim ćelijama u toku stresa, 

promoviše neuroinflamaciju putem aktivacije NF-kB i STAT3 signalnog puta čime dovodi do 

aktivacije mikroglije. Skraćenice: GLUT = glukozni transporter 4 (eng. glucose transporter type 4), 

PI3K = fosfatidilinozitol 3’-kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-kinase), PDK1 = piruvat 

dehidrogenaza kinaza izoforma 1 (eng. pyruvate dehydrogenase kinase isoform 1), AKT = protein 

kinaza B (eng. protein kinase B),mTOR = meta rapamicina kod sisara (eng. mammalian target of 

rapamycin), TLR4 = receptori slični tolu 4 (eng. toll-like receptor 4), IL1-R1 = interleukin 1 receptor 

tip 1 (eng. interleukin 1 receptor type 1),NLRP3 = NLR porodica koja sadrţi 3 purinska domena (eng. 

NLR family pyrin domain containing 3), NF-κB = nuklearni faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa 

B), LCN2 = lipokalin 2 (eng. lipocalin 2), STAT3 = signal transdukcije i transkripcije 3 (eng. signal 

transducer and activator of transcription 3), CD36 = trombocitni glikoprotein 4 (eng. platelet 

glycoprotein 4).  

Prema: Li i sar. 2023. 
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1.3.4. Uloga neuroinflamacije u razvoju anksioznosti i kognitivnih poremećaja 
 

Kao što je prethodno navedeno, oksidativni stres dovodi do razvoja neuroinflamacije, 

što moţe doprineti razvoju anksioznosti i kognitivnih poremećaja. Povećana propustljivost 

krvno-moţdane barijere, izazvana aktivacijom signalnog puta NF-κB, omogućava veći influks 

glukoze iz krvi u CNS. Kao posledica toga, dolazi do povećane produkcije krajnjih proizvoda 

glikacije (engl. advanced glycation end-products, AGE), koji se vezuju za AGE receptore 

(engl. receptors for advanced glycation end-products, RAGE) na površini ćelija, ĉime se 

stimuliše produkcija ROS. Prisustvo ROS dalje dovodi do mitohondrijske disfunkcije, 

neuroinflamacije i spreĉava regeneraciju neurona, što dodatno povećava rizik od pojave 

anksioznosti kod dijabetiĉara. 

Mikroglijalne ćelije igraju kljuĉnu ulogu u procesu neuroinflamacije, jer su odgovorne 

za odrţavanje neuronske homeostaze, podrţavaju rast neurona, formiranje sinapsi, uklanjanje 

ćelijskih fragmenata i eliminaciju proteinskih agregata, a sve to doprinosi neuroplastiĉnosti, 

odnosno sposobnosti mozga da se prilagoĊava i obnavlja. Mikroglija prepoznaje patogene, 

proteinske agregate i ćelijske fragmente pomoću receptora za prepoznavanje obrazaca (engl. 

pattern recognition receptors, PRR), koji detektuju specifiĉne molekulske obrasce povezane 

sa patogenima (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i obrasce vezane za 

ćelijska oštećenja (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP). Kada doĊe do 

mitohondrijske disfunkcije, oštećenje mitohondrijalne membrane uzrokuje oslobaĊanje 

DAMP-a, koji aktiviraju inflamatornu kaskadu i pospešuju razvoj neuroinflamacije. DAMP 

molekule prepoznaju PRR na mikrogliji, ĉime se aktiviraju TLR i signalni put NF-κB. Ovi 

procesi dovode do oslobaĊanja proinflamatornih citokina kao što su TNF-α, IL-1β i IL-6, kao 

i hemokina poput CCL2 (engl. chemokine (C-C motif) ligand 2, poznat i kao MCP-1) i 

CXCL10 (engl. C-X-C motif chemokine ligand 10).  

Neuroinflamacija je povezana sa hiperaktivacijom mikroglije. Preterana ekspresija 

dugolanĉane nekodirajuće RNK MEG3 (engl. maternally expressed gene 3, lncRNA MEG3) 

povezana je sa znaĉajnim poboljšanjem kognitivne disfunkcije putem regulacije proteina 

Rac1 (engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i smanjenja proizvodnje ROS, kao i 

inhibicije apoptoze koja je povezana sa mitohondrijama. Ekspresija MEG3 ili inhibicija Rac1 

proteina podstiĉe defosforilaciju proteina FUNDC1 (engl. FUN14 domain containing 1), 

mitohondrijskog proteina ukljuĉenog u proces mitofagije, odnosno uklanjanja oštećenih 

mitohondrija, što smanjuje oksidativni stres i neuroinflamaciju. Ovi procesi mogu doprineti 

smanjenju rizika od anksioznosti i kognitivnih oštećenja. 

1.4. Anatomija retine 
 

Tkivo retine, podeljeno je na deset slojeva koji obuhvataju sledeće: 1. unutrašnja 

graniĉna membrana koja dolazi u kontakt sa vitreusom, sluţi kao bazalna lamina za ćelije 

sloja retinalnih nervnih vlakana, 2. sloj retinalnih nervnih vlakana saĉinjen od aksona 

retinalnih ganglijskih ćelija pomešanih sa astrocitima i nastavcima Milerovih ćelija, 3. sloj 

ganglijskih ćelija saĉinjen od tela ganglijskih ćelija ĉiji aksoni uĉestvuju u formiranju 

optiĉkog nerva, 4. unutrašnji pleksiformni sloj gde aksoni bipolarnih ćelija formiraju sinapse 

sa ganglijskim ćelijama, takoĊe dendriti amakrinih ćelija formiraju sinapse u ovoj zoni i 

uĉestvuju u modulaciji elektriĉnih signala izmeĊu bipolarnih ćelija i ganglijskih ćelija, 5. 

unutrašnji nuklearni sloj saĉinjen od tela bipolarnih, horizontalnih i amakrinih ćelija, 6. 

spoljašnji pleksiformni sloj u kom fotoreceptorske ćelije ostvaruju sinapse sa dendritima ćelija 

lokalizovanih u unutrašnjem nuklearnom sloju, 7. spoljašnji nuklearni sloj saĉinjen od tela 
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fotoreceptora, 8. spoljašnja graniĉna membrana, region u kom se ostvaruju veze izmeĊu 

fotoreceptorskih i Milerovih ćelija, takoĊe ova membrana uĉestvuje u razdvajanju tela štapića 

i ĉepića od njihovih unutrašnih i spoljašnjih segmenata, 9.  sloj fotoreceptora, region saĉinjen 

od spoljašnjih i unutrašnjih segmenata fotoreceptora, 10. retinalni pigmentni epitel (Slika 

1.4.).  

U pogledu vaskularizacije, spoljašnji slojevi retine (sloj fotoreceptora i retinalni 

pigmentni epitel) dobijaju vaskularizaciju iz horiokapilarisa dok se unutrašnji slojevi 

snabdevaju putem krvnih sudova porekla centralne retinalne arterije koja uĉestvuje u 

formiranju tri kapilarna pleksusa (Campbell i sar. 2017). Spoljašnji pleksus je saĉinjen od 

arterija, arteriola, kapilara, venula i vena primarno lokalizovanih u sloju ganglijskih ćelija. 

Postoje dve dublje kapilarne mreţe iznad i ispod unutrašnjeg nuklearnog sloja koje ĉine 

srednji ili duboki kapilarni preksus koji je vertikalnim anastomozama povezan sa spoljašnjim 

vaskularnim pleksusom (Campbelli sar. 2017). Poslednji je radijalni peripapilarni kapilarni 

pleksus koji se karakteriše paralelnom organizacijom u odnosu na aksone sloja nervnih 

vlakana.  

 

Slika 1.4. Šematski prikaz građe retine 

Skraćenice: ILM = unutrašnja granična membrana (eng. internal limiting membrane),NFL = 

sloj nervnih vlakana (eng. nerve fiber layer), GCL = sloj ganglijskih ćelija (eng. ganglion cell 
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layer),IPL = unutrašnji pleksiformni sloj (eng. inner plexiform layer), INL = unutrašnji 

nuklearni sloj (eng. inner nuclear layer), OPL = spoljašnji pleksiformni sloj (eng. outer 

plexiform layer),ONL = spoljašnju nuklearni sloj (eng. outer nuclear layer),PIS = unutrašnji 

segment fotoreceptora (eng. inner segments of rods and cones),POS = spoljašnji segment 

fotoreceptora (eng. outer segments of rods and cones),RPE = retinalni pigmentni epitel (eng. 

retinal pigment epithelium),BM = Bruhova membrane (eng. Bruch’s membrane),CC = 

horiokapilaris (eng. choriocapillaris).  

Prema: Zouache 2022. 

1.4.1. Krvno-retinalna barijera 
 

Krvno-retinalna barijera štiti unutrašnji deo oka od prodora krvi, odrţavajući njegovu 

transparentnost i funkciju (Slika 1.5.). Ova barijera je kljuĉna za isporuku hranljivih materija i 

eliminaciju otpadnih proizvoda metabolizma. Retina ima dve taĉke interakcije sa krvotokom: 

jednu na nivou retinalnih krvnih sudova i drugu na kontaktu izmeĊu ćelija retinalnog 

pigmentnog epitela i horioideje. Krvno-retinalna barijera se sastoji od unutrašnje i spoljašnje 

barijere, koje su kljuĉne za odrţavanje fizioloških uslova u retini i zaštitu retinalnih neurona. 

Ona reguliše kretanje teĉnosti i spreĉava prodor štetnih supstanci. 

 

Slika 1.5. Šematski prikaz unutrašnje i spoljašnje krvno-retinalne barijere 
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(A)Šematski prikaz preseka retinalnog kapilara sa tipom veza između endotelnih ćelija koje učestvuju 

u formiranju unutrašnje krvno-retinalne barijere i tipovima ćelija koje okruţuju krvne sudove. 

(B)Šematski prikaz veza između ćelija retinalnog pigmentnog epitela koje formiraju spoljašnju krvno-

retinalnu barijeru zajedno sa pridruţenim strukturama.  

Prema: Haydinger i sar. 2023.

1.4.1.1. Unutrašnja krvno-retinalna barijera 
 

Unutrašnju krvno-retinalnu barijeru ĉine endotelne ćelije, astrociti, Milerove ćelije i 

periciti. Endotelne ćelije imaju ĉvrste spojeve koji formiraju osnovu barijere. Ove ćelije nisu 

fenestrirane, što doprinosi njihovoj niskoj propustljivosti. Periciti, koji se nalaze iznad 

endotelnih ćelija, imaju ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa i sintezi proteina koji odrţavaju 

integritet barijere. Milerove ćelije i astrociti obezbeĊuju nutritivnu podršku neuronima. 

Milerove ćelije skladište glikogen, regulišu jonsku koncentraciju i uĉestvuju u 

glutamat/glutamin ciklusu, dok astrociti odrţavaju integritet krvno-retinalne barijere kroz 

povećanje ekspresije ZO-1 (eng. zonula occludens 1) proteina. 

1.4.1.2. Spoljašnja krvno-retinalna barijera 
 

Spoljašnja krvno-retinalna barijera se formira izmeĊu susednihćelija retinalnog 

pigmentnog epitela. Ove ćelije omogućavaju selektivni transport metabolita i kiseonika, 

apsorbuju svetlost i luĉe trofiĉke faktore. Kretanje jona natrijuma, kalijuma i vode kroz 

retinalni pigmentni epitel regulisano je proteinskim pumpama i kanalima kao što su Na+/K+-

ATP-aza i akvaporin 1. Ĉvrsti spojevi izmeĊu epitelnih ćelija retinalnog pigmentnog epitela 

regulišu paracelularno kretanje teĉnosti. Spoljašnji retinalni slojevi dobijaju hranljive materije 

kroz fenestrirane kapilare horiokapilarisa, dok se otpadni produkti metabolizma transportuju 

do horioideje. 

U oba tipa krvno-retinalne barijere, proteini koji formiraju ĉvrste spojeve ograniĉavaju 

kretanje teĉnosti i molekula izmeĊu krvi i retine, odrţavajući stabilnost unutar retine. 

1.4.2. Retinalni pigmentni epitel 
 

Retinalni pigmentni epitel (RPE) predstavlja sloj ćelija lokalizovan izmeĊu retine i 

horioideje. RPE je glavni tvorac krvno-retinalne barijere zahvaljujući ĉvrstim vezama (eng. 

tight junction) koje postoje izmeĊu ćelija RPE sloja (George i sar. 2021). Svojom apikalnom 

stranom, RPE ćelije komuniciraju sa spoljašnjim segmentima fotoreceptora i imaju kljuĉnu 

ulogu u njihovom odrţavanju (Slika 1.6.). Transport kiseonika, nutrijenata i jona iz horioideje 

u retinu odigrava se preko ovog sloja. RPE ima funkciju razgradnje i recikliranja komponenti 

vizuelne kaskade ĉime uĉestvuje u odrţavanju vizuelnog ciklusa (George i sar. 2021). Bolesti 

retine koje primarno zahvataju ovaj sloj obuhvataju senilnu degeneraciju makule, 

Stargardtovu bolest i neke forme retinitis pigmentoze. 
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Slika 1.6. Šematski prikaz RPE sloja i njegovih interakcija sa slojem fotoreceptoraPrema: 

George i sar. 2021. 

1.4.3. Sloj fotoreceptora 
 

Štapići i ĉepići predstavljaju specijalizovane nervne ćelije osetljive na svetlost koje su 

lokalizovane ispred RPE sloja. Štapići su ćelije koje primarno funkcionišu u uslovima 

prigušenog svetla, dok ĉepići reaguju na dnevnu svetlost i jako osvetljenje. Retina je saĉinjena 

od oko 120 miliona štapića i 6 miliona ĉepića, koji su lokalizovani u predelu makularne regije 

(Molday i Moritz 2015). Štapići i ĉepići se sastoje od pet glavnih delova: spoljašnjeg 

segmenta, vezujućih cilija, unutrašnjeg segmenta, nuklearnog regiona i sinaptiĉkog regiona. 

Spoljašnji segment uĉestvuje u konverziji svetlosti u elektriĉne signale procesom 

fototransdukcije. Vezujuće cilije povezuju spoljašnji i unutrašnji segment i omogućavaju 

transport specifiĉnih proteina u spoljašnji segment. Unutrašnji segment sadrţi mitohondrije, 

endoplazmatski retikulum, Golgi kompleks, lizozome i ostale ćelijske organele te predstavlja 

centar metaboliĉke i biosintetske aktivnosti. Sinaptiĉki region sadrţi vezikule kojima se 

neurotransmiter glutamat transportuje do bipolarnih ćelija i ostalih sekundarnih neurona u 

retini (Molday i Moritz 2015). 

 
 

 



16 
 

1.4.4. Milerove ćelije 
 

Postoje tri glavna tipa glijalnih ćelija u tkivu retine, a to su Milerove ćelije, 

astroglijalne i mikroglijalne ćelije. Telo Milerovih ćelija lokalizovano je u unutrašnjem 

nuklearnom sloju, dok svoje kraće i duţe nastavke pruţaju sve do unutrašnje i spoljašnje 

graniĉne membrane. Milerove ćelije i astroglija pokazuju sliĉnosti sa glijalnim ćelijama 

lokalizovanim u drugim delovima centralnog nervnog sistemu. Za razliku od Milerovih ćelija 

koje se pruţaju duţ više slojeva retine, astroglija je lokalizovana iskljuĉivo u sloju nervnih 

vlakana. Astrociti imaju vaţnu ulogu u produkciji vaskularnog endotelnog faktora rasta ĉime 

stimulišu razvoj retinalne vaskularne mreţe. Nakon retinalne traume, Milerove ćelije 

uĉestvuju u procesu koji se naziva reaktivna glioza a obuhvata promene kako na 

molekularnom i biohemijskom, tako i na morfološkom nivou (Nakazawa i sar. 2007). 

Anatomski, ovaj proces obuhvata povećanje zapremine Milerovih ćelija kao i njihov rast van 

neuralne retine što dovodi do stvaranja oţiljaka koji formiraju fiziĉku barijeru izmeĊu RPE 

sloja i sloja fotoreceptora. Reaktivna glioza je praćenja povećanom ekspresijom vimentina i 

glijalnog fibliranog kiselog proteina (GFAP) u Milerovim ćelijama (Nakazawa i sar. 2007).  

1.5. Dijabetiĉka retinopatija 
 

Dijabetiĉka retinopatija (DR) je komplikacija dijabetesa koja pogaĊa krvne sudove 

retine i predstavlja vodeći uzrok slepila meĊu odraslima u radno aktivnom dobu (Tan i sar. 

2023). DR se razvija kada povišeni nivoi glukoze u krvi oštećuju mikrovaskularne strukture 

retine. Oštećeni krvni sudovi se karakterišu povećanom propustljivošću što dovodi do razvoja 

retinalnog edema. U teţim sluĉajevima, novoformirani abnormalni krvni sudovi mogu rasti po 

površini retine, što moţe dovesti do krvarenja i stvaranja fibrovaskularnih proliferativnih 

traka koje mogu rezultirati razvojem trakcione ablacije, krvarenjem u predelu staklastog tela i 

potpunim gubitkom vida (Lin i sar. 2021).  

Postoje dve glavne forme dijabetiĉke retinopatije: neproliferativna dijabetiĉka 

retinopatija (NPDR) i proliferativna dijabetiĉka retinopatija (PDR). U ranim fazama NPDR se 

karakteriše pojavom manjih taĉkastih i/ili mrljastih krvarenja i razvojem mikroaneurizmi 

(mala ispupĉenja na zidovima krvnih sudova), obiĉno bez simptoma, ali mogu napredovati u 

ozbiljnije oblike (Tan i sar. 2023). Simptomi DR-a ukljuĉuju zamagljen vid, plutajuće taĉkice 

ili mrlje u vidnom polju, oštećenje vida noću ili potpuni gubitak vida.  

Leĉenje zavisi od faze u kojoj se bolest nalazi i ukljuĉuje kontrolu glukoze u krvi, 

lasersku terapiju za obliteraciju abnormalnih krvnih sudova i spreĉavanje rasta novih, 

intravitrealnu primenu lekova kao što su anti-VEGF ili kortikosteroidi za smanjenje curenja i 

oticanja iz krvnih sudova, i vitrektomiju, hirurški zahvat kojim se uklanjaju krv iz staklastog 

tela i/ili fibrovaskularna proliferacija sa površine retine kako bi se smanjila trakcija i 

poboljšao vid (Lin i sar. 2021).  

Tabela 1.1.Klasifikacija stadijuma dijabetiĉke retinopatije po studiji ranog tretmana 

dijabetiĉke retinopatije (eng. early treatment diabetic retinopathy study, ETDRS) 

Stadijum bolesti Nalaz na oĉnom dnu 

Neproliferativna dijabetiĉka retinopatija (NPDR) 

Bez prisutne retinopatije Bez vidljivih promena 

Veoma poĉetna forma NPDR Mikroaneurizme 
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Poĉetna forma NPDR 

Mikroaneurizme, retinalne hemoragije, tvrdi eksudati, cotton-

wool plaţe, bez prisutnih intraretinalnih mikrovaskularnih 

abnormalnosti (IRMA) 

Umerena forma NPDR Izraţenije retinalne hemoragije u jednom do tri kvadranta ili umerena 

IRMA 

Promene na venskim krvnim sudovima u jednom kvadrantu 

Cotton-wool plaţe 

Izraţena forma NPDR Pravilo 4-2-1, jedan ili više od navedenog: 
Izraţene hemoragije u sva ĉetiri kvadranta, 

Promene na venskim krvnim sudovima u dva ili više kvadranta, 

Umerena IRMA u jednom ili više kvadranata. 

Proliferativna dijabetiĉka retinopatija (PDR) 

Blaga do umerena forma Neovaskularizacija optiĉkog diska ili periferije 

Visoko-riziĉna forma Izraţena neovaskularizacija, vitrealne/ 

preretinalnehemoragije 

 

1.5.1. Poremećaj metabolizma glukoze i razvoj dijabetiĉke retinopatije 
 

Glukoza se koristi za dobijanje energije u procesima glikolize, Krebsovog ciklusa i 

oksidativne fosforilacije. Poremećaji metabolizma glukoze povezani su sa neurološkim i 

mikrovaskularnim komplikacijama dijabetes melitusa. Glikolitiĉki put, kao najrasprostranjeniji 

metaboliĉki put u ţivim organizmima, podeljen je u dve faze i to: pripremnu fazu i fazu 

iskorišćavanja. Tokom pripremne faze, glukoza se kroz pet reakcija konvertuje u gliceraldehid-3-

fosfat (eng. glyceraldehyde 3-phosphate, G3P), pri ĉemu se troše dva molekula ATP-a (Liu i sar. 

2023). U  fazi iskorišćavanja G3P se kroz pet reakcija konvertuje u piruvat, pri ĉemu se 

proizvode ĉetiri molekula ATP-a.  

Sva tkiva odrţavaju stabilne koncentracije intermedijernih proizvoda kroz regulaciju 

glikolize. MeĊutim, u uslovima hiperglikemije, glikolitiĉka aktivnost se povećava, proizvodeći 

veliki priliv intermedijera i njihovo preusmeravanje u alternativne metaboliĉke puteve, što 

dovodi do razvoja DR-a. Hiperglikemija pokreće ĉitavu kaskadu fizioloških i biohemijskih 

promena ĉime dovodi do mikrovaskularnih promena, ishemije retine i pratećih komplikacija. 

Povećana produkcija vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng. vascular endothelial growth 

factor, VEGF) ukljuĉena je u patogenezu DR-a i vaskularnih komplikacija kao što su 

neovaskularizacija i edem u predelu makule.   

Hiperglikemija dovodi do pojaĉane inflamacije, povećanja oksidativnog stresa, povećane 

aktivacije RAGE, aktivacije renin-angiotenzin sistema (RAS) i disfunkcije endotelnih 

progenitorskih ćelija. Hiperglikemija oštećuje retinu aktivacijom poliolskog i heksozaminskog 

puta, aktivacijom izoformi protein kinaze C (PKC) i povećanim stvaranjem AGE (Slika 1.7.) 

(Liu i sar. 2023). Hroniĉna hiperglikemija dovodi do retinalne neurodegeneracije, 

mikrovaskularnih promena i poremećaja neurovaskularne jedinice. TakoĊe, eritropoetin, faktor 

rasta, insulinu sliĉan faktor rasta i angiopoetin uĉestvuju u razvoju DR-a. Eritropoetin i njegovi 

receptori sintetišu se u okviru RPE-a i imaju vaţnu ulogu u privlaĉenju retinalnih progenitorskih 

ćelija na mesta oštećenja. U uslovima kada dolazi do pojaĉane ekspresije eritropoetina u 

ishemijom zahvaćenom tkivu retine dolazi do razvoja neovaskularizacije i progresije PDR-a. 

