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Skraéenice

adenilat ciklaza - AC

adenozin trifosfat - ATP

agmatin - AGM

amino kiselina — AK

aktivatorski protein-1 - AP-1
antioksidativni odbrambeni sistem - AOS
arginin dekarboksilaza - ADC

azot oksid - NO*

azot oksid sintaza - NOS

bakar cink superoksid dizmutaza - Cu, Zn SOD
vodonik peroksid - H,O,
gastrointestinalna GPx - GPx 2

glijalni fibrilarni kiseli protein - GFAP
glukozo-6-fosfat dehidrogenaza - G6PDH
glutation - GSH

glutation peroksidaza - GPx

glutation reduktaza - GR

GSH sintetaza - GS

guanilat ciklaza - GC

diamino oksidaza - DAO
2,2-dinitro-5,5-ditio-benzoeva kiselina - DTNB
ekstracelularna GPx - GPx 3
ekstracelularna superoksid dizmutaza - EC SOD
ekscitatorne amino kiseline - EAK
endotelna azot oksid sintaza — eNOS
inducibilna azot oksid sintaza — INOS
intraperitonealno - i.p.

katalaza - CAT

klasi¢na GPx - cGPx, GPx 1
L-askorbinska kiselina - vitamin C
L-dihidroksifenilalanin - DOPA

lipidna peroksidacija - LPO



lipidni aldehid - LOH

lipidni alkoksil radikal - LO*

lipidni peroksil radikal - LOO*

lipidni radikal - L

malondialdehid - MDA

mangan superoksid dizmutaza - Mn SOD
metalotioneini - MT

molekularni kiseonik - O,

neuronska azot oksid sintaza — nNOS
nitroblu tetrazolijum - NBT

azot oksid sintaza — NOS

nuklearni faktor-xB - NF-xB

oksidovani glutation - GSSG

ornitin dekarboksilaza - ODC
peroksinitrit - ONOO"

reaktivne vrste azota - RVA

reaktivne vrste kiseonika - RVK
redukovani glutation - GSH

retinol - vitamin A

selen-nezavisna glutation-peroksidaza - non-Se GPx
selen-zavisna glutation peroksidaza - Se GPx
singlet kiseonik - O,

slobodni radikali - SR

sulfinska kiselina - SO,H

sulfonska kiselina - SOsH

sulfhidrilne grupe - SH

superoksid anjon radikal - Oy"
superoksid dismutaza - SOD

tecna hromatografija sa masenom detekcijom - HPLC MS/MS
TBA reaktivne vrste - TBARS
tiobarbiturna kiselina - TBA
5-tio-2-nitrobenzoi¢na kiselina - TNB
telesna masa — TM

ubihinon - koenzim Q



flavin adenin dinukleotid - FAD
fosfolipid hidroperoksid GPx - PH GPx, GPx 4
hidroksilni radikal - OH"
4-hidroksi-2-noneal - HNE
8-hidroksiguanozin - 8-OH-G
hipohlorna kiselina - HOCI
hlorpromazin - HPZ

cikliéni adenozin monofosfat - CAMP
a-tokoferol - vitamin E

B-karoten - provitamin A
y-aminobuterna kiselina - GABA

y-glutamilcistein-sintetaza - y-GCS



I UVOD
I11. Hlorpromazin (HPZ)

Hlorpromazin [(3-(2-hlorfenotiazin-10-il)-N,N-dimetilpropilamin] je lek iz grupe fenotijazinskih
antipsihotika. Predstavlja jedan od prvih sintetisanih neuroleptika, koji se u psihijatriji koristi kao

standard za kvantifikaciju antipsihoticke aktivnosti ostalih antipsihotika.
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Slika I11. Hlorpromazin

Hlorpromazin se proizvodi u obliku film bikonveksnih tableta (dve doze 25 i 100 mg),
spakovanih u fiolu. Primarno se koristi za leCenje shizofrenija i drugih oblika psihoza. Psihoze obuhvataju
¢itav niz oboljenja, ali se naziv antipsihotici uobicajeno odnosi na lekove koji se koriste u terapiji
shizofrenije. Shizofrenija je mentalni poremecaj koji karakteriSe dezintegrisanost procesa misljenja i
emocionalnog odgovora. Predstavlja kompleksan mozdani poremecaj, ¢esto ima hroni¢an tok i javlja se
kod mladih osoba (Fernandez-Gonzalo i sar., 2014; Kato i sar., 2011; Suzuki i sar., 2011).

Jedna od novijih meta-analiza koja je obuhvatila 212 klini¢kih studija sa vie od 40 000 bolesnika
sa shizofrenijom, u kojima je vrSeno poredenje efikasnosti i podnosljivosti razli¢itih antipsihotika,
pokazala je da HPZ daleko ¢eS¢e, u odnosu na druge predstavnike ove grupe lekova, izaziva
ekstrapiramidne simptome i antiholinergi¢ke efekte (Leucht i sar., 2013). Ovi podaci su u skladu sa
rezultatima druge velike prospektivne studije na preko 1 000 bolesnika sa shizofrenijom koji su u toku 5
godina bili na monoterapiji HPZ (Guo i sar., 2011).

Biohemijska priroda shizofrenije jo§ uvek nije potpuno razjaSnjena, mada rezultati ukazuju na
uticaj oksidativnog stresa i oSteenje antioksidativne zastite (antioksidativnog odbrambenog sistema -
AOS) (Raffa i sar., 2009). Postoje i podaci da kod obolelih od shizofrenije postoji povecano stvaranje
slobodnih radikala (SR) i/ili smanjenje AOS, kao i smanjena koncentracija glutationa u cerebrospinalnoj
tecnosti 1 u prefrontalnom korteksu (Popa-Wagner i sar., 2013).

Antipsihotici se dele na:

e tipicne — klasi¢ni, konvencionalni, veliki trankilizeri, neuroleptici, gde spada i HPZ i

e atipi¢ne — novi, antipsihotici druge generacije.



Na celijskom nivou, antipsihotici svoje dejstvo ostvaruju najées$¢e blokadom dopaminskih (D; do
Ds), uglavnom D; receptora (klasi¢ni antipsihotici se vezuju 50 puta jace za D, nego za D; receptore)
(Schulz i sar., 2012). Kako antipsihotici deluju kao antagonisti ili agonisti i velikog broja drugih receptora
(ou i ag adrenergickih, Hy i Hy histaminskih, 5-HT; serotoninskih i holinergi¢kih muskarinskih receptora),
njihovi klini¢ki profili se razlikuju (Suzuki i sar., 2013). Mala specifi¢nost i selektivnost dejstva
neuroleptika, na Zalost, pored terapijskih, dovodi i do velikog broja neZeljenih dejstava.

Vazna nezeljena dejstva zajednicka za veéinu predstavnika ove grupe lekova su ekstrapiramidalni
motorni poremecaji (rana diskinezija, neurolepticki Parkinsonov sindrom, kasna diskinezija, maligni
neurolepticki sindrom), odnosno autonomni i endokrini poremecaji (suva usta, perspiracija, poremecaj
akomodacije, mikcije, konstipacija, hipotonija, tahikardija i hiperprolaktinemija, amenoreja, anovulacija,
ginekomastija i seksualna disfunkcija).

Najteza komplikacija u trovanju neurolepticima je maligni neurolepti¢ni sindrom, koji predstavlja
izrazenu ekstrapiramidalnu reakciju sa hipertonusom skeletne muskulature, promene u stanju svesti i

hipertermiju.

11.1. Mehanizam delovanja HPZ

Hlorpromazin spada u blaZze tipi¢ne antipsihotike. Mehanizam delovanja HPZ ostvaruje se
dominantno blokadom dopaminskih (D:, D) i noradrenalinskih, ali u manjoj meri i muskarinskih
acetilholinskih receptora. Sedativno delovanje posledica je antagonisti¢kog dejstva na histaminske Hj
receptore.

Postoje dve glavne familije dopaminskih receptora: D; i Do, pri ¢emu D; familija ukljucuje D1 i Ds
podtipove i njihovo dejstvo vezano je za stimulaciju adenilat ciklaze (AC). Familija D, receptora
ukljucuje Dy, D3 i D4 podtipove, koji deluju inhibicijom AC. Do sada su sve poznate funkcije dopamina
posredovane receptorima D, familije (Baldessarini i Tarazi, 2003).

U aksoplazmi terminalnih delova aksona dopaminergickih neurona, tirozin se katalitiCkim
dejstvom tirozin hidroksilaze oksiduje u L-dihidroksifenilalanin (DOPA). Ona se zatim
dekarboksilacijom prevodi u dopamin pomocéu enzima dekarboksilaze aromati¢nih amino Kkiselina i
skladisti u vezikulama. Nakon egzocitoze, dopamin reaguje sa postsinaptickim Di i D, receptorima,
odnosno sa presinaptickim D, i D3 receptorima. Dopamin preuzet u presinapticki zavrSetak podleze
deaminaciji pomoc¢u mitohondrijalne monoamino oksidaze. Mozdani regioni sa najveéim sadrzajem
dopamina su kaudatus, putamen, frontalni korteks, kao i strukture limbickog sistema (MrSulja i Kosti¢,
1994).



11.2. Farmakokinetika i metabolizam HPZ

Apsolutna bioraspoloZivost peroralno unetog leka iznosi u proseku oko 32 % unete doze. Lek se
akumulira prvenstveno u mozgu, gde koncentracija moze biti i 10 puta veca nego u plazmi (Fang i sar.,
1995). Nakon apsorpcije, HPZ se metaboliSe u jetri, pri ¢emu nastaju brojni metaboliti koji su takode
farmakoloski aktivni (MacAllister i sar, 2013). Mikrozomalni enzimi CYP450 su glavni posrednici
metabolisanja HPZ (Wdjcikowski i sar., 2012). Novija istraZivanja pokazuju vise od 100, a po nekim
istrazivanjima ¢ak 150 metabolita HPZ (oko 60 neaktivnih), koji nastaju kombinacijom procesa
demetilacije, sulfoksidacije, hidroksilacije i glukuronizacije (Wojcikowski i Daniel, 2010; Wdjcikowski i
sar., 2010). Metaboliti HPZ se elimini$u bubrezima. Nakon prestanka lecenja, neki od ovih metabolita
mogu se i posle 2-6 nedelja naci u urinu, $to pokazuje da se velike koli¢ine HPZ deponuju u tkivima

(Mclntosh i sar., 2010).

11.3. Toksicni efekti HPZ

Mehanizam toksi¢nih efekata HPZ je nepoznat, verovatno i zbog toga Sto lek uti¢e na veci broj
razli¢itih receptora sa posledi¢nim poremecajem homeostaze brojnih organa. Dosadadhja saznanja o
toksi¢nosti HPZ pokazuju njegovo Stetno dejstvo na mnoga tkiva i organe u organizmu, ali se efekti
razlikuju u zavisnosti da li se radi o akutnom trovanju ili efektima izazvanim hroni¢nim tretmanom. Pri
trovanju HPZ dolazi do oStecenja jetre, kardiovaskularnog sistema, nervnog sistema, kao i oStecenja
reproduktivnih organa (Khatua i Bhattacharyya, 2001; Babson i sar., 1994; Sulaiman i sar., 2006).

Toksi¢ni efekti HPZ na kardiovaskularni sistem su posledica blokiranja holinergi¢kih i o
adrenergickih receptora (Newcomer, 2007).

IzraZeni farmakolo$ki efekti ove supstance praceni toksiénim efektima, povlace se 12-48 h nakon
prestanka unoSenja leka, mada mogu trajati i do 6 h (Burns, 2001).

Hlorpromazin i neki drugi fenotiazinski trankilansi mogu da izazovu fotosenzitivne i
fotoalergijske reakcije kod bolesnika koji su na terapiji malim dozama ovih lekova. Visoke doze pri
hroni¢nom tretmanu, mogu izazvati tezak dermatitis sa hiperpigmentacijom, koji je neretko udruzen sa
oSte¢enjem retine i gubitkom vida.

Kao §to je pomenuto, HPZ blokira brojne receptore, posebno holinergicke (muskarinske), Hi-
histaminske, a-adrenergic¢ke i 5-HT. receptore. Usled blokade muskarinskih receptora, javljaju se brojni
periferni efekti kao §to su zamuéenje vida, povecanje intraokularnog pritiska, suvoéa usta i o€iju,
konstipacija, retencija urina. Blokadom o-adrenergickih receptora, javlja se ortostatska hipotenzija.
Povecanje telesne mase (TM) cCest je nezeljeni efekat koji je posledica blokade 5-HT receptora (Hu i
Kulkarni, 2000; Pordevic i sar., 2000).



Pri trovanju HPZ ostecuju se brojna tkiva, dolazi do posledi¢nog poremecaja homeostaze mnogih
organa, ali imajuci u vidu da su jetra i mozak ciljna mesta delovanja HPZ, praceno je toksi¢no dejstvo na

ova dva organa.

11.3.1. Hepatotoksicnost

Iako su ispitivanja toksi¢nih efekata HPZ na jetru bila predmet brojnih studija kako in vitro, tako i
in vivo, i dalje je mnogo nedoumica oko toksi¢nog dejstva HPZ na ovaj organ (Savoy i sar., 1997; lkeda i
sar., 1997; Adamson i sar., 1994). Dobijeni rezultati na eksperimentalnim Zivotinjama pokazali su da se
pri unosu visokih doza HPZ u kratkom vremenskom periodu uocavaju morfoloske promene jetre, kao i
promene enzimske aktivnosti, dok jo$ uvek nema jasnih podataka o razvoju ostecenja jetre kod pacijenata
nakon trovanja ili posle duze terapije ovim lekom (Can i sar., 2003). Pored Cinjenice da se toksicni efekti
HPZ na jetri ne uocavaju kod ljudi, ovaj eksperimentalni model na Zivotinjama posluzio je u
istrazivanjima za izazivanje i objasnjenje hepatotoksi¢nosti (Sulaiman i sar., 2006).

Eksperimentalne studije pokazale su da se pri jednokratnom unosu visokih doza HPZ, bilo
parenteralnim ili oralnim putem, najviSe koncentracije leka postizu upravo u jetri gde se vrSi njegovo
metabolisanje (Clancy i sar., 2000).

Pretpostavlja se da kod akutnog trovanja, oStecenje jetre nastaje usled direktnog toksi¢nog
delovanja HPZ na koji se nadovezuje proces inflamacije. Primarna oStecenja jetre nakon davanja HPZ
nastaju modifikacijom sulfhidrilnih (SH) grupa klju¢nih molekula u mitohondrijama usled delovanja leka,
izazivajuci oksidativni stres i smanjenje mitohondrijalne aktivnosti, ali mogu biti i posledica ishemije.
Sekundarna oSteCenja nastaju aktivacijom Kupferovih ¢elija i kaskadom kompleksnih dogadaja, koji
ukljucuju razli¢ite Celije jetre i brojne inflamatorne i citotoksi¢ne medijatore (Hoebe i sar., 2000; Maruiwa
i sar, 1993).

Poznato je da fenotijazini imaju imunomodulatorne efekte. Hlorpromazin utice na oslobadanje
citokina, koji su od izuzetne vaznosti kao medijatori u inflamaciji (Pollmécher i sar., 2000). U
eksperimentima na Zivotinjama pokazano je da akutno i subhroni¢no trovanje HPZ izaziva povecanje
IRNK inflamatornih citokina i hemokina, sa poveé¢anjem ekspresije TNF-a, IL-1a, IL-1p, y-interferona,
makrofagnog inflamatornog proteina-2 i intracelularnog adhezionog molekula-1 (Gandhi i sar., 2010).
Nastale promene u jetri, tj. oslobadanje proinflamatornih citokina (TNF-o, IL-1, y-interferon) od strane
Kupferovih éelija, izazivaju infiltraciju leukocita i dodatna osteéenja ovog organa. Cinjenica da se
oslobadanje citokina i hemokina desava pod dejstvom transkripcionih faktora, kao $to su nuklearni faktor-
kB (NF-kB) i aktivatorski protein-1 (AP-1), koji su inace redoks osetljivi, ukazala je na moguénost da
HPZ moze izazvati ekspresiju proinflamatornih citokina i hemokina i uticajem na redoks stanje celije,

odnosno izazivanjem oksidativnog stresa u jetri (Can i sar., 2003).



11.3.2. Neurotoksicnost

Od 50-tih godina proslog veka i prvog nalaza o Stetnom dejstvu HPZ na CNS, usledile su brojne
studije, potvrdujuci da je mozak ciljni organ dejstva ovog ksenobiotika, posebno pri produzenom davanju
(Pillai i sar., 2007).

Selektivna osetljivost pojedinih mozdanih struktura na neurotoksi¢ne efekte HPZ rezultat je
specificne biohemijske organizacije vulnerabilnih struktura. Toksi¢ni efekti HPZ na CNS ogledaju se u
ireverzibilnom oste¢enju i gubitku neurona u kori velikog mozga, strijatumu i hipokampusu (Mink,
1999).

SloZenost anatomsko-funkcionalne i neurohemijske organizacije mozga osnova su specifi¢nih
promena koje se javljaju u toku razlicitih patoloskih zbivanja. Strijatum je deo bazalnih ganglija i ima
izuzetno vaznu ulogu u regulaciji motorike. Neostrijatum se sastoji od kaudatusa i putamena i
najmasivniji je deo bazalnih ganglija. Najveci broj aferentnih vlakana neostrijatum dobija iz kore velikog
mozga. Prvi neuronski sistem zapocinje u kori mozga, odakle polazi najve¢i broj glutamatergickih
kortikostrijatnih vlakana, koja se zavrSavaju u putamenu i kaudatusu. Drugi glavni neuronski sistem
pocinje, takode u somatomotornoj kori, ¢iji neuroni daju glutamatergi¢ke neurone za neostrijatum, odakle
polaze striopalidalna vlakna i nastavljaju palidonigralnim vlaknima, kao i strionigralni snopovi
(Marinkovi¢ 1 sar.,, 1989). Pocetni deo oba neuronska kruga bazalnih ganglija predstavljaju
kortikostrijatna vlakna. Od posebnog znac¢aja kod trovanja HPZ, pored strijatuma i kore prednjeg mozga
je 1 hipokampus, struktura koja dobija veliki broj aferentnih vlakana, izmedu ostalog i iz entorinalnog
korteksa. Njihova medusobna povezanost ¢ini ih narocito sklonim za oStecenja indukovana HPZ (Baf i
sar., 1995).

Primarni efekti toksi¢nosti HPZ ispoljavaju se depresijom CNSa, od kojih su dominantni sedacija,
antiholinergicki efekti i poremecaji regulacije temperature.

Poznato je da citokini pokazuju brojne efekte na CNS (Mengozzi i sar., 1994). Uticaj HPZ na
indukciju oslobadanja citokina je vazan faktor u proucavanju imunopatologije kod psihijatrijskih
oboljenja. Eksperimentalne studije pokazuju da HPZ inhibira produkciju TNF-o kod miSeva, i stimuli$e
IL-10 ekspresiju u mozgu. U jednoj studiji pokazano je da davanje HPZ povecava produkciju IL-6 i IL-
10, kao i TNF-a u mozgu kod miseva (Stewart i sar., 2010).

Postoje histoloski dokazi koji ukazuju da jedan od puteva ostecenja celija indukovanog HPZ
ukljucuje inflamatorne Celije, prevenstveno reaktivnu mikrogliju, koja kod akutno otrovanih pacijenata
moze biti izvor citokina 1 ucestvovati u aktivaciji proteina komplementa (Kato i sar., 2011).
Imunoreaktivnost astrocita i mikroglije moguée je detektovati markiranjem brojnih citoplazmatskih

proteina paletom specifi¢nih antitela. Jedan od takvih je glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. Glial fibrilar



acidic protein, GFAP), ¢ija ekspresija je detektovana na brojnim tipovima ¢éelija CNS, ukljuéujuéi i

astrocite (Stevanovic i sar., 2013).

12. Akutna trovanja hlorpromazinom

Na naSim prostorima najée$¢i uzro€nici akutnih trovanja su lekovi. Podaci centara za kontrolu
trovanja ukazuju na milionske slu¢ajeve trovanja usled predoziranja lekovima, a akutna trovanja lekovima
predstavljaju jedan od znaéajnih uzro¢nika smrtnih ishoda. Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije, akutna trovanja, medu kojima su procentualno najzastupljenija trovanja lekovima, uz
karcinome 1 bolesti kardiovaskularnog sistema, predstavljaju najznacajnije uzrocnike smrti na naSoj
planeti.

Prema podacima Ameri¢kog udruZenja centara za kontrolu trovanja, tokom 2013. godine u
Americi je zabelezeno 24 miliona slucajeva trovanja, gde lekovi imaju znacajan udeo u ukupnom broju
trovanja, a ako se posmatraju samo trovanja sa smrtnim ishodom, preuzimaju potpuni primat (viSe od 80
%) (Bronstein i sar., 2011). Kao razlog trovanja sa letalnim ishodom u polovini sluc¢ajeva navodi se
samoubistvo, zatim zloupotreba, kao i greSke u terapiji ili nepravilna upotreba leka. Trend trovanja
lekovima raste (od 1999-2005. godine je udvostru¢en sa najve¢im poveéanjem u grupi osoba starosti 35-
40 godina) (Paulozzi i Annest, 2007).

Na osnovu podataka o koris¢enju HPZ u akutnim trovanjima, poznato je da sa aspekta
samoubila¢kih trovanja, jedna petina pacijenata sa shizofrenijom pokuSa samoubistvo, a jedna polovina u
tome i uspe (Bronstein i sar., 2011; Paulozzi i Annest, 2007). Prema podacima brojnih centara za kontrolu
trovanja, HPZ ne spada u grupu naj¢es$¢ih uzro¢nika samotrovanja, ali su akutna trovanja ovim lekom

izuzetno teSka (Sasaki i sar., 2013).

