NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog Veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
24.06.2019. godine, imenovana je komisija za ocenu zavrSne doktorske disertacije pod

naslovom:

»Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u

animalnom modelu shizofrenije*

kandidata dr Tihomira Stojkovi¢a, zaposlenog na Medicinskom fakultetu u Beogradu u
zvanju asistenta na predmetu Medicinska i klini¢ka biohemija. Mentor doktorske disertacije

je prof. dr Natasa Petronijevi¢, a komentor prof. dr Nela Puskas.
Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Ivanka Markovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Doc. dr Maja Ivkovi¢, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu
3. Prof. dr Vladimir Jakovljevi¢, redovni profesor Fakulteta medicinskih nauka u

Kragujevcu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dr Tihomira Stojkovi¢a napisana je na ukupno 154 strane i
podeljena je na sledeca poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja, materijal i metode, rezultati,
diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji se nalaze ukupno 4 tabele 1 21 slika. Doktorska
disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, podatke o mentoru, komentoru i

komisiji, biografiju kandidata i spisak kori§¢enih skracenica.

U uvodu je opisana klinicka slika shizofrenije i navedeni su epidemioloski podaci o
bolesti. Detaljno su prikazani najvazniji etiopatogenetski faktori bolesti, kao i morfoloske,
neurohemijske 1 neurofizioloske promene prisutne kod obolelih od shizofrenije. ObjaSnjen je

mehanizam dejstva antipsihotika, lekova koji se koriste u terapiji shizofrenije, kao i njihovi



nezeljeni efekti. Detaljno je objasnjena struktura i funkcija glutamatnih receptora i njihovog
nekompetitivnog antagoniste fenciklidina, kao i nafin na koji fenciklidin ucestvuje u
modelovanju shizofrenije i omogucava konstruisanje animalnog modela baziranog na dve

hipoteze o nastanku shizofrenije - glutamatnoj i neurorazvojnoj.

Takode, dat je detaljan osvrt na savremena saznanja o oksidativnom stresu i redoks
regulaciji u ¢eliji. Opisane su najznacajnije reaktivne vrste kiseonika i azota, kao 1 njihovi
mogudi izvori u fizioloskim i patoloskim uslovima. Objasnjeni su mehanizmi antioksidativne
zaStite, posebno uloga antioksidativnih enzima i glutationa. Detaljno je objasnjena struktura i
funkcija NADPH oksidaze i znacaj ovog enzima u razliitim ¢elijskim procesima. Na kraju,

navedeni su najvazniji rezultati istraZzivanja povezanosti oksidativnog stresa 1 shizofrenije.

Ciljevi istrazivanja su precizno definisani. Sastoje se iz ispitivanja uticaja dugotrajne
primene antipsihotika haloperidola i risperidona na parametre oksidativnog stresa i redoks
regulacije u mozgu pacova nakon perinatalne primene fenciklidina. Ciljevi rada bili su
ispitivanje uticaja hroni¢ne terapije antipsihoticima na pokazatelje antioksidativnog ostecenja
1 aktivnost najznacajnijih antioksidativnih enzima, metabolizam glutationa i aktivnost enzima
ukljucenih u njegov metabolizam, metabolite azot-monoksida i ekspresiju izoenzima sintaze
azot-monoksida, aktivnost pojedinih enzima respiratornog lanca i ekspresiju membranskih 1

citosolnih subjedinica enzima NADPH oksidaze.

U poglavlju Materijal i metode je opisan tok eksperimenta, ukljucujuci vrstu
koriS¢enih eksperimentalnih Zivotinja i protokol tretiranja Zivotinja perinatalno fenciklidinom
1 potom dugotrajnom oralnom terapijom antipsihoticima. Navedene su procedure uzorkovanja
tkiva prefrontalnog korteksa 1 hipokampusa i detaljno opisane metode spektrofotometrijske
analize, Western blot metoda i imunohistohemijske metode kojima su analizirani parametri

navedeni u ciljevima rada.

Poglavlje Rezultati sadrzi detaljan i1 jasan tekstualni, tabelarni 1 graficki prikaz

dobijenih rezultata.

Diskusija je napisana pregledno i sistematski su izneti podaci drugih istrazivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Poglavlje Zakljucci sadrzi sazet prikaz najvaznijih nalaza koji su proistekli iz

rezultata istrazivanja.

Kori$¢ena Literatura sadrzi spisak od 344 referenci.