Hormon rasta i insulinu sliĉan faktor rasta imaju vaţnu ulogu u razvoju neovaskularizacije (Liu i 

sar. 2023). Hormon rasta direktno stimuliše proliferaciju humanih retinalnih endotelnih ćelija. 
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Insulinu sliĉan faktor rasta eksprimiran je u okviru krvnih sudova, neurona i glijalnih ćelija 

retine.  

Sa druge strane, angiopoetinski put već je testiran u cilju primene potencijalnih terapeutskih 

sredstava. Faricimab predstavlja bisferiĉno antitelo koje dovodi do dvostruke inhibicije VEGF-A 

i angiopoetina-2 ĉime dovodi do pojaĉane vaskularne stabilnosti (Liu i sar. 2023). TakoĊe, 

proteomiĉke analize pokazale su povišene ekstracelularne vrednosti karbonske anhidraze u 

sklopu DR-a što dovodi do povećane propustljivosti krvnih sudova i poslediĉnog razvoja edema 

u predelu makule.  

Dva kljuĉna faktora ukljuĉena u proces neurodegeneracije su akumulacija ekstracelularnog 

glutamata i poremećaj produkcije netinalnih neuroprotektivnih faktora kao što su intersticijalni 

retinol vezujući protein, somatostatin, neurotrofini i faktor porekla pigmentnog epitela.  

 

Slika 1.7.Patofiziološki aspekti razvoja dijabetičke retinopatije 

Hiperglikemija dovodi do neurodegeneracije i mikrovaskularnih promena čime dovodi do razvoja 

dijabetičke retinopatije. Neurodegeneracije moţe biti posredovana toksičnim efektima glutamata, 

gubitkom neuroprotekcije i poremećajem neurovaskularnog povezivanja. U međuvremenu, poremećaj 

neurovaskularnog povezivanja dovodi do mikrovaskularnih poremećaja koji pokreću nastanak DME i 

retinalne neovaskularizacije. Skraćenice: AGE = napredni krajnji produkti glikacije (eng. advanced 

glycation end-products), RAS = renin-angiotenzin sistem,PKC = protein kinaza C,DME = dijabetički 

edem u makuli,CA = karbon anhidraza (eng. carbonic anhydrase), VEGF = vaskularni endotelni 

faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor),EPO = eritropoetin,GH-IGF = sistem hormon 

rasta-faktor rasta sličan insulin (eng. growth hormone-insulin-like growth factor system). 
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1.5.2. Alternativni metaboliĉki putevi u uslovima hiperglikemije 
 

Hiperglikemija uzrokuje povećanje nivoa glukoze u ćelijama, što vodi do pojaĉanog 

metabolizma i većeg stvaranja redukovanog oblika nikotinamid adenin dinukleotida (eng. 

nicotinamide adenine dinucleotide (reduced form), NADH). Kao rezultat toga, odnos NADH i 

nikotinamid adenin dinukleotida (eng. nicotinamide adenine dinucleotide, NAD) u ćeliji raste, 

a ćelija nastoji da prenese višak elektrona sa NADH na kiseonik kako bi obnovila rezerve 

NAD-a. MeĊutim, zbog prevelikog fluksa elektrona, dolazi do inhibicije kompleksa III 

respiratornog lanca. Elektroni se sada prenose direktno sa koenzima Q na kiseonik, što dovodi 

do stvaranja superoksidnog anjona i, samim tim, oksidativnog stresa (Yumnamcha i sar. 

2020). 

Povišeni nivoi glukoze u ćeliji tako rezultiraju oksidativnim stresom koji oštećuje 

mitohondrijsku DNK, koja je posebno osetljiva. Kako bi se popravila oštećenja, aktivira se 

poli (ADP-ribozo) polimeraza (eng. poly (ADP-ribose) polymerase, PARP), koja koristi NAD 

kao koenzim, što troši njegove rezerve. NAD je potreban i enzimu gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenazi (eng. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) u glikolizi, pa 

njegov nedostatak inhibira ovaj enzim i dovodi do poremećaja u glikolizi. G3P se nakuplja i 

ne moţe se pretvoriti u sledeći intermedijer, što dovodi do taloţenja prekursora pre ove taĉke 

u procesu glikolize(Yumnamcha i sar. 2020). 

Ovi prekursori ulaze u alternativne metaboliĉke puteve: glukoza prelazi u poliolski 

put, fruktozo-6-fosfat u heksozaminski put, dok G3P i dihidroksiaceton-fosfat formiraju 

diacilglicerol, koji aktivira protein kinazu C(Slika 1.8.) (Yumnamcha i sar. 2020). Osim toga, 

G3P doprinosi stvaranju AGE, što dodatno doprinosi patološkim procesima. 
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Slika 1.8.Alternativni metabolički putevi u uslovima hiperglikemije: poliolski put, 

heksozaminski put i signalni put protein kinase C 

Skraćenice: NADP = nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate), NADPH = redukovan oblik NADP (engl. reduced form of 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate),NAD+ = oksidovan oblik nikotinamid adenin 

dinukleotida (engl. oxidized form of nicotinamide adenine dinucleotide), NADH = redukovan 

oblik nikotinamid adenin dinukleotida (engl. reduced form of nicotinamide adenine 

dinucleotide), GAPDH = gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase),Gln = glutamin (engl. glutamine),Glu = glutamat (engl. 

glutamate),UDP-GlcNAc = uridin-difosfo-N-acetilglukozamin (engl. uridine diphosphate N-

acetylglucosamine),DHAP = dihidroksiaceton-fosfat (engl. dihydroxyacetone 

phosphate),DAG = diacilglicerol,PKC = protein kinaza C, AGE = napredni krajnji produkti 

glikacije (engl. advanced glycation end-products).  

Prema: Rahangdale i sar. 2009.  

1.5.2.1. Poliolski put 
 

U uslovima hiperglikemije, višak glukoze koji se zadrţava u ćeliji metaboliše se do 

fruktoze kroz dve kljuĉne reakcije u okviru poliolskog puta. Pod dejstvom enzima aldozne 

reduktaze, glukoza se prvo konvertuje u sorbitol. Zbog niske propustljivosti ćelijske 

membrane za sorbitol, on se zadrţava u ćelijama, što dovodi do osmotskog bubrenja ćelija.  

U sledećem koraku, sorbitol se delovanjem sorbitol dehidrogenaze prevodi u fruktozu. 

Aldozna reduktaza koristi NADPH kao donor elektrona za redukciju glukoze, pri ĉemu se 

NADPH konvertuje u NADP⁺. Time opada koncentracija NADPH u ćelijama, što je posebno 

štetno jer je NADPH neophodan za regeneraciju redukovanog glutationa, vaţnog ćelijskog 

antioksidansa (Yumnamcha i sar. 2020). Smanjenje nivoa glutationa povećava osetljivost 

ćelija na oksidativni stres. Sorbitol dehidrogenaza, koja katalizuje prevoĊenje sorbitola u 

fruktozu, koristi NAD kao koenzim, pri ĉemu se NAD redukuje u NADH. Ovo dovodi do 

povećanja odnosa NADH/NAD u ćeliji, što moţe stimulisati stvaranje slobodnih radikala i 

dodatno pojaĉati oksidativni stres (Slika 1.9.).  

Nastala fruktoza dalje se metaboliše do fruktoze-3-fosfata, koja se moţe transformisati 

u 3-deoksi-glukozon (3-DG), veoma reaktivno dikarbonilno jedinjenje. Ova supstanca 

predstavlja prekurzor za formiranje AGE. AGE produkti imaju visok afinitet za proteine, s 

kojima formiraju adukte ili prouzrokuju unakrsno vezivanje proteina, ĉime doprinose 

ćelijskom oštećenju i razvoju komplikacija, naroĉito u dijabetiĉkim stanjima (Yumnamcha i 

sar. 2020). 
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Slika 1.9.Poliolski put 

Poliolski put se sastoji od dva ključna enzima: aldozne reduktaze i sorbitol dehidrogenaze. U 

uslovima hiperglikemije, aldozna reduktaza redukuje glukozu u sorbitol. Sorbitol 

dehidrogenaza zatim oksidiše sorbitol u fruktozu. Sorbitol dovodi do osmotskog oštećenja 

ćelije. Skraćenice: NADP = nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate), NADPH = redukovan oblik NADP; NAD
+ 

= oksidovan 

oblik nikotinamid adenin dinukleotida (engl. oxidized form of nicotinamide adenine 

dinucleotide), NADH = redukovan oblik nikotinamid adenin dinukleotida (engl. reduced form 

of nicotinamide adenine dinucleotide), GSSG = glutation disulfid (engl. glutathione 

disulfide), GSH = glutation (engl. glutathione), AGE = napredni krajnji produkti glikacije 

(engl. advanced glycation end-products), RAGE = receptori za AGE, ROS = reaktivne 

kiseonične vrste (engl. reactive oxygen species), 3-DG = 3-deoksi-D-glukoza (engl. 3-deoxy-

D-glucose), F-3-P = fruktoza-3-fosfat (engl. fructose-3-phosphate).  

Prema: Pradeep i Srinivasan 2018. 

1.5.2.2. Heksozaminski put 
 

Heksosaminski put zapoĉinje ulaskom fruktozo-6-fosfata (engl. fructose-6-phosphate, 

F6P), jednog od intermedijernih produkata glikolize, koji pod dejstvom enzima glutamin-

fruktozo-6-fosfat aminotransferaze (engl. glutamine-fructose-6-phosphate aminotransferase, 

GFAT) prelazi u glukozamin-6-fosfat (engl. glucosamine-6-phosphate, GlcN-6P). 

Glukozamin-6-fosfat se zatim acetiluje, ĉime nastaje N-acetil glukozamin-6-fosfat (engl. N-

acetylglucosamine-6-phosphate, GlcNAc-6P), koji se dalje konvertuje u N-acetil glukozamin-

1-fosfat (engl. N-acetylglucosamine-1-phosphate, GlcNAc-1P), a potom u UDP-N-acetil 

glukozamin (engl. UDP-N-acetylglucosamine, UDP-GlcNAc), kljuĉni supstrat za 

glikozilaciju proteina.  
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Prekomerna glikozilacija proteina, ukljuĉujući transkripcioni faktor SF1 (engl. splicing 

factor 1), uzrokuje indukciju sinteze TGF-β, faktora koji pospešuje fibrogenezu i doprinosi 

fibrozi u retini. Pored toga, SF1 takoĊe podstiĉe sintezu PAI-1 (engl. plasminogen activator 

inhibitor 1), koji inhibira fibrinolitiĉki sistem i time pogoduje formiranju mikrotromboza. Ove 

mikrotromboze dovode do ishemije retine, koja rezultira stvaranjem "coton wool" plaţa (Slika 

1.10.) (Gurel i sar. 2018, Liu i sar. 2023). 

 

Slika 1.10. Heksozaminski put sa promenama po tipu "cotton wool" plaža 

Skraćenice: PAI-1 = inhibitor aktivatora plazminogena 1 (engl. plasminogen activator 

inhibitor 1),TGF-β = transformišući faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta), 

GFAT = glutamin-fruktozo-6-fosfat aminotransferaza (engl. glutamine-fructose-6-phosphate 

aminotransferase), GAPDH =gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase), O-GlcNAc = O-vezani N-acetilglukozamin (engl. O-linked N-

acetylglucosamine), PO₄³⁻ = fosfatni jon (engl. phosphate ion).  

Prema: Du i sar. 2000. 

1.5.2.3.Signalni put protein kinaze C 
 

Dihidroksiaceton-fosfat (engl. dihydroxyacetone phosphate, DHAP) se konvertuje u 

glicerol-3-fosfat (engl. glycerol-3-phosphate, G3P), koji zatim vezuje dve masne kiseline, 

formirajući diacilglicerol (engl. diacylglycerol, DAG). DAG aktivira protein-kinazu C (engl. 

protein kinase C, PKC), ĉija aktivacija dovodi do povećane sinteze VEGF-a, koji je 

odgovoran za angiogenezu (stvaranje novih krvnih sudova) (Liu i sar. 2023). Aktivacija PKC 

takoĊe inhibira endotelnu azot-monoksid sintazu (engl. endothelial nitric oxide synthase, 

eNOS), ĉime se smanjuje produkcija azot-monoksida (engl. nitric oxide, NO), vaţnog 

vazodilatatora (Liu i sar. 2023). Istovremeno, dolazi do povećane ekspresije endotelina-1 

(engl. endothelin-1, ET-1), koji ima snaţno vazokonstriktorno dejstvo. Aktivacija PKC takoĊe 

izaziva ekspresiju adhezivnih molekula na endotelu i stimuliše sekreciju TGF-β ĉime dodatno 

pospešuje zapaljenje i fibrogenezu (Liu i sar. 2023). 

 



23 
 

1.5.2.4. Uloga AGE u razvoju dijabetiĉke retinopatije 
 

AGE nastaju kroz nekoliko razliĉitih procesa. Prvi korak ukljuĉuje vezivanje glukoze 

za proteine, ĉime zapoĉinje niz reakcija u kojima se prvo formiraju Šifove baze, zatim prelaze 

u Amadorijeve produkte, a potom u AGE. Osim toga, neregulisana glikoliza dovodi do 

nakupljanja G3P, koji moţe preći u metilglioksal – reaktivno dikarbonilno jedinjenje koje 

takoĊe pospešuje formiranje AGE (Yumnamcha i sar. 2020). Nakupljanje fruktoze i 3-DG 

dodatno doprinosi reakcijama sa proteinima, što rezultira stvaranjem AGE. Na kraju, lipidna 

peroksidacija predstavlja još jedan put koji vodi do formiranja AGE, ĉime se dodatno 

pospešuje oksidativni stres i oštećenje ćelijskih struktura. 

AGE izazivaju strukturne i funkcionalne promene na makromolekulima, ukljuĉujući 

proteine, nukleinske kiseline i lipide, što dovodi do oštećenja ćelija. Njihovo dejstvo ostvaruje 

se aktivacijom RAGE, koji pokreću prooksidativne i proinflamatorne signale. Aktivacija 

RAGE indukuje se sinteza proinflamatornih citokina kao što su IL-1, TNF-α i IL-6, što dalje 

pospešuje inflamatorni odgovor. AGE takoĊe utiĉu na antioksidativne enzime, poput SOD, 

smanjujući njihovu funkciju i doprinoseći oksidativnom stresu. To vodi do enzimske 

disfunkcije i moţe izazvati ćelijsku smrt  (Yumnamcha i sar. 2020). Na endotelnim ćelijama 

AGE ispoljavaju prokoagulantna dejstva, povećavajući propustljivost endotela i izazivajući 

njegovu disfunkciju. Ovo moţe dovesti do zadebljanja kapilara u mreţnjaĉi, povećane 

propustljivosti kapilara i stvaranja eksudata, što su karakteristike mikrovaskularnih oštećenja, 

poput onih koja se javljaju kod dijabetiĉke retinopatije. AGE aktiviraju NF-κB, kljuĉni 

transkripcioni faktor koji reguliše inflamatorne odgovore, dodatno pogoršavajući 

proinflamatorne i prooksidativne procese. 

1.5.3. Poremećaj metabolizma lipida u sklopu dijabetiĉke retinopatije 
 

Povećana propustljivost krvno-retinalne barijere u sklopu dijabetesa dovodi do 

povećnog influksa lipoproteina ĉime se povećava koliĉina holesterola u retini. U normalnim 

uslovima, holesterol se dobija procesom lokalne biosinteze ili putem lipoproteinskih partikula 

koje u retinu ulaze iz horoidalne cirukulacije putem spoljašnje krvno-retinalne barijere (Busik 

2021). Nakon preuzimanja od strane RPE ćelija putem ATP vezujućeg kasetnog transportera 

(eng. ATP-binding cassette transporter A1, ABCA1) i transportera ĉlana 1 podfamilije G 

kasete koja vezuje ATP (eng. ATP-binding cassette transporter G1, ABCG1), holesterol se 

dalje transportuje ka neuralnoj retini ili vraća nazad u horoidalnu cirkulaciju. Ćelije RPE-a i 

neuralne retine metabolišu holesterol do formi oksisterola koji mogu da proĊu kroz ćelijsku 

membranu putem citohroma P450, 27A1 i 46A1 (Busik 2021). Oksisteroli predstavljaju 

aktivacione ligande za X receptore jetre (eng. liver X receptor, LXR). Aktivacijom LXR 

aktiviraju se geni odgovorni za reverzni transport holesterola, dok se ekspresija inflamatornih 

gena putem NF-κB suprimira. Pored aktivacije putem oksisterola, LXR aktivnost je 

kontrolisana i acetilacionim statusom (Busik 2021). Deacetilacija LXR povećava njenu 

aktivnost i posredovana je deacetilazom koja se aktivira u uslovima ćelijskog gladovanja, 

sirtuinom 1 (SIRT1) i povećanom aktivnošću LXR. Dijabetesom posredovan poremećaj 

SIRT1-LXR ose i redukovana produkcija oksisterola gubitkom citohroma P450, 27A1, i 

46A1 u retini dovodi do neadekvatne vaskularne reparacije i aktivacije makrofaga/mikroglije 

(Busik 2021). Aktivacija LXR dovodi do uspostavljanja normalnog holesterolskog transporta, 

prevenira se razvoj inflamacije i nastanak dijabetesom indukovanih acelularnih kapilara. 

SIRT1 stimulacija putem SRT1720 dovodi do deacetilacije LXR koja je praćena povećanjem 

ekspresije ABCA1 i ABCG1 mRNA. Pokazano je da aktivacija SIRT1 in vivo prevenira 

dijabetesom indukovanu inflamaciju, vaskularnu i neuralnu degeneraciju (Busik 2021).  
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Dakle, poremećaj homeostaze holesterola sa nespecifiĉnim ulaskom holesterola iz 

horoidalne cirkulacije putem poremećene krvno-retinalne barijere, smanjenje holesterolskog 

eksporta i produkcije solubilnih oksisterola u RPE-u i neuralnoj retini, dovode do povećanja 

koncentracije holesterola u retini i time doprinose razvoju retinopatije kod dijabetiĉara.  

1.6. Vizuelni ciklus 
 

Vizuelni ciklus poĉinje konverzijom jednog fotona svetlosne energije u elektriĉni 

signal u retini. Signalna transdukcija se dešava zahvaljujući receptoru vezanom za G protein 

(eng. G-protein coupled receptor, GPCR) koji se zove opsin, za koji je vezan hromofor 11-

cis-retinal (Tsin i sar. 2018). Kada se aktivira dejstvom fotona, 11-cis-retinal podleţe 

fotoizomerizaciji u all-trans-retinal, što dovodi do promene konformacije opsina i signalne 

transdukcione kaskade kojom se zatvara katjonski kanal kontrolisan cikliĉnim gvanozin 

monofosfatom (eng. cyclic guanosine monophosphate, cGMP) i rezultira hiperpolarizacijom 

fotoreceptorske ćelije (Tsin i sar. 2018). Promena potencijala ĉepića i štapića pokreće nervni 

impuls koji naš mozak percipira kao vid. Nakon izomerizacije i oslobaĊanja opsina, all-trans-

retinal se redukuje u all-trans-retinol, a zatim transportuje u RPE sloj. Tu se esterifikuje 

lecitin-retinol aciltransferazom (LRAT) do retinil estra, konvertuje u 11-cis-retinol 

izomerohidrolazom RPE65, a zatim oksiduje u 11-cis-retinal pre nego se vrati 

fotoreceptorima kako bi sa opsinom formirao rodopsin (Tsin i sar. 2018). 

Glavne komponente vizuelnog ciklusa koje se eksprimiraju na nivou RPE sloja jesu tri 

enzima (RPE65, LRAT i retinol dehidrogenaza 5, RDH5), dva nosioca retinoidnih proteina 

(eng. retinaldehyde-binding protein 1, RLBP1 i eng. retinol-binding protein 1, RBP1) i 

modulator (eng. retinal G protein-coupled receptor, RGR) ĉija je uloga da kontinuirano 

dostavlja 11-cis retinal retinalnim fotoreceptorima (Masuda i sar. 2014). 

Protein retinalnog pigmentnog epitela 65 kDa (RPE65) predstavlja jednu od kljuĉnih 

komponenti u sklopu vizuelnog ciklusa. RPE65 koristi all-trans retinil estre kao supstrat koji 

konvertuje putem hidrolize i alkenske izomerizacije u 11-cis retinol (Kiser 2022). RPE65 je 

poznat i pod nazivom retinoid izomeraza ili retinol izomeraza. Nedostatak RPE65 povezan je 

sa razvojem Leberove kongenitalne amauroze (LCA) i asimptomatskih recesivnih formi 

retinitis pigmentoze (Kiser 2022). TakoĊe, RPE65 je jedan od prvih gena koji je zvaniĉno 

odobren u okviru genske terapije ovih stanja. 

Lecitin:retinol aciltransferaza (LRAT) se eksprimira u jetri i oĉima, a posebno u 

sklopu RPE sloja kao glavnog mesta skladištenja vitamina A (ili all-trans retinol) estara. 

Vitamin A dolazi do oka putem plazme uz pomoć retinoid-vezujućeg proteina (eng. retinol-

binding protein 4, RBP4), a transportuje se u RPE preko RBP4 receptora stimulisanih 

retinoiĉnom kiselinom 6 (eng. stimulated by retinoic acid 6, STRA6), koji su eksprimirani na 

bazolateralnoj strani RPE ćelija (Sears i Palczewski 2016). Kliniĉka vaţnost LRAT-a je 

inicijalno prepoznata zbog njegovih uloga u sklopu digestivnog trakta i jetre, dok je njegova 

vaţnost u sklopu ciklusa retinoida postala jasna pojavom mutacija koje se dovode u vezu sa 

razvojem ranih retinalnih distrofija (Sears i Palczewski 2016).  