13. Slobodni radikali i mehanizam oksidativnog stresa

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, sa jednim ili vise nesparenih elektrona u svojoj
strukturi, Sto ih ¢ini veoma reaktivnim, tako da mogu da reaguju medusobno ili sa drugim manje
reaktivnim vrstama i time izazovu niz lanc¢anih reakcija (Pordevic i sar., 2000). Slobodni radikali se
kontinuirano stvaraju u malim koli¢inama u ¢elijama kao nusprodukti metabolizma tokom fizioloskih
procesa: u toku apsorpcije zracenja, kao proizvodi enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, u oksido-
redukcionim procesima u prisustvu metala promenljive valence, kao i u procesima: oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama, fagocitoze, biotransformacije supstrata u endoplazmatskom retikulumu,

sinteze eikosanoida, lipidne peroksidacije (LPO) nezasi¢enih masnih kiselina.
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13.1. Reaktivne vrste kiseonika

Razvoj aerobnog zivota omogucen je prisustvom molekularnog kiseonika (O), koji je relativno
nereaktivan u molekulskom obliku (Scandalios, 2005). Ono §to ograniCava oksidativnu mo¢ O: je
postojanje dva nesparena elektrona sa paralelnim spinom i moguénost vezivanja samo za strukture koje
imaju elektrone sa antiparalelnim spinom. Ipak, dodavanjem elektrona ili transferom energije na O,
moguce je otkloniti ovu spinsku restrikciju i povecati reaktivnost kiseonika. Tom prilikom nastaju
reaktivne vrste kiseonika (RVK) u koje se ubrajaju SR kiseonika i neradikalske vrste koje funkcionisu
kao oksidujuci agensi i/ili se lako konvertuju u SR. Nespareni elektroni u spoljasnjoj orbitali odgovorni su
za reaktivnost svih radikalskih vrsta kiseonika (Halliwell i Gutteridge, 1999). Fotosenzitivna jedinjenja i
strukture koje sadrZe flavin mogu da predaju energiju molekulu O i on tada prelazi na viSe energetsko
stanje, odnosno u neradikalsku formu singlet kiseonik (*0;). Ova forma moze direktno da prenese
energiju na ciljne molekule, kao $to su DNK, proteini i lipidi i da ih oksiduje (Scandalios, 2005).

Svi aerobni organizmi koriste O, kao krajni akceptor elektrona tokom procesa koji se odvijaju u
respiratornom lancu mitohondrija, pri ¢emu nastaje osnovni energetski molekul adenozin trifosfat (ATP),
u kom je vezana hemijska energija neophodna za odvijanje svih Zivotnih funkcija (Buonocore i sar.,
2010). Tokom procesa respiracije, O se kompletno redukuje do vode dodavanjem Cetiri elektrona, $to se
odigrava postupno uz formiranje delimi¢no redukovanih intermedijera. Vise od 95 % O; unetog u ¢eliju
prolazi kroz kompletnu redukciju do H2O, dok parcijalnoj redukciji podleZe samo 1-5 % O i transformise
se U RVK (Scandalios, 2005). Jednoelektronskom redukcijom O nastaje superoksid anjon radikal (O2"),
dvoelektronskom vodonik peroksid (H20.), a troelektronskom hidroksil radikal (OH").

Glavno mesto stvaranja O u celiji su kompleks | (NADH dehidrogenaza) i kompleks Il
(citohrom ¢ reduktaza) respiratornog lanca mitohondrija. Kompleks | je integralni multiproteinski
kompleks unutra$nje membrane mitohondrija koji oksiduje NADH koriste¢i koenzim Q kao akceptor
elektrona, dok kompleks Ill oksiduje koenzim Q, a kao akceptor elektrona koristi citohrom c. Obe
reakcije dovode do translokacije protona i formiranja transmembranskog potencijala neophodnog za
sintezu ATP, ali tokom ovih reakcija dolazi i do nastanka O,". Dejstvom kompleksa | stvoreni O,
dospeva iskljuc¢ivo u mitohondrijalni matriks, dok O," koji stvara kompleks Il dospeva i u matriks i u
citosol (Andreyev i sar., 2005). Znatne koli¢ine O, mogu da nastanu i pod dejstvom razli¢itih enzimskih
sistema kao Sto su peroksizomalna ksantin-oksidaza i membranski vezana NADPH-oksidaza (Buonocore
i sar., 2010). Posto je O, konjugovana baza slabe kiseline veoma reaktivnog hidroperoksil radikala
(HOy), jednoelektronska redukcija O, u alkalnim uslovima dovodi do nastanka dva prvenstveno HO',
dok je O, predominantan pri nizim pH vrednostima (Scandalios, 2005). Uprkos visokom potencijalu
stvaranja, O;" kao primarna RVK umereno je reaktivan, ali moZe da reaguje sa drugim molekulima i

stvara sekundarne reaktivne vrste koje su reaktivnije. Tako na primer u reakciji izmedu O™ i azot oksida
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(NO") nastaje izrazito reaktivni peroksinitrit (ONOQO") (Kruidenier i Verspaget, 2002). Razli¢iti primeri
radikalskih i neradikalskih RVK prikazani su na Slici 12.

Radikalske vrste Neradikalske vrste
0,- superoksid anjon 10, singlet kiseonik
OH hidroksil H,0, vodonik peroksid
HO, hidroperoksil HOCI hipohlorna kiselina
RO alkoksil ROOH organski peroksidi
RO, peroksil O, ozon

Slika 12. Primeri RVK - modifikovano, Halliwell i Gutteridge, 1999.

Spontanom ili katalizovanom dismutacijom O™ dolazi do nastanka H.O., slabo reaktivnog
neradikalskog molekula koji lako difunduje kroz membrane. Stvaranje H>O; u éeliji omoguceno je i
dvovalentnom redukcijom O, koju katalizuju pojedini enzimi. Umesto neutralizacije do vode, H,O; se
moZe metabolisati mijeloperoksidazom do hipohlorne kiseline (HOCI), koja je 100-1000 puta toksi¢nija
od O." i H,0O, (Kruidenier i Verspaget, 2002). Pored toga, H20, ima sposobnost da reaguje sa delimi¢no

redukovanim jonima metala (Fe?* ili Cu*) u Fentonovoj reakciji (Valko i sar., 2007):

H.O, + Fe?* (Cu*) — Fe®* (Cu?*) + OH + OH"

Na taj nacin formira se izuzetno reaktivan OH" koji ima poluZivot samo oko 10 sekundi, tako da
reaguje blizu mesta formiranja sa prakti¢no svim molekulima, uzrokujuéi velika oStecenja Celija. Ovaj
najreaktivniji radikal kiseonika moZe nastati i interakcijom O~ i HOCI, Fe?* i HOCI, kao i reakcijom
izmedu H>O, i NO* (Kruidenier i Verspaget, 2002). Hidroksilni radikal se formira i kad postoji povec¢ano

stvaranje O." i H.O, u Haber-Weiss-ovoj reakciji u prisustvu prelaznog metala (Valko i sar., 2007):

0, + H,0;, —» O, + OH + OH°

Fe® + 0, — Fe? + 0,
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Reaktivne vrste kiseonika se konstantno stvaraju tokom aerobnog metabolizma celije, kao deo
normalnih metabolickih procesa. Endogeni izvori RVK su mnogobrojne membranske i citosolne
oksidoreduktaze, a najvete stvaranje RVK u celiji vezano je za mitohondrije (respiratorni lanac),
peroksizome i mikrozome (Buonocore i sar., 2010). Takode, RVK mogu da nastanu i pod dejstvom
razli¢itih egzogenih uticaja, kao $to su razni bioticki i abioti¢ki faktori.

Kao posledica normalne metabolicke aktivnosti prisutne su RVK u svim ¢elijskim organelama i
kompartmanima. One i pri niskim koncentracijama imaju bitnu ulogu u celiji. Medutim, pove¢ano
stvaranje RVK uz smanjenu AOS celije, moze da dovede do oksidativnih oStec¢enja ¢celijskih konstituenata
i tako uzrokuje stanje poznato kao oksidativni stres. Pozitivni i negativni efekti RVK prikazani su na Slici
13.

Pozitivni efekti Negativni efekti
Fertilizacija i razvoj embriona Lipidna peroksidacija
Regulatorni mehanizmi Oksidaciona ostecenja proteina
Celijska signalizacija Mutacija DNK
Odbrana od mikroba Aktivacija faktora Celijske smrti

Slika 13. Pozitivni i negativni efekti RVK - modifikovano, Buonocore i sar., 2010.

Pri proceni oksidativnog statusa u praksi, kao i u svrhe nau¢nih istrazivanja, mogu se koristiti
metode direktnog merenja SR, odnosno indirektne metode, koje obuhvataju merenje enzimskih i
neenzimskih parametara AOS, merenje produkata oksidativne modifikacije lipida, proteina i DNK, zatim
merenje produkata nitrozilacije i odredivanje SR azota, kao i odredivanje ukupnog AOS kapaciteta.
Smatra se da je za objasnjenje ukljucenosti SR i oksidativnih o$te¢enja biomolekula u ispoljavanju
toksi¢nih efekata razliCitih ksenobiotika, medu kojima je i HPZ, neophodno pratiti vise razlicitih
parametara. Takode je neophodna analiza antioksidanata (enzimska ili neenzimska), odredivanje sadrzaja
bioelemenata, pracenje oksidativnih produkata lipida, proteina i DNK, kao i ispitivanja metabolizma

gvozda (Dotan i sar, 2004).
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I14. Sistem zastite od oksidativnih oStecenja

Veé je pomenuto da su RVK prisutne u svim kompartmentima c¢elije kao rezultat normalne
metabolicke aktivnosti. Medutim, pod uticajem razlicitih faktora, kao §to su ekstremne temperature,
radijacija, pesticidi, biotoksini ili teSki metali, povecava se njihovo nastajanje. Sve ¢elijske strukture su
potencijalna meta za oksidativna oSteCenja i zato su se u ¢eliji razvili razli¢iti mehanizmi zastite od
povecane akumulacije RVK: preventivni mehanizmi, reparativni mehanizmi, mehanizmi fizicke odbrane i
mehanizmi AOS (Buonocore i sar., 2010).

Sa funkcionalnog aspekta AOS organizma obuhvata tri nivoa delovanja:

1. Sistemi AOS koji u potpunosti sprecavaju endogeno stvaranje SR i funkcioniSu na osnovu
prostorne razdvojenosti procesa u kojima se stvaraju SR.

2. Angazovanje sistema u uslovima pojacanog stvaranja SR, koji se prema prirodi i nacinu
delovanja mogu podeliti na enzimske — primarni sistemi prve linije AOS (katalaza-CAT, peroksidaza-
GPx, glutation reduktaza-GR, glutation S — transferaza) i neenzimske - predstavljaju sekundarnu liniju
odbrane (vitamini E i C, tiolova jedinjenja — glutation, lipoinska Kiselina, metionin, cistein, zatim
koenzim Q, albumin, bilirubin, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja biljnog porekla). Neenzimski
antioksidanti se prema afinitetu i rastvorljivosti u lipidima dele na lipo- i hidrosolubilne. Farmakoloski
aktivne supstance (nesteroidni antiinflamatorni lekovi, blokatori Ca?*, alopurinol, N-acetilcistein, ACE
inhibitori, desferoksamin), takode ostvaruju neenzimsku AOS preko razli¢itih mehanizama.

3. Enzimski antioksidanti koji ucestvuju u reparaciji nastalog oksidativnog oStec¢enja lipida,
proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina (endo- i egzonukleaze, DNK-ligaze, DNK polimeraze,
klasi¢na i fosfolipid-zavisna GPx, fosfolipaza A, razni proteoliticki enzimi, metionin-sulfoksid-
reduktaza, glikozilaze i drugi (Cadenas, 1989; Zikié i sar., 2000; Stajn i sar., 2007).

14.1. Enzimska antioksidativna zastita

Prema jednoj od klasifikacija sistema zastite od oksidativnih o$tecenja, u enzimske komponente
primarne AOS ubrajaju se enzimi superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation reduktaza (GR)
i glutation-peroksidaza (GPx) (Van der Oost i sar., 2003).

14



konjugovani

H,O
02
o produkti

/ GSH NADP*

- @ e
LH

0, LOH

H,0 GSSG NADPH

Slika I4. Enzimske komponente sistema zastite od oksidativnih ostecenja - modifikovano, Matovié i sar., 2004.

14.1.1. Superoksid-dizmutaza (SOD)

Superoksid-dizmutaza (SOD, EC 1.15.1.1) predstavlja prvu liniju odbrane od RVK i ima klju¢nu
ulogu u zastiti ¢elije od oksidativnih oStecenja. To je metaloprotein (sa redoks aktivnim metalom) koji
prevodi visoko reaktivni radikal O, u manje reaktivnu vrstu kiseonika H,O; i molekularni O, prema

jednacini:
20"+ 2H" — H202 + O

Tokom evolucije nastalo je viSe klasa enzima SOD, §to je povezano sa dostupno$¢u razlicitih
metala u biosferi u odredenim geoloskim erama (Alscher i sar., 2002). Na osnovu metala koji je prisutan u
aktivnom centru enzima, kao i lokacije u ¢eliji, opisane su tri izoforme SOD kod sisara:

o Superoksid-dizmutaza koja sadrZi bakar cink (Cu, Zn SOD) — nalazi se u citosolu eukariotskih
¢elija (Alscher i sar., 2002). Svaka subjedinica enzima sadrzi po jedan atom redoks aktivnog metala
Cu¥/Cu* i jedan atom Zn?* koji ima strukturnu ulogu. Aktivno mesto svake subjedinice funkcionise
nezavisno. To je prva identifikovana forma SOD, poznata pod nazivima hemokuprein, hepatokuprein,
cerebrokuprein i eritrokuprein. Cu, Zn SOD je kod sisara pronadena u citoplazmi, jedru,
endoplazmati¢nom retikulumu, mitohondrijama i lizozomima, homodimer je i ima molekulsku masu od
32 kDa. Lokalizovana je na hromozomu 21 kod ¢oveka, hromozomu 1 kod goveceta, hromozomu 9 kod

majmuna i hromozomu 16 kod misa (Zelko i sar., 2002).
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Slika 15. Struktura Cu, Zn SOD

e Superoksid-dizmutaza koja sadrzi mangan (Mn SOD) - prisutna je kod prokariota i u
mitohondrijama i peroksizomima eukariota kao homodimerna ili homotetramerna izoforma, sa jednim
atomom Mn*/Mn?* po subjedinici (Alscher i sar., 2002). Kod sisara Mn SOD je homotetramerni
mitohondrijski protein, a molekulska masa svake subjedinice iznosi 23 kDa. Ova izoforma obezbeduje
vitalnu zastitu protiv RVK nastalih hiperoksijom i ima glavnu ulogu u ¢elijskoj diferencijaciji i genezi
tumora. Gen za Mn SOD nalazi se na hromozomu 6 kod ¢oveka, a na hromozomu 17 kod misa (Zelko i
sar., 2002).

o Ekstracelularna superoksid-dizmutaza (EC SOD) — je ekstracelularni homotetramer molekulske
mase od 135 kDa. Pronadena je iskljucivo kod sisara i ima jedinstvenu strukturu. To je glikoprotein koji
se prvenstveno nalazi u intersticijalnom matriksu tkiva i glikokaliksu, gde je vezan za heparan sulfat
proteoglikane. U manjoj koli¢ini pronadena je i u ekstracelularnim te¢nostima, kao $to su plazma, limfa,
sinovijalna i cerebrospinalna te¢nost (Alscher i sar., 2002). Ekstracelularna SOD je poslednja otkrivena i
najmanje proucena forma enzima SOD. lako u katalitickom centru ima Cu i Zn, smatra se da je
divergirala od Cu, Zn SOD u ranim fazama evolucije (Bafana i sar., 2011). Gen za SOD je lokalizovan na

hromozomu 4 kod ¢oveka, dok se kod misa nalazi na hromozomu 5 (Zelko i sar., 2002).

14.1.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) je jedan od najefikasnijih enzima u zivom svetu. Osnovna uloga
ovog antioksidativhog enzima je razlaganje neradikalskog H20. do H2O, ¢ime se spretava njegova
difuzija u druge delove ¢elije. Zbog svoje Siroke distribucije, evolutivne oCuvanosti i brze aktivnosti,
CAT ima vaznu ulogu u sistemima koji su se razvili u aerobnoj sredini. Katalaza je homotetramer,
molekulske mase od 240 kDa, koji u aktivnom centru ima gvozde Fe** vezano za porfirin hem grupu

enzima (Scandalios, 2005).
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Pri niskim koncentracijama H20: (< 1 uM) CAT pokazuje peroksidaznu reakciju i redukuje H2O-

koriste¢i razli¢ite donore vodonika (alkoholi, askorbinska kiselina):

RH, + H,0, — R+ 2H,0

Pri visokim koncentracijama supstrata (> 1 uM), CAT brzo uklanja H2O; kroz katalaznu reakciju,

gde je H20- i donor i akceptor vodonika:

2H,0, — 2H,0 + O,

Ovaj proces je energetski veoma efikasan, jer se u katalaznoj reakciji ne koriste redukujuci
ekvivalenti. To je znacajno kada je povecana energetska potreba celije, odnosno kada je povecan
intenzitet kataboli¢kih procesa i respiracije. Na taj nacin formira se veca koli¢ina H,O», koji uspeSno
uklanja CAT na energetski povoljan nadin (Scandalios, 2005). Katalaza ne moze da bude saturisana

svojim supstratom H,O; bez obzira na njegovu koncentraciju, tako da enzimska aktivnost raste linearno sa

porastom koncentracije H,O, (Kruidenier i Verspaget, 2002).

B s’

Slika 16. Struktura CAT

U eukariotskim c¢elijama CAT se predominantno nalazi u peroksizomima, a prisutna je i u
sistem za B-oksidaciju masnih kiselina, dovode do stvaranja velike koli¢ine H.O,. Zbog toga je uloga
CAT u ovim organelama od presudnog znacaja za zastitu ¢elije od oksidativnih oSte¢enja (Fidaleo, 2010).
Humani gen za CAT nalazi se na hromozomu 11, a najveéi nivo katalazne aktivnosti kod sisara prisutan

je u jetri (Ilyukha, 2001).
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14.1.3. Glutation peroksidaza (GPx)

Glutation peroksidaza (GPx, EC 1.11.1.9) predstavlja bitan enzim sistema zaStite od oksidativnih
oste¢enja. Kod eukariotskih organizama nalazi se u razli¢itim Celijskim kompartmentima, kao Sto su
citosol, mitohondrije, peroksizomi i intermembranski prostor i prisutna je u gotovo svim cCelijama.
Katalizuje redukciju H2O, u HO i organskih hidroperoksida (ROOH) u alkohole (ROH), pri ¢emu kao
kofaktor koristi glutation:

2GSH + H,0; — GSSG + H:0
2GSH + ROOH — GSSG + ROH

Glutation peroksidaza ima ve¢i afinitet za H,O, u odnosu na CAT, tako da ima vaznu ulogu u
primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama H2Oz, dok je CAT znacajniji enzim u uslovima izrazitog

oksidativnog stresa (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Slika 17. Struktura Se GPx

Opisane su tri forme ovog enzima:

¢ selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GPx) — je homotetramer i sadrZzi Se u formi
selenocisteina u svakoj subjedinici;

e selen-nezavisna glutation-peroksidaza (non-Se GPx) — je monomer koji ima manji afinitet za
H0O, a efikasno redukuje organske perokside i zahteva visoku koncentraciju glutationa;

o fosfolipid hidroperoksid glutation-peroksidaza (PH GPx) — je monomerni selenoenzim koji
redukuje H>O,, fosfolipidne hidroperokside i perokside holesterola. To je jedini enzim koji redukuje
membranske fosfolipidne hidroperokside, prekida proces LPO i tako ima klju¢nu ulogu u ¢elijskom
sistemu zastite od RVK (Andreyev i sar., 2005). Molekulska masa jednog monomera GPx iznosi oko 20
kDa (Maiorino i sar., 1998; Arenas i sar., 2010).

Kod sisara je detektovano pet izoformi GPx koje imaju razlicitu tkivnu distribuciju:
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o klasi¢na GPx (cGPx, GPx 1) — je prvi identifikovani selenoprotein i nalazi se ha hromozomu 3
kod ¢oveka. Ova izoforma je homotetramer i prisutna je u citosolu svih ¢elija. Redukuje H2O- i lipidne
hidroperokside, a ima ulogu i u skladiStenju i transportu Se.

e gastrointestinalna GPx (GPx 2) — obezbeduje zastitu od toksi¢nosti lipidnih hidroperoksida koji
su uneti hranom. Ova izoforma je najvazniji selenproteinski antioksidant u debelom crevu i omogucava
rani odbrambeni odgovor u borbi protiv kancera debelog creva.

o ekstracelularna GPx (GPx 3) — je selenoprotein detektovan u plazmi i bubrezima i ima ulogu u
AOS ekstracelularnog kompartmenta (Brown i Arthur, 2001).

o fosfolipid hidroperoksid GPx (PH GPx, GPx 4) — je monomer Kkoji ima bitnu funkciju u
reduktivnoj destrukciji lipidnih hidroperoksida, malih rastvorljivinh hidroperoskida, hidroperoksida
holesterola i holesterolskih estara. Nivo enzima GPx 4 nizak je u jetri, plu¢ima i bubrezima, a visok u
testisima gde ucestvuje u sazrevanju spermatozoida. Za razliku od ostalih formi GPx, ova izoforma
pokazuje nizak nivo reakcije sa glutationom (Maiorino i sar., 1998).

e GPx 5 — je selen nezavisna GPx i detektovana je u epididimisu kod velikog broja sisara
(Chabory i sar., 2009).