B) Kratak opis postignutih rezultata

Rezultati doktorske disertacije pokazali su da perinatalna primena fenciklidina dovodi
do dugoro¢nih efekata na redoks status u prefrontalnom korteksu i1 hipokampusu
eksperimentalnih pacova, S$to ukljuuje povecanje koncentracije malondialdehida kao
markera lipidne peroksidacije, kao 1 smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima superoksid
dizmutaze 1 glutation peroksidaze. Takode, pokazano je smanjenje koli¢ine ukupnog
glutationa uz smanjenje aktivnosti regulatornog enzima njegove sinteze y-glutamilcistein
ligaze 1 povecanje oksidativne forme glutationa. U isptivanim strukturama zapazeno je i

smanjenje metabolita azot-monoksida nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.

Dugotrajna oralna terapija ispitivanim antipsihoticima haloperidolom i risperidonom
uticala je na povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima, normalizaciju nivoa ukupnog
glutationa 1 aktivnost y-glutamilcistein ligaze. Haloperidol je u mitohondrijama doveo do
smanjenja ekspresije superoksid dizmutaze. Antipsihotici nisu pokazali znafajan efekat na
nivoe metabolita azot-monoksida. Haloperidol je za razliku od risperidona uzrokovao
smanjenje ekspresije neuronalne azot-monoksid sintaze. Perinatalna primena fenciklidina nije
bila prac¢ena dugorocnim efektima na aktivnost enzima respiratornog lanca. Haloperidol je
uzrokovao smanjenje ekspresije citohrom c¢ oksidaze u prefrontalnom korteksu. Pokazana je
povecana ekspresija membranskih subjedinica NADPH oksidaze (gp91phox i1 p22phox)
nakon perinatalne primene fenciklidina, dok je upotreba antipsihotika dovela do reverzije
ovih promena. Ekspresija aktiviSuce citosolne subjedinice NADPH oksidaze (p67phox) u obe

mozdane strukture bila je poviSena nakon primene fenciklidina.

Rezultati doktorske disertacije ukazuju na povecanje ekspresije subjedinica NADPH
oksidaze uz normalnu aktivnost enzima respiratornog lanca Sto sugeriSe da ovaj enzim moze
biti glavni izvor naruSene redoks ravnoteze nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom i
potencijalna meta za razvoj novih terapijskih strategija u leCenju shizofrenije. Dugotrajna
oralna primena haloperidola 1 risperidona ne izaziva oksidativni stres u korteksu 1
hipokampusu, a nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom pokazuje i odredene

antioksidativne efekte.
C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Uloga oksidativnog stresa i promenjenog redoks statusa je zapazena u brojnim
istrazivanjima patogeneze shizofrenije. Prva pretpostavka o povezanosti oksidativnog stresa i

shizofrenije je postavljena sredinom proslog veka (Hoffer i sar., 1954). U literaturi se mogu



na¢i dokazi o postojanju oksidativnih oStecenja razli¢itih biomolekula kod obolelih od
shizofrenije kao posledice oksidativnog stresa koji nastaje u sklopu patogenetskih procesa
ove bolesti, a nekada i same terapije. Podaci iz literatute ukazuju na promene kod obolelih
koje su zapaZene prvenstveno indirektnim metodama, odredivanjem parametara oksidativnog
stresa, ukljucujuci antioksidativne enzime i druge antioksidanse, u krvi obolelih (Wood i sar.,
2009; Wu 1 sar., 2013). Najces¢e odredivani parametar enzimske antioksidativne zastite je
superoskid dizmutaza, a podaci iz literature nisu uvek jednosmerni. Meta-analiza sprovedena
od strane Flatow 1 sar. (2013) ukazuje na sniZzene vrednosti aktivnosti periferne superoksid
dizmutaze kod pacijenata nezavisno od faze bolesti. Pored toga, zapaZzene su promene u
aktivnosti drugih antioksidativnih enzima (Flatow i sar., 2013; Wu i sar., 2013). Rezultati
ovog rada pokazuju da je perinatalna primena fenciklidina dovela do znacajnog smanjenje
aktivnosti superoksid dizmutaze i ekspresije citosolnog izoenzima, dok se ekspresija
mitohondrijalnog izoenzima nije menjala. Sa druge strane, nije zapazen efekat na aktivnost
katalaze, kao drugog vaznog enzima antioksidativne zastite. Takode, rezultati ove studije su
pokazali da haloperidol uzrokuje smanjenje aktivnosti i ekspresije superoksid dizmutaze,
narocito izrazeno u kortkesu, dok risperidon na opisan nacin deluje na obe strukture.