MeĊu glavnim transkripcionim faktorima koji su neophodni za diferencijaciju RPE 

ćelija spadaju mikroftalmija-asocirani transkripcioni faktor (eng. microphthalmia-associated 

transcription factor, MITF) i orthodenticle homeoboks 2 (OTX2). Poremećaji u njihovoj 

funkciji dovode do transdiferencijacije RPE ćelija u nervno tkivo sliĉno retini. SRY-boks 

transkripcioni faktor 9 (SOX9) aktivira BEST1 promoter u RPE sloju putem interakcije sa 

MITF i OTX2 (Masuda i sar. 2014). SOX transkripcioni faktori su vaţni regulatori 
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organogeneze i promoteri formiranja transkripcionih kompleksa putem olakšavanja 

interakcije izmeĊu udaljenih mesta vezivanja. U sklopu retine, SOX9 se eksprimira u 

retinalnim progenitorskim ćelijama pre roĊenja, ali je ekspresija ograniĉena na sloj Milerovih 

ćelija postnatalno (Masuda i sar. 2014). SOX9 ima glavnu ulogu u odrţavanju i preţivljavanju 

postnatalnih Milerovih ćelija. 

LHX2 je ĉlan LIM homeoboks porodice koji ima vaţnu ulogu u ranom razvoju oka, 

posebno u transformaciji optiĉkog pupoljka u optiĉki kup (Masuda i sar. 2014). Nakon 

roĊenja, LHX2 se uglavnom eksprimira u Milerovim ćelijama. Ovaj obrazac eksprimiranja 

sliĉan je onom koji se vidi kod SOX9. 

1.7. Cirkadijalni ritam 
 

Cirkadijalni ritam, poznat i kao biološki sat, je unutrašnji mehanizam koji reguliše 

fiziološke procese u telu na osnovu ciklusa od 24 sata. Ovaj ritam sinhronizuje razliĉite 

funkcije tela sa spoljašnjim okruţenjem, posebno sa ciklusom dana i noći (Gopalakrishnan i 

Kannan 2021). Cirkadijalni ritam utiĉe na spavanje, budnost, hormonsku sekreciju, 

metabolizam, telesnu temperaturu i mnoge druge biološke procese. Centralni pejsmejker za 

cirkadijalni ritam nalazi se u suprahijazmatskom jedru (SCN) hipotalamusa (Buijink i Michel 

2021). SCN prima informacije o svetlosti iz oka preko retinohipotalamiĉkog trakta, 

omogućavajući sinhronizaciju unutrašnjeg biološkog ĉasovnika sa spoljnim svetlosnim 

uslovima. SCN koordinira aktivnost drugih perifernih ĉasovnika u telu kako bi se obezbedilo 

pravilno funkcionisanje organizma (Slika 1.11.) (Buijink i Michel 2021). 
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Slika 1.11. Organizacija cirkadijalnog ritma kod sisara 

Prema: Hastings i sar. 2018. 

Cirkadijalni ritam je kontrolisan genskom mreţom koja se sastoji od nekoliko kljuĉnih 

gena i proteina. Geni Clock i Bmal1 i njihovi proteinski produkti ĉine osnovni pozitivan 

regulatorni krug. CLOCK i BMAL1 proteini formiraju heterodimer koji se vezuje na E-box 

sekvence u promotorima ciljnih gena, pokrećući njihovu ekspresiju (Abe i sar. 2022). Geni 

Period (Per) 1–2 i Cryptochrome (Cry) 1–2 transkribuju se kao odgovor na aktivnost 

CLOCK/BMAL1 kompleksa. PER i CRY proteini formiraju kompleks koji se translokacijom 

premešta u jedro gde inhibira aktivnost CLOCK/BMAL1 kompleksa, po principu negativne 

povratne sprege (Abe i sar. 2022). Dodatna modulacija ekspresije Clock i Bmal1 gena obavlja 

se putem aktivacije orphan receptora povezanog sa receptorom retinoiĉne kiseline (ROR) i 

REV-ERB proteina ĉija ekspresija takoĊe zavisi od aktivnosti CLOCK/BMAL1 kompleksa. 

Cirkadijalni ritam reguliše luĉenje mnogih hormona, ukljuĉujući kortizol, hormon 

stresa, ĉiji su nivoi najviši ujutru, i insulin. Metaboliĉki procesi su takoĊe pod uticajem 

cirkadijalnog ritma. Na primer, aktivnost jetrinih enzima koji uĉestvuju u detoksikaciji i 

metabolizmu nutrijenata varira tokom dana (Guan i Lazar 2022). Kognitivne funkcije, kao što 

su paţnja, memorija i reakcijsko vreme, fluktuiraju tokom dana u skladu sa cirkadijalnim 

ritmom (Xu i sar. 2021). Izloţenost svetlosti, posebno plavoj svetlosti, ima znaĉajan uticaj na 

cirkadijalni ritam. Rad u noćnim smenama moţe ozbiljno poremetiti cirkadijalni ritam, 

dovodeći do nesanice, umora i povećanog rizika za razne bolesti. Promene vremenskih zona 

mogu izazvati "jet lag", privremeni poremećaj cirkadijalnog ritma koji moţe dovesti do 

nesanice, umora i drugih simptoma (Wu i sar. 2019). Promene u obrascima spavanja, poput 

kasnog odlaska u krevet ili spavanja duţe vikendom, mogu destabilizovati cirkadijalni ritam. 

Poremećaji cirkadijalnog ritma mogu dovesti do brojnih zdravstvenih problema. 

Metaboliĉki sindrom, koji ukljuĉuje dijabetes, gojaznost i povećan rizik od kardiovaskularnih 

bolesti, je jedan od tih problema. Poremećaji cirkadijalnog ritma su povezani sa poremećajima 

raspoloţenja, kao što su depresija i anksioznost (Wu i sar. 2019). Poremećaji spavanja mogu 

smanjiti kognitivne performanse i povećati rizik od neurodegenerativnih bolesti (Li i sar. 

2021). Poremećaji cirkadijalnog ritma mogu oslabiti imunski odgovor i povećati osetljivost na 

infekcije. Za odrţavanje zdravog cirkadijalnog ritma, vaţna je pravilna izloţenost prirodnoj 

svetlosti tokom dana i smanjenje izloţenosti veštaĉkoj svetlosti tokom noći (Fishbein i sar. 

2021). Odlazak na spavanje i buĊenje u isto vreme svakog dana pomaţe u stabilizaciji ritma. 

Izbegavanje stimulansa poput kofeina i elektronskih ureĊaja pre spavanja, kao i redovno 

veţbanje, mogu pomoći u stabilizaciji cirkadijalnog ritma (Ricketts i sar. 2022). Pravilno 

vreme obroka moţe podrţati metaboliĉke procese u skladu sa cirkadijalnim ritmom.  

Cirkadijalni ritam je fundamentalni aspekt ljudske fiziologije, i njegovo pravilno 

funkcionisanje je kljuĉno za odrţavanje zdravlja i dobrobiti (Fishbein i sar. 2021). 

Razumevanje kako cirkadijalni ritam utiĉe na razliĉite telesne funkcije moţe pomoći u 

unapreĊenju strategija za prevenciju i leĉenje brojnih zdravstvenih stanja povezanih sa 

poremećajima ovog ritma. 

1.7.1. Cirkadijalni ritam i poremećaj metabolizma glukoze 
 

Poremećaj cirkadijalnog ritma igra vaţnu ulogu u patogenezi dijabetes melitusa. Kod 

ljudi, ritam dnevne tolerancije glukoze i insulinske senzitivnosti je viši u jutarnjim ĉasovima i 

niţi tokom noći (Bilu i sar. 2022). Sliĉni obrasci cirkadijalnog ritma primećeni su i kod 
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miševa i pacova, meĊutim, uzimajući u obzir da ove ţivotinjske vrste imaju drugaĉiji obrazac 

aktivnosti i spavanja u odnosu na ljude, njihova tolerancija na glukozu je viša u ranim 

jutarnjim ĉasovima i niţa tokom noći (Bilu i sar. 2022, Liu i sar. 2023). Fluktuacija u 

koncentraciji glukoze kontrolisana je centralnim ĉasovnikom u SCN. U sluĉaju poremećaja 

SCN-a, regularne fluktuacije u koncentraciji glukoze, ekspresija gena glukoneogeneze u jetri i 

ritam insulinske senzitivnosti postaju narušeni. Pored toga, delecija Clock gena u jetri, 

pankreasu, mišićima ili celom telu ţivotinja dovodi do smanjenih nivoa insulina, intolerancije 

na glukozu i povišenih vrednosti šećera u krvi (Liu i sar. 2023). Ovi nalazi naglašavaju znaĉaj 

pravilne funkcije cirkadijalnog ritma za odrţavanje pravilnog metabolizma glukoze i ukazuju 

na to da poremećaji u ovom ritmu mogu doprineti razvoju komplikacija kao što su povišena 

vrednost glikemije, što moţe rezultirati razvojem dijabetes melitusa i poslediĉno razvojem 

DR-a. 

1.7.2. Periferni ĉasovnik u retini 
 

Periferni ĉasovnik u retini bio je prvi cirkadijalni oscilator otkriven van SCN kod 

sisara (Tosini i Menaker 1996). Nekoliko studija je pokazalo da mnogi aspekti fiziologije i 

funkcije retine zavise od ovog ĉasovnika (Baba i sar. 2018). Sliĉno kao i u SCN, retinalni 

ĉasovnik se sastoji od auto-regulatornih transkripciono-translacionih sistema negativne 

povratne sprege koji obuhvataju nekoliko Clock gena i njihovih proteinskih produkata. Prvi 

obuvata dva baziĉna heliks-petlja-heliks-PAS domena transkripcionih faktora, CLOCK i 

BMAL1 koji formiraju heterodimer, a zatim se vezuju za E-box sekvence gena Per1, Per2, 

Cry1 i Cry2 kako bi povećali njihovu transkripciju kao i u SCN (Baba i sar. 2018). Drugi 

obuhvata negativnu i pozitivnu transaktivaciju ostalih 5 gena, Rev-erb α, β i Ror α, β, c putem 

REV-ERB/ROR (RRE) elemenata u promotorskim regionima. REV-ERB zatim inhibira dalju 

transkripciju Clock i Bmal1, dok ROR deluje suprotno, promovišući transkripciju Clock i 

Bmal1 gena (Jidigam i sar. 2022). Transkripcija Rev-erb i Ror gena je regulisana E-box 

sekvencom u njihovim promotorskim regionima. REV-ERB i ROR proteini se takmiĉe za 

vezivanje na RRE u Bmal1 promotorskoj regiji kako bi regulisali ritmiĉku ekspresiju Bmal1 

gena. Isti princip vaţi i za druge Clock kontrolisane gene. Eksperimentalne studije su 

pokazale da su Clock geni ritmiĉki eksprimirani u razliĉitim slojevima retine kod miševa, dok 

u sloju fotoreceptora, samo ĉepići eksprimiraju sve cirkadijalne Clock proteine (Baba i sar. 

2018). 

Bmal1 gen predstavlja kljuĉnu komponentu cirkadijalnog ĉasovnika kod sisara. Studije 

su pokazale da miševi sa nedostatkom Bmal1 gena (Bmal1−/−) ne pokazuju cirkadijalnu 

ritmiĉnost što dovodi po razvoja brojnih patoloških stanja (Baba i sar. 2018). Bmal1−/− 

miševi ubrzano stare i ţivotni vek im je redukovan za oko 9 meseci (Baba i sar. 2018). U 

retini miševa, Bmail1 je eksprimiran u razliĉitim ćelijama, ali je u sloju fotoreceptora prisutan 

iskljuĉivo u ĉepićima (Jidigam i sar. 2022). Studije su pokazale da nedostatak Bmail1 gena 

dovodi do poremećaja funkcije ostalih gena u retini miševa. TakoĊe, nedostatak ovog gena 

dovodi do ĉešće pojave katarakte i inflamacije roţnjaĉe tokom starenja (Baba i sar. 2018).  

1.8. Melatonin 
 

Melatonin je hormon koji proizvodi epifiza u mozgu. Poznat kao "hormon tame", 

melatonin se luĉi u većim koliĉinama tokom noći i igra kljuĉnu ulogu u regulisanju 

cirkadijalnog ritma i ciklusa budnost-spavanje (Ahmad i sar. 2023). U proseku, epifiza 

proizvodi izmeĊu 0,1 i 0,9 mg melatonina dnevno (Minich i sar. 2022). Proizvodnja 

melatonina kod beba poĉinje uspostavljanjem cirkadijalnog ritma, oko trećeg meseca ţivota 
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(Gombert i sar. 2021). Do tada, bebe koje doje koriste melatonina iz majĉinog mleka. Nivoi 

melatonina rastu od ranog detinjstva do adolescencije, dostiţući vrhunac u pubertetu 

(Gombert i sar. 2021, Minich i sar. 2022). Deca obiĉno proizvode više melatonina nego 

odrasli, što moţe znaĉiti da njihova potreba za dodacima ishrani mora biti ograniĉena na 

specifiĉna zdravstvena stanja. Proizvodnja melatonina postepeno opada kako ljudi stare, 

poĉevši od kasnih dvadesetih do pedesetih godina, pri ĉemu se proizvodnja stabilizuje na 

pribliţno 30 pg/mL (Minich i sar. 2022). 

Melatonin se sintetiše iz aminokiseline triptofana, koja se pretvara u serotonin, a zatim u 

melatonin (Slika 1.12.). Proces sinteze je regulisan ciklusom svetlost-tama. Informacije o 

svetlosti dolaze iz retine i prenose se preko retinohipotalamiĉnog trakta do SCN u 

hipotalamusu. SCN koordinira dnevne ritmove i signalizira epifizi da proizvodi melatonin 

tokom noći. Tokom veĉeri, kada se nivo svetlosti smanji, povećava se proizvodnja 

melatonina, signalizirajući telu da je vreme za spavanje. Melatonin smanjuje vreme potrebno 

da se zaspi i poboljšava kvalitet sna. Proizvodnja melatonina se smanjuje tokom jutra, kada 

nivo svetlosti raste, pomaţući telu da se probudi. 

 

Slika 1.12. Sinteza melatonina 

U poĉetku se verovalo da se melatonin sintetiše iskljuĉivo u epifizi. Kasnije je otkriveno 

da je retina još jedno mesto sinteze melatonina gde takoĊe pokazuje cirkadijalni ritam 

(Bocheva i sar. 2022). Do danas je otkriveno da skoro sve ćelije, tkiva i organi kiĉmenjaka 

sadrţe melatonin i poseduju mehanizam za sintezu melatonina. Najveće koliĉine melatonina 

se ne proizvode u epifizi, već u crevima i koţi (Bocheva i sar. 2022). U ovim organima, 

proizvodnja melatonina nije regulisana ciklusom svetlost-tama, već je regulisana lokalnim 

zahtevima tkiva, što ĉini osnovu za inducibilno svojstvo sinteze melatonina. 

U poreĊenju sa sintezom, metabolizam melatonina je manje prouĉavan. Dugo se verovalo 

da je 6-hidroksimelatonin jedini vaţan proizvod metabolizma melatonina, pa je većina 

istraţivanja bila usmerena na njega. U stvari, metabolizam melatonina je veoma sloţen 

proces, a 6-hidroksimelatonin je samo jedan od mnogih metabolita (Tan i Reiter 2020). 

Melatonin se metaboliše enzimskim procesom, pseudo-enzimskim procesom ili interakcijom 

sa ROS i RNS. Zanimljivo je da se melatonin takoĊe moţe metabolisati neenzimskim 

procesom. Interakcija melatonina sa ROS i RNS stvara razliĉite metabolite ukljuĉujući: 
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cikliĉni 3-hidroksimelatonin, 2-hidroksimelatonin, 4-hidroksimelatonin, N-nitrozomelatonin, 

N-(1-formil-5-metoksi-3-okso-2,3-dihidro-1H-indol-2-ilidenmetil) acetamid, N-acetil-N-

formil-5-metoksikinuramin, N1-acetil-5-metoksikinuramin i druge (Tan i Reiter 2020). 

Pretpostavka je da se tokom izraţenog oksidativnog stresa većina melatonina metaboliše 

interakcijom sa ROS, jer oksidativni stres znaĉajno smanjuje nivo ukupnog melatonina u telu. 

Pored svoje uloge u regulaciji spavanja, melatonin je snaţan antioksidans koji pomaţe u 

neutralizaciji ROS i drugih slobodnih radikala. Antioksidativna svojstva melatonina pomaţu u 

zaštiti ćelija od oksidativnog stresa i oštećenja DNK, lipida i proteina (Talib i sar. 2021). 

Melatonin takoĊe pojaĉava aktivnost drugih antioksidanasa, kao što su glutation i SOD. 

Melatonin ima imunomodulatorna svojstva i pomaţe u regulaciji imunskog odgovora 

(Chitimus i sar. 2020). Moţe pojaĉati aktivnost imunoloških ćelija, kao što su T-limfociti i 

makrofagi, i smanjiti produkciju proinflamatornih citokina. Ovo moţe pomoći u zaštiti tela od 

infekcija i upalnih procesa (Givler i sar. 2023). Melatonin moţe pomoći u regulaciji telesne 

temperature, krvnog pritiska i nivoa hormona u skladu sa dnevnim ritmom (Moon i sar. 2022). 

Melatonin se koristi kao dodatak za leĉenje razliĉitih poremećaja spavanja, ukljuĉujući 

insomniju i poremećaje cirkadijalnog ritma (Givler i sar. 2023). Uzimanje melatonina moţe 

pomoći u smanjenju simptoma jet laga i poboljšanju sna kod ljudi koji rade u noćnim 

smenama. Melatonin se takoĊe istraţuje kao potencijalni tretman za depresiju, anksioznost, 

migrenu, Alchajmerovu bolest, kardiovaskularne bolesti i neke vrste karcinoma (Chitimus i 

sar. 2020, Moon i sar. 2022, Talib i sar. 2021). 

Melatonin se smatra bezbednim za kratkotrajnu upotrebu, ali dugoroĉna sigurnost nije 

dovoljno istraţena. Doze melatonina variraju u zavisnosti od specifiĉnih potreba i 

individualnih razlika, ali se obiĉno kreću od 0,5 do 10 mg (Givler i sar. 2023). Prekomerna 

upotreba melatonina moţe izazvati nuspojave kao što su dnevna pospanost, glavobolja, 

vrtoglavica i razdraţljivost. 

1.8.1. Sinteza melatonina u retini 
 

Prvi dokazi da se melatonin sintetiše u retini potiĉu iz 1980. godine, kada su Paul 

Pévet i saradnici otkrili da se kljuĉni enzim koji uĉestvuje u sintezi melatonina, hidroksiindol-

O-metiltransferaza (eng. hydroxyindole O-methyltransferase, HIOMT), nalazi u tkivu retine 

miševa, krtice i zlatnog hrĉka (Pévet i sar. 1980). Par godina kasnije, Besharse i Iuvone su 

otkrili da se ritmiĉka aktivnost još jednog kljuĉnog enzima u sintezi melatonina, aril-alkilamin 

N-acetiltransferaze (eng. arylalkylamine N-acetyltransferase, AANAT), odrţava u in vitro 

uslovima i danima nakon enukleacije afriĉke kandţaste ţabe (lat. Xenopus laevis) (Besharse i 

Iuvone 1983). Iako se o sintezi, regulaciji i taĉnim funkcijama melatonina u retini još uvek 

nedovoljno zna, dostupni podaci ukazuju na to da se sinteza melatonina u retini odlikuje 

aktivacijom istih enzima koji uĉestvuju i u sintezi melatonina u epifizi (AANAT i HIOMT) 

(Felder-Schmittbuhl i sar. 2024). 

Melatonin se vezuje za melatoninske receptore tipa 1 (MT1) i tipa 2 (MT2) koji 

pripadaju porodici receptora povezanih sa G proteinom (eng. G-protein coupled receptor, 

GPCR). Oba tipa receptora su pronaĊena u tkivu retine kiĉmenjaka (Felder-Schmittbuhl i sar. 

2024). U tkivu retine, melatoninski receptori se nalaze u sloju fotoreceptora, unutrašnjem 

nuklearnom sloju i sloju retinalnih ganglijskih ćelija. Klosen i saradnici su koristeći knock-in 

MT-LacZ miševe otkrili da se oba tipa receptora nalaze u manjoj subpopulaciji neurona u 

sklopu INL i GCL, ali i da se u sklopu ĉepića mogu naći samo MT1 receptori (Klosen i sar. 

2019). Melatonin se primarno sintetiše i oslobaĊa iz sloja fotoreceptora tokom noći, a zatim se 

vezuje za receptore eksprimirane na svim nuklearnim slojevima kao što su fotoreceptori, 
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horizontalne ćelije, bipolarne ćelije, amakrine ćelije i RGC. Pored direktnog dejstva putem 

MT1 i MT2 receptora, svoje indirektno dejstvo melatonin ispoljava putem modulacije 

oslobaĊanja dopamina i poslediĉne modulacije aktivnosti dopaminskih receptora (Felder-

Schmittbuhl i sar. 2024). 

Studije su pokazale da melatonin ima vaţnu ulogu u zaštiti fotoreceptora od 

oksidativnog stresa, kao i da spreĉava apoptozu fotoreceptora u modelu miševa sa retinitis 

pigmentosom (Felder-Schmittbuhl i sar. 2024). Poremećaji u signalnom putu melatonina 

mogu dovesti do nakupljanja lipofuscina u RPE sloju. TakoĊe je utvrĊeno da melatonin štiti 

ĉepiće tokom procesa starenja, što je posebno vaţno jer su ĉepići tip fotoreceptora koji 

najĉešće strada u sklopu senilne degeneracije makule (Felder-Schmittbuhl i sar. 2024). Pored 

toga, istraţivanja su pokazala da je produkcija melatonina kod pacijenata sa senilnom 

degeneracijom makule niţa u odnosu na kontrolnu grupu istih godina, dok dnevna upotreba 

melatonina u dozi od 3 mg ima protektivni efekat i usporava progresiju obe bolesti (Felder-

Schmittbuhl i sar. 2024).  

Oksidativni stres i inflamacija igraju kljuĉnu ulogu u razvoju DR-a i anksioznosti. 

Melatonin, sa svojim snaţnim antioksidativnim i antiinflamatornim delovanjem, kao i 

sposobnošću da poboljša integritet krvnih sudova i deluje antiapoptotski, moţe doprineti 

ublaţavanju ovih stanja. S obzirom na to da je mrak glavni stimulans za luĉenje melatonina, 

smatra se da skraćeno dnevno izlaganje svetlosti moţe podstaći njegovu sekreciju, što bi 

moglo imati pozitivan efekat na simptome DR-a i anksioznosti. Ipak, uticaj skraćenog 

izlaganja svetlosti na nivo melatonina i njegova uloga u regulaciji oksidativnog stresa u 

mozgu, inflamatornih procesa, metabolizma holesterola i vizuelnog ciklusa u retini još uvek 

nisu dovoljno istraţeni. 
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2. CILJEVI ISTRAŢIVANJA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

 

 

 

 

 

Ciljevi istraţivanja sprovedenih u sklopu ove doktorske disertacije bili su da se kod ţivotinja 

sa streptozotocinom (STZ) indukovanim dijabetes melitusom:   

 

1. Ispita uticaj skraćenog dnevnog izlaganja svetlosti na: 

• ponašanje sliĉno anksioznosti i eksplorativno ponašanje, 

• oksidativni stres u mozgu. 