14.1.4. Glutation-reduktaza (GR)

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) je detektovana kod svih organizama. Prisutna je u
prokariotskim ¢elijama i1 u citosolu i mitohondrijama eukariotskih ¢elija (Ondarza i sar., 1983). Ovaj
antioksidativni enzim katalizuje reakciju koja je esencijalna za stabilnost i integritet celije, jer prevodi
oksidovani glutation (GSSG) u redukovani glutation (GSH), pri ¢emu kao redukuju¢i ekvivalent koristi

NADPH:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Enzim GR je homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima redoks aktivan disulfid.
Svaka subjedinica ima molekulsku masu od oko 55 kDa i sadrzi prostetiCku grupu flavin adenin
dinukleotid (FAD). Dimerna priroda enzima neophodna je za njegovu funkciju, jer obe subjedinice
ucestvuju u formiranju aktivnog centra enzima. Kod nekih organizama pronadeni su i tetrameri, pa i vece
forme enzima. Kataliticki ciklus GR ima dve faze, prvo NADPH redukuje FAD, pri ¢emu se redukujuci
ekvivalent prenosi na redoks aktivan disulfid, a zatim dolazi do redukcije GSSG u aktivhom centru

enzima (Ulusu i Tandogan, 2007).
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Slika 18. Struktura GR

Redukovani glutation ucestvuje u velikom broju enzimskih i neenzimskih reakcija koje su od
presudnog znacaja za funkcionisanje ¢elije, pri cemu prelazi u svoju oksidovanu GSSG formu. Enzim GR
je zasluzan za odrzavanje pula glutationa uglavnom u redukovanom stanju, tako da ima znacajnu ulogu u

regulaciji redoks homeostaze u ¢eliji (Dickinson i Forman, 2002).

14.2. Neenzimski antioksidativni sistem

U neenzimske komponente sistema zaStite od oksidativnih oSteCenja ubrajaju se razlicita
hidrosolubilna i liposolubilna jedinjenja. Najvise proucavane hidrosolubilne neenzimske komponente
sistema zaStite od oksidativnih o$teCenja su glutation, L-askorbinska kiselina (vitamin C), mokraéna
kiselina, albumin, transferin, bilirubin, poliamini, a liposolubilne retinol (vitamin A), B-karoten
(provitamin A), a-tokoferol (vitamin E) i ubihinon (koenzim Q).

Medu neenzimskim antioksidantima, znacajno mesto pripada i metalotioneinima (MT). Ovi
proteini male molekulske mase ucestvuju u regeneraciji tkiva i reguliSu ekspresiju gena, $to sve doprinosi
za$titi od toksi¢nih efekata ksenobiotika (Cherian 1 Kang, 2006). Takode, s obzirom da ucestvuju u
odbrani organizma od toksicnog dejstva SR, Stite celije i od oksidativnih oSte¢enja izazvanih
antipsihoticima. U molekulu MT, cistein-tiolatne grupe vezuju se sa jonima metala i grade metal-tiolatne
grupe koje reaguju sa O," i OH'. Smatra se da MT imaju izraZzenu sposobnost uklanjanja OH" radikala,
dok im je uloga u "neutralisanju” O, manja u poredenju sa SOD (Thornalley i Vasak, 1985). Pokazano je
da molekuli MT ostvaruju antioksidativnu ulogu i neutralisanjem reaktivnih vrsta azota (RVA), koje se

vezuju za cistein-tiolatne grupe MT i daju S-nitrozo-tiole (Misra i sar., 1996).
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14.2.1. Glutation

Tripeptid glutation (L-y-glutamil-L-cistenil-glicin) je niskomolekulsko tiolno jedinjenje, koje ¢ini
90 % ukupnih neproteinskih sulfhidrilnih jedinjenja ¢elije (Parris i Kidd, 1997). Glutation ucestvuje u
brojnim metaboli¢kim aktivnostima ¢elije, ukljucujuéi AOS, detoksifikaciju razli¢itih ksenobiotika,
odrZzavanje proteinske strukture i funkcije, regulaciju sinteze i degradacije proteina, metabolizam
leukotriena i prostaglandina, redukciju ribonukleotida do dezoksiribonukleotida, regulaciju celijskog
ciklusa i gensku ekspresiju (Dickinson i Forman, 2002).

U vecini Celija glutation se nalazi u milimolarnoj koncentraciji, u citosolu je prisutan u
koncentraciji od 1-11 mM, u jedru 3-15 mM, a u mitohondrijama od oko 5-11 mM (Valko i sar., 2007).
Ekstracelularni nivo glutationa je nizak i njegova koncentracija iznosi nekoliko UM (Schafer i Buettner,
2001).

NH, 0

Slika 19. Struktura glutationa

U vy-glutamilskom ciklusu, glutation se sintetiSe iz glutamata, cisteina i glicina uzastopnim
dejstvom y-glutamilcistein-sintetaze (y-GCS) i glutation sintetaze (GS). Za ove reakcije potrebna su dva
molekula ATP. Njihovom hidrolizom obezbeduje se potrebna energija pri ¢emu se karboksilna grupa
aktivira za sintezu peptidne veze stvaranjem acil-fosfatnog intermedijera. Degradacija glutationa do
amino kiselina iz kojih se sastoji, odigrava se Kkatalitickim dejstvom vise enzima: y-glutamil
transpeptidaze, y-glutamil ciklotransferaze, 5-oksoprolinaze i intracelularne proteaze. Glutation
omogucava transport amino kiselina u y-glutamilskom ciklusu kroz ¢elijsku membranu u bubrezima.
Glutation se najpre transportuje na spoljasnju stranu membrane gde se amino kiselina (AK) koja se unosi
u Celiju vezuje za glutation i nastaje y-glutamil-aminokiselinski-dipeptid (Anderson i Meister, 1983). U
ovoj reakciji stvara se peptidna veza izmedu a-amino-grupe i y-glutamil ostatka glutaminskog dela

glutationa.

GSH + AK — y-Glutamil-aminokiselina + cisteinilglicin

Reakciju katalizuje enzim y-glutamil-transpeptidaza. Kompleks y-glutamil-aminokiselina prolazi

kroz membranu i ulazi u citosol ¢elije. Za ovaj proces neophodni su enzimi koji oslobadaju aminokiselinu
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iz ovog kompleksa i resintetiSu glutation odrZavaju¢i potreban nivo njegove koncentracije u ¢eliji. Iz y-
glutamil-aminokiselinskog kompleksa oslobada se transportovana amino kiselina i 5-oksoprolin kao
intermedijer. Poslednji stepen predstavlja hidroliza 5-oksoprolina, koja se vrsi u prisustvu ATP dejstvom
5-oksiprolinaze (Trayhurn i van Heyningen, 1973).

U ¢eliji postoji citoplazmatski i mitohondrijski put metabolisanja glutationa. Intracelularna
koncentracija glutationa regulisana je preko aktivnosti enzima ukljucenih u sintezu, zatim preko
dostupnosti aminokiselina, posebno cisteina, intenziteta troSenja u procesu detoksikacije u ¢eliji kao i
preraspodelom glutationa izmedu organa (Bannai, 1991).

Glutation se u ¢elijama nalazi kao uc¢esnik metabolizma, transporta i zastite u ¢eliji. Ukljucen je u
redukciju disulfidnih i drugih molekula, kao i konjugaciju sa jedinjenjima egzogenog i endogenog
porekla. Na taj nacin on $titi ¢eliju od Stetnog dejstva slobodnih kiseoni¢nih radikala. Najvaznija uloga
glutationa je da kao tiolno jedinjenje deluje kao antioksidant u celiji, §to se ostvaruje direktnim
uklanjanjem SR kroz neenzimsku reakciju, glutation zavisnom redukcijom H,O; i drugih hidroperoksida

uz GPx i detoksikacijom ksenobiotika i elektrofila uz glutation S-transferazu (Parke i Sapota, 1996).
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Slika 110. Shematski prikaz funkcije glutationa kao antioksidanta

Zbog prisutne reaktivne SH grupe iz molekula, glutation spada medu osnovne ucesnike u
¢elijskom AOS. Atom sumpora u SH grupi se lako prilagodava gubitku jednog elektrona i duzina zivota

tiol radikala moZe biti dosta duZa od Zivota drugih SR.

oksidacija: O;" + H* + GSH — GS' + H;0;
jonizacija: GSH — GS™ + H*

Pri odredenim fizioloSkim pH uslovima, SH grupe se mogu delimi¢no jonizovati, stvarajuci na taj

nacin tiolatni anjon koji je reaktivniji nukleofil i odgovoran je za reakcije tiola u metabolizmu
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ksenobiotika. U toku oksidativnog stresa, reakcije SH grupa uklju¢uju slu¢ajeve u kojima su vazni i
sumporni radikali i tiolatni anjoni (Dlugosz i sar., 2009).

Glutation je jedan od najmoc¢nijih antioksidanata, ali je i regulator drugih antioksidanata. Nivo
glutationa u toku starenja opada zbog povecanog unosa polinezasi¢enih i delimi¢no hidrogenizovanih
biljnih masti i preterane izloZenosti toksi¢nim supstancama kao $to su lekovi i1 pesticidi (Anderson i
Meister, 1980).

U AOS sistemu zaStite glutation funkcioniSe na viSe nivoa. Pored toga Sto je kofaktor pojedinih
antioksidativnih enzima, glutation direktno uklanja slobodne radikalske vrste O,”, OH" i ONOO, kao i
lipidne radikale i hidroperokside, regeneriSe vazne neenzimske antioksidante (askorbinsku kiselinu, -
tokoferol) do njihovih aktivnih formi, ukljucuje se u direktnu popravku oksidativnih oStecenja molekula
DNK i sprecava apoptozu izazvanu RVK i citokinima (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Glutation moze da ucestvuje u AOS u neenzimskim reakcijama, zahvaljuju¢i sposobnosti da

reaguje sa organskim radikalima (R’) i tako zajedno sa SOD sprecava oksidativna ostecenja:

R + GSH — RH + GS§°

GS' + GS" — GSSG™
GSSG™ + O — GSSG + O~
02"+ 2H" — H,02 + O2

Glutation je jedan od znacajnih liganada koji vezuju metale, tako da ima vaznu ulogu u
transportu, deponovanju i metabolizmu metala. Sulfhidrilna grupa cisteina u molekulu glutationa ima
visok afinitet za metale i formira merkaptide sa nekoliko endogenih metala, kao $to su Ziva, kadmijum,
bakar, selen, hrom, olovo i cink. Jedna od vaznih uloga glutationa je skladiStenje i transport cisteina, koji
se brzo autooksiduje u cistin, ¢ime se stvaraju toksicni radikali kiseonika. Da bi se sprecila toksicnost ove
autooksidativne reakcije, vecina neproteinskog cisteina se nalazi u formi glutationa (Wang i Ballatori,
1998).

Glutation postoji u dve forme, redukovanoj tiolnoj GSH formi i oksidovanoj disulfidnoj GSSG
formi (Parris 1 Kidd, 1997). Klju¢ni funkcionalni element molekula glutationa je aminokiselina cistein,
koja poseduje reaktivhu SH grupu i odgovorna je za mnoge funkcije glutationa. Pri normalnim
fizioloSkim uslovima, vise od 98 % intracelularnog glutationa je u redukovanom stanju, dok je ostatak
prisutan u ¢eliji u vidu disulfidne forme GSSG, meSanih disulfida (uglavhom GSS-protein) i tioestara
(Wang 1 Ballatori, 1998). Oksidovani glutation u normalnim okolnostima ¢ini manje od 1 % ukupnog
glutationa, dok u stanju oksidativnog stresa dolazi do povecéanja koncentracije GSSG (Brigelius-Flohe,

1999). Odnos GSH i GSSG odrazava redoks status ¢elije od kojeg zavisi smer mnogih ¢Celijskih reakcija
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(Buonocore i sar., 2010). Ravnoteza GSH 1 GSSG u ¢eliji reguliSe odredene metabolicke puteve preko
aktivacije ili inaktivacije vaznih enzima koji poseduju funkcionalne SH grupe. Tako glutation koji je
prisutan u jedru odrZzava redoks status SH grupa proteina koji su neophodni za DNK reparaciju i
ekspresiju (Valko i sar., 2007).

Unutarcelijski sadrzaj glutationa zavisi od balansa izmedu njegovog koriS¢enja i sinteze.
Glutation je redukujuéi ekvivalent u redukciji H2O: i lipidnih hidroperoksida pod dejstvom
antioksidativnog enzima GPx i konjugujuci je molekul u reakciji sa enzimom faze II biotransformacije
GST koja olakSava ekskreciju ksenobiotika. Obe ove reakcije dovode do stvaranja oksidovane forme
glutationa (GSSG). Enzim GR konvertuje GSSG u GSH uz prisustvo redukovanog NADPH koji se
obezbeduje iz glukozomonofosfatnog ciklusa. Glukozo-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH) stvara NADPH,
molekul koji je esencijalan za funkcionisanje mnogih antioksidativnih enzima (Halliwell i Gutteridge,
1999; Almroth, 2008).

Pored aktivnosti enzima GR, koncentracija glutationa u celiji regulisana je i de novo sintezom,
koja se odigrava u citosolu svih ¢elija, dok je jetra glavno mesto biosinteze ovog jedinjenja (Wang i
Ballatori, 1998; Griffith, 1999).

De novo sinteza glutationa regulisana je nivoom y-GCS koja je prisutna u ¢eliji, dostupno$céu
supstrata i povrathom spregom glutationa na y-GCS. Intracelularni nivoi aminokiselina variraju s obzirom
na vrstu organizma i tkivo, ali nivo L-cisteina je konstantno nizi u odnosu na nivoe L-glutamata i glicina,
tako da je dostupnost L-cisteina osnovni ograni¢avaju¢i faktor za sintezu glutationa (Griffith, 1999).
Sinteza glutationa zahteva ATP, tako da i ovaj supstrat moze da bude jo§ jedan faktor ograniCenja.
Nedostatak glukoze povezan je sa niskim nivoom glutationa, jer ATP moZe ograniéiti sintezu glutationa
kada je narusen energetski metabolizam c¢elije (Papadopoulos i sar., 1997).

Eritrociti predstavljaju svojevrstan transportni sistem za glutation i njegove konjugate (Dass i sar.,
1992). U procesu konjugacije sa glutationom vrsi se ekskrecija konjugata u plazmu, odakle se ova
jedinjenja preko zuci ili urina izlu€uju u spoljasnju sredinu.

U bubregu se glutation aktivno i sintetiSe i sekretuje (Bellomo i sar., 1992). Pored bubrega, u
resintezi 1 meduorganskom protoku glutationa ucestvuju i pluca i epitel intestinalnog trakta. U uslovima
pokrenutog oksidativnog stresa, intenzivnija je ekskrecija glutationa iz jetre u perifernu krv, ¢ime se
obezbeduje dostupnost glutationa za druge organe (Cao i sar., 2005).

lako se glutation sintetiSe u celiji, njegova biodegradacija odigrava se van celije. Glutation
poseduje specifi¢nu y-karboksilnu peptidnu vezu izmedu glutamata i cisteina, koju moze da raskine samo
v- glutamiltranspeptidaza, koja se nalazi na spoljasnjoj povrSini membrane odredenih ¢elijskih tipova i to
uglavnom na apikalnoj povrsini epitelnih tkiva. Vezu izmedu cisteina i glicina raskidaju dipeptidaze, koje

se takode nalaze na spoljasnjoj povrsini Celijskih membrana. Produkti razgradnje, aminokiseline glutamat,
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glicin i cistein, mogu da se reapsorbuju u ¢eliju za ponovnu sintezu glutationa. Konjugate glutationa
metabolizuju isti degradativni enzimi koji metabolizuju glutation. Glutamat i glicin se reapsorbuju u
¢eliju, a cistein S-konjugati se intracelularno acetiluju do odgovaraju¢e merkapturne kiseline, a zatim se

ekskretuju iz organizma ili podleZu daljem metabolizmu (Wang i Ballatori, 1998).

14.2.2. Sulfhidrilne (SH) grupe

Svako organsko jedinjenje koje sadrZi SH grupu vezanu za ugljenik naziva se tiol (R-SH).
Funkcionalna SH grupa aminokiseline cistein ima najvazniju ulogu u Zivim sistemima. Osim
najzastupljenijeg niskomolekulskog tiola u ¢eliji, glutationa, veliki broj proteina sadrzi aminokiselinu
cistein koja zbog postojanja funkcionalne SH grupe moze da bude modifikovana kroz razlicite redoks
reakcije (Di Simplicio i sar, 2003).

Odredena reverzibilna modifikacija cisteina pod bioloskim uslovima dovodi do jedinstvenog
funkcionalnog odgovora proteina. Promena konformacije proteina moZe da dovede do promene enzimske
aktivnosti i aktivnosti transportera, da uti¢e na vezivanje liganada za receptore, a moze da izazove i
meduproteinske interakcije, protein-DNK interakcije i dovede do degradacije proteina (Sun i sar., 2012).
Svi aspekti Zivota zavise od redoks reakcija, jer veéina proteina sadrzi najmanje jednu ovakvu
aminokiselinu podloznu reverzibilnoj oksidaciji. Sulfhidrilne grupe proteina su molekularni okidaci
sposobni da obrade redoks signal u jedinstven funkcionalni odgovor (Kemp i sar., 2008).

Redoks modifikacija SH grupa proteina obuhvata razli¢ite reakcije, kao $to su nitrozilacija (S-
NO), hidroksilacija (S-OH), glutationilacija (S-SG) i formiranje proteinskih disulfida (S-S). Nitrozilacija
SH grupa igra vaznu ulogu u procesu prenosa signala sa povrsine ¢elije u intracelularne kompartmente,
kao Sto su jedro i mitohondrije. Hidroksilacija proteina moze da dovede do dalje oksidacije u Stetne
sulfinske (SO.H) i sulfonske (SOsH) kiseline. Glutationilacija predstavlja zaStitni mehanizam Koji
ucestvuje u prevenciji formiranja ovih kiselina, ali ima i regulatornu funkciju u aktivnosti proteina
(Kalinina i sar., 2010).

Mnogi proteini su aktivni kada su SH grupe koje su kljucne za njihovo funkcionisanje u
redukovanoj, tiolnoj formi, dok je za druge potrebno da budu u oksidovanoj, disulfidnoj formi. Tiol-
disulfidne promene su bidirekcione, tako da je njihova ravnoteza odredena celijskim redoks statusom
(Schafer i Buettner, 2001).

Redoks par GSH/GSSG ¢ini veliki pul redukujucih ekvivalenata u ¢eliji, pa se redoks stanje ovog
para koristi kao indikator redoks okruzenja Celije. Oksidovani glutation reaguje sa proteinima (R-SH) pri
¢emu nastaju protein-GSH meSani disulfidi (glutationilovani proteini, R-SSG), dok u slucaju reakcije sa
dve SH grupe proteina nastaju disulfidni mostovi, pri ¢emu su obe reakcije reverzibilne (Dickinson i
Forman, 2002).
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Nivo protein-GSH mesanih disulfida u ¢eliji iznosi oko 1 %, ali se u sluc¢aju oksidativnog stresa
taj nivo povecava. Smisao glutationilacije je zaStita cisteinskih rezidua od dalje oksidacije proteina.
Proteinska glutationilacija moZe da uti¢e 1 na enzimsku aktivnost, $to ukazuje na dodatnu regulatornu
ulogu ovog procesa (Netto i sar., 2007).

Pored glutationa, u regulaciju metabolizma SH grupa u ¢eliji ukljuceni su i tiolni proteini koji
funkcioniSu kao ditiol/disulfid oksido-reduktaze. Regulatorni enzimi koji imaju vaznu ulogu u redoks
kontroli i funkcionisanju bitnih SH grupa su tioredoksin, glutaredoksin i protein disulfid izomeraza.
Tioredoksin i glutaredoksin imaju ditiol/disulfid grupu u aktivnom centru, funkcioniSu kao disufid
reduktaze i katalizuju redukciju disulfidnih mostova ciljnih proteina kroz reakciju ditiol/disulfid razmene
(Pirazzini i sar., 2014).

Tioredoksin i glutaredoksin redukuju niz razli¢itih proteina u ¢eliji, pri ¢emu glutaredoksin moze
da katalizuje i redukciju protein-GSH meSanih disulfida (deglutationilacija proteina). Disulfidni
tioredoksin vra¢a se u aktivnu formu preko NADPH zavisnog enzima tioredoksin reduktaze, a
glutaredoksin se redukuje drugim molekulom glutationa (Janssen-Heininger i sar., 2008). Dok tioredoksin
i glutaredoksin redukuju SH grupe, protein disulfid izomeraza uglavnom stvara disulfidne mostove u
proteinu, takode kroz proces ditiol/disulfid razmene (Netto i sar., 2007). Kako odgovor ¢elije na stres
podrazumeva promenu u koncentraciji slobodnih SH grupa, ovaj parametar odreduje nivo oksidacije

proteina i drugih tiola u ¢eliji i predstavlja dobar biomarker oksidativnog stresa (Kovacevi¢ i sar., 1996)

I5. Oksidativna modifikacija biomolekula
15.1. Lipidna peroksidacija

Najizrazeniji negativni efekat delovanja SR je oksidacija viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
sadrzanih u ¢elijskim membranama, poznata kao LPO, tokom koje dolazi do ostec¢enja plazma membrane.
Krajnji proizvod LPO je malondialdehid (MDA), biohemijski marker stepena oksidativnog ostecenja
¢elijskih membrana (Ayala i sar., 2014).

Lipidi su estri viSih masnih kiselina i glicerola. To je heterogena grupa jedinjenja koja u
organizmu ima nekoliko vaZnih uloga: vaZan su izvor energije, konstituenti su membrana i nervog tkiva,
termicki su i elektriéni provodnici, itd. (Loewen, 2012).

Polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog dvosloja ¢éelijskih membrana predstavljaju glavne
ciljne molekule za RVK. Najreaktivniji SR kiseonika, OH*, zapocinje proces LPO koji se zatim nastavlja
nizom lancanih reakcija do formiranja lipidnih hidroperoksida i aldehida. Akumulacija hidroperoksida u
plazma membrani i membranama organela dovodi do promene fluidnosti membrane i tako utiCe na

aktivnost transmembranskih enzima, transportera, receptora i drugih membranskih proteina. Krajnji
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rezultat LPO je promena propustljivosti membrane, $to dovodi do narusavanja éelijskog metabolizma,
poremecaja homeostaze, odnosno do ¢éelijske smrti (Kruidenier i Verspaget, 2002).

U procesu oksidacije lipida, nezasi¢ene masne kiseline podlezu oksidativnom oStecenju, pri cemu
su SR inicijatori i terminatori procesa LPO (naro¢ito O,™) (McCord i Frinovich, 1969).