Kod obolelih je takode uoceno smanjenje vaznih antioksidanasa u plazmi, poput
bilirubina ili mokraéne kiseline, kako u prvoj epizodi bolesti (Reddy 1 sar., 2003), tako i1 kod
hroni¢nih pacijenata (Yao i sar., 2000). Ukupni antioksidativni status plazme je smanjen kod
obolelih u aktunoj fazi bolesti (Li i sar., 2011), sa postojanjem negativne korelacije sa
negativnim simptomima shizofrenije 1 pojedinim kognitivnim deficitima (Zhang i sar., 2012).
Kada je rec€ o aktivnosti glutation peroksidaze u krvi pacijenata koji boluju od shizofrenije,
vecina istrazivanja govori u prilog smanjenju aktivnosti glutation peroksidaze. Niza aktivnost
glutaton peroksidaze zapazena je kod pacijenata na pocetku bolesti pre primene terapije (Bai 1
sar., 2018), nakon kratkotrajne primene terapije (Ruiz-Litago i sar., 2012) i kod hroni¢nih
pacijenata na dugotrajnoj terapiji (Zhang i sar., 2006). Bai i sar. (2018) pronasli su da
hroni¢na terapija povecava aktivnost glutation peroksidaze. Rezultati doktorske disertacije
pokazali su da u hipokampusu perinatalna primena fenciklidina dovodi do smanjenja
aktivnosti ovog enzima, a haloperidol i risperidon dovode do reverzije zapazenih promena.

Smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima pokazano je i u studijama na animalnim
modelima shizofrenije (Hou i sar., 2013, Réus i sar., 2017, Ben Azu i sar., 2018; Zhang i sar.,
2018). U istrazivanju Réus i sar. (2018) zapazena je snizena aktivnost superoksid dizmutaze u
hipokampusu nakon primene ketamina. Primenom jedinjenja M40403 koje deluje kao

mimetik superoksid dizmutaze i znac¢ajno smanjuje koli¢inu superoksidnog anjona, dolazi do



sprecavanja nastanka apoptoze kortikalnih neurona i izostanka fenciklidinom posredovane

prepulsne inhibicije (Wang i sar., 2003).

Kod obolelih od shizofrenije uofeno je smanjenje koli¢ine glutationa u
cerebrospinalnoj tec¢nosti (Do i sar., 2000). Istrazivanja na post mortem uzocima pokazuju
smanjenje koli¢ine ukupnog glutationa u uzorcima prefrontalnog korteksa (Gawryluk 1 sar.,
2011) 1 nucleus caudatus-a (Yao 1 sar., 2006). Rezultati ove doktorske disertacije takode
ukazuju na smanjenju koli¢ine ukupnog glutationa i izrazeni porasta oksidovane forme

glutationa u obe ispitivane mozdane strukture.

U studijama koje su kod obolelih od shizofrenije pratile koncentraciju azot-monoksida
ili metabolita NO u krvi pacijenata mogu se naci razli¢iti podaci. U meta analizi Maia-de-
Oliveira 1 sar. (2012) nije uocCena razlika u sadrzaju nitrita u plazmi obolelih u odnosu na
zdrave ispitanike, ali je pokazano da terapija antipsihoticima dovodi do povecanja nivoa NO.
Sa druge strane, u studiji Ramirez i sar. (2004) zapazeno je smanjenje koncentracije NO u
cerebrospinalnoj te¢nosti obolelih, $to bi ukazivalo na smanjenu produkciju NO u mozgu
pacijenata. Ovaj nalaz jeste u saglasnosti sa rezultatima ove studije koji takode sugeriSu
smanjenje NO kao dugotrajnu posledicu perinatalnog tretmana fenciklidinom. fenciklidin nije
pokazao uticaj na ekspresiju nijednog izoenzima azot-monoksid sintaze Sto ukazuje na to da
je ukoliko postoji smanjena sinteza azot-monoksida ona posredovana drugim mehanizmima,
a ne preko regulacije koli¢ine enzima. Dodatno, rezutati pokazuju da je haloperidol

uzrokovao smanjenje ekspresije neuronalne azot-monoksid sintaze.