2. Utvrdi dejstvo skraćenog dnevnog fotoperioda na: 

• propustljivost krvnih sudova retine, 

• ekspresiju akvaporina 4 i glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial 

fibrillary acidic protein, GFAP), 

• ekspresiju gena za proinflamatorne citokine, vizuelni ciklus i metabolizam 

holesterola u retini i retinalnom pigmentnom epitelu (RPE). 

3. Ispita uticaj skraćenog dnevnog fotoperioda na lipidni status i profil masnih kiselina u 

triacilglicerolima seruma pacova sa DM. 
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3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Eksperimentalne ţivotinje 
 

U eksprerimentu su korišćeni muţjaci pacova soja Wistar starosti 8 nedelja, telesne 

mase 170-200 g koji su uzgajani u vivarijumu Vojnomedicinske akademije u Beogradu. 

Ţivotinje su ĉuvane u odvojenim polikarbonatnim kavezima dimenzija 55x35x30 cm, a pod 

standardnim laboratorijskim uslovima za ţivotinje (temperatura 22±2°C, vlaţnost vazduha 

50%, ciklusi svetla/tame 12/12 sati sa ukljuĉivanjem svetla u 9 ĉasova pre podne. Tokom 

trajanja eksperimenta voda i hrana su bili dostupni ad libitum.  

Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa Direktivom Evropskog parlamenta 

(2010/63/EU) i odobreni su od strane Etiĉkog komiteta za brigu o ţivotinjama Univerziteta u 

Beogradu (broj dozvole 9101/1). 

3.2. Eksperimentalni protokol 
 

Eksperimentom je obuhvaćen uzorak od 39 pacova koji su nasumiĉno podeljeni u 

jednu od navedenih grupa: 

1. kontrolna grupa (K12/12; n=8) tretirana fiziološkim rastvorom izloţena ciklusu 

svetlost/tama 12/12h;  

2. grupa sa dijabetesom izloţena ciklusu svetlost/tama 12/12h (DM12/12; n=11);  

3. grupa tretirana fiziološkim rastvorom na ciklusu svetlost/tama 6/18h (K6/18; n=8); 

4. grupa sa dijabetesom izloţena ciklusu svetlost/tama 6/18h (DM6/18; n=12).  

 

Dijabetes je indukovan jednokratnom intraperitonealnom injekcijom STZ (100 mg/kg; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) sveţe razblaţenog u natrijum citratnom puferu na pH 4,5 (Ito i 

sar. 2001, Kim i sar. 2006, Chen i Ianuzzo 1982). Ţivotinje iz K12/12 i K6/18 grupa su umesto 

STZ bile tretirane 0,9% rastvorom NaCl-a. Pacovi su bili podvrgnuti odgovarajućem ciklusu 

svetlost/tama u trajanju od 3 nedelje, poĉev od dana administracije STZ ili NaCl (Furman 

2015). Posle 7 dana merena je koncentracija glukoze iz krvi repne vene, a pacovi sa 

glikemijom>16,5 mmol/L korišćeni su u daljoj studiji. Koncentracija glukoze u krvi iz repne 

vene i telesna masa merene su svakih sedam dana. Nakon 3 nedelje ponašanje koje odgovara 

anksioznosti, lokomotorna aktivnost i eksplorativno ponašanje bili su ispitani uzdignutim 

krstastim lavirintom i testom otvorenog polja. Nakon bihejvioralnih testova uzorci krvi su 

prikupljeni za odreĊivanje koncentracije melatonina, pokazatelja poremećaja cirkadijalnog 

ritma, ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay) metodom. Uzorci mozga su 

prikupljeni za odreĊivanje parametara oksidativnog stresa, dok su u uzorcima retine i RPE 

odreĊivane ekspresije gena za proinflamatorne citokine (IL-1, TNF-α) i metabolizam 

holesterola (HMGCR, ApoE, CYP27). Ekspresija gena vizuelnog ciklusa (LRAT, RPE65, 

SOX9, OTX2) praćena je samo u RPE sloju. Propustljivost krvnih sudova za lektin i 

ekspresija GFAP i akvaporina 4 odreĊivana je imunohistohemijskom metodom (Slika 3.1.). 
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Slika 3.1. Šematski prikaz eksperimenta 

Skraćenice: MDA = malondialdehid; SOD = superoksid dizmutaza; GPx = glutation peroksidaza; P-

SH = tiolne grupe proteina; STZ = streptozotocin; FAME = metil esteri masnih kiselina; EPM = 

uzdignuti krstasti lavirint (engl. elevated plus maze); OF = otvoreno polje (engl. open field). 

3.3. Bihejvioralni testovi 

3.3.1. Uzdignuti krstasti lavirint 
 

Uzdignuti krstasti lavirint je test za ispitivanje ponašanja povezanog sa anksioznošću, 

koji se zasniva na uroĊenoj potrebi pacova da istraţuju novu sredinu i uroĊenom strahu od 

nezaštićenih, svetlih i uzdignutih površina. Lavirint se sastoji od dva otvorena i dva zatvorena 

kraka (kraci 50x10 cm, zidovi visine 40cm) koji su izdignuti iznad podloge (50 cm) i izmeĊu 

kojih se nalazi centralna platforma (Slika 3.2.A). Ţivotinja se postavlja na centralnu platformu 

i ostavlja 5 minuta da samostalno istraţuje lavirint. Ponašanje i kretanje svake ţivotinje 

registrovano je kamerom (HicVision Bullet 2612) (Walf i Frye, 2007). Bihejvioralni 

parametri koji su analizirani ukljuĉuju broj ulazaka u otvorene i zatvorene krake, vreme 

provedeno u otvorenim i zatvorenim kracima i ukupan broj tranzicija izmeĊu otvorenih i 

zatvorenih kraka. Ulazak u krak definisan je ulaskom sva 4 ekstremiteta ţivotinje. 

Anksioznost se ispoljava duţim vremenom boravka u zatvorenim kracima i povećanim 

brojem ulazaka u zatvorene krake (Slika 3.2.B i C). Posle ispitivanja svake pojedinaĉne 

ţivotinje, lavirint je ĉišćen 70% etanolom. 
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Slika 3.2. Šematski prikaz testa uzdignutog krstastog lavirinta 

Izgled platforme (A). Šematski prikaz izvođenja testa uzdignutog krstastog lavirinta sa prikazom trase 

kretanja ţivotinje uobičajenog ponašanja (B) i ţivotinje koja pokazuje ponašanje povezano sa 

anksioznošću (C). 

3.3.2. Test otvorenog polja 
 

Test otvorenog polja se koristi za ispitivanje lokomotorne aktivnosti, eksplorativnog 

ponašanja i anksioznosti. Test se izvodi u zvuĉno izolovanoj kutiji koja je opremljena 

infracrvenim zracima i automatizovanim sistemom sa infracrvenim senzorima (Experimetria 

Ltd, Budimpešta, MaĊarska) za registrovanje motorne aktivnosti ţivotinja. Sistem registruje 

horizontalnu i vertikalnu aktivnost ţivotinja. Osnova zvuĉno izolovane kutije – otvorenog 

polja (površine 48x48 cm, zidova visine 40 cm) podeljena je virtuelno na 16 jednakih 

kvadrata i osvetljena crvenim svetlom jaĉine 12 lx. Kvadrati koji se nalaze u neposrednom 

kontaktu sa zidovima kutije ĉine perifernu, dok 4 centralna kvadrata ĉine centralnu zonu 

otvorenog polja. Ukupno trajanje testa je 15 minuta, a za analizu kretanja ţivotinja korišćen je 

odgovarajući softver (Conducta 1.0) (Hrncic i sar. 2016, Ramos i sar. 2003). Analizirani 

parametri obuhvatili su ukupan preĊeni put, vreme kretanja, broj ulazaka i vreme provedeno u 

centralnoj zoni otvorenog polja, broj propinjanja na zadnje ekstremitete i indeks tigmotaksije. 

Ukupan put i vreme kretanja, kao i broj propinjanja na zadnje ekstremitete su pokazatelji 

lokomotorne aktivnosti i u izvesnoj meri eksplorativnog ponašanja i anksioznosti. Broj 

ulazaka u centralno polje i vreme provedeno u centru su pokazatelji eksplorativnog ponašanja 

i anksioznosti. Indeks tigmotaksije predstavlja odnos preĊenog puta u perifernim zonama i 

ukupnog preĊenog puta tokom ambulatornog kretanja i jedan je od najznaĉajnih pokazatelja 

anksioznog ponašanja (Slika 3.3.).  



37 
 

Slika 3.3. Šematski prikaz testa otvorenog polja 

Šematski prikaz izvođenja testa u otvorenom polju sa prikazom trajektorije ţivotinje koja pokazuje 

uobičajeno ponašanje i trajektorije ţivotinje koja pokazuje ponašanje povezano sa anksioznošću. 

3.4. Imunohistohemijska analiza 
 

U cilju procene propustljivosti krvnih sudova u retini i angioneogeneze uzorci retine 

su bojeni lektinom (nakupljanje lektina u retini ukazuje na povećanu propustljivost krvnih 

sudova), dok je aktivacija astrocita i Milerovih ćelija procenjena na osnovu ekspresije GFAP. 

Nakon enukleacije bulbusi su fiksirani u 4% paraformaldehidu na 4°C preko noći, zaštićeni u 

30% saharozi i tretirani 7,5% ţelatinom:15% saharozom. U analizi su korišćeni preseci 

debljine 18 µm. Nakon deţelatinizacije u fiziološkom rastvoru puferisanom fosfatima (engl. 

phosphate buffered saline, 1xPBS) na 37°C tokom 30 minuta i permeabilizacije Tritonom 

(0,5%) tokom 15 minuta, nespecifiĉno vezivanje antitela je blokirano 1% goveĊim serumskim 

albuminom u 1xPBST (0,1% Triton u 1xPBS) tokom 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga 

uzorci su inkubirani sa primarnim antitelima (mišjim anti-GFAP, zeĉjim anti-akvaporin 4 i 

zeĉjim anti-lektin) tokom noći na 4°C. Preseci su zatim isprani u 1xPBST i inkubirani sa 

sekundarnim anti-zeĉjim i anti-mišjim antitelima konjugovanim sa Alexa 568 i Alexa 488 

(1:500 u PBS) tokom 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u PBS-u, preparati su 

tretirani bojom za vizuelizaciju jedra (DAPI), nakon ĉega je ekspresija lektina, GFAP i 

akvaporina 4 procenjena fluorescentnom mikroskopijom (Shao i sar. 2020). Slike su dobijene 

korišćenjem mikroskopa Axio Observer Z1 pomoću softverskog sistema AxioVision 4.6. 

(Carl Zeiss, Nemaĉka) pri uvećanju od 20x.  Imunoreaktivnost lektina i GFAP-a odreĊivana je 

na nivou INL-a i RGC-a, dok je ukupna reaktivnost Aqp4 odreĊivana na nivou INL-a. 

Imunoreaktivnost je kvantifikovana kao procenat ukupne površine koja je pozitivna na lektin, 
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GFAP i Aqp4 kao što je ranije navedeno (Shao i sar. 2020). Za perivaskularnu kvantifikaciju 

Aqp4-a, korišćen je lektin. Analiza je uĉinjena korišćenjem ImageJ softvera.  

3.5. OdreĊivanje ekspresije gena 
 

Ekspresija gena je odreĊena kvantitativnom reakcijom lanĉane polimerizacije sa 

reverznom transkriptazom (engl. quantitative reverse transcriptase polymerase chain 

reaction, RT-PCR). Ukupna RNK je ekstrahovana iz retine i RPE-a korišćenjem Trizola. 

Jedan mikrogram ukupne RNK je reverznom transkriptazom preveden u komplementarnu 

DNK, a zatim je izvedena RT-PCR analiza na Line Gene-K fluorescentnom PCR sistemu za 

detekciju u realnom vremenu. Reakciona smeša za RT-PCR sadrţala je Pover SYBR™ 

Green/PCR Master Miks, 0,75 ml prajmera, 2 ml komplementarne DNK i 1,5 ml vode za 

PCR. Svaki ciklus se sastojao od poĉetne denaturacije na 50°C tokom 2 minuta i 95°C tokom 

2 minuta, nakon ĉega je usledilo 40 ciklusa denaturacije (95°C, 30 s), vezivanja prajmera 

(60°C, 30 s) i elongacije (72°C, 60 s). Prikupljanje podataka je izvršeno u svakom koraku 

elongacije. Specifiĉnost PCR proizvoda je proverena analizom krive topljenja, a relativni nivo 

ekspresije gena procenjen korišćenjem komparativne 2-∆∆CT metode. Relativni nivoi 

ekspresije informacione RNK za svaki uzorak su izraĉunati kao odnos izmeĊu ekspresije gena 

od interesa i ekspresije beta aktina kao endogene kontrole. 

Tabela 3.1. Lista prajmera korišćenih za kvantifikaciju gena ukljuĉenih u vizuelni ciklus 

(SOX9, RPE65, LRAT, OTX2), metabolizam holesterola (APOE, HMGCR, CYP27) i 

proinflamatorne citokine (IL-1, TNF-α) metodom real-time kvantitativne lanĉane reakcije 

polimeraze (RT-qPCR). Beta aktin je korišćen kao endogena kontrola. F-forward, R-reverse. 

SOX9 
F: CTGAAGGGCTACGACTGGAC                  

R: TACTGGTCTGCCAGCTTCCT                    

RPE65 
F: ATGACCGAGAAGAGGATTGTC             

R: CTGCTTTCAGTGGAGGGATC                   

LRAT 
F: TTTGTGACCTACTGCAGATACGGC       

R: CATATATGATGCCAGGCCTGTGTAG      

OTX2 
F: ACCCAGACATCTTCATGCGG                 

R: TCTGACCTCCGTTCTGTTGC                   

IL-1 
F: GCAATGGTCGGGACATAGTT 

R:AGACCTGACTTGGCAGAGGA 

TNF-α 
F: ACCACGCTCTTCTGTCTACTG 

R: CTTGGTGGTTTGCTACGAC 

APOE 
F: TTCTGACCAGGTCCAGGAAGAG 

R: TTACTTCCGTCATAGTGTCCTCCAT 

CYP27 
F: GTGTCCCGGGATCCCAGTGT 

R: CTTCCTCAGCCATCGGTGA 

HMGCR 
F: GAGCGTTCGTGGGTCCAG 

R: GGCACAACCTGCCGTATCTA 

Beta Actin 
F: CCTCTATGCCAACACAGT                       

R: AGCCACCAATCCACACAG                        
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3.6. Biohemijske analize 

3.6.1. OdreĊivanje parametara oksidativnog stresa 
 

Ukupan sadrţaj proteinskih tiolnih grupa u mozgu pacova je utvrĊen prema metodi 

koja se zasniva na reakciji tiolnih grupa sa Ellman-ovim reagensom (5,5′-ditiobis-2-

nitrobenzoeva kiselina, DTNB) (Jocelyn 1987). Proteinske tiolne grupe reaguju sa DTNB 

cepajući disulfidnu vezu ĉime nastaje 2-nitro-5 tiobenzoat (TNB-). TNB-dalje jonizuje u 

neutralnom ili alkalnom pH na TNB2-dianjon koji ima ţutu boju. Intenzitet boje meri se 

spektrofotometrijski na talasnoj duţini 412 nm.  

Nivo malondialdehida (MDA) je odreĊen pomoću kompetitivnog enzimskog 

imunoeseja (Elabscience, Wuhan, China,Catalog No: E-EL-0060) prema upustvu 

proizvoĊaĉa. Promena boje jeizmerena spektrofotometrijski na talasnoj duţini od 450 nm. 

Koncentracija MDA izraţena je u ng/ml. 

Aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx) odreĊena je 

spektrofotometrijskom metodom (Misra i Fridovich 1972, Flohé i Günzler 1984). Aktivnost 

SOD je odreĊena na osnovu procenta inhibicije autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini 

(pH=10,2), dok je aktivnost GPx odreĊena na osnovu oksidacije NADPH u prisustvu vodonik 

peroksida na 340 nm. 

3.6.2. OdreĊivanje lipida i masnih kiselina 
 

Koncentracija holesterola u lipoproteinima velike gustine (eng. high density 

lipoprotein, HDL) je odreĊena enzimskom metodom korišćenjem holesterol esteraze i 

holesterol oksidaze. Holesterol esteraza razgraĊuje estre holesterola na slobodni holesterol i 

masne kiseline, dok holesterol oksidaza oksidiše holesterol u Δ4-holestenon i vodonik 

peroksid. Reakcija vodonik peroksida sa 4-amino-antipurin-natrijumom i N-(2-hidroksi-3-

sulfopropil)-3,5-dimetoksianilinom (HSDA) uz peroksidazu rezultira formiranjem ljubiĉasto-

plave boje, ĉiji intenzitet je proporcionalan koncentraciji HDL holesterola u uzorku (Sugiuchi 

i sar. 1995).  

Koncentracija triacilglicerola (TRG) u serumu je odreĊena metodom po Wahlefeldu 

(1974). Najpre su TRG hidrolizovani do glicerola i masnih kiselina korišćenjem 

lipoproteinske lipaze iz mikroorganizama,a zatim se glicerol oksiduje do dihidroksiaceton 

fosfata i vodonik peroksida. Reakcija vodonik peroksida sa 4-aminofenazonom i 4-

hlorfenolom pod katalitiĉkim dejstvom peroksidaze rezultuje formiranjem crvene boje, ĉiji 

intenzitet je direktno proporcionalan koncentraciji TRG u uzorku. 

Koncentracija ukupnih holesterolskih estara je odreĊena nakon hidrolize holesterol 

esterazom kako bi se dobio slobodni holesterol i masne kiseline. Holesterol oksidaza zatim 

katalizuje oksidaciju holesterola do holest-4-en-3-ona i vodonik peroksida. U prisustvu 

peroksidaze, vodonik peroksid podstiĉe oksidativno vezivanje fenola i 4 aminofenazona pri 

ĉemu se formira hinonimin crvene boje (Sugiuchi i sar. 1995).  

U cilju odreĊivanja profila masnih kiselina u TRG seruma, lipidi iz uzoraka krvi su 

trans-esterifikovani do metil estara slobodnih masnih kiselina korišćenjem 3M 

hlorovodoniĉne kiseline u metanolu uz dodatak 10 mg butilovanog hidroksitoluena na 85°C 

(Schlechtriem i sar. 2008, Zhou i sar. 2018). Uzorci su zatim preneti na sobnu temperaturu, 

pomešani sa heksanom i centrifugirani na 3000 obrtaja u trajanju od 10 minuta. Gornja faza je 
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pokupljena i osušena na blagoj pari N2. Svi uzorci su bili rastvoreni u heksanu pre analize. 

Metil estri slobodnih masnih kiselina su razdvojeni gasnim hromatografom (Shimadzu GC-

2014, Kyoto, Japan) koji je opremljen detektorom jonizacije plamena i RTX 2330 kolonom 

(RESTEK, Bellefonte, PA) duţine 60 m, unutrašnjeg dijametra od 0,25 mm i debljine filma 

od 0,2 μm. Temperature injektora i detektora su podešene na 220 i 250°C. Parametri 

temperature u koloni su podešeni na sledeće vrednosti: 100°C u trajanju od 5 min sa 

postepenim povećanjem do 175°C brzinom 10 °C/min; 175°C u trajanju od 27 min sa 

postepenim povećanjem do 220°C brzinom od 3 °C/min i 220°C u trajanju od 35 min. 

Slobodne masne kiseline su odreĊene poreĊenjem vremena zadrţavanja sa PUFA-2 i Supelco 

37 smešom (Supelco, Inc., Bellefonte, PA), a koncentracija pojedinaĉnih masnih kiselina u 

serumu izraţena kao procenat od ukupno identifikovanih masnih kiselina u ukupnoj koliĉini 

lipida u tkivu. U eksperimentu su odreĊene koncentracije sledećih masnih kiselina: 

palmitinske (C16:0), stearinske (C18:0), palmitoleinske (C16:1ω7), oleinske (C18:1ω9), 

vakcenske (C18:1ω7), linoleinske (C18:2ω6), γ-linoleinske (C18:3ω6), dihomo-γ-linoleinske 

(C20:3ω6), arahidonske (C20:4ω6), dokozatetraenoinske (C22:4ω6), α-linoleinske 

(C18:3ω3), eikozapentaenoiĉne (C20:5ω3), dokozapentaenoiĉne (C22:5ω3) i 

dokozaheksaenoiĉne kiseline (C22:6ω3).  

3.7. Statistiĉka analiza 
 

Svi analizirani parametri su testirani na normalnost raspodele podataka pomoću 

Kolmogorov-Smirnovljevog testa. U zavisnosti od distribucije podataka znaĉajnost razlike je 

procenjena parametarskom dvostrukom analizom varijanse (ANOVA) sa Danetovim 

(Dunnett) post hoc testom ili neparametarskim Kraskal-Volisovim (Kruskall-Wallis) testom 

sa Man-Vitnijevim (Mann-Whitney) post hoc testom. Statistiĉka analiza je izvršena 

korišćenjem SPSS22.0 programa, a razlika je smatrana statistiĉki znaĉajnom ako je p<0,05. 
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4.1. Koncentracija glukozeu krvi  i melatonina u serumu 
 

Merenjem nivoa glukoze u krvi nedelju dana nakon administracije STZ-a naĊeno je da 

9/11 ţivotinja iz grupe DM12/12 i 10/12 ţivotinja iz grupe DM6/18 ima razvijenu hiperglikemiju. 