Proces LPO zapoc€inje preuzimanjem vodonikovog atoma nezasi¢ene masne kiseline lipida (LH)
od strane inicijatornog radikala (OH"), $to dovodi do nastanka lipidnog radikala (L*). On u reakciji sa O
prelazi u izrazito reaktivan lipidni peroksil radikal (LOO"), koji zatim preuzima vodonikov atom sa
susednog lipida i formira lipidni hidroperoksid (LOOH). Novonastali L* radikal interaguje sa drugim

susednim lipidom u lancanoj reakciji koja dovodi do akumulacije ostecenih lipida (Catala, 2006):

LH + OH" — L" + H;0
L+ 0, — LOO"
LOO" + LH — L" + LOOH

Produkt LPO (LOOH) u reakciji sa redukovanim metalima (Fe?*) dovodi do nastanka lipidnog
alkoksil radikala (LO"). On moze da interaguje sa drugim lipidom, pri ¢emu se formiraju L° i lipidni
aldehid (LOH). Takode, LOOH moZe da interaguje sa oksidovanim metalima (Fe®*") formiraju¢i LOO".

Novonastali lipidni radikali iniciraju dodatne lancane reakcije (Fagali i Catala, 2009):

Fe?* + LOOH — Fe*" + OH + LO"
LO'+LH— L+ LOH

Fe** + LOOH — Fe?* + LOO" + H*
LOO + LH — L+ LOOH

LOOH su nestabilni, razlaZzu se i formiraju veoma reaktivna aldehidna jedinjenja, koja su znatno
stabilnija od RVK i lako difunduju u ¢elijski medijum. Najpoznatiji toksi¢ni aldehidni produkti LPO su 4-
hidroksi-2-noneal (HNE) i MDA, koji se koristi kao biomarker LPO (Valko i sar., 2007; Buonocore i sar.,
2010).

15.2. Oksidativna modifikacija DNK

Reaktivne vrste kiseonika mogu da reaguju sa svim komponentama DNK molekula (purinske i
pirimidinske baze, dezoksiribozna osnova) i dovedu do razli¢itih oSte¢enja DNK (jednolancani i
dvolancani prekidi, modifikacija purinskih i pirimidinskih baza i dezoksiriboze, delecija, mutacija i

translokacija, unakrsna povezivanja u okviru jednog ili oba lanca DNK, kao i unakrsna povezivanja DNK
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i proteina). Jedno od o$te¢enja nastaje modifikacijom purinske baze guanozina i formiranjem 8-
hidroksiguanozina (8-OH-G), koji predstavlja biomarker oksidativnog stresa. Rezultat ovog procesa je
zamena guanozin-citozin (GC) baznog para u timin-adenin (TA) bazni par nakon dva replikaciona
ciklusa. Oste¢enja DNK pod dejstvom razli¢itih RVK sprec¢avaju indukciju transkripcije, dovode do
greSaka u replikaciji i genomske nestabilnosti, Sto predstavlja prvi korak u procesu mutageneze,

karcinogeneze i starenja (Halliwell i Gutteridge, 1999; Buonocore i sar., 2010).

15.3. Oksidativna modifikacija proteina

Proteini su vazni Celijski konstituenti i znacajni ciljni molekuli RVK. Relativno male strukturne
modifikacije proteina mogu da dovedu do znaajnih promena u njihovoj Celijskoj aktivnosti.
Aminokiselinske rezidue proteina razlikuju se po stepenu osetljivosti na RVK, a aminokiseline koje su
najosetljivije na oksidaciju su cistein i metionin (Buonocore i sar., 2010). Slicno LPO, OH" predstavlja
najreaktivniju RVK koji uzrokuje oksidativna ostecenja proteina. Proces oksidacije proteina najcesce
dovodi do nastanka novih funkcionalnih grupa, kao Sto su hidroksilne i karbonilne grupe (Kruidenier i
Verspaget, 2002). Karbonilacija proteina je ireverzibilan proces u kome nastaju proteinski karbonili koji
se koriste kao biomarkeri oksidativhog stresa (Valko i sar., 2007; Almroth, 2008). Sekundarni efekti
oksidacije proteina ukljucuju nastanak alkil, alkoksil i alkil-peroksil radikala, zatim fragmentaciju
polipeptidnog lanca, promenu naelektrisanja proteina, pove¢anu osetljivost na proteolizu, protein-protein
interakcije i agregaciju nastalih produkata (Scandalios, 2005). NaruSavanje tercijarne strukture i funkcije
razli¢itih proteina (promene u aktivnosti enzima, receptornih i transportnih proteina) mogu dovesti do

smrti éelije (Almroth, 2008).

16. Uloga SR u fizioloSkim i patofizioloskim mehanizmima

Slobodni radikali imaju sposobnost oStecenja gotovo svih biomolekula u ¢eliji, naruSavanja
medumolekulskih veza, poremecaja fluidnosti i propustljivosti celijske membrane. U reakcijama sa
drugim biomolekulima (proteinima, lipidima, nukleinskim kiselinama) dolazi do promena u strukturi i
funkciji ovih jedinjenja, koje rezultiraju oste¢enjem i smrcu celije (Akanmu i sar., 1991).

Oksidativni stres je rezultat metaboli¢kih procesa u kojima se koristi kiseonik i predstavlja
narusenu ravnotezu izmedu prooksidativnih i antioksidativnih reakcija. RVK mogu da interaguju sa
proteinima, lipidima i nukleinskim kiselinama i tako dovedu do o$tecenja ovih molekula i inhibicije
njihove funkcije. Okidaci oksidativnog stresa mogu biti nasledni ili indukovani genski defekti, faktori
zivotne sredine, kao i metabolicke fluktuacije (Andreyev i sar., 2005). Iako je kiseonik esencijalan za

aerobni Zivot, moZe se smatrati i veoma toksi¢nim (Scandalios, 2005).
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Oksidativni stres 1 produkti LPO ukljuceni su u patofiziologiju razli¢itih oboljenja, kao 1 u
mehanizam toksi¢nih dejstava mnogih ksenobiotika.

Pri niskim i umerenim koncentracijama, RVK imaju mnogobrojne fizioloSke uloge u ¢eliji, kao
§to su odbrana od infektivnih agenasa i uloga u funkcionisanju regulatornih mehanizama i intracelijskih
signalnih puteva (Slika 13). Reaktivne vrste kiseonika npr. imaju bitnu ulogu u sazrevanju spermatozoida i
aktivaciji njihove pokretljivosti, dok tokom razvoja embriona i fetusa uti¢u na aktivaciju kljucnih faktora
transkripcije, koji menjaju gensku ekspresiju tokom razvi¢a (Buonocore i sar., 2010).

Formiranje RVK u inflamatornim procesima dovodi do uniStavanja invazivnih patogena.
Povecano stvaranje RVK u fagocitima predstavlja odbranu od mikroorganizama. U interakciji sa
inflamatornim agensima (citokini, bakterijski produkti) dolazi do aktivacije NAD(P)H oksidaza u plazma
membrani neutrofila i makrofaga, §to dovodi do oslobadanja velike koli¢ine RVK. Formiranje O." u
fagocitima ima esencijalnu ulogu u zastiti organizma od bakterijskih infekcija. Medutim, prekomerno
stvaranje RVK tokom zapaljenskih procesa moze da dovede do oStecenja tkiva (Valko i sar., 2007;
Buonocore i sar., 2010).

Takode, RVK imaju vaznu ulogu u ¢elijskoj signalizaciji. Signalna transdukcija je proces koji
omogucéava prenos informacije iz Celijskog okruzenja do razli¢itih funkcionalnih elemenata u ¢eliji.
Okida¢i signalne transdukcije su ekstracelularni signali (hormoni, faktori rasta, citokini i
neurotransmiteri), koji dovode do aktivacije razli¢itih protein kinaza i odgovarajucih transkripcionih
faktora - NF-xB i AP-1. Regulacija ovih transkripcionih faktora je redoks zavisna. Transkripcioni faktori
indukuju ekspresiju odredenih gena, koji imaju ulogu u aktivaciji imunog sistema, ¢elijskoj proliferaciji,
diferencijaciji, reparaciji, apoptozi, kao i u AOS (Valko i sar., 2007). Signalni put u ¢eliji ¢esto ukljucuje
RVK kao signalne molekule intracelijske transdukcijske kaskade, tako da oni imaju vaznu fizioloSku
ulogu kao sekundarni glasnici u c¢eliji. Poznato je da pojedine RVK kontroliSu nivo respiratorne

ventilacije, relaksaciju muskulature, imunoloSku funkciju i odgovor na oksidativni stres (Droge, 2002).

17. Agmatin (AGM)

Agmatin (AGM) - (4-aminobutil)guanidin je biogeni amin koji nastaje dekarboksilacijom L-
arginina. Poznat je viSe od 100 godina, ali zbog mnogo kontroverzi, njegova biosinteza ostaje kod ljudi
nedovoljno poznata (Halaris i Plietz, 2003). Novi radovi pokazuju modulatorna dejstva AGM na brojne
molekule koji su ukljuceni u procese neurotransmisije, sintezu NO i metabolizam poliamina, Sto daje

oshovu za brojne terapijske intervencije (lizuka i sar., 2010; Keynan i sar, 2010).
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Slika 111. Agmatin

Albrecht Kossel je dobio Nobelovu nagradu kada je 1910. godine otkrio AGM, kao jedinjenje
koje se sintetiSe iz arginina preko enzima arginin dekarboksilaze (ADC), zbog Cega se naziva i
dekarboksilisani arginin (Kossel, 1910). U toku | svetskog rata, AGM je istraZivan kao potencijalni
netoksi¢ni antidijabetski aminoguanidinski analog u klini¢kim istrazivanjima, da bi do 1990. godine
biomedicinska istraZivanja na AGM bila zaista retka (Cameron, 1928). 1994. godine desilo se
revolucionarno otkri¢e endogenog AGM kod sisara, tako da su Li i kolege zanovili ovo polje istraZivanja
i doveli do novih otkri¢a u ovoj oblasti (Li i sar., 1994).

Godine 1995. prvi put su otkriveni neuroprotektivni efekti AGM (Gilad i sar., 1996). Potvrdena je
njegova uloga kao neurotransmitera, neuromodulatora i ko-transmitera (Reis i Regunathan, 2000). Veoma
brzo, otkrivene su citoprotektivne moguénosti AGM i u bubreznom i sréanom tkivu. Njegove
neuromodulatorne karakteristike potvrdene su kod dejstva opijata, psihijatrijskih oboljenja i kognitivnih
funkcija (Molderings i Haenisch, 2012; Uzbay i sar, 2013). Prva klini¢ka ispitivanja na ljudima 2010.
godine pokazala su da je oralna primena AGM bezbedna i efikasna kod neuropatskog bola (Keynan i sar.,
2010).

17.1. Regulacija metabolickih puteva AGM
Agmatin je u niskim koncentracijama (pM-nM) prisutan u mnogim organima. Najveéa
koncentracija AGM pronadena je u mozdanom tkivu. Pomenuto je ve¢ da se njegova sinteza odvija preko

enzima ADC koji je smeSten na spoljaSnjoj membrani mitohondrija (Reis i Regunathan, 2000). Klonirana
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humana ADC kodira protein od 460 amino kiselina koji pokazuje 48 % sli¢nosti sa ornitin
dekarboksilazom (ODC), ali nema ODC enzimsku aktivnost (Zhu i sar., 2004).

Agmatin se pakuje u sinapti¢ke vezikule neurona iz kojih se oslobada nakon depolarizacije
aksonskog terminala (Reisi Regunathan, 2000; Reis i sar., 1998). Efekti AGM u mozgu ukljucuju
antikonvulzivna (Su i sar., 2004; Riazi i sar., 2005), antineurotoksi¢na (Zhu i sar., 2006; Gilad i sar.,
2005; Wang i sar., 2006) i antidepresivna (Halaris i Piletz, 2003; Aricioglu i Regunathan, 2005) dejstva.

Biosinteza AGM preko dekarboksilacije arginina je u kompeticiji sa osnovnim putevima
metabolisanja arginina, koji ukljucuju ciklus ureje, sintezu poliamina i sintezu NO, kao i sintezu proteina
(Satriano, 2004).

Degradacija AGM vrsi se hidrolizom (reakcija je katalizovana agmatinazom) na ureju i putrescin,
koji je prekursor u biosintezi poliamina i y-aminobuterne kiseline (GABA) (Molderings i Haenisch,
2012). Metabolisanje AGM vrsi se uglavnom u perifernim tkivima putem oksidacije katalizovane
diamino oksidazom (DAO) u agmatin aldehid, koji se prevodi preko aldehid dehidrogenaze u
guanidinobutirat i sekretuje se preko bubrega (Lortie i sar., 1996).

Metabolic¢ki putevi koji su zavisni od dostupnosti arginina veoma su bitni u reakcijama ¢éelije na
razliCite stresne stimuluse, $to je od znacaja u patofizioloSkim uslovima kao $to su rast, inflamacija,
traumatski stres ili povreda (Satriano, 2004; Wu i sar., 2009). Oni mogu da naruSe dobro regulisani pul

arginina za razliite metabolicke puteve u ¢eliji (Satriano, 2004).

17.2. Agmatinergicka transmisija

Studije koje su koristile specifi¢no antitelo na AGM pokazale su njegovu regionalnu distribuciju i
potvrdile da glijalne, endokrine i endotelne celije u mozgu sadrze AGM (Wang i sar., 1995; Regunathan i
sar., 1996). Ovi podaci govore o novom "agmatinergickom transmisionom sistemu".

Koncentracija AGM u mozgu odgovara koncentraciji drugih neurotransmitera (Stanacevic i sar.,
2007).

Enzim ADC je lokalizovan uglavnom u astrocitima, §to obezbeduje skladistenje AGM (Tabor 1
Tabor, 1984).

Mehanizam delovanja AGM posredovan je njegovim:

1. Afinitetom za razliCite receptore koji deluju preko ligand-zavisnih kanala — ovi receptori
ukljucuju holinergicke nikotinske, serotonergicke 5-HT3z i NMDA receptorske kanale (Olmos i sar., 1999;
Askalany i sar., 2005; Molderings i sar., 1996), imidazolinskih receptora (Piletz i sar., 2003; Wu i sar.,
2005; Wu i sar., 2006) i ap-adrenergickih receptora (Piletz i sar., 1995);

2. Oslobadanjem kateholamina — AGM olakSava oslobadanje kateholamina iz medulocita srzi

nadbubrega, insulina iz pankreasnih B-Celija i gonadotropin-oslobadajuéeg hormona (LHRH) iz
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hipotalamusa in vitro i in vivo (Kalra i sar., 1995). Obrnuto, AGM inhibira oslobadanje noradrenalina iz
presinaptickih nervnih zavrSetaka i snizava ekstracelularne nivoe glutamata nakon o$teenja izazvanog
pentilentetrazolom u mozgu pacova (Feng i sar., 2005);

3. Modulatornim efekatima na NOS - raniji radovi ukazuju na malu inhibitornu aktivnost AGM na
NOS (Chabrier i sar., 1999), dok studije Demady i saradnika iz 2001. godine pokazuju da je AGM
ireverzibilni inaktivator nNOS (Demady i sar., 2001).

Potencijal modulatornog delovanja AGM znacajno se povecava zbog Cinjenice da AGM moze

istovremeno da aktiviSe razlicite klase receptora na jednom neuronu.

17.3. Terapijski efekti agmatina

Terapijski efekti AGM mogu se svrstati u nekoliko pravaca:

1. Neuroprotekcija— AGM smanjuje gubitak neurona izazvan ekscitotoksinima (Olmos i sar., 1999)
ili ishemijom (Feng i sar., 2002; Gilad i Gilad, 2000), Sto se objasnjava sposobnos¢u AGM da inhibira
iINOS, odnosno blokira NMDA receptore i/ili voltazno-zavisne Ca?* kanale;

2. Kontrola bola — u eksperimentalnim uslovima AGM ublaZava bol (Fairbanks i sar., 2000; Onal i
sar., 2003);

3. Modifikacija zavisnosti od opijata — u eksperimentalnim uslovima AGM kompletno prekida
zavisnost od morfina kod pacova (Wei i sar., 2005), dok kod miSeva pokazuje suprotne efekte (Tahsili-
Fahadan i sar., 2006). Takode, AGM uti¢e na slabljenje svih znakova apstitencijalnog sindroma 72 h
nakon davanja morfina kod pacova (Aricioglu-Kartal i Uzbay, 1997) i miSeva (Li i sar., 1999), pri ¢emu
nisu opisani bilo kakvi nezeljeni efekti ponaSanja kod ovih Zivotinja;

4. Bolesti povezane sa stresom — AGM je kori$¢en u eksperimentalnim studijama kao antidepresivni

(Zomkowski i sar., 2002) i anksioliti¢ki (Lavinsky i sar., 2003) agens.
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Il Radna hipoteza

Mehanizmi toksi¢nog delovanja hlorpromazina su jo$ uvek nedovoljno poznati, a 0 supstancama
koje bi eventualno ispoljile zastitu od njih zna se jo§ manje. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su
potencijalni protektivni efekti agmatina u zastiti od oksidativnog stresa izazvanog hlorpromazinom u
Wistar pacova kao eksperimentalnih Zivotinja. Stoga je bilo potrebno dokazati da se u osnovi toksi¢nih
efekata hlorpromazina nalazi oksidativni stres, a da su njihovi pokazatelji bili u korelaciji sa morfoloSkim
promenama tkiva jetre i mozga. U skladu sa tim ispitano je i da li davanje agmatina kod jednokratne i
visekratne primene visokih doza hlorpromazina utice na oksidativno oSte¢enje i antioksidativni sistem

zaStite organizma pacova.

Kod jednokratne i viSekratne primene toksi¢nih doza hlorpromazina u pacova moze se ocekivati

nagli poremecaj ravnoteze antioksidativnog sistema zastite. Stoga su postavljene sledece hipoteze:
1. Agmatin ¢e redukovati oksidativni stres nakon jednokratne i viSekratne intraperitonealne (i.p.)
primene toksi¢nih doza hlorpromazina u plazmi i tkivu jetre i selektivno osetljivim strukturama

mozga pacova (kori prednjeg mozga, strijatumu i hipokampusu);

2. Agmatin ¢e smanjiti fokalno nakupljanje makrofaga u pomenutim organima i dodatno spreciti

oStecenja izazvana ovim tipom reakcije organizma na hemijsku noksu.
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111 Ciljevi istraZivanja

U cilju rasvetljavanja mehanizama toksi¢nosti hlorpromazina, kao i potencijalno zastitnog efekta
agmatina kada se primeni neposredno nakon davanja hlorpromazina, a na osnovu izloZenih hipoteza,

ciljevi ovih istrazivanja bili su:

1. Da se izazove akutno i subakutno trovanje pacova soja Wistar i.p. primenom hlorpromazina;

2. Da se na osnovu promene oksido-reduktivnih parametara u plazmi, kao i tkivu jetre i mozga (kora
prednjeg mozga, strijatum, hipokampus) pacova proceni uklju¢enost slobodnih radikala u mehanizam
toksi¢nog delovanja hlorpromazina;

3. Da se izvrsi evaluacija protektivnog efekta agmatina pra¢enjem biohemijskih parametara izazvanih

oksidativnim stresom u plazmi i tkivu jetre i mozga pacova, kao i imunohistohemijskom analizom

istih organa.
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IV Materijal i metode
IV1. Eksperimentalne Zivotinje

U istrazivanje su bili ukljuceni odrasli muzjaci pacova Wistar soja, starosti 7 nedelja, prose¢ne
TM 250 grama. Zivotinje su odgajene na Farmi za uzgoj laboratorijskih Zivotinja VMA-Torlak, a zatim
su prebacene i1 Cuvane u vivarijumu Instituta za medicinska istrazivanja VMA. Tokom rada sa zivotinjama
postovani su Eticki principi rada na laboratorijskim zivotinjama Vojnomedicinske akademije u Beogradu,
koji striktno postuju pravila Direktive evropskog parlamenta o zastiti Zivotinja koriS¢enih za nau¢ne svrhe
2010/63/EU od 22.09.2010. god.

Zivotinje su Euvane u vivarijumu, na temperaturi 22 + 2 °C sa ciklusom svetlost/tama (12h/12h).
U svakom kavezu bilo je smeSteno po 5 Zivotinja pre, odnosno po 2 Zivotinje nakon primenjenog
odgovarajuceg tretmana. Sve zivotinje su tokom eksperimenta boravile pod jednakim uslovima, sa
slobodnim pristupom vodi iz plasti¢nih pojilica i hrani (LM2, hrana za pacove u peletiranom obliku,
Veterinarski zavod, Subotica). Raspored Zivotinja po eksperimentalnim grupama odredivan je metodom

slucajnog uzorka.

IVV2. Eksperimentalni protokol

Pre pocetka eksperimenta Zivotinje su bile 7 dana na prilagodavanju laboratorijskim uslovima u
vivarijumu Instituta za medicinska istrazivanja VMA. Kompletan eksperiment bio je podeljen u dva dela:
akutno i subakutno trovanje. KoriSéene doze HPZ (Largactil®, Galenika, Srbija) odredene su na osnovu
podataka iz literature (toksi¢na doza 38,7 mg/kg i.p. i subtoksi¢na doza 9,78 mg/kg i.p.) (Patel i sar.,
2013). Doza AGM (75 mg/kg i.p.) odredena je na osnovu prethodnih istraZivanja na drugim modelima,
koja su pokazala da ova doza ne izaziva promenu telesne mase i unos hrane kod pacova, niti bilo kakve

druge klinicki manifestne promene (Stevanovic i sar., 2013).