Prvi dokazi o povezanosti NADPH oksidaze (NOX) 1 shizofrenije potiCu iz
istrazivanja na ketaminskom modelu shizofrenije 1 studije Behrens i sar. (2007) kojom je
pokazano da ketamin dovodi do povecane ekspresije, kao 1 aktivnosti NADPH oksidaze in
vitro na kulturi neurona, kao i in vivo u mozgu eksperimentalnih miSeva i posledi¢no
povecava produkciju superoksidnog anjona Sto direktno uzrokuje smanjenje ekspresije
GAD67 odgovornog =za sintezu GABA u subpopulaciji parvalbumin-pozitivnih
GABAergickih interneurona, ¢ija se disfunkcija smatra odgovornom za neurokognitivne
defekte koji se vidaju u shizofreniji. Istovremeno, primenom inhibitora NOX-a ovaj efekat
ketamina na parvalbumin-pozitivne interneurone izostaje. Dodatno, ista grupa autora
pokazala je da svoje dejstvo na NOX2 ketamin ostvaruje prvenstveno posredstvom IL-6
(Behrens i sar., 2008). Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da perinatalna primena
fenciklidina dovodi do dugoro¢nog efekta povecanja ekspresije membranskih subjedinica

gp91phox 1 p22phox, kao 1 citosolne subjedinice p67phox NADPH oksidaze u prefrontalnom



korteksu 1 hipokampusu. Nakon primene haloperidola i1 risperidona izostaje povecanje
ekspresije NOX2 izoenzima, pri cemu haloperidol svoje dejstvo ostvaruje samo u korteksu,
za razliku od risperidona koji je efekat pokazao u obe ispitivane strukture. Takode, upotreba
oba antipsihotika dovela je do reverzije povecane ekspresije p22phox nakon primene

fenciklidina u hipokampusu.
D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Stojkovi¢ Tihomir, Radonji¢ Nevena, Velimirovi¢ Milica, Jevti¢ Gordana, Popovi¢ Vera,
Dokni¢ Mirjana, Petronijevi¢ Natasa. Risperidone reverses phencyclidine induced decrease in
glutathione levels and alterations of antioxidant defense in rat brain. Progress in neuro-

psychopharmacology & biological psychiatry. 2012;39(1):192-9.

E) Zakljucak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija “Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u
animalnom modelu shizofrenije” dr Tihomira Stojkovica predstavlja originalni naucni
doprinos 1 prva je studija u kojoj je uporedno pracen uticaj dugotrajne oralne terapije
haloperidolom kao tipi¢nim i risperidonom kao atipi¢nim antipsihotikom na parametre
oksidativnog stresa i redoks statusa u mozgu pacova u perinatalnom fenciklidinskom modelu
shizofrenije. Ispitivani su mitohondrijalni enzimi — kompleks I 1 kompleks IV 1 membranski
enzim NADPH oksidaza, koji mogu biti znacajni generatori superoksidnog anjona.
Ispitivana je njihova uloga u redoks disregulaciji u shizofreniji kao i dugorocni uticaj
antipsihotika na aktivnost ili ekspresiju ovih enzima. Nalaz povecane ekspresije
membranskih subjedinica NADPH oksidaze nakon perinatalne primene fenciklidina i
reverzija ovih promena nakon primene antipsihotika, govori u prilog tome da sagledavanje
funkcije NADPH oksidaze moze dovesti do stvaranja novih ili unapredenja postojecih
strategija u le¢enju shizofrenije. S obzirom na to da je koriS¢en po jedan predstavnik tipi¢nih i
atipicnih antipsihotika, dobijena razlika u efekatima ova dva leka u okviru ove doktorske
disertacije mogla bi dodatno objasniti fenomen ,,atipi¢nosti antipsihotika 1 potencijalnu vezu

izmedu redoks regulacije i razliitih farmakoloskih dejstava ovih lekova.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢nog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i1 pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i1 sistematicno prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog i uzimajuci u obzir dosadasnji nauc¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Naucnom ve¢u Medicinskog fakulteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju dr Tihomira Stojkovic¢a i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske

titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 15.07.2019. godine

Mentor: Clanovi komisije:
Prof. dr Natasa Petronijevi¢ Prof. dr Ivanka Markovi¢
Komentor: Doc. dr Maja Ivkovi¢

Prof. dr Nela Puskas$

Prof. dr Vladimir Jakovljevié¢