Ove ţivotinje su ukljuĉene u dalju analizu. Stopa mortaliteta je bila 2/9 u grupi DM12/12 i 2/10 

u grupi DM6/18 do kraja eksperimentalnog protokola. Nivoi glukoze su bili znaĉajno viši u 

grupi DM12/12 (22,5±1,9 mmol/L) u poreĊenju sa grupama K12/12 (5,5±0,1 mmol/L; p<0,01) i 

K6/18 (6,5±0,2 mmol/L; p<0,01) na kraju prve nedelje (Grafikon 4.1.A). Znaĉajno viši nivoi 

glukoze su takoĊe primećeni u grupi DM6/18 (20,2±1,3 mmol/L) u poreĊenju sa grupama 

K12/12 i K6/18 (p<0,01). Nije bilo znaĉajne razlike izmeĊu grupa DM6/18 i DM12/12 (p>0,05; 

Grafikon 4.1.A). Telesna masa na kraju prve nedelje bila je znaĉajno niţa u grupama DM12/12 

(221,11±13,53 g) i DM6/18 (221,60±12,61 g) u poreĊenju sa grupama K12/12  (244,00±14,33 g) 

i K6/18 (249,87±15,87 g) (p<0,05; Grafikon4.1.B). Nije primećena znaĉajna razlika izmeĊu 

grupa K12/12 i K6/18 (p>0,05; Grafikon4.1.B). Isti trendovi su primećeni na kraju druge i treće 

nedelje u nivoima glukoze u krvi (p<0,01; Grafikon 4.1.A) i telesnoj masi (p<0,05; Grafikon 

4.1.B). 

Koncentracija melatonina u serumu tri nedelje nakon administracije STZ-a bila je 

znaĉajno viša u grupama K6/18 (3,24±0,36 ng/mL) i DM6/18 (3,71±0,22 ng/mL) u poreĊenju sa 

grupama K12/12 (1,98±0,26 ng/mL; p<0,01) i DM12/12 (2,02±0,22 ng/mL; p<0,01; Grafikon 

4.1.C). 

 

Grafikon 4.1. Nivo glukoze u krvi, telesna masa i nivou melatonina u serumu 

eksperimentalnih ţivotinja 

(A) Nivo glukoze u krvi, (B) telesna masa i (C) nivo melatonina u serumu kod eksperimentalnih 

ţivotinja. Dijabetes je indukovan jednom intraperitonealnom dozom streptozotocina (STZ, 100 mg/kg). 

Ţivotinje su zatim bile izloţene ciklusu svetlo/tama od 6/18 h tokom 3 nedelje (grupe K6/18 i DM6/18) ili 

redovnom ciklusu svetlo/tama od 12/12 h (grupe K12/12 i DM12/12). Glukoza je merena u uzorcima krvi 

dobijenim iz repne vena svake nedelje tokom 3 nedelje nakon administracije STZ-a. Melatonin je 

određen u uzorcima seruma dobijenim iz krvi 3 nedelje nakon administracije STZ-a, a nakon 



43 
 

završenih bihejvioralnih testova. Statistička značajnost je procenjena analizom varijanse (ANOVA) sa 

Dunnettovim post hoc testom (* p<0,05 i ** p<0,01 u poređenju sa K12/12, ## p<0,01 u poređenju sa 

DM12/12). Skraćenice: DM12/12, dijabetička grupa izloţena ciklusu svetlo/tama od 12/12 h; K6/18, grupa 

izloţena ciklusu svetlo/tama od 6/18 h; DM6/18, dijabetička grupa izloţena ciklusu svetlo/tama od 6/18 

h. 

4.2. Bihejvioralni testovi 

4.2.1. Test uzdignutog krstastog lavirinta 
 

Anksiozno ponašanje u testu uzdignutog krstastog lavirinta povezano je sa smanjenim 

vremenom provedenim na otvorenim kracima i smanjenim brojem ulazaka u otvorene krake. 

Vreme provedeno na otvorenim kracima i broj ulazaka u otvorene krake bili su znaĉajno 

smanjeni u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.2.A i B). 

MeĊutim, vreme provedeno na otvorenim kracima bilo je znaĉajno povećano u grupi DM6/18 u 

poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.2.A). Vreme provedeno na otvorenim 

kracima i broj ulazaka u otvorene krake nisu se znaĉajno razlikovali izmeĊu grupa DM6/18 i 

K12/12 (p>0,05; Grafikon 4.2.A i B), što ukazuje na anksiolitiĉki efekat skraćenog dnevnog 

fotoperioda. Anksiolitiĉki efekat je dodatno potvrĊen analizom vremena provedenog na 

zatvorenim kracima. Suprotno tome, vreme provedeno na zatvorenim kracima bilo je 

znaĉajno duţe u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.2.C), i 

znaĉajno smanjeno u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.2.C). 

Pored toga, skraćeni dnevni fotoperiod nije uticao na broj ulazaka u zatvorene krake kod 

dijabetiĉnih ţivotinja, dok je on bio znaĉajno manji u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom 

K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.2.D). 

 



44 
 

Grafikon 4.2. Efekat skraćenog dnevnog fotoperioda na parametre uzdignutog krstastog 

lavirinta 

Test uzdignutog krstastog lavirinta se sastoji od dva otvorena i dva zatvorena kraka (50x10 cm), 

zatvorena zidovima visokim 30 cm koji su spojeni centralnom platformom. Pacovi su postavljeni na 

centralnu platformu sa glavom orijentisanom ka zatvorenom kraku i omogućeno im je da istraţuju 

lavirint 5 minuta. Parametri analizirani u ovom testu su: 

(A) vreme provedeno na otvorenim kracima, 

(B) broj ulazaka u otvorene krake, 

(C) vreme provedeno na zatvorenim kracima, 

(D) broj ulazaka u zatvorene krake. 

Anksiozno ponašanje je povezano sa smanjenim vremenom provedenim na otvorenim kracima, 

povećanim vremenom provedenim na zatvorenim kracima, smanjenim brojem ukupnih prelaza sa 

povećanim brojem ulazaka u zatvorene krake. Značaj razlike je procenjen Kruskall-Wallis testom sa 

Dunnettovim post hoc testom (*p<0,05 u poređenju sa K12/12, #p<0,05 u poređenju sa DM12/12 

grupom).●∎▲▼ predstavljaju pojedinačne vrednosti u K12/12, DM12/12, K6/18 i DM6/18 grupi, redom. 

4.2.2. Test otvorenog polja 
 

Anksiozno ponašanje u testu otvorenog polja povezano je sa povećanim vremenom i 

ukupnim preĊenim putem u perifernim poljima test kutije. Reprezentativne slike kretanja 

pacova prikazane su na Grafikonu 4.3.A-D. Ukupan preĊeni put i ukupan preĊeni put u 

centrubilisu znaĉajno niţi u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 

4.3.E i F). MeĊutim, u grupi DM6/18, ovi parametri su bili znaĉajno povećani u poreĊenju sa 

DM grupom (p<0,05; Grafikon 4.3.E i F). Sliĉno tome, vreme provedeno u centru polja i broj 

propinjanja na zadnje noge bili su znaĉajno niţi u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 

(p<0,05; Grafikon 4.3.G i K), dok su oba parametra bila znaĉajno viša u grupi DM6/18 u 

poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.3.G i K). Ovi podaci sugerišu da, prema 

parametrima testa otvorenog polja, DM izaziva anksiozno ponašanje, dok skraćenje 

fotoperioda ima anksiolitiĉki efekat. 

Ukupan preĊeni put u perifernim zonama i brzina kretanja na periferijibili su znaĉajno 

niţi u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0.05, Grafikon 4.3.H i J). S druge strane, 

ovi parametri su bili znaĉajno viši u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; 

Grafikon 4.3.H i J). Isti trend izmeĊu grupa je primećen kada je analizirana brzina kretanja u 

centralnim poljima. Dok je brzina kretanja u centralnom polju bila znaĉajno niţa u grupi 

DM12/12 u poreĊenju sa K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.3.I), znaĉajno više vrednosti primećene su u 

grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.3.I). Ovi rezultati ukazuju 

na to da DM smanjuje istraţivaĉko ponašanje pacova u testu uzdignuto krstastog lavirinta, 

dok skraćeni fotoperiod preokreće ovaj efekat. S druge strane, nije bilo znaĉajne razlike u vezi 

sa indeksom tigmoksije izmeĊu posmatranih grupa (p>0,05; Grafikon 4.3.L). 
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Grafikon 4.3. Efekat skraćenog dnevnog fotoperioda na ponašanje u otvorenom polju  

Horizontalna i vertikalna motorna aktivnost ţivotinja registrovana je tokom 15 minuta u prostoru sa 

smanjenom bukom sa 12 luksa crvenog osvetljenja, okruţenom crnim zidovima visokim 40 cm. 

Celokupan prostor je podeljen na 16 imaginarnih kvadrata sa 4 srednja kvadrata označena kao 

centralna oblast. Reprezentativne slike kretanja ţivotinja prikazane su na Figuri 4.3.A-D. 

Parametri dobijeni u ovom testu uključuju: 

(E) Ukupan pređeni put, 

(F) Ukupan pređeni put u centru, 

(G) Vreme provedeno u centru polja, 

(H) Ukupan pređeni put na periferiji, 

(I) Brzina kretanja u centru, 

(J) Brzina kretanja na periferiji, 

(K) Broj propinjanja na zadnje noge, 

(L) Indeks tigmoksije, definisan kao odnos između pređenog puta u perifernim zonama i ukupnog 

pređenog puta tokom ambulatornog kretanja. 
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Anksioznost je obrnuto proporcionalna vremenu provedenom u centralnom delu i direktno 

proporcionalna indeksu tigmoksije. Značaj razlike je procenjen analizom varijanse (ANOVA) sa 

Dunnetovim post hoc testom (*p<0,05 u poređenju sa K12/12, #p<0,05 u poređenju sa DM12/12 grupom). 

4.3. Oksidativni stres 
 

Koncentracija MDA, markera lipidne peroksidacije, u korteksu bila je znaĉajno viša 

kod pacova u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.4.A). S druge 

strane, nivo MDA u korteksu bio je znaĉajno niţi u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom 

DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.4.A). Sliĉno korteksu, koncentracija MDA u hipokampusu i 

talamusu bila je znaĉajno viša u grupi DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 

4.4.B i C), meĊutim, bila je znaĉajno niţa u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 

(p<0,05; Grafikon 4.4.B i C). Ovi rezultati jasno ukazuju na to da skraćeni fotoperiod 

smanjuje lipidnu peroksidaciju u mozgu dijabetiĉnih pacova. 

 

Grafikon 4.4. Efekat skraćenog dnevnog fotoperioda na nivo malondialdehida (MDA) u 

(A) korteksu, (B) hipokampusu i (C) talamusu 

Značaj razlike je procenjen analizom varijanse (ANOVA) sa Dunnetovim post hoc testom (*p<0,05 u 

poređenju sa K12/12, #p<0,05 u poređenju sa DM12/12 grupom). 

Aktivnosti antioksidativnih enzima i P-SH kao indikatora redoks stanja prikazani su na 

Grafikonu 4.5. Aktivnosti SOD-a, GPx-a i nivo P-SH u korteksu bili su znaĉajno niţi u grupi 

DM12/12 u poreĊenju sa grupom K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.5.A, B i C). MeĊutim, skraćeni 

fotoperiod je preokrenuo ove promene i svi prethodni parametri su bili znaĉajno viši u grupi 

DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05; Grafikon 4.5.A, B i C). Aktivnost SOD-a u 

korteksu bila je ĉak znaĉajno viša u grupi DM6/18 (0.21±0.01) u poreĊenju sa K12/12 

(0.19±0.01, p<0,05; Grafikon 4.5.A, B i C). S druge strane, nije bilo znaĉajnih razlika u 

aktivnosti SOD-a i koncentraciji P-SH u hipokampusu izmeĊu kontrolnih i eksperimentalnih 

grupa (p>0,05; Grafikon 4.5.D i F). Samo je aktivnost GPx-a u hipokampusu bila znaĉajno 

niţa u grupi DM12/12 (52.14±2.34) u poreĊenju sa grupom K12/12 (56.57±1.84, p<0,05; 

Grafikon 4.5.E), bez znaĉajnih promena izmeĊu grupa DM6/18 (54.51±1.55) i DM12/12 (p>0,05; 

Grafikon 4.5.E). U talamusu, aktivnost SOD-a i koncentracija P-SH bile su znaĉajno 

smanjene u grupi DM12/12 u poreĊenju sa K12/12 (p<0,05; Grafikon 4.5.G i I). Ove promene su 
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bile preokrenute skraćenim fotoperiodom, tako da su aktivnost SOD-a i koncentracija P-SH 

bile povećane u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,05). Zanimljivo je da, iako 

aktivnost GPx-a nije bila razliĉita izmeĊu grupa DM12/12 (56.86±3.89) i K12/12 (61.12±4.36; 

p>0,05), aktivnost ovog enzima u talamusu bila je znaĉajno viša u grupi DM6/18 (73.12±4.94) 

u poreĊenju sa grupom K12/12 (p>0,05) i DM12/12 (p>0,05; Grafikon 4.5.H). 

 

Grafikon 4.5. Aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) (A-C), glutation peroksidaze 

(GPx) (D-F) i koncentracija tiolnih grupa (G-I) u korteksu, hipokampusu i talamusu 

dijabetiĉnih pacova izloţenih skraćenom dnevnom fotoperiodu i redovnom ciklusu 

svetlo/tama 
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Značaj razlike je procenjen analizom varijanse (ANOVA) sa Dunnetovim post hoc testom (*p<0,05 u 

poređenju sa K12/12, #p<0,05 u poređenju sa DM12/12 grupom). 

PronaĊena je znaĉajna negativna korelacija izmeĊu vremena provedenog u otvorenim 

kracima uzdignutog krstastog lavirinta i koncentracije MDA u korteksu (Spearman rho=-

0,413, p<0,05; Grafikon 4.6.A) i talamusu (Spearman rho=-0,479, p<0,01; Grafikon 4.6.B), 

dok nije bilo znaĉajne korelacije izmeĊu vremena provedenog u otvorenim kracima i nivoa 

MDA u hipokampusu (Spearman rho=-0,417, p>0,05). S druge strane, pozitivna korelacija 

izmeĊu vremena provedenog u zatvorenim kracima i nivoa MDA pronaĊena je samo u 

talamusu (Spearman rho=0,461, p<0,01; Grafikon 4.6.C). 

 

Grafikon 4.6. Korelacija izmeĊu MDA u moţdanim strukturama i anksioznog 

ponašanja analizirana je korišćenjem Spearmanovog testa. 

Korelacija se smatrala značajnom ako je p<0,05. 

PronaĊena je znaĉajna negativna korelacija izmeĊu ukupnog preĊenog puta u centru u 

testu otvorenog polja i koncentracije MDA u korteksu (r=-0.510, p<0,01; Grafikon 4.7.A), 

hipokampusu (r=-0.556, p<0,01; Grafikon 4.7.B) i talamusu (r=-0.621, p<0,01; Grafikon 

4.7.C). Sliĉno tome, vreme provedeno u centru polja takoĊe znaĉajno negativno korelira sa 

nivoom MDA u hipokampusu (r=-0.518, p<0,01; Grafikon 4.7.D) i talamusu (r=-0.438, 

p<0,05; Grafikon 4.7.E). 
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Grafikon 4.7. Korelacija izmeĊu MDA u moţdanim strukturama i anksioznog 

ponašanja analizirana je korišćenjem Pearsonovog testa 

Korelacija se smatrala značajnom ako je p<0,05. 

Ovi podaci zajedniĉki ukazuju na to da antioksidativni efekat skraćenog dnevnog 

fotoperioda korelira sa njegovim anksiolitiĉkim efektom kod dijabetiĉnih pacova. 

4.4. Status lipida i koncentracija metil estara masnih kiselina 
 

Iako su ukupni serumski holesterol i HDL imali tendenciju promena kod dijabetiĉnih 

pacova, nisu uoĉene znaĉajne promene u ovim parametrima u grupi DM12/12 u poreĊenju sa 

K12/12 (p>0,05). MeĊutim, HDL holesterol je bio znaĉajno viši u grupama DM6/18 i DM12/12 u 

poreĊenju sa K12/12 (p<0,01). Koncentracija triglicerida bila je znaĉajno viša u grupi DM12/12 u 

poreĊenju sa K12/12 (p<0,01) i niţa u grupi DM6/18 u poreĊenju sa grupom DM12/12 (p<0,01; 

Tabela 4.1.). 

U grupi DM12/12 koncentracija vakcenske kiseline (C18:1ω7) u serumskim lipidima 

bila je znaĉajno niţa u poreĊenju sa K12/12 (p<0,01). S druge strane, u grupi DM6/18 

koncentracije oleinske (C18:1ω9), vakcenske (C18:1ω7), dihomo-γ-linolenske (C20:3) i DHA 

(C22:6) kiseline bile su znaĉajno više u poreĊenju sa grupom DM12/12. Nisu uoĉene znaĉajne 

promene u koncentraciji palmitinske (C16:0), stearinske (C18:0), palmitoleinske (C16:1), γ-

linolenske (C18:3ω6), linolelaidiĉne (C18:2), arahidonske (C20:4), dokosatetraenoinske 

(C22:4), α-linolenske (C18:3ω3), EPA (C20:5) i DPA (C22:5) kiseline (p>0,05; Tabela 4.1.). 

Tabela 4.1. Status lipida i koncentracija metil estara masnih kiselina u serumu pacova 

izloţenih skraćenom dnevnom fotoperiodu i redovnom ciklusu svetlo/tama. 
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Sve vrednosti su izraţene kao srednje vrednosti ± SD. Značaj razlike procenjen je analizom varijanse 

(ANOVA) sa Dunnetovim post hoc testom (*p<0,05 u poređenju sa K12/12, #p<0,05 u poređenju sa 

DM12/12). 

Skraćenice: TRG, trigliceridi; HDL, lipoproteini visoke gustine; C16:0, palmitinska kiselina; C18:0, 

stearinska kiselina; C16:1, palmitoleinska kiselina; C18:1ω9, oleinska kiselina; C18:1ω7, vakcenska 

kiselina; C18:2, linolelaidična kiselina; C18:3ω6, γ-linolenska kiselina; C20:3, dihomo-γ-linolenska 

kiselina; C20:4, arahidonska kiselina; C22:4, dokosatetraenoinska kiselina; C18:3ω3, α-linolenska 

kiselina; C20:5, eikosapentaenoinska kiselina; C22:5, dokosapentaenoinska kiselina; C22:6, 

dokozaheksaenoinska kiselina. 

Analiza korelacije izmeĊu nivoa DHA i parametara anksioznosti prikazana je na 

Grafikonu 4.8. Koncentracija DHA u serumu negativno korelira sa vremenom provedenim na 

zatvorenim kracima testa uzdignutog krstastog lavirinta (Spearman rho=-0.373, p<0,05; 

Grafikon 4.8.A). S druge strane, koncentracija DHA u serumu pozitivno korelira sa 

vremenom provedenim u centralnim poljima testa otvorenog polja (r=0.435, p<0,05; Grafikon 

4.8.B) i preĊenim putem u centru (r=0.445, p<0,05; Grafikon 4.8.C). Nisu pronaĊene znaĉajne 

korelacije izmeĊu koncentracija drugih masnih kiselina u serumu i parametara anksioznosti. 

Parametar[mmol/L] K12/12 DM K6/18 DM6/18 

Ukupan holesterol 

TRG 

HDL 

C16:0 

C18:0 

C16:1 

C18:1ω9 

C18:1ω7 

C18:2 

C18:3ω6 

C20:3 

C20:4 

C22:4 

C18:3ω3 

C20:5 

C22:5 

C22:6 

1.04±0.09 

0.65±0.14 

0.52±0.05 

23.65±1.55 

12.36±2.29 

0.42±0.06 

9.55±2.74 

2.04±0.26 

28.97±2.36 

0.12±0.04 

0.50±0.08 

19.66±2.07 

0.43±0.08 

0.32±0.14 

0.06±0.03 

0.45±0.16 

1.27±0.31 

1.06±0.06 

0.87±0.17** 

0.45±0.04 

22.83±3.82 

12.95±1.41 

0.42±0.62 

8.34±0.85 

1.05±0.27** 

28.77±4.07 

0.25±0.12 

0.44±0.04 

19.87±2.15 

0.42±0.07 

0.32±0.11 

0.09±0.02 

0.37±0.07 

0.99±0.19 

1.08±0.08 

0.66±0.08 

0.46±0.03 

23.96±2.91 

11.76±1.95 

0.54±0.09 

10.78±1.41 

1.81±0.31 

26.57±3.71 

0.15±0.03 

0.62±0.17 

19.99±2.73 

0.39±0.05 

0.28±0.04 

0.08±0.05 

0.35±0.05 

1.18±0.15 

1.11±0.10 

0.58±0.12## 

0.63±0.09**## 

23.62±2.28 

11.18±2.05 

0.53±0.12 

12.16±3.97# 

1.93±0.62## 

28.32±3.07 

0.24±0.18 

0.66±0.16## 

20.68±3.73 

0.54±0.15 

0.29±0.08 

0.07±0.03 

0.45±0.13 

1.45±0.38## 
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Grafikon 4.8. Korelacija izmeĊu koncentracija FAME i parametara anksioznosti analizirana je 

korišćenjem Spearmanovog testa 

Korelacija se smatrala značajnom ako je p<0,05. 

4.5. Smanjena dnevna izloţenost svetlosti ublaţava vaskulopatiju u retini pacova 

tretiranih STZ-om 
 

Patološke promene nisu pronaĊene u retinama C12/12 i C6/18 grupe (Grafikon 4.9.A i C). 

MeĊutim, H&E bojenje je pokazalo da dijabetes u našem modelu izaziva vaskulopatiju koja 

se manifestuje u formi hemoragija u obliku plamena i mikroaneurizmi (Grafikon 4.9.B). S 

druge strane, smanjena izloţenost svetlosti ublaţila je vaskulopatiju smanjenjem broja 

hemoragija u obliku plamena u DM6/18 grupi. Mikroaneurizme nisu bile prisutne u DM6/18 

grupi (Grafikon 4.9.D). 
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Grafikon 4.9. Reprezentativno H&E bojenje retine u kontrolnoj (A) i eksperimentalnim 

grupama (B-D) 

Nisu pronađene patološke promene u K12/12grupi (A) (uvećanje x200) i K6/18 grupi (C) (uvećanje x400). 

(B) U DM12/12grupi evidentne su hemoragije u obliku plamena u sloju ganglijskih ćelija retine 

(zvezdica *), kao i dilatacija malih krvnih sudova koja ukazuje na mikroaneurizme (strelica ➨). (D) U 

DM6/18 grupi su bile prisutne fokalne hemoragije u obliku plamena (zvezdica *), bez vidljive dilatacije 

malih krvnih sudova. Skraćenice: DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu 

svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h. 