IV2.1. Akutno trovanje
U prvom delu eksperimenta zivotinje su primile jednokratno toksi¢nu dozu HPZ (38,7 mg/kg

i.p.). U ovaj deo bile su ukljucene sledece eksperimentalne grupe:

e 1. grupa: kontrola — Zivotinje su dobile fiziolo3ki rastvor (1 ml/kg i.p.) (n = 30);

e 2. grupa: grupa HPZ - Zivotinje su dobile HPZ, a neposredno nakon toga fizioloski rastvor (1 mi/kg
i.p.) (n = 30);

e 3. grupa: grupa HPZ+AGM - Zivotinje su dobile HPZ, a odmah zatim i AGM u dozi od 75 mg/kg i.p.
(n=30);

e 4. grupa: grupa AGM - Zivotinje su dobile fizioloki rastvor (1 ml/kg i.p.), a odmah nakon toga AGM
u dozi od 75 mg/kg i.p. (n = 30).
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Zivotinje su pre Zrtvovanja dekapitacijom anestezirane Pentobarbiton-natrijumom u dozi od 0,04
g/kg TM i.p. Od ukupnog broja svih Zivotinja, polovina iz svake eksperimentalne grupe (n = 15)

zrtvovana je nakon 24 ¢asa, dok su preostale Zivotinje Zrtvovane 48 sati nakon primenjenog tretmana.

IV2.2. Subakutno trovanje
U drugom delu eksperimenta Zzivotinje su viSekratno primile subtoksicnu dozu HPZ (9,78
mg/kg/dan i.p.) tokom 15 dana (subakutno trovanje). U ovaj deo ukljucene su sledece eksperimentalne
grupe:
¢ 1. grupa: kontrola - Zivotinje su dobile fizioloSki rastvor (1 ml/kg/dan i.p.) tokom 15 uzastopnih dana
(n=15);
e 2. grupa: grupa HPZ - Zivotinje su dobile HPZ, a neposredno nakon toga fizioloski rastvor (1
ml/kg/dan i.p.) tokom 15 uzastopnih dana (n = 15);
e 3. grupa: grupa HPZ+AGM - Zivotinje su dobile HPZ, a odmah zatim i AGM u dozi od 75
mg/kg/dan i.p. tokom 15 uzastopnih dana (n = 15);
e 4. grupa: grupa AGM - Zivotinje su dobile fizioloski rastvor (1 ml/kg i.p.), a odmah nakon toga AGM
u dozi od 75 mg/kg/dan i.p. tokom 15 uzastopnih dana (n = 15).
Zivotinje iz ovih grupa su 15 dana nakon zavrietka odgovarajuceg tretmana uvedene u anesteziju
(0,04 g/kg TM i.p. Pentobarbiton-natrijuma) i Zrtvovane dekapitacijom.
I u akutnom i subakutnom trovanju, Zivotinje su najpre uvedene u anesteziju, a odmah nakon toga
im je vadena krv (vena iliaca externa) i iz uzoraka pune Kkrvi pripremana plazma. Po 2-3 Zivotinje iz
svake eksperimentalne grupe perfundovano je sa 0,9 % fizioloSkim rastvorom tokom 5 minuta, Zrtvovano
dekapitacijom i tkivo jetre i mozga je dalje pripremano za imunohistohemijsku analizu. Preostale
Zivotinje iz svake eksperimentalne grupe (n = 7) su odmah Zrtvovane dekapitacijom i uzimani su
odgovaraju¢i organi (jetra i mozak) za merenje koncentracije leka, odnosno odredivanje parametara

oksidativnog stresa i AOS.

IV3. Odredivanje koncentracije hlorpromazina
Koncentracija HPZ odredivana je u jetri i mozgu Zivotinja primenom visoko efikasne tecne

hromatografije sa masenom detekcijom (HPLC MS/MS) (Heitzman, 1994).
IV3.1. Hemikalije i reagensi

U radu su kori§¢ene komercijalno dostupne hemikalije i reagensi: metanol, HPLC ¢istoce 1

amonijum acetat (Merck, Darmstat, Germany); glacijalna siréetna kiselina (Merck, Darmstat, Germany);

36


http://sh.wikipedia.org/w/index.php?title=Vena_iliaca_externa&action=edit&redlink=1

acetonitril HPLC ¢&isto¢e (J.T. Backer, Deventer, Netherlands); analiti¢ki standard HPZ (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, USA, kat. br. C8138).

1V3.2. Priprema uzoraka tkiva

Priprema tkiva za analizu radena je najpre usitnjavanjem jetre, odnosno mozga u Kiveti za
centrifugu (masa tkiva 1,0 g), zatim homogenizacijom na Ultra-Turraxu sa 4 mL kiselog acetonitrila,
prebacivanjem u ultrazvuénu kadu 5 minuta i centrifugiranjem 10 minuta na 3 500 obrtaja/min. U
supernatant je zatim dodato 6 mL 10 % rastvora NaCl. Precis¢avanje je radeno na oktadecilsilika
kolonicama (C-18), koje su aktivirane sa 5 mL metanola, pa zatim sa 5 mL vode u porcijama od po 1 mL.
Posle isticanja poslednje kapi vode sa kolonice, propusten je uzorak brzinom od oko 1 mL/min. Kroz
kolonice je zatim propusteno 1 mL 0,01 M sumporne kiseline, a zatim su kolonice osuSene propustanjem
2 mL vazduha. Eluiran je HPZ sa 6 mL smeSe kiseli acetonitril : metanol = 50 : 50. Uparen je eluat do

suva na azotnom uparivacu, a suvi ostatak rastvoren u 1 mL smeSe kiseli acetonitril : metanol = 50 : 50.

1V3.3. Metoda HPLC MS/MS

Metoda je radena na HPLC MS/MS inoproizvodaca Waters sa pumpom acquity i
triplkvadropolnim detektorom (TQD). Hromatografski uslovi za HPLC MS/MS bili su sledeéi:
predkolona i kolona reverzno fazna C-18; 2,1 x 100 mm; 3,5 um; temperatura 35 °C, mobilna faza A- 0,1
% HCOOH u vodi : B-metanol. Gradijent: 0 min - 5 min 95 % A, 5 min - 6 min 30 % A, 6 min — 7 min 0
% A, 7 min-13 min 95 % A, a protok mobilne faze je bio 0,4 mL/min. Maseni detektor u pozitivnom ESI
modu: protonizovani molekulski jon: m/z 319,3 — 86, 319,3 — 245,9 za HPZ. Napon na kapilari iznosio
je 3,5kV.

1V3.4 Priprema uzoraka analitickih standarda za kalibracionu krivu i uzoraka za kontrolu kvaliteta
(validacija)

Osnovni rastvor HPZ pripremljen je u metanolu, u koncentraciji 1 g/L. Radni rastvori standarda
dobijeni su razblaZivanjem oshovnog standarda u mobilnoj fazi.

Kalibracione krive HPZ dobijene su izra¢unavanjem faktora iz odnosa povrsina hromatografskih
pikova. Jednacine prave izraCunate su primenom linearne regresione analize.

IzraCunavanje koncentracije HPZ radeno je na osnovu jednaCine kalibracione krive koja je
dobijena nakon analize uzoraka tkiva jetre i mozga opterecenih standardnim rastvorom HPZ i internog

standarda acepromazina (Slika 1V1).
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Slika IV1. Kalibraciona kriva za HPZ

IV4. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u plazmi i
homogenatima tkiva

Za procenu LPO pri akutnom i subakutnom trovanju HPZ odredivana je koncentracija TBARS,
dok je za pracenje uloge NO u ispoljavanju toksi¢nih efekata HPZ, merena nitrata i nitrita (NO2+NOs3) u
plazmi 1 homogenatima tkiva jetre i mozga. Takode, u plazmi je odredivan i sadrzaj ukupnih SH grupa,
dok je u homogenatima tkiva merena koncentracija ukupnog glutationa. Pored toga, u homogenatima
tkiva odredivana je i proizvodnja O.", kao i aktivnost enzimskih antioksidanata - superoksid dizmutaze
(SOD), katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR).

1V4.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa u plazmi

Nakon akutnog i subakutnog trovanja, Zivotinje su najpre uvedene u anesteziju, a odmah zatim im
je vadena krv (vena iliaca externa) i iz uzoraka pune krvi pripremana plazma za odgovarajuce analize. U
odgovarajuce epruvete sa 100 uL 0,005 mol/L EDTA i 50 puL heparina uzeto je 5 mL Kkrvi i centrifugirano
15 minuta na 3000 obrtaja/minuti.

1V4.1.1. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina (TBA)-reagujucih supstanci (TBARS) u plazmi
Reakcija malondialdehida (MDA) sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) u plazmi dovodi do
stvaranja kompleksnih jedinjenja bledozute boje Ciji se intenzitet meri spektrofotometrijski (Girotti i sar.,
1991).
Reakciona smeSa TBA reagensa sastojala se od 15 % trihlorsiréetne kiseline, 0,375 %
tiobarbiturne kiseline i 0,25 mol/L hlorovodoni¢ne kiseline. Prvo je 200 pL uzorka i 400 pL TBA

reagensa zagrevano na 95 °C tokom 5 minuta, a onda su nakon hladenja uzorci centrifugirani 1 minut na
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3000 x g. Po 300 uL supernatanta razliveno je u plocu i pri mernoj talasnoj duzini od 492 nm i referentnoj
talasnoj duZini od 650 nm na ELISA spektrofotometru oéitana je vrednost apsorbancije. Koncentracija

TBARS izraZavana je u umol MDA/L plazme.

IV4.1.2. Odredivanje sadrZaja nitrata i nitrita (NO,+NO3) u plazmi

Nitrati i nitriti nastaju oksidacijom endogeno stvorenog azot monoksida, tako da se njihova
koncentracija u fizioloSkim tecnostima uzima kao indikator stvaranja NO. Najcesce koris¢ena metoda za
odredivanje koncentracije NO.+NOs3 je metoda kojom Griss-ov reagens sa nitritima stvara purpurnu azo
boju, pa je moguée na osnovu intenziteta stvorene boje, spektrofotometrijski odrediti koncentraciju nitrita.
Posto Griss-ov reagens ne reaguje sa nitratima, a kako su oni u bioloskim te¢nostima kvantitativno
dominantniji u odnosu na nitrite, neophodno je nitrate elementarnim kadmijumom redukovati do nitrita
(Navarro-Gonzélvez, 1998).

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije NO.+NOs koristi se reakcija izmedu sulfanilne
kiseline (Griess I reagens) i nitritnog jona u jako kiseloj sredini, pri ¢emu ovako stvoreno diazonijum-
jedinjenje reaguje pri pH 2,0-2,5 sa oa-naftilaminom (Griess Il reagens) stvaraju¢i azo-jedinjenje
crvenkasto ljubicaste boje, Cija je apsorbancija merena na 492 nm.

Deproteinizacija uzoraka plazme vrSena je dodavanjem 300 uL uzorka u epruvete za
centrifugiranje, zatim 260 pL ZnSOs (75 mM/L) i 360 uL NaOH (55 mmol/L). Nakon 10 minuta
zavrSena je precipitacija proteina, pa su uzorci centrifugirani 15 minuta na 8 000 obrtaja/min. Granulirani
elementarni kadmijum (veli¢ine od 100 mesh-a) ¢uvan je u 0,1 mol rastvoru sulfatne kiseline gde je
zaSticen 1 stabilan najmanje devet meseci. Granule kadmijuma aktivirane su u 5 mmol/L rastvoru CuSO4
u glicin-NaOH puferu (15 g glicina rastvoreno u 600 mL dejonizovane vode, pH 9,7) u toku 5 minuta,
tako da je plava boja kompleksnog jedinjenja bakra postepeno izgubila na intenzitetu. Reakcija redukcije
nitrata elementarnim kadmijumom izvodena je u epruvetama sa ravnim dnom zapremine 10 mL.

Nakon centrifugiranja uzeto je 300 pL supernatanta i dodato 105 pL glicin-NaOH pufera. U slepu
probu je umesto uzorka dodato 300 pL dejonizovane vode. Radni standardi nitrata dobijeni su
razblazivanjem osnovnog 0,1 mol rastvora NaNOs, koji je pripremljen rastvaranjem odgovarajuce
koli¢ine soli u 10 mmol/L rastvoru natrijum tetraborata Na;B4O7, koncentracije 10 mmol/L. Rastvor
nitrata (0,1 mol) stabilan je najmanje devet meseci na sobnoj temperaturi, dok se radni standardi dobijeni
razblaZzenjem osnovnog standarda moraju spravljati svakodnevno. U sve analize su dodate po 2 aktivirane
granule kadmijuma, koje su za 15 minuta na sobnoj temperaturi izvrSile redukcija nitrata. Zatim je iz
svake epruvete uzeto po 100 pL rastvora i preneto na ploce ELISA spektrofotometra. Radi izvodenja
bojene reakcije, svakoj probi dodato je po 100 pL Griess | (0,346 mol/L sulfanilne kiseline) i 100 uL

Griess 11 (2,1 mmol/L o-naftilamina) reagensa. Nakon 30 minuta je pri mernoj talasnoj duzini od 492 nm i
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referentnoj talasnoj duzini od 650 nm na ELISA spektrofotometru ocitana vrednost apsorbancije
standarda i uzoraka prema slepoj probi. Konstruisana je standardna kriva i iz jednacine dobijene

kalibracione krive izracunat je sadrzaj NO2+NOs u uzorku, koji je izrazen u umol/L plazme.

1V4.1.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih sulfhidrilnih (SH) grupa u plazmi

Ukupni sadrZaj SH grupa u plazmi odredivan je Elmanovom metodom i analiza je uradena u roku
od dva dana nakon uzimanja Krvi Zivotinjama, jer se uzorci plazme mogu Cuvati najvise 15 dana na
temperaturi od —80 °C (Ellman, 1959). Takode, odmrzuta plazma je centrifugirana neposredno pre analize
radi precipitacije lipidnih agregata ili agregata tiol siromasnih lipoproteina.

Ova metoda zasniva se na reakciji 2,2-dinitro-5,5-ditio-benzoeve kiseline (DTNB) sa alifati¢énim
tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini pri pH 9,0, pri ¢emu se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona po
jednom molu tiola. Posto je ovaj anjon u baznoj sredini jako Zuto obojen, merenje njegove apsorbancije
vréeno je na 412 nm. U 0,05 mL uzorka dodato je 0,9 mL pufera (0,2 mol/L K;HPO., 2 mmol/L EDTA,
pH 9,0) i 0,02 mL DTNB (0,01 mol/L DTNB rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera, pH 7,0). U slepu
probu je u 0,95 mL pufera dodato 0,02 mL DTNB. Uzorci su nakon me8anja na vorteksu inkubirani 25
minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je apsorbancija ¢itana na 412 nm prema slepoj probi. Koncentracija
ukupnog sadrzaja SH grupa u plazmi izracunata je preko molarnog ekstinkcionog koeficijenta p-
nitrofenola na 412 nm, koji za date uslove ima vrednost od 13 600 L x mol? x cm™. Koncentracija

ukupnih SH grupa izraZena je u UM SH/L plazme.

1IV4.2. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u homogenatima tkiva jetre
i mozga (kora prednjeg mozga, strijatum, hipokampus)
IV4.2.1. Priprema homogenata tkiva

Odmah nakon uvodenja u anesteziju, Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom i tkivo jetre i mozga
zamrzavano je u tecnom azotu i ostavljeno na —70°C za dalju analizu. Nakon nepotpunog odmrzavanja
najpre je izdvajan deo jetre, a zatim je izvaden i mozak, uklanjane su meke mozdanice, mozdano stablo i
mali mozak i brzim postupkom na ledu (0-4 °C) izdvajane su strukture:

e Kkora prednjeg mozga

o strijatum

e hipokampus.

Priprema tkiva jetre i selektivno osetljivih struktura mozga za analize vrSena je homogenizacijom
(Schuett-biotec) na ledu, u hladnom puferizovanom saharoznom medijumu, u staklenom homogenizeru sa
teflonskim tuckom na 800 obrtaja/min. Nakon 2 uzastopna centrifugiranja (Beckman J-21, rotor J-20) na

1000 g, u trajanju od 15 minuta na +4 °C, odvojeni supernatant je sonifikovan (MSE, P631555) radi

40



liziranja membrana subcelularnih struktura i predstavlja nepre¢i§¢enu mitohondrijalnu frakciju (Gurd i

sar., 1974). Dobijeni supernatant ¢uvan je na —70 °C za dalje odredivanje parametara oksidativnog stresa i

AOS.

1V4.2.2. Odredivanje koncentracije proteina u homogenatima tkiva

Parametri oksidativnog stresa, kao i AQS, izraZzavani su na mg proteina, tako da je pre svih
merenja u homogenatima tkiva najpre odreden sadrzaj proteina metodom po Lowryju (Lowry i sar.,
1951). Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza i jona bakra u alkalnoj sredini i reakciji
fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa sa aromati¢nim amino kiselinama (tirozin i triptofan) u
polipeptidnim lancima. Kao standard kori$¢en je kristalizovani serumski albumin goveceta. U reakciji
nastaje kompleksno jedinjenje plave boje, ¢iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji proteina. Prvo je
10 pl uzorka i do 1 mL reakcione sme3e: 2 ml 0,5 % CuSO, i do 100 mL Stock Lowry reagensa (10 g
Na,COs, 10 mL 5 mol/L NaOH, 100 mg K-Na tartarata i H,O do 500 mL) inkubirano 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Slepa proba (1 mL reakcione smese) i standardi (10, 20, 30, 40, 50 uL BSA - bovini
serum albumin, poznate koncentracija proteina 1 mg/mL, uz dodatak reakcione smeSe do 1 mL) su takode
10 minuta inkubirani na sobnoj temperaturi. Zatim je u sve analize (uzorci, slepa proba, standardi) dodato
po 100 uL Follin-reagensa i ponovo je vrSena inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi. Intenzitet
plave boje meren je spektrofotometrijski na 575 nm. Koncentracija proteina u uzorku izrazavana se u

pg/mL homogenata tkiva.

1V4.2.3. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina (TBA)-reagujucih supstanci (TBARS) U
homogenatima tkiva

Malondialdehid (MDA) reaguje sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) u homogenatima tkiva
stvarajuc¢i obojeni kompleks jako Zzute boje €iji se intenzitet meri spektrofotometrijski na 492-650 nm
(Girotti i sar., 1991).

Reakcionu smeSu TBA reagensa ¢ine 15 % trihlorsir¢etna kiselina, 0,375 % tiobarbiturna kiselina
i 0,25 mol/L hlorovodoniéne kiseline. 200 puL homogenata i 400 uL TBA reagensa zagrevano je na 95 °C
tokom 5 minuta, ohladeno i centrifugirano 1 minut na 3000 x g, nakon ¢ega je po 300 uL supernatanta
razliveno u plocu. Vrednost apsorbancije o¢itana je na ELISA spektrofotometru pri mernoj talasnoj duZini
od 492 nm i referentnoj talasnoj duzini od 650 nm. Koncentracija TBARS izraZzena je u nmol MDA/mg

proteina.
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IV4.2.4. Odredivanje sadrzaja nitrata i nitrita (NO.+NO3) u homogenatima tkiva

Kao i u plazmi, koncentracija NO.+NO; je u homogenatima tkiva odredivana Griessovom
metodom po proceduri Navarro-Gonzalvez (1998). Posto Griessov reagens ne reaguje sa nitratima,
neophodno je pre kolorimetrijske reakcije, nitrate redukovati do nitrita.

Griess | reagens (sulfanilna kiselina) i nitritni jon u jako kiseloj sredini stvaraju diazonijum-
jedinjenje, koje reaguje sa Griess Il reagensom (o-naftilamin) pri pH 2,0-2,5 formirajuéi azo-jedinjenje
crvenkasto ljubicaste boje, ¢ija je izmerena apsorbancija na 492 nm koriS¢ena za spektrofotometrijsko
odredivanje koncentracije NO>+NOs u homogenatima tkiva.

Homogenati tkiva su deproteinizovani dodavanjem 75 mM/L ZnSO. u zapremini od 29 pL i
96,25 mmol/L NaOH u zapremini od 35 pL u 300 pL uzorka. Nakon 10 minuta zavrsena je precipitacija
proteina, a uzorci su centrifugirani 15 minuta na 8 000 obrtaja/min. Granule kadmijuma su aktivirane
drZzanjem par minuta u 5 mmol/L rastvoru CuSOs u glicin-NaOH puferu, dok plava boja bakra nije
postepeno izbledela. U sve analize: 1. Slepa proba (150 puL vode + 27 pL glicin-NaOH pufera), 2.
Standardi (5-50 umol/L NaNOsz u 10 mmol/L Naz;B.O7 + voda do 150 uL + 27 L glicin-NaOH pufera),
3. Uzorci (150 pL supernatanta + 27 pL glicin-NaOH pufera) dodata je po jedna aktivirana granula
kadmijuma i sve je ostavljeno 15 minuta na sobnoj temperaturi, da bi se efikasno izvrSila redukcija
nitrata. Zatim je iz svake epruvete uzeto po 100 pL rastvora i preneto na ploce ELISA spektrofotometra,
nakon Cega je svakoj probi dodato po 100 puL 0,346 mol/L sulfanilne kiseline (Griess 1) i 100 pL 2,1
mmol/L o-naftilamina (Griess Il) i posle 30 minuta je pri talasnoj duZzini od 492/650 nm na ELISA
spektrofotometru oéitana vrednost apsorbancije standarda i uzoraka prema slepoj probi. Konstruisana je
standardna kriva i iz jednaéine dobijene kalibracione krive izraCunata je koncentracija NO2+NO; u

uzorku, koji je izrazena u nmol/mg proteina.

1V4.2.5. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa
Za odredivanje koncentracije ukupnog glutationa koris¢ena je DTNB-GSSG recikliraju¢a metoda
koja je veoma senzitivna za odredivanje ukupnog glutationa (GSH + 1/2GSSG, u GSH ekvivalentima),

jer kombinuje kolorimetrijsku reakciju DTNB sa specificno$¢u GR, prema slede¢im reakcijama:

2GSH + DTNB — GSSG + 2TNB

GR
GSSG + NADPH + H' —» 2GSH + NADP™*

Nivo stvaranja 5-tio-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (TNB), koji je proporcionalan ukupnoj

koncentraciji glutationa, prati se spektrofotometrijski na 412 nm tokom 6 min (Anderson, 1986).
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U reakcionu smesu koja se sastoji od 700 L radnog pufera (211 x 10° g NADH u 0,143 mol Na-
fosfatnom puferu, pH 7,5, 6,3 mmol EDTA), 100 uL DTNB (6 mmol u 0,143 mol Na-fosfatnom puferu,
pH 7,5, 6,3 mmol EDTA) i 175 uL vode, dodato je 25 uL uzorka. Reakcija je zapoceta dodavanjem 10
ML GR (266 1J/mL 0,143 mol Na-fosfatnog pufera, pH 7,5, 6,3 mmol EDTA). Kao standard kori$¢en je
GSSG (50 mmol GSSG), od koga su pravljena odgovarajuca razblazenja. Uradena je standardna kriva u
rasponu od 0,2-1 nmol/25 x 10° mL (8-40 nmol/mL). U datom opsegu koncentracija ostvarena je
linearnost standardne krive, a na osnovu jednacdine te prave izraCunat je sadrzaj ukupnog glutationa.