Efekat smanjene izloţenosti svetlosti na vaskularizaciju retine procenjen je 

korišćenjem lektina (Lycopersiconesculentum lektin). Reprezentativne slike lektinskog 

bojenja prikazane su na Grafikon 4.10.A-D. Imunohistohemijsko bojenje lektinskim antitelom 

konjugovanim sa hromoforom pokazalo je dvostruko povećanje procenta lektin-pozitivnih 

krvnih sudova u retinama DM12/12 (41±4.6%) u poreĊenju sa K12/12 (20.46±4.4%) (P<0.001) i 

K6/18 grupom (23.45±0.9%) (p<0,01). Nasuprot tome, znaĉajno smanjenje procenta lektin 

pozitivne površine primećeno je u DM6/18 (12.35±2.8%) u poreĊenju sa DM12/12 grupom 

(p<0,001). 

 

 

Grafikon 4.10. Reprezentativne imunofluorescentne mikrografije lektinskog bojenja 

krvnih sudova retine u kontrolnoj (A) i eksperimentalnim grupama (B-D) (uvećanje 

x20) 

Sekcije su inkubirane sa primarnim antitelom zeca protiv lektina preko noći, a zatim tretirane 

sekundarnim antitelom konjugovanim sa hromoforom (zelena boja). Nakon ispiranja sa PBST (0.1% 

Triton u 1x fosfatno-puferovanom rastvoru), preparati su pokriveni DAPI sredstvom za montaţu 
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(plava boja). (E) Kvantifikacija lektin pozitivnih krvnih sudova u unutrašnjem nuklearnom sloju (INL) 

izračunata je kao procenat ukupne analizirane površine koja je lektin pozitivna. Statistička značajnost 

razlike procenjena je ANOVA testom sa Dunnetovim post hoc testom (**p<0,01, ****p<0,001). 

Skraćenice: DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; 

DM6/18, grupa sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; ONL, spoljašnji nuklearni 

sloj. 

4.6. Smanjena dnevna izloţenost svetlosti smanjuje ekspresiju Aqp4 u retini, ali 

povećava perivaskularnu ekspresiju Aqp4 kod pacova tretiranih STZ-om 
 

Reprezentativne slike imunobojenja za Aqp4 prikazane su na Grafikonu 4.11.A-D. 

Ekspresija Aqp4 u retini bila je znaĉajno viša u DM12/12 (52.21±3.77%) u poreĊenju sa K12/12 

(39.81±7.04%) (p=0,016). Sliĉno tome, ekspresija Aqp4 je bila znaĉajno viša u DM12/12u 

poreĊenju sa K6/18 grupom (37.51±7.35%) (p=0,002). MeĊutim, smanjena izloţenost svetlosti 

izazvala je znaĉajan pad ekspresije Aqp4 u retini DM6/18 grupe (33.36±4.16%) u poreĊenju sa 

DM12/12 grupom (p=0,001). Nije bilo znaĉajnih promena u ekspresiji Aqp4 izmeĊu DM6/18 i 

K12/12 (p=0,603), kao ni izmeĊu DM6/18 i K6/18 grupe (p>0,999; Grafikon 4.11.E). 

 

Grafikon 4.11. Reprezentativne imunofluorescentne mikrografije bojenja akvaporina-4 

(Aqp4) u retini kontrolne (A) i eksperimentalnih grupa (B-D) (uvećanje x20) 

Sekcije su inkubirane sa primarnim antitelom zeca protiv Aqp4 preko noći, a zatim tretirane 

sekundarnim antitelom konjugovanim sa hromoforom (crvena boja). Nakon ispiranja sa PBST (0.1% 

Triton u 1x fosfatno-puferovanom rastvoru), preparati su pokriveni DAPI sredstvom za montaţu 

(plava boja). (E) Kvantifikacija Aqp4 u unutrašnjem nuklearnom sloju (INL) izračunata je kao 

procenat ukupne analizirane površine koja je pozitivna na Aqp4. Značaj razlike procenjen je ANOVA 

testom sa Dunnetovim post hoc testom (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Skraćenice: DM12/12, 
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grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa sa 

dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; ONL, spoljašnji nuklearni sloj. 

Istovremeno bojenje za lektin i Aqp4 je izvedeno radi odreĊivanja perivaskularne 

ekspresije Aqp4, koja je merena kao Aqp4/lektin odnos (Grafikon 4.12.A). Dok je 

perivaskularna ekspresija Aqp4 bila znaĉajno niţa u DM12/12 (1.27±0.04) u poreĊenju sa K12/12 

(1.95±0.03) (p=0,001) i K6/18 grupom (1.60±0.06) (p=0,039), ekspresija Aqp4 oko krvnih 

sudova bila je znaĉajno viša u DM6/18 u poreĊenju sa DM12/12 grupom (p=0,023; Grafikon 

4.12.C). 

 

Grafikon 4.12. (A) Reprezentativne slike bojenja akvaporina-4 (Aqp4)/lektina u retini 

kontrolnih i eksperimentalnih ţivotinja (uvećanje x20) 

Sekcije su inkubirane sa primarnim antitelima zeca protiv Aqp4 i lektina preko noći, a zatim tretirane 

sekundarnim antitelom konjugovanim sa hromoforom. Nakon ispiranja sa PBST (0.1% Triton u 1x 

fosfatno-puferovanom rastvoru), preparati su pokriveni DAPI sredstvom za montaţu (plava boja). 

Lektin je obojen zelenom bojom, dok je Aqp4 obojen crvenom bojom. (B) Longitudinalni prikaz krvnih 

sudova u temporalnoj retini nakon bojenja lektinom i Aqp4 (uvećanje x200). (C) Ekspresija Aqp4 u 
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perivaskularnoj regiji izračunata je kao odnos između bojenja Aqp4 i lektina. Značaj razlike 

procenjen je ANOVA testom sa Dunnetovim post hoc testom (* p<0,05, ***p<0,001). Skraćenice: 

DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa 

sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h. 

4.7. Smanjena dnevna izloţenost svetlosti smanjuje gliozu i ekspresiju proinflamatornih 

citokina IL-1 i TNF-α u retini i RPE pacova 
 

Ekspresija GFAP u retini bila je povećana u DM12/12 (23.08±1.23%) u poreĊenju sa 

K12/12 (15.98±0.56%) (p<0,01), posebno u sloju granularnih ćelija, što ukazuje na prisustvo 

glioze (Grafikon 4.13.A i C). MeĊutim, ekspresija GFAP bila je niţa u DM6/18 (8.12±0.66%) u 

poreĊenju sa DM12/12 grupom (p<0,001) (Grafikon 4.13.D i C). 

 

Grafikon 4.13. (A-D) Reprezentativne slike bojenja glijalnog fibrilarnog kiselog proteina 

(GFAP) u unutrašnjem nuklearnom sloju (INL) (uvećanje x20) 

(E) Kvantifikacija GFAP u unutrašnjem nuklearnom sloju (INL) izračunata je kao procenat ukupne 

analizirane površine koja je pozitivna na GFAP. Značaj razlike procenjen je ANOVA testom sa 

Dunnetovim post hoc testom (***p<0,01, ****p<0,001). Skraćenice: ONL, spoljašnji nuklearni sloj; 

RGC, ganglijske ćelije retine. 

Ekspresija gena za interleukin 1 (IL-1) i faktor nekroze tumora alfa (TNF-α) u retini 

bila je znaĉajno viša u DM12/12 u poreĊenju sa K12/12grupom (p=0,001). Nasuprot tome, 

ekspresija IL-1 i TNF-α u retini bila je znaĉajno niţa u DM6/18 u poreĊenju sa DM12/12grupom 

(p=0,001) i nije se razlikovala u poreĊenju sa K12/12 (pIL-1=0,834 i pTNF-α=0,345; Grafikon 

4.14.A i B). Sliĉne promene u ekspresiji proinflamatornih citokina IL-1 i TNF-α bile su 
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evidentne u RPE. Dok su ekspresije IL-1 i TNF-α u RPE bile znaĉajno više u DM12/12 u 

poreĊenju sa K12/12 grupom (pIL-1=0,002 i pTNF-α=0,005), ekspresija ovih gena bila je znaĉajno 

niţa u DM6/18 u poreĊenju sa DM12/12 grupom (pIL-1=0,008 i pTNF-α=0,002; Grafikon 4.14.C i 

D). Ekspresija gena za citokine nije bila znaĉajno promenjena u K6/18 u poreĊenju sa K12/12 

grupom (pIL-1=0,093 i pTNF-α=0,401). 

 

Grafikon 4.14. Efekti smanjene izloţenosti svetlosti na ekspresiju gena za interleukin-1 

(IL-1) i faktor nekroze tumora α (TNF-α) u retini (A, B) i retinalnom pigmentnom 

epitelu (RPE) (C, D) 

Ekspresija gena određena je metodom real-time kvantitativne lančane reakcije polimeraze (RT-

qPCR), a beta aktin je korišćen kao interna kontrola. Značaj razlike procenjen je Kruskall-Wallis 

testom sa Mann-Whitney post hoc testom (**p<0,01 u poređenju sa K12/12, ##p<0,01 u poređenju sa 

DM12/12 grupom). Skraćenice: DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu 

svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h. 

4.8. Smanjena dnevna izloţenost svetlosti ubrzava vizuelni ciklus u RPE sloju i 

metabolizam holesterola u retini kod pacova tretiranih STZ-om 
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Nisu uoĉene znaĉajne promene u ekspresiji vizuelnih gena u RPE sloju u DM12/12 grupi 

u poreĊenju sa K12/12 (p>0,05). S druge strane, ekspresija gena LRAT, OTX2, RPE65 i SOX9 

bila je znaĉajno viša u DM6/18 grupi u poreĊenju sa K12/12 (p=0,001) i DM12/12 grupom 

(p=0,001; Grafikon 4.15.A-D). TakoĊe, znaĉajan porast u ekspresiji gena LRAT, RPE65 i 

SOX9 bio je prisutan u K6/18 grupi u poreĊenju sa K12/12grupom (pLRAT=0,036, pRPE65=0,012, 

pSOX9=0,001). 

 

Grafikon 4.15. Efekat smanjene izloţenosti svetlosti na ekspresiju gena vizuelnog ciklusa 

(LRAT, RPE65, SOX9, OTX2) u retinalnom pigmentnom epitelu (RPE) 

Značaj razlike procenjen je Kruskall-Wallis testom sa Mann-Whitney post hoc testom 

(*p<0,05 i **p<0,01 u poređenju sa K12/12; #p<0,05 i ##p<0,01 u poređenju sa 

DM12/12grupom). Skraćenice: DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena 

ciklusu svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 

6/18 h. 

Ekspresija gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola u retini nije bila znaĉajno 

razliĉita u DM12/12 grupi u poreĊenju sa K12/12 grupom (p>0,05). MeĊutim, u DM6/18 grupi 
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samo je ekspresija APOE gena u retini bila znaĉajno viša u poreĊenju sa K12/12 (p=0,046) i 

DM12/12grupom (p=0,021; Grafikon 4.16.B). Nasuprot retini, u RPE su ekspresije gena 

HMGCR, APOE i CYP27 bile znaĉajno više u DM6/18 grupi u poreĊenju sa 

DM12/12(pHMGCR=0,001, pAPOE=0,003, pCYP27=0,001) i K12/12 grupom (pHMGCR=0,001, 

pAPOE=0,001, pCYP27=0,001; Grafikon 4.16.D, E i F). Sliĉno retini, nisu pronaĊene znaĉajne 

razlike u ekspresiji gena za metabolizam holesterola u RPE izmeĊu DM12/12 i K12/12 grupe 

(p>0,05). MeĊutim, smanjena izloţenost svetlosti sama po sebi izazvala je znaĉajan porast u 

ekspresiji gena HMGCR i APOE u K6/18 grupi u poreĊenju sa K12/12(pHMGCR=0,001, 

pAPOE=0,012). 

 

Grafikon 4.16. Efekat smanjene izloţenosti svetlosti na ekspresiju gena za metabolizam 

holesterola (HMGCR, APOE, CYP27) u retini (A-C) i retinalnom pigmentnom epitelu 

(RPE) (D-F) 

Značaj razlike procenjen je Kruskall-Wallis testom sa Mann-Whitney post hoc testom (*p<0,05 i 

**p<0,01 u poređenju sa K12/12, #p<0,05 i ##p<0,01 u poređenju sa DM12/12grupom). Skraćenice: 

DM12/12, grupa sa dijabetes melitusom; K6/18, grupa izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h; DM6/18, grupa 

sa dijabetes melitusom izloţena ciklusu svetlo/tama 6/18 h. 
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Eksperimentalne i kliniĉke studije pokazale su da, pored drugih dijabetiĉkih 

komplikacija, afektivni poremećaji postaju sve ĉešća pojava u sklopu dijabetesa (Zhu i sar. 

2021, Buchberger i sar. 2016). Povećana prevalencija anksioznosti i depresije kod pacijenata 

sa dijabetesom nije samo posledica metaboliĉkog disbalansa, već i sloţenih neurobioloških 

promena koje prate progresiju bolesti (Buchberger i sar. 2016). Hroniĉna hiperglikemija 

predstavlja centralni okidaĉ koji inicira kaskadu patofizioloških promena, ukljuĉujući 

povećanu produkciju ROS, što dovodi do oštećenja mitohondrija i disfunkcije ćelijskog 

metabolizma (Xu i sar. 2014). Ovaj proces ĉesto je praćen povećanjem nivoa 

proinflamatornih citokina, poput TNF-α i IL-6, koji znaĉajno utiĉu na funkciju krvno-

moţdane barijere, narušavajući njen integritet i povećavajući propustljivost za inflamatorne 

ćelije (Wang i sar. 2021). Poslediĉno, inflamatorni faktori prodiru u mozak, dodatno 

oštećujući neuronske mreţe, naroĉito u regijama poput hipokampusa, amigdale i 

prefrontalnog korteksa, koje su kljuĉne za emocionalnu regulaciju i odgovor na stres (Casado-

Sainz i sar. 2022). 

Pored neuroinflamacije, oksidativni stres ima kljuĉnu ulogu u napredovanju 

neuroloških komplikacija dijabetesa. Lipidna peroksidacija, koja nastaje reakcijom ROS sa 

membranskim lipidima, znaĉajno narušava strukturni integritet moţdanih ćelija i doprinosi 

njihovoj disfunkciji (Wang i sar. 2021, Xu i sar. 2014). Ĉak i u odsustvu hiperglikemije 

insulinska rezistencija je povezana sa povećanim oksidativnim stresom i mitohondrijskom 

disfunkcijom u neuronima što uslovljava njihovu apoptozu. TakoĊe insulinska rezistencija je 

udruţena sa povećanom aktivošću glikogen sintaza kinaze 3β (GSK-3β) što doprinosi 

hiperfosforilaciji tau proteina. Hiperfosforilisani tau protein moţe da se prenosi na susedne 

neurone ĉime podstiĉe dalju agregaciju tau proteina koji ĉak i nije strukturno izmenjen 

prionskim mehanizmom. TakoĊe hiperfosforilisani tau protein doprinosi aktivaciji mikroglije 

i sekreciji proinflamatornih citokina (IL-1, TNF-α, IL-6) koji dalje posredstvom tau kinaza 

podstiĉu agregaciju tau proteina i pojaĉavaju neuroinflamaciju. Insulinska rezistencija je 

udruţena i sa povećanom agregacijom amiloida β (Aβ) što doprinosi oksidativnom stresu i 

neurodegenraciji (Fluca i sar. 2024). Sa razvojem hiperglikemije dodatno se pogoršavaju 

neuroinflamacija, oksidativni stres i lipidna peroksidacija u mozgu, što dalje doprinosi 

neurodegenerativnim procesima i oštećenju neuronske funkcije, ĉime se povećava rizik od 

razvoja anksioznosti (Wang i sar. 2021, Xu i sar. 2014). Naši rezultati potvrĊuju ove nalaze, 

jer je eksperimentalni model dijabetesa korišćen u studiji povezan sa razvojem anksioznog 

ponašanja i povećanjem lipidne peroksidacije u mozgu pacova (Grafikon 4.2., 4.3. i 4.4.). Ovi 

nalazi dodatno naglašavaju znaĉaj oksidativnog stresa kao jednog od kljuĉnih faktora u 

patofiziologiji neuroloških komplikacija izazvanih dijabetesom i ukazuju na potrebu za 

istraţivanjem potencijalnih terapijskih strategija usmerenih na ovaj patološki proces. 

Smanjenje telesne mase, kontrolisani unos zasićenih masti i redovna fiziĉka aktivnost 

dobro su poznati naĉini za prevenciju dijabetesa i odlaganje njegovih komplikacija, 

ukljuĉujući anksioznost. Ove promene u naĉinu ţivota pruţaju višestruke koristi, pozitivno 

utiĉući na metaboliĉke procese i funkciju nervnog sistema. Na primer, smanjen unos zasićenih 

masnih kiselina sniţava nivo lipida u cirkulaciji, što ublaţava lipidnu peroksidaciju i smanjuje 

oksidativni stres (Contreras-Zentella i sar. 2024). Redovna fiziĉka aktivnost ne samo da 

poboljšava osetljivost na insulin, već i povećava ekspresiju neurotrofiĉkog moţdanog faktora 

(engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), koji ima kljuĉnu ulogu u sinaptiĉkoj 

plastiĉnosti i preţivljavanju neurona (Desrumaux i sar. 2005). Uz ove dobro poznate mere, 

naši rezultati ukazuju da smanjena izloţenost svetlosti, kroz skraćeni fotoperiod, moţe biti 

dodatna strategija za ublaţavanje anksioznosti izazvane dijabetesom. Mehanizam ovog 

pristupa ukljuĉuje regulaciju cirkadijalnih ritmova, koji posredno utiĉu na nivo hormona 

stresa, poput kortizola, kao i na odrţavanje oksidativne ravnoteţe u mozgu. 
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Naši podaci pokazuju da skraćeni fotoperiod smanjuje anksiozno ponašanje, što se 

jasno vidi u testu uzdignutog krstastog lavirinta i testuotvorenog polja. U testu uzdignutog 

krstastog lavirinta, anksiolitiĉki efekat skraćenog fotoperioda ogleda se u produţenju vremena 

provedenog u otvorenim kracima i smanjenju vremena provedenog u zatvorenim kracima 

(Grafikon 4.2.). Sliĉno tome, test otvorenog polja pokazao je da pacovi sa dijabetesom, 

izloţeni skraćenom fotoperiodu, provode više vremena u centralnom polju. Iako indeks 

tigmoksije nije bio promenjen, povećano vreme u centralnom polju sugeriše smanjenje 

anksioznosti i povećanje eksplorativne aktivnosti. 

Analiza drugih parametara, poput ukupno preĊenog puta, preĊenog puta u centralnom i 

perifernom delu, kao i brzine kretanja ţivotinja, ukazuje na smanjeno eksplorativno ponašanje 

kod dijabetiĉnih pacova. MeĊutim, ovi parametri su se znaĉajno poboljšali nakon primene 

skraćenog fotoperioda (Grafikon 4.3). Ove promene sugerišu da skraćeni fotoperiod moţe 

povoljno uticati na motoriĉku funkciju i emocionalnu regulaciju kod pacova sa dijabetesom. 

Vaţno je napomenuti da navedeni parametri, iako korisni, nisu dovoljno osetljivi niti 

specifiĉni za precizno merenje anksioznog ponašanja. Ipak, kada se rezultati testa otvorenog 

polja kombinuju sa nalazima iz testa uzdignutog krstastog lavirinta, dobija se sveobuhvatnija 

slika. Ovi nalazi ukazuju na to da skraćeni fotoperiod, pored povećanja eksplorativne 

aktivnosti, ima izraţen anksiolitiĉki efekat. 

Jedan od mehanizama koji doprinosi anksiolitiĉkom efektu skraćenog fotoperioda 

moţe biti smanjenje oksidativnog stresa. Prvi dokazi koji povezuju oksidativni stres sa 

razvojem anksioznosti bili su indirektni, poput istraţivanja Souza i sar. (2007), Desrumaux i 

sar. (2005), Berry i sar. (2007) i Masood i sar. (2008). Na primer, ishrana bogata saharozom 

povećava oksidaciju proteina u frontalnom korteksu, što je povezano sa anksioznim 

ponašanjem (Souza i sar. 2007). Studije na miševima pokazale su da nedostatak vitamina E 

izaziva anksioznost usled povećanog oksidativnog stresa (Desrumaux i sar. 2005), dok su 

Berry i sar. (2007) ukazali na povezanost starenja sa porastom oksidativnog stresa i 

anksioznim ponašanjem. Direktni dokazi o ulozi oksidativnog stresa u razvoju anksioznosti 

pruţeni su u novijim istraţivanjima, kao što je studija Dang i sar. (2022), koja je pokazala da 

edaravon smanjuje anksiozno ponašanje redukcijom nivoa MDA i povećanjem aktivnosti 

antioksidativnih enzima u hipokampusu i prefrontalnom korteksu. Naša studija ukazuje na 

sliĉne mehanizme, budući da je skraćeni fotoperiod znaĉajno smanjio lipidnu peroksidaciju 

izazvanu DM-om u korteksu, hipokampusu i talamusu pacova (Grafikon 4.4.). TakoĊe je 

pronaĊena korelacija izmeĊu nivoa MDA i anksioznog ponašanja u testovima uzdignutog 

krstastog lavirinta i otvorenog polja, što sugeriše da antioksidativni efekat skraćenog 

fotoperioda moţe biti kljuĉan za njegovo anksiolitiĉko dejstvo. 

Anksiolitiĉki i antioksidativni efekat smanjene izloţenosti svetlu moţe biti posredovan 

melatoninom (Grafikon 4.1. C). Melatonin, hormon koji proizvodi pinealna ţlezda i koji ima 

kljuĉnu ulogu u regulaciji ciklusa spavanja i budnosti, poseduje višestruka biološka svojstva, 

ukljuĉujući antiinflamatorno, antioksidativno i neuroprotektivno dejstvo. Njegov potencijal za 

smanjenje anksioznosti potvrĊen je kliniĉkim studijama, poput istraţivanja Madsen i sar. 

(2020), koje su pokazale da melatonin, dat kao premedikacija, znaĉajno smanjuje 

preoperativnu anksioznost u poreĊenju sa placebom. Ovaj efekat se pripisuje sposobnosti 

melatonina da reguliše aktivnost hipotalamo-hipofizno-nadbubreţne osovine, smanjujući 

luĉenje kortizola, hormona stresa koji znaĉajno doprinosi razvoju anksioznosti. Dodatno, 

eksperimentalne studije na pacovima pokazale su da melatonin ublaţava depresiju i 

anksioznost smanjenjem neuroinflamacije, delimiĉno posredovane povećanom proizvodnjom 

kratkolanĉanih masnih kiselina koje modulišu crevno-moţdanu osovinu (Lv i sar. 2020). Ove 
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promene smanjuju nivo inflamatornih citokina i poboljšavaju serotoninsku neurotransmisiju, 

kljuĉni regulator raspoloţenja. 

Uloga melatonina u smanjenju oksidativnog stresa dobro je dokumentovana. 

Melatonin smanjuje nivo MDA, glavnog markera lipidne peroksidacije, povećava 

koncentraciju GSH, glavnog intracelularnog antioksidansa, i indukuje ekspresiju Nrf2, 

transkripcionog faktora koji stimuliše sintezu antioksidativnih enzima poput SOD i GPx (He i 

sar. 2018, Zhu i sar. 2021). Naši rezultati ukazuju na sliĉne mehanizme, jer je skraćena 

izloţenost svetlu povezana sa znaĉajnim smanjenjem lipidne peroksidacije u mozgu pacova sa 

dijabetesom (Grafikon 4.4.), što dodatno podrţava hipotezu da melatonin igra kljuĉnu ulogu u 

ovom procesu. Sliĉni nalazi iz studije Saxena i sar. (2010) potvrĊuju ovu vezu, pokazujući da 

primena melatonina smanjuje lipidnu peroksidaciju izazvanu streptozotocinom u 

hipokampusu pacova. Ovi nalazi jasno ukazuju na to da melatonin ima vaţnu ulogu u 

modulaciji oksidativnog stresa i neuroinflamacije u kontekstu dijabetesa. 

Smanjenje anksioznosti izazvano skraćenim fotoperiodom negativno korelira sa 

povećanjem koncentracije DHA u serumu, što ukazuje na sloţenu, ali potencijalno znaĉajnu 

ulogu ove omega-3 masne kiseline u oĉuvanju mentalnog zdravlja kod dijabetesa (Grafikon 

4.8., Tabela 4.1.). DHA nije samo kljuĉna komponenta strukturalnog integriteta neuronalnih 

membrana, već ima centralnu ulogu u odrţavanju sinaptiĉke plastiĉnosti i inflamatorne 

homeostaze. Njena prisutnost u fosfolipidnom dvosloju neurona omogućava optimalan protok 

signala i stabilnost sinaptiĉkih veza, što je od suštinske vaţnosti za normalno funkcionisanje 

mozga. Nedostatak DHA, ĉesto uzrokovan disfunkcijom transportera u endotelnim ćelijama 

krvno-moţdane barijere, moţe dovesti do gubitka neurona u kljuĉnim regijama mozga, poput 

hipokampusa i cerebeluma. Ova degeneracija direktno doprinosi razvoju anksioznosti i drugih 

afektivnih poremećaja, naglašavajući znaĉaj optimalnog nivoa DHA za oĉuvanje mentalnog 

zdravlja kod osoba sa dijabetesom (Neto i sar. 2021). Naša studija, kroz negativnu korelaciju 

izmeĊu nivoa DHA u serumu i anksioznog ponašanja, potvrĊuje da DHA moţe imati zaštitnu 

ulogu u ovom kontekstu, smanjujući štetne efekte metaboliĉkog stresa izazvanog dijabetesom. 

Studije na humanoj populaciji dodatno podrţavaju ovaj zakljuĉak. Na primer, sniţeni 

nivo DHA u plazmi i membrani eritrocita primećen je kod osoba sa socijalnim anksioznim 

poremećajem, što ukazuje na potencijalnu vezu izmeĊu niskog nivoa DHA i povećane 

osetljivosti na anksioznost (Muscaritoli 2021). Ovi nalazi naglašavaju znaĉaj adekvatnog 

unosa DHA u oĉuvanju emocionalne stabilnosti i mentalnog zdravlja. Interventne studije sa 

suplementacijom DHA pruţile su dodatne dokaze o njenoj terapeutskoj vrednosti. Na primer, 

kod psihotiĉnih pacijenata leĉenih risperidonom, povećanje unosa DHA rezultiralo je 

znaĉajnim smanjenjem simptoma anksioznosti i depresije, što ukazuje na njenu potencijalnu 

ulogu u poboljšanju kvaliteta ţivota ovih pacijenata (Fatemi i sar. 2020). Sliĉni rezultati 

primećeni su u eksperimentalnim studijama na gojaznim pacovima, kod kojih je 

suplementacija DHA dovela do smanjenja nivoa inflamatornih markera, poput IL-6 i TNF-α, 

što je pratilo poboljšanje inflamatornog statusa i smanjenje simptoma povezanih sa 

inflamacijom i metaboliĉkim disbalansom (Robinson i sar. 2019, Neto i sar. 2021). Ovi 

podaci jasno ukazuju na to da DHA ima znaĉajan potencijal da ublaţi emocionalne i 

inflamatorne komplikacije povezane sa dijabetesom, ĉineći je obećavajućim kandidatom za 

adjuvantnu terapiju, posebno u kontekstu sloţenih metaboliĉkih i neuroloških poremećaja. 

Ipak, iako su ovi nalazi obećavajući, naša studija ne pruţa definitivan dokaz o 

uzroĉno-poslediĉnoj vezi izmeĊu nivoa DHA u serumu i smanjenja anksioznosti. Povećanje 

nivoa PUFA u serumu ne mora nuţno reflektovati promene u sastavu masnih kiselina u 

mozgu, što oteţava interpretaciju ovih rezultata. Na primer, istraţivanje Tanprasertsuk i sar. 
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(2019) pokazalo je slabu korelaciju izmeĊu nivoa zasićenih masnih kiselina, MUFA i PUFA u 

serumu i mozgu, osim za α-linolensku kiselinu. Ovi rezultati sugerišu da nivoi DHA u serumu 

mogu biti korisni kao marker za anksiolitiĉki efekat skraćenog fotoperioda, ali ne i kao 

mehanizam koji direktno utiĉe na smanjenje anksioznosti. Naši nalazi istiĉu potrebu za daljim 

istraţivanjima kako bi se bolje razumela uloga DHA u modulaciji emocionalnog ponašanja 

kod dijabetesa. 

Pored DHA, promene u profilu drugih masnih kiselina takoĊe su analizirane u našoj 

studiji, ali njihova uloga u anksiolitiĉkom efektu skraćenog fotoperioda ostaje nedovoljno 

razjašnjena. Na primer, koncentracije MUFA C18:1ω7 i C18:1ω9 bile su povećane nakon 

smanjene izloţenosti svetlosti, ali nije pronaĊena znaĉajna korelacija izmeĊu njihovih nivoa i 

anksioznog ponašanja (Tabela 4.1.). Oleinska kiselina, kao glavna MUFA, pokazuje 

kontradiktorne rezultate u razliĉitim studijama. Australijska studija ukazuje na povećan rizik 

od anksioznosti sa rastom nivoa oleinske kiseline, sugerišući da visoke koncentracije mogu 

negativno uticati na emocionalnu stabilnost (Daley i sar. 2015). Suprotno tome, istraţivanje 

sprovedeno meĊu iranskim ţenama pokazalo je da povećan unos oleinske kiseline moţe 

smanjiti simptome anksioznosti, verovatno zahvaljujući njenim antiinflamatornim svojstvima 

i povoljnom uticaju na oĉuvanje integriteta ćelijskih membrana (Fatemi i sar. 2020). Razlike u 

ovim nalazima mogu biti rezultat razliĉitih populacionih karakteristika, prehrambenih navika, 

genetskih faktora ili metodoloških pristupa. Iako su MUFA poznate po svom uticaju na 

lipidnu homeostazu i stabilnost ćelijskih membrana, njihova uloga u neurobiološkim 

procesima koji utiĉu na emocionalno ponašanje još uvek nije dovoljno istraţena. Potencijalni 

mehanizmi mogli bi ukljuĉivati interakcije sa inflamatornim signalnim putevima, 

oksidativnim stresom i neurotransmiterskom aktivnošću (Tanprasertsuk i sar. 2019). Ova 

kontradiktorna otkrića istiĉu potrebu za daljim istraţivanjima koja bi obuhvatila širi spektar 

masnih kiselina i njihove meĊusobne interakcije u regulaciji emocionalnog ponašanja. 

Naša studija pruţa vaţne uvide u efekat dijabetesa na lipidni profil. Dijabetes je 

izazvao hipertrigliceridemiju, dok nije znaĉajno uticao na ukupni nivo holesterola i HDL 

holesterola (Tabela 4.1.). S druge strane, skraćeni dnevni fotoperiod smanjio je nivo 

triglicerida u serumu i povećao nivo HDL holesterola kod dijabetiĉnih pacova, što ukazuje na 

potencijalni protektivni efekat ovog pristupa u kontekstu dislipidemije izazvane dijabetesom. 

MeĊutim, odnos izmeĊu promena u lipidnom profilu i emocionalnog stanja je sloţen. 

Prethodne studije su pokazale da je povećanje HDL holesterola povezano sa negativnim 

raspoloţenjem, dok su povišeni trigliceridi ĉesto povezani sa poboljšanjem raspoloţenja kod 

anksioznih pacijenata (Lieberman i sar. 2012). Ove korelacije naglašavaju kompleksnost 

odnosa izmeĊu lipidnog profila i emocionalnih odgovora, istiĉući potrebu za daljim 

istraţivanjima koja bi razjasnila znaĉaj ovih promena u kontekstu dijabetesa i anksioznosti. 

Elektroretinografski zapisi pokazali su da primena egzogenog melatonina poboljšava 

vid na eksperimentalnim modelima miševa i pacova sa dijabetesom (Thebeau i sar. 2020, 

Salido i sar. 2013). Melatonin, hormon sa kljuĉnom ulogom u regulaciji cirkadijalnih ritmova 

i antioksidativnim svojstvima, direktno štiti retinu od oštećenja izazvanih hiperglikemijom i 

oksidativnim stresom. Njegovo dejstvo ukljuĉuje smanjenje lipidne peroksidacije, povećanje 

ekspresije antioksidativnih enzima i suzbijanje inflamatornih procesa (Ahmad i sar. 2023). 

MeĊutim, većina dosadašnjih istraţivanja fokusirala se na egzogenu primenu melatonina, dok 

je prirodna stimulacija njegove sinteze putem smanjenja izloţenosti svetlosti ostala relativno 

neistraţena. Naša studija prva ukazuje na potencijalni zaštitni efekat smanjene izloţenosti 

svetlosti kao prirodnog stimulansa za sintezu melatonina u dijabetiĉnoj retini, otvarajući novu 

perspektivu u istraţivanju DR-a. 
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Zaštitni efekat smanjene izloţenosti svetlosti evidentan je kroz ublaţavanje ranih 

vaskularnih promena, što je jasno prikazano u našoj studiji (Grafikon 4.9. i 4.10.). Rane 

vaskularne promene, poput povećane propustljivosti kapilara i gubitka pericita, predstavljaju 

kljuĉne poĉetne manifestacije DR-a i ĉesto signaliziraju progresiju ka ozbiljnijim 

komplikacijama. Povećana propustljivost kapilara narušava delikatnu ravnoteţu BRB, 

omogućavajući ulazak plazmatskih proteina i inflamatornih ćelija u retinalno tkivo. Ova 

disrupcija BRB doprinosi razvoju edema i stvara inflamatorno okruţenje koje dodatno 

pogoršava postojeća oštećenja. Naši rezultati pokazuju da skraćen fotoperiod ne samo da 

smanjuje propustljivost kapilara već i doprinosi stabilizaciji mikrovaskularnog sistema retine, 

ĉime se oĉuvavaju njen integritet i funkcija. Ovaj nalaz naglašava potencijal prirodnih 

intervencija, poput smanjenja svetlosne stimulacije, kao neinvazivnog metoda za usporavanje 

progresije DR.  

Jedan od kljuĉnih elemenata vaskularnih promena u DR je gubitak pericita, ćelija koje 

imaju centralnu ulogu u odrţavanju stabilnosti kapilara. Periciti regulišu protok krvi kroz 

mikrovaskulaturu i odrţavaju ĉvrste spojeve izmeĊu endotela kapilara. Njihov gubitak, 

uzrokovan hiperglikemijom i inflamatornim procesima, dovodi do povećane propustljivosti i 

nestabilnosti krvnih sudova (Beltramo i Porta 2013). Naša studija pokazuje da smanjena 

izloţenost svetlosti moţe znaĉajno doprineti oĉuvanju pericita, verovatno kroz modulaciju 

inflamatornih puteva i smanjenje nivoa kljuĉnih proinflamatornih citokina, poput TNF-α i IL-

1β. Oĉuvanje pericita ima fundamentalni znaĉaj u prevenciji progresije DR-a jer doprinosi 

odrţavanju vaskularnog integriteta i smanjuje rizik od daljih komplikacija. 

Uz vaskularne promene, smanjenje glijalne aktivacije u retini predstavlja još jedan 

kljuĉni nalaz naše studije. Glijalne ćelije, kao što su Milerove ćelije i astrociti, reaguju na 

metaboliĉki stres izazvan hiperglikemijom povećanjem ekspresije GFAP-a, što oznaĉava 

poĉetak glioze. Iako glioza u poĉetku moţe imati zaštitnu ulogu, poput oĉuvanja homeostaze i 

odgovora na povrede, njen produţeni efekat postaje patološki, ozbiljno narušavajući 

funkcionalnost retine i doprinoseći progresivnom oštećenju neuronskih mreţa. Naši rezultati 

ukazuju na to da smanjena svetlosna stimulacija znaĉajno smanjuje ekspresiju GFAP-a, ĉime 

se redukuje glijalna aktivacija i potencijalno spreĉavaju dugoroĉna oštećenja u retini 

(Grafikon 4.13.). Ovaj efekat je od izuzetne vaţnosti jer ukazuje na mogućnost smanjenja 

inflamatornog stresa i oĉuvanja neuronske funkcije putem jednostavne regulacije izloţenosti 

svetlosti. 

Zaštitni efekti smanjene svetlosne stimulacije u DR povezani su i sa njenim 

antiinflamatornim dejstvom, povećanjem prometa holesterola i redistribucijom Aqp4. 

Antiinflamatorna svojstva melatonina i smanjene svetlosne stimulacije u kontekstu DR dobro 

su dokumentovana (Oliveira-Abreu i sar. 2021, Tu i sar. 2020). Brojne eksperimentalne 

studije pokazale su da primena melatonina kod modela dijabetesa dovodi do znaĉajnog 

smanjenja proinflamatornih citokina, ukljuĉujući IL-1β, TNF-α i IL-6, kao i redukcije 

ekspresije iNOS-a (Chitimus i sar. 2020). Naša studija pruţa dodatne dokaze o 

antiinflamatornim efektima skraćenog fotoperioda, potvrĊujući smanjenje ekspresije IL-1β i 

TNF-α u retini i RPE sloju. Ovo smanjenje inflamatornih markera ukazuje na dodatni 

mehnaizam protektivnog dejstva skraćenog izlaganja svettlosti na oĉuvanje 

funkcionalnostikrvnih sudova i neurona u retini. 

Pored redukcije sinteze proinflamatornih citokina naši rezultati ukazuju na 

redistribuciju Aqp4, kljuĉnog proteina odgovornog za homeostazu vode u retini. 

Perivaskularna lokalizacija Aqp4, indukovana smanjenom svetlosnom stimulacijom, 

doprinosi stabilizaciji BRB-a i smanjenju edema (Nicchia i sar. 2016). Ovo predstavlja 
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dodatni mehanizam kojim smanjena svetlosna stimulacija moţe doprineti oĉuvanju 

funkcionalnosti retine sinergistiĉki sa antiinflamatornim i antioksidativnim dejstvom. Naši 

rezultati sugerišu da ovi efekti deluju integrisano, pruţajući osnovu za dalji razvoj prirodnih i 

neinvazivnih terapijskih strategija za prevenciju i leĉenje DR. 

Povezanost izmeĊu povećane ekspresije Aqp4 i retinalnog edema u STZ-indukovanom 

modelu dijabetesa dobro je dokumentovana i pruţa kljuĉne uvide u patofiziologiju 

dijabetiĉnih komplikacija oka (Cui i sar. 2012). Aqp4, glavni akvaporinski kanal u astrocitima 

i Milerovim ćelijama, ima kljuĉnu ulogu u regulaciji osmotske ravnoteţe i odrţavanju 

integriteta BRB-a. Njegova uloga u dijabetiĉnoj retini je kompleksna i zavisi od obrasca 

lokalizacije i ekspresije. Dok difuzna ekspresija Aqp4 u Milerovim ćelijama doprinosi 

citotoksiĉnom edemu akumulacijom vode u ćelijama, perivaskularna ekspresija stabilizuje 

vaskularni sistem, posebno u dubokom kapilarnom pleksusu retine (Oosuka i sar. 2020, 

Nicchia i sar. 2016). 

Naša studija pruţa nova saznanja o uticaju smanjene izloţenosti svetlosti na regulaciju 

ekspresije Aqp4 u dijabetiĉnoj retini. Rezultati pokazuju da skraćena svetlosna stimulacija 

znaĉajno smanjuje ukupnu ekspresiju Aqp4, dok istovremeno povećava njegovu lokalizaciju u 

perivaskularnim regionima (Grafikon 4.11. i 4.12.). Ova redistribucija Aqp4 moţe se 

posmatrati kao adaptivni odgovor retinalnog tkiva na metaboliĉki stres izazvan 

hiperglikemijom. Smanjenje ukupne ekspresije Aqp4 doprinosi smanjenju rizika od 

citotoksiĉnog edema, koji nastaje usled prekomerne akumulacije vode u citoplazmi Milerovih 

ćelija. Istovremeno, perivaskularna lokalizacija Aqp4 ima kljuĉnu ulogu u oĉuvanju 

funkcionalnosti BRB-a, omogućavajući preciznu regulaciju vodene homeostaze i efikasno 

uklanjanje viška teĉnosti iz vaskularnog prostora (Oosuka i sar. 2020). 

Aqp4 je kljuĉni regulator osmotske homeostaze u centralnom nervnom sistemu, 

ukljuĉujući retinu. Njegova uloga prevazilazi samu regulaciju vodenog transporta, jer 

znaĉajno doprinosi uklanjanju metaboliĉkih nusprodukata i odrţavanju jonske ravnoteţe 

tokom metaboliĉkog stresa (Amiry-Moghaddam i Ottersen 2003, Verkman i sar. 2006). U 

mozgu, Aqp4 ima kljuĉnu ulogu u regulaciji intersticijalne teĉnosti i olakšavanju uklanjanja 

toksiĉnih metabolita, poput beta-amiloidnog proteina, putem glifatiĉkog sistema (Iliff i sar. 

2012). Glifatiĉki sistem koristi Aqp4 za omogućavanje protoka cerebrospinalne teĉnosti kroz 

intersticijalne prostore, ĉime doprinosi detoksikaciji i odrţavanju optimalnog okruţenja za 

neuronsku aktivnost. Disfunkcija Aqp4 u ovom procesu moţe doprineti akumulaciji toksina i 

razvoju neurodegenerativnih bolesti, ukljuĉujući Alchajmerovu bolest. Nedostatak Aqp4 u 

modelima Alchajmerove bolesti povezan je sa povećanom akumulacijom Aβ i tau proteina, 

gubitkom sinaptiĉkih proteina i pogoršanjem kognitivnih deficita (Silva i sar. 2021). 

Redistribucija Aqp4 iz krajnjih nastavaka astrocita u parenhimalne nastavke, što je 

karakteristiĉno za model Alchajmerove bolesti, smanjuje efikasnost klirensa Aβ i doprinosi 

pogoršanju simptoma (Smith i sar. 2019). Ovo ukazuje na vaţnost pravilne lokalizacije Aqp4 

za optimalno funkcionisanje glifatiĉkog sistema i uklanjanje toksiĉnih metabolita. Primena 5-

kafeoilhinske kiseline (eng. 5-caffeoylquinic acid, 5-CQA) pokazala je da ovaj polifenol utiĉe 

na normalizaciju perivaskularne lokalizacije Aqp4, ĉime se poboljšava klirens Aβ kroz 

glifatiĉki sistem (Silva i sar. 2021). 5-CQA, kao najzastupljeniji polifenol u kafi, poboljšava 

kognitivne funkcije i smanjuje depozite Aβ plakova u hipokampusu na APP/PS2 transgenom 

modelu miša (Ishida i sar. 2020). Njegovo dejstvo ukljuĉuje povećanje ekspresije LRP1 

receptora (eng. low-density lipoprotein receptor-related protein 1), koji pospešuje efluks Aβ, 

kao i regulaciju funkcionalnosti Aqp4 u glifatiĉkom sistemu. Ovi nalazi ukazuju na potencijal 

5-CQA da modulacijom Aqp4 doprinese prevenciji ili usporavanju progresije Alchajmerove 

bolesti (Ishida i sar. 2020). 
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Tokom ranog postnatalnog razvoja, Aqp4 pokazuje specifiĉan obrazac ekspresije koji 

je kljuĉan za pravilnu diferencijaciju astrocita i Milerovih ćelija, kao i za formiranje krvno-

moţdane barijere i sinaptiĉke veze (Cibelli i sar. 2024). Njegova progresivna ekspresija 

omogućava glijalnim ćelijama da odgovore na osmotske izazove povezane sa neuronskom 

aktivnošću i prilagode ekstracelularni prostor tokom sinaptiĉkog sazrevanja. Biomehaniĉke 

sile generisane Aqp4-posredovanim vodenim tokovima podrţavaju remodelovanje tkiva i 

migraciju ćelija, što je kljuĉno za razvoj funkcionalnih neuronskih mreţa. Zanimljivo je da je 

uoĉeno obrnuto proporcionalno povećanje ekspresije Aqp4 i smanjenje TRPV4 (eng. 

transient receptor potential cation channel subfamily V member 4) tokom rane postnatalne 

faze, što ukazuje na diferencijalnu ulogu ovih kanala u razvoju mozga i retine (Cibelli i sar. 

2024). Aqp4 posreduje biomehaniĉke promene koje olakšavaju migraciju glijalnih 

progenitora, dok TRPV4 ima kljuĉnu ulogu u ranim kalcijumskim signalima, potrebnim za 

sazrevanje ćelija i formiranje funkcionalnih sinaptiĉkih veza. 