Ukupni glutation izraZzavan je u nmol/mg proteina.

IV4.2.6. Stvaranje superoksidnog anjon radikala (O2")
Redukcija nitroblu tetrazolijuma (NBT) do nitroblu-formazana koristi se kao mera stvaranja O,"
u hemijskim i biolodkim sistemima (Auclair i sar., 1985).
Redukcija NBTa odvija se u dva koraka:
= kao nepotpuna redukcija do monoformazana:

NBT + O, + 2H* —» O, + monoformazan

= kao kompletna redukcija NBT-hlorida do diformazana:
NBT* + 2CI" + 4e” + 4H* — diformazan + 2HCI

U oksidovanoj formi NBT je Zuta supstanca rastvorljiva u vodi, dok je njegova redukcija u
diformazan pracena promenom u intenzivnu plavu boju i smanjenjem rastvorljivosti. U puferizovanom
vodenom rastvoru bliskom neutralnom pH, molarni ekstinkcioni koeficijent pri talasnoj duzini od 550 nm
iznosi za monoformazan 15 000 M*cm™, a za diformazan 30 000 M-tcm*. U vodenim rastvorima reakcije
koje stvaraju O, dovode do nepotpune redukcije NBT do monoformazana.

O™ - zavisna redukcija NBT odvija se do monoformazana. Reakciona smeSa je sadrZala 1 mmol
NBT (rastvorenog u 0,05 mol fosfatnom puferu, pH 8,6 sa 0,1 mmol EDTA) i 0,1 mg/mL Zelatina, koji
NBT-formazan odrZava u rastvoru. Rastvor NBT je jedan sat bio izloZen dejstvu azota pod pritiskom, Sto
je imalo za cilj da smanji napon kiseonika u medijumu. Reakcija je otpoé¢injala dodavanjem 0,05 mL
uzorka u 1 mL reakcione smese, a promena ekstinkcije prac¢ena je u toku 5 minuta na talasnoj duzini 550

nm. Stvaranje O™ izraZzavano je kao pmol redukovanog NBT/min/mg proteina.
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1V4.2.7. Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD)

Aktivnost ukupne SOD u homogenatima tkiva zashiva se na sposobnosti SOD da inhibira
spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na pH 10,2. Enzim SOD Kkatalizuje reakciju
neutralisanja O2™:

02" + 0" + 2H" — H,0; + O,

i na taj nacin uklanja O™ ¢ime inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina.

Aktivnost ukupne SOD odredivana je kineticki, kao promena apsorbancije u vremenu (10 minuta)
na talasnoj duzini od 480 nm (Sun i Zigman, 1978). Reakciona sme$a za odredivanje aktivnosti ukupne
SOD sadrzala je 50 pL uzorka (za slepu probu uzimano je 50 uL vode), 2,85 mL Na-bikarbonatnog
pufera (50 mmol/L Na-bikarbonatni puffer pH 10,2 sa 1 mmol/L EDTA) i 100 pL adrenalina. Reakcija je
pracena kineticki i otpocinjala je dodavanjem adrenalina, kada je reakciona smeSa inkubirana 6 minuta na
25 °C, a promena apsorbancije Citana je na 480 nm u vremenskom rasponu od 5-8 minuta, tj. periodu u
kome je reakcija linearna. Jedinica aktivnosti SOD definiSe se kao koli¢ina enzima koja dovodi do 50 %
inhibicije autooksidacije adrenalina u linearnom delu promene apsorbance u minuti. Aktivnost ukupne

SOD u ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

IV4.2.8. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost CAT odredivana je spektrofotometrijskom metodom. Amonijum molibdat formira Zuti
kompleks sa H,O; i pogodan je za merenje kako serumskih, tako i aktivnosti CAT u tkivu (Goth, 1991).
0,1 mL uzorka je najpre inkubirano 1 minut sa 0,5 mL 65 uM H,O, u Na-K fosfathom puferu, pH 7,2.
Kontrolna reakcija je pripremljena sa 0,1 mL Na-K fosfatnog pufera, pH 7,2 i 0,5 mL 65 pM H0..
Reakcija je zaustavljena dodavanjem 0,5 mL 32,4 mmol amonijum molibdata u uzorke i kontrole.
Absorbanca izmedu zuckastog molibdata i H,O, kompleksa u odnosu na blank cita se na 405 nm. Jedinica
aktivnosti CAT definiSe se kao broj pmolova H,O; redukovanih u minuti (umol H2O2/min). Aktivnost

0vOog enzima u ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

1V4.2.9. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx)

Ransel kit za odredivanje GPx (Randox Laboratories Ltd.) koriS¢en je za indirektno merenje
aktivnosti GPx (Randox, 1996). Princip metode zasniva se na redukciji organskih peroksida, pri ¢emu se
stvara GSSG preko citoplazmatske GPx, koji se vrac¢a u redukovano stanje sa iskori§¢avanjem NADPH u
reakciji koju katalizuje enzim GR. Oksidacija NADPH u NADP* povezana je sa promenom, odnosno
smanjenjem apsorbancije na 340 nm, $to se odreduje spektrofotometrijski i predstavlja meru aktivnosti

GPx u vezanoj reakciji u kojoj ucestvuje i GR. Jedinica enzimske aktivnosti GPx definiSe se kao broj
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pmolova oksidovanog NADPH u minuti (umol NADPH/min), a aktivnost GPx u ispitivanim uzorcima

izraZena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

1V4.2.10. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GR)

Princip metode za odredivanje aktivnosti GR zasniva se na sposobnosti GR da katalizuje reakciju
redukcije GSSG u GSH uz oksidaciju koenzima NADPH do NADP*. U 0,2 mL 1 mM NADH u 200 mM
Tris Hepes puferu, pH 7,2 sa 1 mM EGTA dodato je 0,03 mL uzorka i 0,03 mL 4 mM GSSG. Sve je
inkubirano 15 minuta na 37 °C, a zatim je dodato 0,1 mL 0,1 M HCI i 1 mL 6 M NAOH i samo u
kontrolu 0,03 mL 4 mM GSSG. Od ukupne zapremine, 0,3 mL je razliveno u plocu i ¢itano na
fluorimetru na AEx-360 nm, AEm-460 nm. Fluorescencija ili fosforescencija je apsorpcija svetlosti od
strane molekula u jednom delu spektra, koja je pracena emitovanjem svetlosti u opsegu vecih talasnih
duzina (manjih energija) (Freifelder, 1976). Fluorimetrijski metod je u mnogim slu¢ajevima osetljiviji i
ima niz prednosti u odnosu nad spektrofotometrijskim, izmedu ostalog i $to je za registrovanje parametara
fluoroscencije potrebna manja koli¢ina supstance. PosSto flavinska jedinjenja jako fluoresciraju u
oksidovanom obliku, a gube fluorescenciju u redukovanom obliku, dok NAD i NADP ne fluoresciraju u
oksidovanom obliku, ali imaju plavu fluorescenciju u redukovanom obliku, ovaj osetljivi metod se moZze
koristiti za praé¢enje toka enzimskih oksidoredukcionih reakcija. Kao standard u reakciji koris¢en je 100
mmol NAD*, od koga su pravljena odgovarajuca razblazenja. Jedinica aktivnosti enzima GR definiSe se
kao broj umolova oksidovanog NADPH u minuti (umol NADPH). Aktivnost ovog enzima u ispitivanim

uzorcima predstavljena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

IV5. Imunohistohemijske analize

S obzirom da promene koje se javljaju kod primene HPZ dovode do aktivacije makrofaga, kao i
do reaktivne astroglioze, to ukazuje da histoloSka demonstracija njihove aktivacije mozZe posluZiti kao
veoma osetljiv bioloski marker. Imunoreaktivnost makrofaga, astrocita, mikroglije i brojnih
citoplazmatskih proteina zasniva se na njihovom imunohistohemijskom markiranju specificnim
antitelima. U naSem istraZivanju, upotreba odredenih antitela za imunohistohemijsku karakterizaciju
makrofaga i astrocita, imala je za cilj da ispita dodatno Sirenje oSte¢enja Celije na modelu akutnog i
subakutnog trovanja HPZ.

U istrazivanju su iz svake eksperimentalne grupe po 2-3 Zivotinje najpre perfundovane sa 0.9 %
fizioloSkim rastvorom u zapremini od 50 mL i trajanju od 5 minuta, a zatim Zrtvovane dekapitacijom.
Organi (jetra i mozak) su najpre uronjeni u 4 % PFA i dalje u cilju krioprotekcije prosli kroz seriju
rastvora saharoze, koncentracija 10 % - 30 % (30 % saharoza: 30 g saharoze u 100 mL 0,2 mol fosfatnog
pufera pH 7,4, koji je napravljen u odnosu 4 (0,2 mol NaH:PO4 x H,0) : 1 (0,2 mol Na;HPO, x 2H,0).

45



Tkiva su zatim drZzana u izopentanu par minuta i zamrznuta na —70 °C do dalje imunohistohemijske
analize (Dalmau i sar., 2003). Od imunohistohemijskih tehnika kori$¢ena je metoda imunoperoksidaze,
koja u naSem istrazivanju uz upotrebu odredenih antitela za imunohistohemijsku karakterizaciju
makrofaga, odnosno astroglije, moZe ukazati da histoloSka demonstracija njihove aktivacije moZe
posluZiti kao veoma osetljiv bioloki marker.

Kriostatski preseci tkiva pravljeni su na klasicnom kriotomu (Leica CM 1850) na temperaturi od
—23 °C, debljine 20 um. Nakon suSenja na sobnoj temperaturi, mikroskopske plocice ¢uvane su na —20 °C
do testiranja.

U naSem istrazivanju primenjeno je imunohistohemijsko markiranje specificnim misjim
monoklonskim ED1, anti-CD68 antitelom (razblaZzenje 1:100, Abcam, Cambridge, UK) koje prepoznaje
antigen prikazan na membrani lizozoma makrofaga (Kawai i sar. 1998) i ze¢jim poliklonskim antitelom
koje markira GFAP (razblazenje 1:500, Dako, Denmark), koji je specifi¢ni marker astrocita (Stevanovic i
sar., 2013).

Kriostatski preseci pacovskih tkiva su nakon odmrzavanja ispirani po 5 minuta u ¢esmenskoj vodi
i u TBS puferu (0,5 mol TRIS, 1,5 mol NaCl, pH 7,6), nakon ¢ega su inkubirani 20 minuta sa
inaktivisanim normalnim serumom magarca. Plocice sa tkivnim presecima su zatim ostavljene 15 minuta
u rastvoru metanola sa 1 % H,O; (blokiranje endogene peroksidazne reakcije), da bi se nakon ispiranja 5
minuta u TBS, narednih 60 minuta inkubirali sa primarnim antitelima u vlaznoj komori, na sobnoj
temperaturi ili preko no¢i na +4 °C. Ovo vreme je bilo potrebno da bi se antitelo vezalo za antigen na
povrsini ili u citoplazmi celije. Nakon ispiranja u TBS, plocice sa tkivnim presecima su inkubirane
sekundarnim antitelom (amisji Ig HRP ili aze¢iji HRP) konjugovanim peroksidazom u razblaZenju
1:250. RazblaZenje je radeno u TBS sa dodatkom 2 % normalnog magarec¢eg seruma (NDS). Inkubacija je
trajala 30 minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori, nakon ¢ega su ploCice ponovo isprane u TBS.
Radi vizualizacije peroksidazne reakcije nanoSen je supstrat (3'3 diaminobenzidin - DAB i 0,01 % H,O, u
TBS) i inkubiran 10 minuta. Preseci su isprani 5 minuta u dejonizovanoj vodi i blago kontrastirani u
hematoksilinu, nakon ¢ega su montirani Kajzerovim glicerinsko-Zelatinskim gelom. Histolo3ka analiza je

vrena na svetlosnom mikroskopu.

IV6. Odredivanje ekspresije proteina - Western blot analiza
IVe6.1. 1zolovanje tkiva i odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Tkiva jetre i mozga (kora prednjeg mozga, strijatum i hipokampus) homogenizovana su u 10
zapremina vruceg (60 °C) 1 % SDS-a sa 20 zaveslaja (Harry i sar, 1996) i dobijeni uzorci su sonifikovani

i do dalje analize ¢uvani na —80 °C.
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Za odredivanje koncentracije proteina u ovim uzorcima kori$¢ena je metoda po Lowryju i
saradnicima (1951). Ova metoda omogucava koriS¢enje uzoraka koji sadrZze komponente membrana i
lipoproteine bez prethodne solubilizacije ili ekstrakcije lipida. Svi koraci su radeni na sobnoj temperaturi.
U 890 uL dejonizovane vode dodato je 10 uL uzorka, ¢iju koncentraciju proteina odredujemo, a zatim i
100 pL 1M NaOH. Nakon 10 minuta dodato je 2 mL reagensa C, a posle 15 minuta inkubacije dodato je i
300 pL Folin-Chicalteau reagensa (FC : dH.O = 1 : 1). Posle 45 minuta inkubacije ocitana je
apsorbancija na spektrofotometru (Shimadzu UV-160) na 750 nm. Koncentracija uzoraka odredena je iz

standardne krive dobijene upotrebom poznatih koncentracija proteina BSA.

IV6.2. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini vrSeno je na SDS denaturiSu¢im
poliakrilamidnim gelovima u diskontinuiranom sistemu — SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Kori$é¢ena je mini aparatura za elektroforezu (Mini-PROTEAN 11
Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories).

Za detekciju proteina od interesa u ovom radu kori$c¢eni su 7,5 % gel za razdvajanje i 4 % gel za
koncentrovanje. Razdvajanje proteinskih traka se znatno povecava upotrebom gela za koncentrovanje
(stacking gel), koji se nalazi iznad gela za razdvajanje (resolving gel). Razlika u pH i u sastavu ova dva
gela dovodi do koncentrovanja uzoraka u usku traku pre separacije u gelu za razdvajanje. Na ovaj nacin je

omogucen istovremeni ulazak proteina u gel za razdvajanje.

IV6.3. Priprema uzoraka proteina za SDS-PAGE

Pufer u kome se pripremaju uzorci proteina za SDS-PAGE oznacen je kao pufer za uzorke (2X
Laemmli Sample Buffer). Uzorci su pripremljeni u 2X puferu u odnosu 1 : 1 (v/v) i denaturisani kuvanjem
5 minuta na 95 °C. Kao standard za molekulsku teZinu kori§éen je obojeni marker opsega od 10 do 170
kDa .

Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel optimizovana je eksperimentalno za svaki protein preko
krivih sa sukcesivnim razblaZenjima proteina, a koncentracija primarnih antitela uzeta je po preporuci
proizvodaca. Kao optimalna koli¢ina proteina koriS¢ena je ona koja se nalazila u linearnom opsegu krive
zavisnosti intenziteta signala i koli¢ine nanesenih proteina.

U gelu za koncentrovanje napravljena su udubljenja u koja su sipani uzorci u finalnoj
koncentraciji od 10 pg proteina. Elektroforeza je vrSena u puferu za elektroforezu pri konstantnom
naponu od 120 V na ST.
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IV6.4. Prenos proteina sa SDS-poliakrialmidnog gela na nitroceluloznu membranu i imunolo3ka
detekcija imobilizovanih proteina (Western blotting)

Posto su proteini elektroforetski razdvojeni preneSeni su sa poliakrilamidnog gela na PVDF
membranu (Roche). Nakon zavrSene elektroforeze gel za razdvajanje inkubiran je 15 minuta u puferu za
transfer da bi se sprecilo njegovo skupljanje tokom transfera. Nitrocelulozna membrana aktivirana je u
metanolu 15 sekundi, isprana u destilovanoj vodi 2 minuta, a zatim inkubirana 20 minuta u puferu za
transfer.

Za transfer je koriS¢en sistem Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories). Metoda se zasniva na kretanju negativno naelektrisanih proteina ka pozitivnom polu u
elektri¢cnom polju. Tako proteini prelaze sa gela na nitroceluloznu membranu, koja se nalazi blize anodi.
Transfer proteina ide preko no¢i pri konstantnom naponu od 30 V na 4 °C.

Po zavrSenom transferu membrane su obojene Ponceau S bojom radi vizuelizacije proteinskih

traka i potvrde uspesdnosti transfera.

IV6.5. Imunoblot analiza

Posle zavrSenog transfera proteina, nitroceluloze su inkubirane u 5 % BSA u TBST-u, da bi se
sprecilo nespecificno vezivanje antitela. Nakon ispiranja (3 puta po 10 minuta u TBST), membrane su
ostavljene u primarnom antitelu (razblazeno u TBST) preko noci na 4 °C. Posle ispiranja membrane su
inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom obeleZenim HRP. U ovoj metodi koris¢eno je ED1
antitelo koje obelezava aktivisane makrofage i GFAP antitelo kao marker aktivacije astroglijalne reakcije.

Nakon ispiranja, membrane su izloZzene dejstvu luminola 2 minuta, ocedene i izlozene
autoradiografskom filmu (Kodak) osetljivom na plavu svetlost u trajanju od 1 do 20 minuta, u zavisnosti

od kori$¢enog antitela. Filmovi su razvijeni i skenirani radi dalje analize dobijenih signala.

IV6.6. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet dobijenih signala kvantifikovan je denzitometrijski, koriS¢enjem kompjuterskog
programa za analizu signala (ImageQuant 5.2). Vrednosti dobijene za ciljne proteine normalizovane su u
odnosu na B-aktin, odnosno B-tubulin, kao kontrolu za nanetu koli¢inu totalnih proteina. Tako dobijene

relativne vrednosti su dalje koriS¢ene za statisticku obradu rezultata i njihovo graficko predstavljanje.
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IV7. Vrsta studije, veli¢ina uzorka i statisticka obrada rezultata

Tip studije prema kome je sprovedeno istraZivanje u celini je eksperimentalna studija na
Zivotinjama in vivo.

Veli¢ina uzorka izraunata je na osnovu o¢ekivanih vrednosti parametara oksidativnog stresa u
eksperimentalnim grupama. Studijski uzorak izra¢unat je uzimajuci da je o = 0,05, a snaga studije 0,8 za
nezavisni t test, porede¢i grupe medu sobom (u oba smera), prema statistickom programu G*Power3,1.
Studijski uzorak koji pretpostavlja utvrdivanje statisticki znacajne razlike (nezavisni t test ili Mann-
Whitney test) izmedu dve izmerene varijable omogucava snagu studije > = 80 %.

Sve dobijene vrednosti su prezentovane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Nakon
testiranja normalnosti raspodele varijabli po grupama, za utvrdivanje statisticke znacajnosti koris¢eni su
sledeci testovi: analiza varijanse (ANOVA) i nezavisni t test za obelezja sa normalnom raspodelom, kao i
Kruscal-Wallis i Mann-Whitney testovi za neparametarska obelezja. Za testiranje zavisnosti izmedu
pojedinih varijabli koriscen je test linearne regresije uz utvrdivanje i testiranje Pearson-ovog koeficijenta
korelacije. Za statistiCku obradu dobijenih rezultata koriS¢en je komercijalni programski paket SPSS

verzija 13,0. Statisticka zna¢ajnost odredena je na p < 0,05.
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V Rezultati
V1. Promene ponaSanja Wistar pacova posle primene odgovarajuéih supstanci (0,9 % fiziolo3Ki
rastvor, HPZ, HPZ+AGM, AGM)

Sve eksperimentalne grupe zivotinja su aktivno praéene od trenutka aplikacije odredenih
supstanci do Zrtvovanja. Promene ponaSanja kod svih Zivotinja ocenjivane su posmatranjem i pregledom,
zbog nedostatka testova za njihovu egzaktnu kvantifikaciju.

Kod kontrolnih zivotinja nije uocena bilo kakva promena ponasanja u toku trajanja eksperimenta.

Zivotinje koje su dobile jednokratno toksi¢nu dozu HPZ bile su motorno usporene do termina
Zrtvovanja (24 h i 48 h). Ove zivotinje u prvih par sati bile su nesposobne da pridu hrani i vodi, nije
primecena nakostreSenost dlake, kao ni somnolencija. Ovo stanje se vremenom postepeno popravilo, ali
jo$ uvek ne kao kod kontrolne grupe. Zivotinje koje su visekratno primile subtoksi¢nu dozu HPZ tokom
15 uzastopnih dana takode su bile motorno usporene nakon primene leka i tokom daljeg ispitivanog
perioda.

Kod Zivotinja koje su dobile AGM nakon HPZ jednokratno, kao i viSekratno u toku 15 uzastopnih
dana nije registrovana usporenost u kretanju, niti bilo kakve promene u ponaSanju u odnosu na kontrolnu
grupu.

Takode, kod Zivotinja koje su dobile samo AGM jednokratno ili visekratno u toku 15 uzastopnih

dana, vizuelno nisu uoc¢ene bilo kakve razlike u motorici i ponasanju u odnosu na kontrolu.

V2. Distribucija i akumulacija HPZ u jetri i mozgu pacova pri akutnom i subakutnom tretmanu

Za odredivanje koncentracije HPZ u uzorcima tkiva jetre i mozga nakon akutnog (24 h, 48 h),
odnosno subakutnog (15 dana) tretmana HPZ i/ili AGM kori§¢ena je HPLC MS/MS metoda. Analiza
uzoraka tkiva radena je u pozitivhom ESI modu za jonske mase m/z 319,3 — 86, 319,3 — 245,9 za HPZ.

Na Slici V1. prikazani su hromatogrami HPZ iz smeSe standarda u mobilnoj fazi.
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Slika V1. Hromatogram smesSe standarda HPZ u mobilnoj fazi
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Primera radi, prikazani su hromatogrami HPZ iz uzoraka tkiva jetre (Slika V2) i mozga (Slika V3)

Zivotinja 24 h nakon akutne primene toksi¢ne doze HPZ (38,7 mg/kg i.p.).
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Slika V2. Hromatogram uzorka jetre pacova 24 h nakon jednokratne i.p. primene HPZ
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Slika V3. Hromatogram uzorka homogenata mozga pacova 24 h nakon jednokratne i.p. primene HPZ

Analizirani su uzorci tkiva jetre i mozga pacova nakon akutnog i subakutnog tretmana i sadrzZaj

HPZ prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1. Koncentracija HPZ (ppm) u jetri i mozgu pacova nakon akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana)
tretmana

Vreme
24 h 48 h 15 dana
Jetra
Kontrola 1,56 + 0,65 1,56 £ 0,65 1,30+ 0,60
HPZ 202,90 + 98,43" 2,06+1,79 470+ 1,79
HPZ+AGM 4543 +35,11%# 1,02 £ 0,33 2,40 +1,11%
AGM 1,20 + 0,68%° 1,48+ 0,80 1,35+ 0,91%
Mozak
Kontrola 1,20+ 0,61 1,20+ 0,61 1,10 £ 0,27
HPZ 9,66 + 2,52" 1,80+£0,91 2,82 +0,99"
HPZ+AGM 3,33 +5,14% 1,26 £ 0,45 1,75+ 0,65
AGM 1,42 +0,70% 1,38 £ 0,68 0,96 + 0,52*°

Vrednosti su izraZene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*.#,° = p < 0,05).
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V3. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite nakon akutnog i subakutnog tretmana
V3.1. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj TBARS u plazmi i tkivu jetre i mozga
V3.1.1. SadrZaj TBARS u plazmi nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati merenja koncentracije TBARS u plazmi kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ,
HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazani su na Slici V4. Jednokratna
primena HPZ posle 24 h i 48 h dovodi do povec¢anja koncentracije TBARS u odnosu na kontrolnu grupu,
dok kombinovano davanje HPZ sa AGM smanjuje koncentraciju TBARS u odnosu na HPZ grupu, ali je
ona u terminu 24 h znacajno veca od koncentracije TBARS u grupi Zivotinja koje su dobile samo AGM.
Subakutna primena HPZ sa AGM dovodi do povecanja koncentracije TBARS u plazmi u odnosu na

kontrolu.
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Slika V4. Sadr7aj TBARS u plazmi 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (umol/L).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.1.2. SadrZaj TBARS u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Koncentracija TBARS u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa
nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazana je na Slici V5. Jednokratna primena HPZ posle 24 h i 48
h povecava koncentraciju TBARS u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. U eksperimentalnoj grupi koja
je dobila HPZ+AGM, kao i ¢ist AGM smanjena je koncentracija TBARS u odnosu na HPZ grupu
Zivotinja posle 24 h, dok je u terminu 48 h ova koncentracija znacajno veca od kontrolnih vrednosti.

Davanje HPZ sa AGM uzastopno 15 dana smanjuje koncentraciju TBARS u odnosu na HPZ grupu, dok
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davanje samo AGM povecava koncentraciju TBARS u odnosu na kontrolu, kao i u odnosu ha
HPZ+AGM grupu.
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Slika V5. Sadrzaj TBARS u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (nmol/mg prot.).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.1.3. SadrZaj TBARS u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati merenja koncentracije  TBARS u moZdanim strukturama kod kontrolnih i
eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su
za koru prednjeg mozga na Slici V6, za strijatum na Slici V7 i za hipokampus na Slici V8. Akutna i
subakutna primena HPZ dovodi u svim ispitivanim mozdanim strukturama do poveéanja koncentracije
TBARS u odnosu na kontrolnu grupu, koja se zna¢ajno smanjuje nakon davanja AGM uz HPZ (osim u
korteksu 48 h nakon tretmana). U svim ispitivanim strukturama mozga je u terminu 24 h nakon akutnog
tretmana (HPZ, HPZ+AGM, AGM) koncentracija TBARS znacajno vec¢a od kontrolnih vrednosti. U svim
strukturama mozga 24 h i 48 h posle akutne, kao 15 dana posle subakutne primene AGM u istoj dozi,
koncentracija TBARS je smanjena u odnosu na grupu Zivotinja koje su dobile samo HPZ. Davanje Cistog
AGM smanjuje koncentraciju TBARS posle 24 h u svim strukturama mozga, posle 48 h u korteksu i

hipokampusu, a posle 15 dana samo u hipokampusu, u odnosu na HPZ+AGM grupu.
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Slike V6-8. SadrZaj TBARS u moZdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (nmol/mg prot.). Vrednosti su izraZene kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).
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V3.2. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na koncentraciju NO,+NOj3; u plazmi i tkivu jetre i mozga
V3.2.1. Koncentracija NO2+NO; u plazmi nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana
Izmerene koncentracije NO2+NO3 u plazmi kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM,
AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazane su na Slici V9. U terminu 24 h,
koncentracija NO,+NOs je znacajno niza od kontrolne u grupi sa HPZ i grupi sa AGM. Medutim, 48 h od
davanja HPZ, kao i HPZ sa AGM, koncentracija NO2+NOs znacajno raste u odnosu na kontrolu, dok je
primena ¢istog AGM dovela do znacajnog smanjenja koncentracije NO.+NO3 u odnosu na HPZ grupu i
HPZ+AGM grupu Zivotinja. Subakutno davanje HPZ takode dovodi do povecanja koncentracije
NO2+NO3 u odnosu na kontrolu, a davanje ¢istog AGM smanjuje koncentraciju NO,+NOs u odnosu na

HPZ eksperimentalnu grupu Zivotinja.
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Slika V9. Koncentracija NO,+NO3 u plazmi 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana
(umol/L). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost £ SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila
samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.2.2. Koncentracija NO2+NOs u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana
Rezultati merenja koncentracije NO,+NO; u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ,
HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su na Slici V10. U svim
eksperimentalnim grupama Zivotinja (HPZ, HPZ+AGM, AGM) akutni i subakutni tretman u svim
terminima dovodi do povecanja koncentracije NO2+NO3 u odnosu na kontrole (osim u terminu 15 dana
nakon subakutnog davanja ¢istog AGM). Smanjena koncentracija NO.+NO3z u odnosu na HPZ grupu,

registrovana je 24 h i 48 h posle akutnog davanja AGM, kao i 15 dana posle subakutnog davanja HPZ sa
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AGM i ¢istog AGM. U svim pra¢enim terminima, ¢ist AGM smanjuje koncentraciju NO,+NOs u jetri u

odnosu na kombinovano davanje HPZ sa AGM.

= >0 3 Kontrola
S 40- ] HPZ

g HPZ+AGM
S 301 AGM

£

= 20-

O

Z 10

O

P 04

Slika V10. Koncentracija NO,+NO3 u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana
(nmol/mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila
samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*#,° =p < 0,05).

V3.2.3. Koncentracija NO,+NO3z; u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum,
hipokampus) nakon akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Koncentracija NO>+NOs u ispitivanim moZzdanim strukturama kod kontrolnih i eksperimentalnih
(HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazana je za koru prednjeg
mozga na Slici V11, za strijatum na Slici V12 i za hipokampus na Slici V13. Akutno i subakutno davanje
HPZ povecava koncentraciju NO»+NOs3 u svim ispitivanim moZdanim strukturama u odnosu na kontrolne
grupe. Medutim, davanje AGM posle HPZ uspesno je smanjilo koncentraciju NO>+NOs u svim
strukturama mozga posle 24 h, kao i u strijatumu posle 48 h, u odnosu na HPZ grupu. Primenom ¢istog
AGM posle 24 h dobijena je povecana koncentracija NO2+NO3 u odnosu na kontrolu. U svim moZdanim
regionima je akutno (24 h, 48 h) i subakutno (15 dana) davanje AGM smanjilo koncentraciju NO,+NO3 u
odnosu na HPZ eksperimentalnu grupu Zivotinja. Ovo smanjenje je znacajno niZe i u odnosu na
HPZ+AGM grupu u terminu 48 h od akutnog tretmana u korteksu i hipokampusu, kao i u terminu 15 dana

od subakutnog tretmana u svim ispitivanim regionima mozga.
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Slike V11-13. Koncentracija NO2+NO3; u mozdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon
subakutnog tretmana (nmol/mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku
izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*#,° = p < 0,05).
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V3.3. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj SH grupa u plazmi
V3.3.1. SadrZaj SH grupa u plazmi nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati sprovedene studije merenja sadrzaja SH grupa u plazmi kod kontrolnih i
eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazani su na
Slici V14. U terminu 48 h posle jednokratnog davanja HPZ, sadrzaj SH grupa bio je znacajno nizi od
kontrolnih vrednosti, dok su primenom HPZ sa AGM dobijene znacajno vece vrednosti u odnosu na HPZ
grupu u ovom vremenskom terminu. Posle 15 dana od subakutnog davanja cistog HPZ i HPZ sa AGM
raste sadrZzaj SH grupa u odnosu na kontrole. U odnosu na HPZ grupu Zivotinja, subakutni tretman
povecava sadrzaj SH grupa u HPZ+AGM grupi, dok smanjuje njihov sadrzaj u AGM grupi (registrovano

smanjenje u ovoj grupi je znac¢ajno manje i u odnosu na HPZ+AGM grupu Zivotinja).
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Slika V14. Sadrzaj SH grupa u plazmi 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (zmol/L).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu raziliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.4. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj ukupnog glutationa u tkivu jetre i mozga

V3.4.1. SadrZaj ukupnog glutationa u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana
Rezultati izmerene koncentracije ukupnog glutationa u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih

(HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazani su na Slici V15. U

eksperimentalnim grupama Zivotinja koje su dobile samo HPZ, kao i HPZ sa AGM, doslo je do zna¢ajnog

smanjenja koncentracije ukupnog glutationa posle 48 h i 15 dana od odgovarajuceg tretmana u odnosu na

kontrolne grupe Zivotinja. Akutno davanje AGM posle HPZ povecava sadrzaj ukupnog glutationa posle
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24 hi 48 h, dok subakutni tretman smanjuje koncentraciju ukupnog glutationa posle 15 dana u odnosu na
HPZ grupu. U grupi Zivotinja koje su dobile HPZ sa AGM registrovane su zna¢ajno nize koncentracije
ukupnog glutationa posle 48 h i 15 dana u odnosu na kontrolne grupe, dok je primenom &istog AGM

doslo do viSestrukog povecéanja sadrzaja ukupnog glutationa u odnosu na kontrolnu grupu, HPZ grupu i
HPZ+AGM grupu Zivotinja.
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Slika V15. Sadr?aj ukupnog glutationa u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana
(nmol/mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila
samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*.#,° = p < 0,05).

V3.4.2. Sadrzaj ukupnog glutationa u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum,
hipokampus) nakon akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati merenja sadrZaja ukupnog glutationa u selektivno osetljivim regionima mozga kod
kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana
predstavljeni su za koru prednjeg mozga na Slici V16, za strijatum na Slici V17 i za hipokampus na Slici
V18. U kori prednjeg mozga je u terminu 24 h pronaden povecan sadrZaj ukupnog glutationa u HPZ grupi
u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u AGM grupi do$lo do smanjenja koncentracije ukupnog glutationa
u odnosu na HPZ grupu. U terminu 48 h posle akutnog i 15 dana nakon subakutnog davanja HPZ u svim
mozZdanim regionima smanjena je koncentracija ukupnog glutationa u odnosu na kontrolu, dok
kombinovano davanje HPZ sa AGM vraca vrednosti na kontrolne (0sim u kori mozga posle 48 h).
Davanje cistog AGM u ovim vremenskim terminima povec¢ava koncentraciju ukupnog glutationa u
odnosu na HPZ grupu u svim regionima mozga, osim u hipokampusu 15 dana posle tretmana, gde je

izmereno smanjenje sadrzaja ukupnog glutationa u odnosu na kontrolu i HPZ+AGM grupu zivotinja.
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Slike V16-18. SadrZaj ukupnog glutationa u moZzdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon
subakutnog tretmana (nmol/mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju
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statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku
izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*.#,° = p < 0,05).
V3.5. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na stvaranje O™ u tkivu jetre i mozga

V3.5.1. Stvaranje O, u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Stvaranje O;™ u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon
akutnog i subakutnog tretmana predstavljeno je na Slici V19. Studija pokazuje da su zna¢ajne promene
registrovane samo u terminu 48 h od odgovaraju¢eg akutnog tretmana, tako da je povecano stvaranje Oy"
izmereno u svim eksperimentalnim grupama zivotinja u odnosu na kontrole. Davanje ¢istog AGM

smanjilo je proizvodnju O2" u odnosu na grupe Zivotinja koje su dobile samo HPZ i HPZ sa AGM.
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Slika V19. Stvaranje O, u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (nmol red
NBT/min/mg prot.). Vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.5.2. Stvaranje O2" u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati merenja proizvodnje O™ u selektivno osetljivim regionima mozga kod kontrolnih i
eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su
za koru prednjeg mozga na Slici V20, za strijatum na Slici V21 i za hipokampus na Slici V22. Akutna i
subakutna primena HPZ u svim vremenskim terminima dovodi do povecanog stvaranja Oy u svim
selektivno osetljivim strukturama mozga u odnosu na odgovarajuée kontrolne grupe (0Sim u
hipokampusu posle 24 h od tretmana, kada je registrovano smanjeno stvaranje O,™ u odnosu na kontrolu).
Kombinovano davanje HPZ sa AGM znacajno smanjuje stvaranje O,™ u korteksu i strijatumu posle 48 h,
kao i u svim moZdanim regionima posle 15 dana od tretmana u odnosu na HPZ grupu. U grupi Zivotinja

koje su dobile samo AGM smanjeno je stvaranje O,™ u korteksu i hipokampusu posle 48 h, kao i u kori
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prednjeg mozga posle 15 dana, u odnosu na HPZ+AGM eksperimentalnu grupu Zivotinja. Smanjena
proizvodnja O™ kod Zivotinja tretiranih samo AGM registrovana je u korteksu i strijatumu posle 24 hii u

svim strukturama mozga posle 48 h i 15 dana, u odnosu na HPZ grupu Zivotinja.
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Slike V20-22. Stvaranje O, u moZdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (nmol red NBT/min/mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju
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statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku
izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*.#,° = p < 0,05).
V3.6. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost SOD u tkivu jetre i mozga

V3.6.1. Aktivnost SOD u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati merenja aktivnosti ukupne SOD u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ,
HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazani su na Slici V23. Najvece
promene registrovane su nakon akutne primene odgovarajucih supstanci, tako da je smanjena aktivnost
enzima pronadena U oba termina (24 h i 48 h) nakon davanja HPZ u odnosu na kontrole. Kada se nakon
HPZ Zivotinjama aplikuje i AGM dolazi do povecéanja aktivnosti SOD posle 24 h, odnosno do smanjenja
aktivnosti enzima posle 48 h od tretmana, u odnosu na grupu pacova koji su dobili samo HPZ. Cist AGM
je posle jednokratnog davanja u oba termina doveo do povecanja aktivnosti SOD u odnosu na HPZ grupu

Zivotinja, a nakon 48 h je ovo povecanje znacajno vece i od HPZ+AGM grupe.
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Slika V23. Aktivnost SOD u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (Jed./mg prot.).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.6.2. Aktivhost SOD u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati odredivanja aktivnosti SOD u ispitivanim strukturama mozga kod kontrolnih i
eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su
za koru prednjeg mozga na Slici V24, za strijatum na Slici V25 i za hipokampus na Slici V26. Akutno
davanje HPZ posle 24 h i 48 h dovodi do smanjenja aktivnosti SOD u svim mozdanim regionima u
odnosu na kontrole. Davanje AGM posle HPZ povecava aktivnost enzima samo u korteksu i strijatumu

48 h posle tretmana u odnosu na HPZ grupu. Kod Zivotinja koje su dobile samo AGM posle 24 h
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smanjena je aktivnost SOD u strijatumu i hipokampusu u odnosu na kontrolu, dok je nakon 48 h
povecana aktivnost enzima registrovana u svim moZzdanim regionima u odnosu ha HPZ grupu. Subakutna
primena HPZ posle 15 dana smanjuje aktivnost SOD u strijatumu, dok povecava aktivnost enzima u
hipokampusu u odnosu na odgovaraju¢e kontrole. Davanja HPZ sa AGM dovelo je do smanjenja
aktivnosti SOD posle subakutne primene u korteksu i hipokampusu u odnosu na HPZ grupu.
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Slike V24-26. Aktivnost SOD u moZdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (Jed./mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
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razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.7. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost CAT u tkivu jetre i mozga
V3.7.1. Aktivnost CAT u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Aktivnost CAT u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon
akutnog i subakutnog tretmana prikazana je na Slici V27. U svim ispitivanim terminima je aktivnost
enzima znaCajno niza posle davanja HPZ i HPZ+AGM u odnosu na kontrolne vrednosti (osim u
HPZ+AGM grupi posle 15 dana). Kombinovano davanje HPZ i AGM, kao i davanje Cistog AGM

povecava aktivnost enzima u odnosu na HPZ grupu u svim terminima koji su praceni.
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Slika V27. Aktivnost CAT u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (Jed./mg prot.).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.7.2. Aktivnost CAT u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT u mozdanim strukturama kod kontrolnih i eksperimentalnih
(HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su za koru prednjeg
mozga na Slici V28, za strijatum na Slici V29 i za hipokampus na Slici V30. Akutno davanje HPZ
smanjuje aktivnost CAT u svim regionima mozga u odnosu na kontrole (osim u korteksu posle 48 h). U
terminu 48 h od akutnog davanja AGM nakon HPZ, aktivnost CAT se u svim mozdanim strukturama
vra¢a na kontrolne vrednosti, koje su znaajno vece u odnosu na HPZ grupu Zivotinja. Ovaj trend

povecanja aktivnosti enzima u HPZ+AGM grupi odrzava se U svim mozdanim regionima i 15 dana nakon
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subakutnog tretmana u odnosu na HPZ grupu Zivotinja. Subakutna primena HPZ posle 15 dana u korteksu

povecava, dok u strijatumu i hipokampusu smanjuje aktivnost CAT u odnosu na odgovarajuce kontrolne

grupe.
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Slike V28-30. Aktivnost CAT u mozdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (Jed./mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).
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V3.8. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost GPx u tkivu jetre i mozga
V3.8.1. Aktivnost GPx u jetri nakon akutnog (24 h, 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati odredivanja aktivnosti GPx u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM,
AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su na Slici V31. Promene registrovane u
aktivnosti GPx u jetri deSavaju se samo kod akutnog tretmana, kada je u oba termina (24 h, 48 h) posle

davanja HPZ aktivnost enzima smanjena, dok primena AGM uz HPZ vrac¢a vrednosti na kontrolne.
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Slika V31. Aktivnost GPx" u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (Jed./mg prot.).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.8.2. Aktivnost GPx u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Aktivnost GPx u ispitivanim mozdanim strukturama kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ,
HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazana je za koru prednjeg mozga na
Slici V32, za strijatum na Slici V33 i za hipokampus na Slici V34. Studija pokazuje znacajno smanjenje
aktivnosti GPx u svim ispitivanim strukturama mozga 48 h i 15 dana od davanja HPZ u odnosu na
odgovarajuée kontrole. U ovim vremenskim terminima je kombinovano davanje HPZ sa AGM vratilo
vrednosti enzima na kontrolne u svim mozdanim regionima. Davanje ¢istog AGM dovodi do povecanja
aktivnosti enzima u odnosu na HPZ grupu i HPZ+AGM grupu Zivotinja 48 h posle tretmana u svim
strukturama mozga, dok je posle 15 dana doSlo do povecanja aktivnost enzima samo u Kkorteksu i

strijatumu u odnosu na HPZ grupu Zivotinja.
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Slike V32-34. Aktivnost GPx u moZdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (Jed./mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).
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V3.9. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost GR u tkivu jetre i mozga
V3.9.1. Aktivnost GR u jetri nakon akutnog (24h, 48h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati aktivnosti GR u jetri kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM)
grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana prikazani su na Slici V35. Aktivnost GR smanjena je posle
akutnog davanja HPZ (24 h i 48 h), dok davanje AGM posle HPZ vraca aktivnost enzima na kontrolne

vrednosti, kako posle akutnog, tako i nakon subakutnog tretmana.

# [ Kontrola
E3 HPZ
HPZ+AGM
AGM

GR (Jed./mg prot.)

N

15 dana

Slika V35. Aktivnost GR™ u jetri 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana (Jed./mg prot.).
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost £ SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je dobila samo HPZ u
odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).

V3.9.2. Aktivnost GR u selektivno osetljivim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus) nakon
akutnog (24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana

Rezultati aktivnosti GR u ispitivanim strukturama mozga kod kontrolnih i eksperimentalnih
(HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa nakon akutnog i subakutnog tretmana predstavljeni su za koru prednjeg
mozga na Slici V36, za strijatum na Slici V37 i za hipokampus na Slici V38. U svim ispitivanim selektivno
osetljivim strukturama mozga akutno i subakutno davanje HPZ smanjuje aktivnost GR, koje se vraca na
kontrolni nivo posle davanja AGM uz HPZ. Primena samo AGM znacajno povecava aktivnost enzima u
korteksu posle 24 h, korteksu i hipokampusu posle 48 h, kao i svim mozdanim regionima (korteks,

strijatum, hipokampus) posle 15 dana od tretmana u odnosu na HPZ grupu Zivotinja.
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Slike V36-38. Aktivnost GR™ u moZdanim strukturama 24 h i 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana (Jed./mg prot.). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD. Simboli oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu (*), grupu Zivotinja koja je dobila HPZ (#), kao i razliku izmedu grupe koja je
dobila samo HPZ u odnosu na grupu koja je dobila HPZ+AGM (°). (*,#,° = p < 0,05).
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V4. Primena Pearsonove parametarske korelativne analize u jetri i mozgu pacova nakon akutnog i
subakutnog davanja HPZ
VA4.1. Korelacije izmedu koncentracije HPZ i parametara oksidativnog stresa/AOS u jetri kod akutne i
subakutne primene HPZ
Poredenjem promena koncentracije HPZ i parametara oksidativnog stresa izvedeno je primenom
parametarske Pearsonove korelacije. Dobijeni rezultati u jetri prikazani su na Slikama V39 i V40.
Pearsonova korelacija pokazala je da u jetri 15 dana nakon subakutne primene HPZ postoji
pozitivna korelacija izmedu koncentracije HPZ i sadrzaja ukupnog glutationa (Slika V39; r = 0,9240; p <
0,05), odnosno negativna korelacija izmedu koncentracije HPZ i aktivnosti SOD (Slika V40; r = -0,9917;
p <0,001).
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Slike V39-40. Korelacija izmedu koncentracije HPZ (ppm) i koncentracije ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) (39),
odnosno aktivnosti SOD (Jed./mg prot.) (40) u jetri 15 dana nakon subakutnog davanja HPZ.