Inhibicija Aqp4 pomoću 2-nikotinamid-1,3,4-tiadiazola (eng. 2-nicotinamide-1,3,4-

thiadiazole, TGN-020), specifiĉnog inhibitora ovog kanala, tokom primene pentilentetrazol 

modela za izazivanje epileptiĉkih napada (PTZ-kindling), znaĉajno smanjuje intenzitet i 

trajanje napada, produţava latentni period do poĉetka napada i ublaţava oštećenja pamćenja 

izazvana napadima (Rostami i sar. 2024). Ovi rezultati ukazuju na kljuĉnu ulogu Aqp4 u 

razvoju napada i kognitivnih poremećaja povezanih sa epileptiĉkom aktivnošću. Osim što 

omogućava efikasno uklanjanje kalijumovih jona iz ekstracelularnog prostora, Aqp4 odrţava 

jonsku ravnoteţu, ĉime direktno utiĉe na neuronsku ekscitabilnost (Rostami i sar. 2024). Dalja 

istraţivanja su neophodna kako bi se detaljnije razumela povezanost izmeĊu funkcije Aqp4, 

regulacije vodene homeostaze i razvoja epileptiĉnih poremećaja, što bi moglo doprineti 

identifikaciji novih terapijskih pristupa. 

Pored epilepsije, Aqp4 ima kljuĉnu ulogu u razvoju poremećaja iz spektra 

neuromijelitis optika (eng. neuromyelitis optica spectrum disorder, NMOSD). Kod NMOSD, 

antitela na Aqp4 (AQP4-IgG) izazivaju oštećenje astrocita putem aktivacije sistema 

komplementa, što dovodi do inflamacije, demijelinizacije i narušavanja krvno-moţdane 

barijere (Wu i sar. 2019). Oštećena barijera omogućava dalji ulazak antitela u centralni nervni 

sistem, ĉime se dodatno pogoršava inflamatorni proces. Poslediĉno dolazi do gubitka 

mijelinskog omotaĉa, oštećenja aksona i razvoja neuroloških simptoma kao što su gubitak 

vida usled optiĉkog neuritisa, slabost ili paraliza udova zbog transverzalnog mijelitisa i 

poremećaji funkcije mokraćne bešike ili creva. Terapijski pristupi ukljuĉuju imunosupresivne 

lekove, poput rituksimaba i eculizumaba, koji ciljano blokiraju kljuĉne mehanizme 

inflamacije (Wu i sar. 2019). Eksperimentalni modeli NMOSD omogućavaju dublje 

razumevanje uloge Aqp4 u patogenezi i razvoj terapija koje bi mogle smanjiti oštećenja 

izazvana ovim poremećajem. 

Uloga holesterola u zaštitnim efektima smanjene izloţenosti svetlosti takoĊe ima velik 

znaĉaj. Promet holesterola u retini kljuĉan je za odrţavanje homeostaze ćelijskih membrana i 

sinaptiĉkih veza, dok njegovo nakupljanje ili poremećaj metabolizma moţe doprineti 

progresiji DR (Busik 2021). Smanjena izloţenost svetlosti moţe stimulisati promet 

holesterola, ĉime se smanjuju toksiĉni efekti njegovog nakupljanja u retini. Ovo ukazuje na 

dodatne mehanizme kroz koje prirodna modulacija melatonina moţe doprineti oĉuvanju 

retinalnog tkiva kod dijabetiĉnih pacijenata. 

Antiinflamatorni efekat smanjene izloţenosti svetlosti u retini moţe se dodatno 

povezati sa ubrzanim metabolizmom holesterola, što predstavlja vaţan aspekt homeostaze 

retinalnog tkiva kod dijabetesa. Holesterol ima kljuĉnu ulogu u odrţavanju strukturalne 
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stabilnosti i funkcionalnosti retinalnih ćelija, ali njegovo prekomerno nakupljanje ili 

poremećaj metabolizma mogu doprineti patološkim procesima (Hammer i sar. 2017). Naša 

studija pruţa jedinstveni uvid u to kako smanjenje dnevne izloţenosti svetlosti moţe regulisati 

metabolizam holesterola, ukazujući na sloţene molekularne mehanizme ukljuĉene u ovaj 

proces. 

Smanjena svetlosna stimulacija indukuje ekspresiju gena koji su kljuĉni za sintezu, 

efluks i oksidaciju holesterola u RPE sloju, kao i za intraretinalnu razmenu holesterola. Naša 

analiza pokazala je da smanjena svetlosna stimulacija stimuliše sintezu holesterola u RPE 

sloju, što se ogleda u povećanoj ekspresiji HMGCR-a, kljuĉnog gena koji kodira enzim 

odgovoran za kontrolu brzine sinteze holesterola (Grafikon 4.16.). HMGCR katalizuje kljuĉni 

korak u mevalonatnom putu, konvertujući HMG-CoA u mevalonat, što predstavlja prvi i 

ograniĉavajući korak u biosintezi sterola (Busik 2021). Povećana ekspresija ovog gena u RPE 

sloju sugeriše adaptivni odgovor na metaboliĉki stres izazvan hiperglikemijom, s 

potencijalnom ulogom u oĉuvanju strukturalnog i funkcionalnog integriteta retine. 

Fotoreceptori, kao ćelije sa najvišom metaboliĉkom aktivnošću holesterola u retini, 

preuzimaju većinu sterola iz egzogenih izvora, a ne iz endogene sinteze (Zekavat i sar. 2017, 

Zhang i sar. 2021, Zhu i sar. 2020). Ovo moţe objasniti zašto sinteza holesterola u retinalnom 

tkivu nije znaĉajno povećana, uprkos adaptivnim promenama primećenim u RPE sloju. RPE, 

kao kljuĉni sloj izmeĊu krvnih sudova horioideje i retine, ima osnovnu ulogu u regulaciji 

transporta holesterola izmeĊu cirkulacije i fotoreceptora. Sinteza holesterola u RPE sloju, 

stimulisana smanjenjem izloţenosti svetlosti, moţe predstavljati deo mehanizma za 

odrţavanje holesterolske homeostaze u retini. MeĊutim, uloga povećane sinteze holesterola u 

RPE sloju u zaštiti od dijabetiĉnih promena još uvek je kontroverzna. Na primer, Pittler i sar. 

(2020) otkrili su da intravitrealna primena lovastatina, inhibitora HMGCR-a, uzrokuje 

strukturne promene u fotoreceptorima, što dovodi do njihove nekroze ĉetiri nedelje nakon 

injekcije. Kasnije studije, meĊutim, sugerišu da ovi efekti nisu posledica inhibicije sinteze 

holesterola već defektne prenilacije proteina u fotoreceptorima, naglašavajući sloţenost ovog 

mehanizma (Roosing i sar. 2014). 

Naša studija takoĊe pokazuje da smanjena dnevna izloţenost svetlosti indukuje 

ekspresiju APOE gena u retini (Grafikon 4.16.), što ukazuje na ubrzanje intraretinalne 

razmene holesterola. ApoE, apolipoprotein sa kljuĉnom ulogom u transportu lipida, posreduje 

u efluksu holesterola iz ćelija i njegovom prenosu do HDL ĉestica. Znaĉaj ApoE u regulaciji 

razmene holesterola u retini potvrĊen je na modelima Apoe
-/-

 miševa, koji pokazuju 

akumulaciju neesterifikovanog holesterola, povezanu sa progresivnom degeneracijom 

Milerovih ćelija i elektrofiziološkim promenama (Cao i sar. 2020, Tu i sar. 2021). ApoE nije 

kljuĉan samo za efluks holesterola iz RPE sloja već i za odrţavanje lipidne homeostaze u 

fotoreceptorima, što doprinosi oĉuvanju njihove funkcionalnosti. Indukcija APOE gena u 

našoj studiji, posle smanjenja izloţenosti svetlosti, jasno ukazuje na ubrzanje efluksa 

holesterola i dodatno osvetljava protektivni efekat ovog pristupa. 

Pored transporta putem HDL i LDL ĉestica, višak holesterola u retini eliminiše se 

metabolizmom posredovanim enzimima CYP27 i CYP46, koji konvertuju holesterol u 

oksisterole (Petrov i sar. 2019). Oksisteroli, kao metaboliti holesterola, igraju kljuĉnu ulogu u 

regulaciji lipidne homeostaze i inflamatornih odgovora. Naša studija pokazuje da smanjena 

svetlosna stimulacija povećava ekspresiju gena CYP27 u RPE sloju, što ukazuje na ubrzanu 

oksidaciju holesterola. Povećana transkripcija CYP27 moţe predstavljati adaptivni odgovor 

na povišene nivoe oksidovanih lipida izazvane hiperglikemijom, omogućavajući efikasnije 

uklanjanje toksiĉnih lipidnih metabolita. Ovo je od posebnog znaĉaja u kontekstu dijabetiĉnih 
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promena, gde povećana oksidacija holesterola doprinosi oĉuvanju funkcionalnosti RPE sloja i 

fotoreceptora. Dodatno, naši rezultati sugerišu da povećana transkripcija CYP27 moţe sluţiti 

kao kompenzatorni mehanizam za disfunkciju enzima u uslovima hiperglikemije (Aschner i 

sar. 2021). 

Uloga melatonina u regulaciji vizuelnog ciklusa u RPE sloju još uvek nije dovoljno 

istraţena, iako je poznato da ima kljuĉnu ulogu u odrţavanju cirkadijalnih ritmova i 

smanjenju oksidativnog stresa. Iako je melatonin prepoznat kao vaţan faktor u mnogim 

procesima u organizmu, njegovo direktno povezivanje sa metabolizmom retinoida u retini nije 

dovoljno prouĉeno. Prethodne studije samo su delimiĉno ukazivale na moguću vezu izmeĊu 

melatonina i vizuelnog ciklusa. Na primer, jedno istraţivanje je pokazalo da inhibicija 

vizuelnog ciklusa izotretinoinom moţe smanjiti nivo melatonina i poremetiti cirkadijalne 

ritmove (Madke i sar. 2015). Naša studija donosi nova saznanja, prvi put pokazujući da 

smanjena izloţenost svetlosti moţe ubrzati regeneraciju 11-cis retinala. Ovaj efekat se postiţe 

aktivacijom gena LRAT i RPE65 (Grafikon 4.15.), koji su kljuĉni za vizuelni ciklus. Ovi 

rezultati ukazuju na vaţnost svetlosnih uslova ne samo za odrţavanje ritma organizma već i 

za direktan uticaj na funkciju retine, otvarajući nove mogućnosti za dalje istraţivanje i 

potencijalne terapijske pristupe. 

Vizuelni ciklus, poznat i kao retinoidni ciklus, kljuĉan je proces u regeneraciji 11-cis 

retinala, esencijalnog hromofora rodopsina, koji omogućava fototransdukciju. Proces 

zapoĉinje redukcijom trans-retinala u trans-retinol u fotoreceptorima, nakon ĉega trans-

retinol migrira do RPE sloja. U ovom sloju, enzim LRAT katalizuje esterifikaciju trans-

retinola u retinil estere, koji predstavljaju skladišni oblik vitamina A i osnovu za dalju 

regeneraciju retinala. Zatim, RPE65 preuzima kljuĉnu ulogu u pretvaranju retinil estera u 11-

cis retinol, omogućavajući obnovu rodopsina. Bez aktivnosti ovog enzima, regeneracija 

vizuelnog ciklusa bila bi znaĉajno usporena, što bi rezultiralo smanjenom funkcionalnošću 

fotoreceptora, a u dugoroĉnom periodu moglo bi dovesti do degeneracije fotoreceptora (Sodi i 

sar. 2021). 

Studije su pokazale da nusprodukti vizuelnog ciklusa, kao što je N-retiniliden-N-

retiniletanolamin (eng. N-retinylidene-N-retinylethanolamine, A2E), doprinose razvoju bolesti 

poput Stargardtove bolesti i suve forme senilne degeneracije makule. Inhibitori vizuelnog 

ciklusa, poput emiksustata i fenretinida, pomaţu u smanjenju nivoa A2E. Emiksustat deluje 

inhibicijom enzima RPE65 (Wang i sar. 2022), dok fenretinid, kao antagonist RBP4, smanjuje 

transport vitamina A iz jetre do oka, ĉime moduliše ciklus (Kim i Priefer 2021). Još jedan 

obećavajući agens je VM200, koji neutralizuje reaktivne aldehide nastale usled oksidativnog 

stresa, vezujući se za njih i spreĉavajući stvaranje toksiĉnih spojeva kao što je A2E (Hussain i 

sar. 2018). Soraprazan ima dvostruko dejstvo: smanjuje formiranje lipofuscina inhibicijom 

kompleksa izmeĊu fotooksidativnih produkata i proteina, kao i stimulacijom autofagije, što 

omogućava uklanjanje nagomilanog lipofuscina iz RPE (Julien-Schraermeyer i sar. 2020). 

Prekliniĉka istraţivanja ovih terapijskih pristupa pokazala su smanjenje akumulacije A2E i 

oĉuvanje funkcionalnosti fotoreceptora na ţivotinjskim modelima. MeĊutim, kliniĉka 

ispitivanja još uvek nisu dala dovoljno dokaza o njihovoj efikasnosti, što ukazuje na potrebu 

za daljim istraţivanjima kako bi se unapredila njihova primena u praksi (Julien-Schraermeyer 

i sar. 2020). 

Naša studija ukazuje da smanjena svetlosna stimulacija znaĉajno povećava ekspresiju 

LRAT i RPE65, što doprinosi ubrzanju regeneracije 11-cis retinola i potencijalno poboljšava 

adaptaciju RPE sloja na metaboliĉki stres izazvan dijabetesom. LRAT omogućava efikasnu 

konverziju trans-retinola u retinil estere, osiguravajući dovoljnu rezervu za dalju regeneraciju 
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retinala (Grafikon 4.15.). S druge strane, RPE65 je od suštinskog znaĉaja za izomerizaciju 

retinil estera u 11-cis retinol, ĉime omogućava kontinuiranu obnovu rodopsina i 

funkcionalnost fotoreceptora. Naša studija pokazuje da smanjenjem svetlosne stimulacije 

dolazi do povećanja ekspresije ovih gena, što moţe igrati kljuĉnu ulogu u oĉuvanju funkcije 

fotoreceptora, posebno kod pacijenata sa dijabetesom. Ovi nalazi naglašavaju potencijal 

jednostavnih intervencija, poput regulacije svetlosnih uslova, za oĉuvanje vida u uslovima 

metaboliĉkog stresa. 

Iako STZ-indukovani dijabetes nije izazvao promene u ekspresiji gena LRAT i RPE65 

u našoj studiji, naši nalazi ukazuju da smanjena izloţenost svetlosti ima preventivni efekat. 

Ovi rezultati se uklapaju u ranija istraţivanja koja su pokazala da znaĉajne promene u 

vizuelnom ciklusu nastaju tek nekoliko nedelja nakon indukcije dijabetesa (Zhao i sar. 2017). 

Smanjena svetlosna stimulacija deluje unapred, aktivirajući kljuĉne gene vizuelnog ciklusa i 

pre nego što metaboliĉki stres znaĉajno naruši retinalne funkcije. Ovo otkriće sugeriše 

potencijalnu strategiju ranog oĉuvanja vizuelne funkcije kod pacijenata sa dijabetesom, pre 

nego što oštećenja postanu nepopravljiva. 

Pored LRAT i RPE65, primećene su i promene u ekspresiji transkripcionih faktora 

SOX9 i OTX2, koji su od kljuĉne vaţnosti za regulaciju gena ukljuĉenih u metabolizam 

retinoida (Grafikon 4.15.). SOX9 je esencijalan za odrţavanje diferencijacije i funkcionalnosti 

RPE sloja, dok OTX2 stabilizuje ekspresiju gena povezanih sa metabolizmom retinoida 

(Masuda i sar. 2014). TakoĊe ovi transkripcioni faktori indukuju LRAT i RPE65 gene (Liu i 

sar. 2023). Naši rezultati ukazuju da sinhrona indukcija SOX9 i OTX2 sa LRAT i RPE65 

ukazuje na kompleksnu regulaciju vizuelnog ciklusa pod uticajem svetlosnih uslova. Ovo 

sinergijsko delovanje doprinosi stabilnosti RPE sloja i podrţava regeneraciju 11-cis retinala, 

ĉime se osigurava efikasno funkcionisanje fotoreceptora ĉak i u uslovima povećanog 

metaboliĉkog stresa. Naši rezultati ukazuju da bi mehanizam dejstva skraćenog izlaganja 

svetlosti na vizuelni ciklus bio sledeći. Skraćeno izlaganje svetlosti indukuje ekspresiju SOX9 

i OTX2, a oni zatim indukuju ekspresiju LRAT i RPE65 koji ubrzavaju esterifikaciju i 

izomerizaciju trans-retinola u 11-cis retinol.  

Inflamatorni citokini, poput IL-1β i TNF-α, poznati su inhibitori razmene retinoida 

izmeĊu fotoreceptora i RPE sloja, a njihova ekspresija je znaĉajno smanjena u uslovima 

smanjene svetlosne stimulacije. Ovaj efekat dodatno olakšava protok retinoida izmeĊu ovih 

slojeva, omogućavajući efikasniju regeneraciju 11-cis retinala. Interesantno je da su 

istraţivanja retinilamina, inhibitora RPE65, pokazala da inhibicija vizuelnog ciklusa moţe 

imati paradoksalne efekte na vaskularne i inflamatorne promene izazvane dijabetesom. Liu i 

saradnici (2015) pokazali su da inhibicija RPE65 smanjuje oksidativni stres i inflamatorne 

odgovore, što dovodi do oĉuvanja integriteta kapilara u dijabetiĉnoj retini. Dodatno, delecija 

gena za LRAT takoĊe je pokazala protektivne efekte u kontekstu oksidativnog stresa, što 

ukazuje na sloţenost uloge vizuelnog ciklusa u dijabetiĉnim uslovima. Ova otkrića izazivaju 

interesovanje za detaljnije prouĉavanje molekularnih mehanizama kroz koje vizuelni ciklus 

utiĉe na patogenezu dijabetiĉkih promena. 

Jedno od ograniĉenja ove studije je nekompletno uspostavljen translacioni model na 

ljude. Na primer, pacovi su noćne ţivotinje sa cirkadijalnim ritmovima koji se razlikuju od 

ljudskih. Ipak, osnovni mehanizmi melatonina na inflamaciju, oksidativni stres i vaskularnu 

homeostazu sliĉni su kod pacova i ljudi, što omogućava odreĊeni stepen translacije nalaza. 

Potrebna su dodatna istraţivanja koja bi ukljuĉila modele sa dnevnim ritmovima sliĉnijim 

ljudskim kako bi se bolje razumele kliniĉke implikacije skraćenog fotoperioda. Naši rezultati 

otvaraju nove mogućnosti za istraţivanje kompleksne interakcije izmeĊu vizuelnog ciklusa, 
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inflamatornih odgovora i vaskularnih promena. Skraćena svetlosna stimulacija predstavlja 

obećavajući pristup za ublaţavanje komplikacija DM u retini, ali je neophodno dalje 

prouĉavanje kako bi se u potpunosti razumeo njen terapijski potencijal. 
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Na osnovu rezultata istraţivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije, mogu se 

izvesti sledeći zakljuĉci:  

 

1. Skraćeni dnevni fotoperiod ublaţava anksiozno ponašanje kod pacova u modelu 

dijabetesa indukovanog streptozotocinom, delimiĉno smanjenjem lipidne 

peroksidacije.  

 

2. Mehanizmi antioksidativnog efekta variraju zavisno od regiona, sa povećanjem 

aktivnosti SOD, GPx i koncentracije tiolnih grupa u korteksu i talamusu.  

 

3. Skraćeni fotoperiod povećava koncentraciju dokosaheksaenske kiseline u serumu koja 

korelira sa smanjenjem anksioznog ponašanja.  

 

4. Dokosaheksaenska kiselina moţe biti korišćena kao marker anksioznog ponašanja kod 

DM.  

 

5. Smanjena dnevna izloţenost svetlosti ublaţava rane promene u retini kod DM putem 

antiinflamatornog efekta, povećanjem perivaskularne ekspresije Aqp4 i povećanim 

prometom holesterola u RPE sloju i retini.  

 

6. Smanjena izloţenost svetlosti ubrzava vizuelni ciklus, ali znaĉaj ovog nalaza treba 

dalje istraţiti.  

 

Smanjena izloţenost svetlosti, ukljuĉujući izbegavanje socijalnog jet lag-a, smanjena 

upotreba mobilnih telefona i raĉunara tokom noći, moţe biti razmatrana kao nova mera za 

ublaţavanje anksioznosti u ranoj fazi DM. Produţeni san i smanjena izloţenost veštaĉkim 

izvorima svetlosti predstavljaju dodatne mere za odlaganje ranih vaskularnih promena, 

zapaljenja i poremećaja intraretinalnog metabolizma holesterola u oštećenje retine 

povezanom sa dijabetesom. MeĊutim, precizan translacioni potencijal ove studije treba 

dalje istraţiti u ljudskoj populaciji. 
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Slika 6.1. Šematski prikaz uticaja skraćenog dnevnog fotoperioda na usporavanje 

razvoja dijabetiĉke vaskulopatije u streptozotocinom indukovnom modelu dijabetiĉke 

retinopatije kod pacova 

Skraćeni dnevni fotoperiod dovodi do smanjena inflamacije (IL-1 i TNF-α) u retini i RPE sloju, 

povećava ekspresiju gena uključenih u lokalni metabolizam holesterola (APOE, HMGCR i CYP27) u 

retini i RPE sloju, povećava ekspresiju gena vizuelnog ciklusa u RPE sloju (RPE65, LRAT, OTX2 i 

SOX9) i smanjuje ekspresiju Aqp4 u retini pacova sa dijabetesom. 
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je stipendista Fonda za mlade talente i nosilac nagrade "Dositeja" za najbolje studente 
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godine. Dobitnik je nagrade zaduţbine "Nikola Spasić" za najboljeg diplomiranog studenta 

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu u toku školske 2016/17. godine. 

Tokom jula 2017. godine boravila je na jednomeseĉnom usavršavanju iz oblasti 

oftalmologije na Univerzitetskoj klinici u Geteborgu, u organizaciji Komiteta za 

meĊunarodnu saradnju studenata medicine dok je u septembru iste godine, boravila i na 

jednomeseĉnom usavršavanju iz oblasti oftalmologije na Univerzitetskoj klinici u Hamburgu, 

kao stipendista Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Obavezni lekarski staţ 
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je 10 radova objavljeno u meĊunarodnim ĉasopisima indeksiranim u JCR/WOS. Uĉestvovala 
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godišnjem kongresu Nemaĉkog oftalmološkog društva u Berlinu 2022. godine nagraĊena je 

putnim grantom. 

Svoj nauĉno-istraţivaĉki rad dr Vasović je zapoĉela u Laboratoriji za neurofiziologiju 

Instituta za medicinsku fiziologiju "Rihard Burijan" još kao student, 2015. godine. 
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