V4.2, Korelacije izmedu koncentracije HPZ i parametara oksidativnog stresa/AOS u mozgu kod akutne
i subakutne primene HPZ

Parametarska Pearsonova korelacija primenjena je izmedu koncentracije HPZ i parametara
oksidativnog stresa. Dobijeni rezultati u selektivno osetljivim strukturama mozga prikazani su na Slikama
V41-45.

Paralelno sa pove¢anjem koncentracije HPZ, povecava se i aktivnost SOD u kori prednjeg mozga
nakon 24 h (Slika V41; r = 0,9395; p < 0,05) i u strijatumu Zivotinja 48 h nakon davanja HPZ (Slika V42;
r =0,8490; p < 0,05).

Korelativna analiza pokazala je negativhu korelaciju izmedu koncentracije HPZ i sadrzaja
ukupnog glutationa (Slika V43; r = -0,9158), odnosno stvaranja O,™ u kori mozga 48 h od akutne (Slika
V44; r = -0,8271), kao i izmedu koncentracije HPZ i aktivnosti CAT u strijatumu Zivotinja nakon 15 dana
od subakutne (Slika V45; r = -0,8304) primene HPZ. Izmedu ovih parametara postoji negativna kKorelacija
(p <0,05).
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Slike V41-42. Korelacija izmedu koncentracije HPZ (ppm) i aktivnosti SOD (Jed./mg prot.) u korteksu 24 h (41) i
strijatumu 48 h (42) posle akutne primene HPZ.
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Slike V43-45. Korelacija izmedu koncentracije HPZ (ppm) i razlicitih parametara oksidativnog stresa/AOS
[sadrZaja ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) (43) i stvaranja O," (nmol red NBT/min/mg prot.) (44) u korteksu
posle 48 h, kao i aktivnosti CAT (Jed./mg prot.) u strijatumu posle 15 dana (45)] nakon davanja HPZ.

V4.3, Korelacije izmedu razliitih parametara oksidativnog stresa/AOS u jetri kod akutne i subakutne
primene HPZ

Primenom parametarske Pearsonove korelacije ispitali smo vezu izmedu razlicitih parametara
oksidativnog stresa i AOS pri akutnom i subakutnom davanju HPZ. Dobijeni rezultati za jetru prikazani
su na Slikama V46-51.

Ispitivanjem veze izmedu koncentracije NO>+NOs i aktivnosti GPx Pearsonovom parametarskom
korelacijom dobijena je negativna korelacija u jetri 24 h nakon davanja HPZ (Slika V46; r = -0,8717; p <
0,05). U istom organu je u terminu 48 h nakon akutne primene HPZ takode uocena negativna korelacija
izmedu koncentracije NO,+NOs i sadrZaja ukupnog glutationa (Slika V47; r = -0,8152; p < 0,05), odnosno
koncentracije TBARS i stvaranja O™ (Slika V48; r = -0,8832; p < 0,05).

Pearsonovom korelacijom dobijeno je da je u jetri Zivotinja 15 dana nakon davanja HPZ
koncentracija TBARS u negativnoj korelaciji sa aktivno$¢u GR (Slika V49; r = -0,8237; p < 0,05), kao i
aktivnost GPx sa sadrzajem ukupnog glutationa (Slika V50; r = -0,8764; p < 0,05), dok je u pozitivnoj
korelaciji aktivnost GPx sa aktivno$¢u GR (Slika V51; r = 0,9492; p < 0,01).
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Slike V46-47. Korelacija izmedu koncentracije NO;+NOz (nmol/mg prot.) i razlicitih parametara AOS u jetri
[aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) posle 24 h (46), odnosno sadrZaja ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) posle 48 h
(47)] nakon akutnog davanja HPZ.
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Slike V48-49. Korelacija izmedu koncentracije TBARS (nmol/mg prot.) i razliditih parametara oksidativnog
stresa/AOS u jetri [stvaranja O, (nmol red NBT/min/mg prot.) posle 48 h (48), odnosno aktivnosti GR (Jed./mg
prot.) posle 15 dana (49)] nakon davanja HPZ.
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Slike V50-51. Korelacija izmedu aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) i razlicitih parametara AOS u jetri [sadrZaja
ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) (50), odnosno aktivnosti GR (Jed./mg prot.) (51)] 15 dana nakon subakutnog

davanja HPZ.
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V4.4, Korelacije izmedu razli¢itih parametara oksidativnog stresas/AOS u mozgu kod akutne i
subakutne primene HPZ

Veza izmedu razli¢itih parametara oksidativnog stresa i AOS pri akutnom i subakutnom davanju
HPZ u selektivno osetljivim moZdanim strukturama pacova ispitana je primenom Pearsonove korelacije i
prikazana na Slikama V52-65.

Korelativna analiza pokazala je da je koncentracija TBARS u pozitivnoj korelaciji sa aktivnoscu
SOD u korteksu (Slika V52; r = 0,8197; p < 0,05), kao i aktivno$¢u GPx u hipokampusu (Slika V55; r =
0,9377; p < 0,01) 24 h nakon akutne primene HPZ. Negativna korelacija postoji izmedu koncentracije
TBARS i aktivnosti GR (Slika V53; r = -0,8338; p < 0,05) u korteksu 48 h nakon davanja HPZ, kao i
aktivno$¢u GPx u strijatumu (Slika V54; r = -0,8127; p < 0,05) 24 h posle primene HPZ.

Paralelno sa povecanim stvaranjem Oy", povecava se i aktivnost CAT u strijatumu 24 h nakon
akutnog davanja HPZ (Slika V56; r = 0,9197; p < 0,05), dok se aktivnost GPx smanjuje u kori prednjeg
mozga Zivotinja 15 dana nakon subakutne primene HPZ (Slika V57; r = -0,9373; p < 0,01).

Pearsonovom korelacijom dobijeno je da je koncentracija NO,+NO3 u pozitivnoj korelaciji sa
sadrZzajem ukupnog glutationa u korteksu (Slika V58; r = 0,8515; p < 0,05), kao i sa aktivno§¢u SOD u
hipokampusu (Slika V59; r = 0,9167; p < 0,05) 48 h posle akutne primene HPZ, dok je u negativnoj
korelaciji sa aktivno§¢u CAT u strijatumu (Slika V60; r = -0,8691; p < 0,05) 15 dana nakon subakutne
primene HPZ.

Pearsonovom korelacionom analizom uocena je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja ukupnog
glutationa i aktivnosti GPx u strijatumu 48 h nakon davanja HPZ (Slika V61; r = 0,8159; p < 0,05).

Korelativna analiza pokazala je da je koncentracija SOD u pozitivnoj korelaciji sa aktivnoséu
CAT u korteksu (Slika V62; r = 0,8924; p < 0,05) i hipokampusu (Slika V63; r = 0,8400; p < 0,05) 48 h
posle akutnog davanja HPZ, dok je u negativnoj korelaciji sa aktivno$¢u GPx u strijatumu (Slika V64; r =
-0,8641; p < 0,05) 48 h posle akutnog davanja HPZ i aktivnoséu CAT u korteksu (Slika V65; r = -0,9090;
p < 0,05) 15 dana nakon subakutnog davanja HPZ.
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Slike V52-55. Korelacija izmedu koncentracije TBARS (nmol/mg prot.) i razlicitih parametara AOS U mozgu
[aktivnosti SOD (Jed./mg prot.) u korteksu posle 24 h (52), aktivnosti GR (Jed./mg prot.) u korteksu posle 48 h (53),
kao i aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) u strijatumu (54) i hipokampusu (55) posle 24 h] od akutne primene HPZ.
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Slike V56-57. Korelacija izmedu proizvodnje O (nmol red NBT/min/mg prot.) i raz/icitih parametara AOS u mozgu
[aktivnosti CAT (Jed./mg prot.) u strijatumu posle 24 h (56), odnosno aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) u korteksu
posle 15 dana (57)] od davanja HPZ.
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Slike V58-60. Korelacija izmedu koncentracije NO,+NOs (nmol/mg prot.) i razlicitih parametara AOS u mozgu
[sadrzaja ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) u korteksu (58) i aktivnosti SOD (Jed./mg prot.) u hipokampusu (59)
posle 48 h, odnosno aktivnosti CAT (Jed./mg prot.) u strijatumu (60) posle 15 dana] od davanja HPZ.
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Slika V61. Korelacija izmedu koncentracije ukupnog glutationa (nmol/mg prot.) i aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) u
strijatumu posle 48 h od akutne primene HPZ.
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Slike V62-65. Korelacija izmedu aktivnosti SOD (Jed./mg prot.) i razlicitih parametara AOS u mozgu [aktivnosti
CAT (Jed./mg prot.) u korteksu (62) i hipokampusu (63) posle 48 h od akutnog, odnosno u korteksu (65) posle 15
dana od subakutnog davanja HPZ, kao i aktivnosti GPx (Jed./mg prot.) u strijatumu (64) 48 h od akutne primene
HPZ].
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V5. Efekat HPZ na imunomorfolodke promene u jetri i mozgu Wistar pacova
V5.1. Ekspresija ED1 molekula u jetri pacova

Imunohistohemijska reakcija sa ED1 monoklonskim antitelom u jetri kod kontrolne grupe i
eksperimentalnih grupa nakon akutnog davanja HPZ prikazana je na Slici V66. Ekspresija ED1 molekula
u jetri kontrolnih Zivotinja bila je veoma diskretna (+/-). Kod Zivotinja koje su jednokratno dobile HPZ
nakon 48 h registrovana je jaca pozitivnost (++) ED1 molekula, u odnosu na grupu Zivotinja koje su

Zrtvovane 24 h nakon dobijanja HPZ (+).

Slika V66. Imunohistohemijsko bojenje jetre pacova primenom ED1 monoklonskog antitela u kontroli (A), 24 h
nakon primene HPZ (B) i 48 h nakon davanja HPZ (C). Uveéanje x 40. Podaci su statisticki uporedeni izmedu
grupa koriséenjem Studentovog t-testa (p < 0,05).

V5.2. Ekspresija GFAP u mozgu pacova

Imunohistohemijske promene nakon bojenja mozga pacova sa GFAP poliklonskim antitelom kod
kontrolne i eksperimentalnih grupa koje su akutno dobile HPZ prikazane su na Slici V67. Ekspresija
GFAP molekula u kontrolnoj grupi bila je umerenog intenziteta (+). U pojedinim zonama mozga
zapazena je povecana imunoreaktivnost glijalnih ¢elija, u smislu povecanja broja GFAP pozitivnih ¢elija i
intenziteta imunohistohemijske reakcije 24 h (++) i 48 h (+) nakon akutnog davanja HPZ. Astrociti u
kontroli i eksperimentalnoj grupi 24 h nakon davanja HPZ bili su fibroznog tipa sa dugim nastavcima i
malim telom, dok su astrociti u grupi zivotinja 48 h nakon davanja HPZ reaktivnog, protoplazmati¢nog

tipa sa malim nastavcima i velikim telom ¢elije.
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Slika V67. Imunohistohemijsko bojenje mozga pacova primenom GFAP monoklonskog antitela u kontroli (A), 24 h
nakon primene HPZ (B) i 48 h nakon davanja HPZ (C). Uveéanje x 40. Podaci su statisticki uporedeni izmedu
grupa koris¢enjem Studentovog t-testa (p < 0,05).

V6. Western blot analiza
V6.1. Elektroforetski profil ED1 molekula

Elektroforetski profil ED1 molekula u jetri 48 h nakon akutnog i 15 dana nakon subakutnog
tretmana kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM, AGM) grupa Zivotinja prikazan je na Slici
V68. Konstatovane razlike u profilu ED1 molekula najizraZenije su u grupama sa AGM 48 h posle
akutnog tretmana (HPZ+AGM i AGM), kao i u kontrolnoj grupi Zivotinja koja je subakutno 15 dana

dobijala 0,9 % fiziolo3ki rastvor.
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Slika V68. Elektroforetski profil ED1 u jetri kod sledecih grupa Zivotinja: kontrola posle 48 h (1), HPZ posle 48 h
(2), HPZ+AGM posle 48 h (3), AGM posle 48 h (4), kontrola posle 15 dana (5), HPZ posle 15 dana (6), HPZ+AGM
posle 15 dana (7) i AGM posle 15 dana (8) nakon tretmana. Podaci su statisticki uporedeni izmedu grupa
koriséenjem Studentovog t-testa (p < 0,05).
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V6.2. Elektroforetski profil GFAP molekula

Elektroforetski profili GFAP molekula u selektivno osetljivim strukturama mozga 48 h nakon
akutnog i 15 dana nakon subakutnog tretmana kod kontrolnih i eksperimentalnih (HPZ, HPZ+AGM,
AGM) grupa Zivotinja predstavljeni su za koru prednjeg mozga na Slici V69, za strijatum na Slici V70 i za
hipokampus na Slici V71. Elektroforetski profili GFAP molekula u selektivno osetljivim moZdanim
regionima najizraZeniji su u korteksu eksperimentalne grupe Zivotinja 48 h nakon jednokratne primene
HPZ sa AGM. Dobijeni elektroforetski nalaz GFAP molekula u kori prednjeg mozga ispitivanih grupa
daje prikaz jasnih tkivnih razlika u profilu ovog molekula.

Medutim, na osnovu dobijenih elektroforetskih profila u strijatumu i hipokampusu nisu
konstatovane razlike u broju traka kod kontrolnih i eksperimentalnih grupa Zivotinja, 48 h posle akutnog i
15 dana nakon subakutnog tretmana, tako da elektroforetski nalaz GFAP molekula u ovim moZzdanim

strukturama ne daje prikaz jasnih tkivnih i interspecijskih razlika u profilu molekula za obelezavanje
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Slika V69. Elektroforetski profil GFAP u kori prednjeg mozga kod sledeéih grupa Zivotinja: kontrola posle 48 h (9),
HPZ posle 48 h (10), HPZ+AGM posle 48 h (11), AGM posle 48 h (12), kontrola posle 15 dana (13), HPZ posle 15
dana (14), HPZ+AGM posle 15 dana (15) i AGM posle 15 dana (16) nakon tretmana. Podaci su statisticki
uporedeni izmedu grupa koriséenjem Studentovog t-testa (p < 0,05).
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Slika V70. Elektroforetski profil GFAP u strijatumu kod sledeéih grupa Zivotinja: kontrola posle 48 h (17), HPZ
posle 48 h (18), HPZ+AGM posle 48 h (19), AGM posle 48 h (20), kontrola posle 15 dana (21), HPZ posle 15 dana
(22), HPZ+AGM posle 15 dana (23) i AGM posle 15 dana (24) nakon tretmana. Podaci su statisticki uporedeni
izmedu grupa koriséenjem Studentovog t-testa (p < 0,05).
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Slika V71. Elektroforetski profil GFAP u hipokampusu kod sledecih grupa Zivotinja: kontrola posle 48 h (25), HPZ
posle 48 h (26), HPZ+AGM posle 48 h (27), AGM posle 48 h (28), kontrola posle 15 dana (29), HPZ posle 15 dana
(30), HPZ+AGM posle 15 dana (31) i AGM posle 15 dana (32) nakon tretmana. Podaci su statisticki uporedeni
izmedu grupa koriséenjem Studentovog t-testa (p < 0,05).
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VI Diskusija
VI1. Distribucija i akumulacija HPZ u jetri i mozgu pacova nakon akutnog i subakutnog tretmana

Poznato je da davanje HPZ jednokratno, kao i viSekratno u duzem vremenskom periodu, dovodi
do njegove akumulacije u ¢elijama i tkivima, a time i u organizmu (Reineke i sar., 2013). Vecina
eksperimentalnih studija pokazuje da akumulacija i distribucija HPZ po tkivima prvenstveno zavisi od
primenjene doze i duzine trajanja tretmana, ali su od znacaja i drugi faktori, kao Sto su hemijski oblik u
kome se aplikuje HPZ, put uno3enja, pol, starost i vrsta eksperimentalne Zivotinje (Daniel i sar., 1992;
Radenovi¢ i Kartelija, 2004).

Rezultati ove studije pokazuju da primena pojedinacne toksi¢ne doze HPZ od 38,7 mg/kg i.p.,
kao i davanje HPZ tokom 15 dana u dozi od 9,78 mg/kg i.p. izaziva znacajan porast koncentracije ovog
leka nakon 24 h (p < 0,01), 48 h (nema statisticku znacajnost) i 15 dana (p < 0,01), kako u jetri, tako i u
mozgu pacova u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 1). U jetri pacova doslo je do veceg
porasta nivoa HPZ u odnosu na mozak, $to potvrduje dosada$nja saznanja da se najveca koli¢ina HPZ
deponuje u ovom organu, koji je i najznacajniji za ispoljavanje njegovog Stetnog dejstva (Couée i Tipton,
1990).

Posle jednokratnog aplikovanja toksi¢ne doze leka pra¢ene su promene sadrzaja HPZ u organima
u funkciji vremena i utvrdeno je da je nivo HPZ u jetri i mozgu najvisi posle 24 h, nakon ¢ega opada kako
posle 48 h od akutne primene, tako i nakon 15 dana posle subakutnog davanja leka. Kao Sto je i
ocekivano, svakodnevno davanje HPZ u trajanju od 15 dana dovelo je do povecanja njegovog sadrZaja u
jetri, tako da je na kraju eksperimenta koncentracija HPZ u jetri bila trostruko veéa nego u kontrolnoj
grupi. Takode, u ovoj eksperimentalnoj grupi Zivotinja korelativna analiza pokazala je da izmedu
koncentracije HPZ postoji pozitivna korelacija u odnosu na koncentraciju ukupnog glutationa (Slika V39),
odnosno negativna korelacija u odnosu na aktivnost SOD (Slika V40).

Akutno i1 subakutno davanje AGM sa HPZ u svim ispitivanim terminima, zna¢ajno smanjuje
koncentraciju HPZ u oba organa u odnosu na Zivotinje koje su dobile samo HPZ, §to pokazuje da
prisustvo AGM smanjuje i odlaze resorpciju HPZ. Takode, primena AGM uz HPZ dovodi do smanjene
distribucije HPZ po kompartmanima.

U cilju rasvetljavanja mehanizama toksi¢nosti HPZ, od posebnog znacaja je preraspodela ovog
leka izmedu jetre i mozga (Hatanaka i sar., 1988). Dobijeni podaci pokazuju da je koncentracija HPZ pri
jednokratnom i subakutnom davanju HPZ od 15 dana znacajno veca u jetri nego u mozgu, $to se moze
objasniti podatkom da se nakon apsorpcije najveca koli¢ina HPZ nalazi u jetri gde indukuje sintezu MT, a
zatim se transportuje do mozga. Korelativna analiza izmedu koncentracije leka i parametara oksidativnog
stresa/AOS u mozgu 48 h posle davanja HPZ pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije HPZ

i aktivnosti SOD u korteksu (Slika V41) i u strijatumu (Slika V42). Negativna korelacija postoji izmedu
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koncentracije HPZ i sadrzaja ukupnog glutationa (Slika V43), kao i stvaranja O;™ (Slika V44) u korteksu
48 h posle davanja HPZ, odnosno izmedu koncentracije HPZ i aktivnosti CAT u strijatumu 15 dana

nakon primene HPZ.

VI12. Oksidativni stres nakon akutnog i subakutnog tretmana

Molekularni procesi koji pokre¢u povecanje stabilnih koncentracija RVK dovode do gubitka
energije 1 smrti ¢elije, koji mogu ostetiti organe i njihovu funkciju. U patogenezi trovanja ucestvuju RVK
i ocigledno je da su biohemijske promene u tkivu jetre pod velikim uticajem oscilatornog oksidativnog
stanja, narocito mitohondrije i peroksizomi koji su direktno povezani sa oksidativnim oStecenjem.

Posto je oksidativno oStecenje pronadeno u svim ispitivanim tkivima, ukljuujuéi i plazmu, to
znaci da se deSava sistemski, na nivou celog organizma, $to moze biti uzrokovano bilo ekskrecijom
oksidanata i/ili drugim stimuliSu¢im faktorima na Ccelijski metabolizam (sekrecija faktora rasta,

interleukina ili reakcija pokrenutih stresom kao odgovor organizma na oStecenje).

VI12.1. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj TBARS u plazmi i tkivu jetre i mozga
Efekti HPZ na jetru i mozak se danas u velikom broju ispitivanja dovode u vezu sa nastankom

RVK i RVA. Ipak, najvise nalaza postoji o oksidativnom ostecenju lipida, odnosno LPO.

VI12.1.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na oksidativno ostecenje lipida

Rezultati ove studije pokazuju da nakon akutne i.p. primene HPZ u dozi od 38,7 mg/kg dolazi do
povecanja sadrzaja TBARS, kako u plazmi, tako i u tkivu jetre i selektivno osetljivim strukturama mozga.
Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima, u kojima su drugi autori konstatovali da u jetri
i mozgu eksperimentalnih zivotinja nakon primene HPZ dolazi do oSte¢enja membrana kroz proces LPO
(Naidu i sar., 2002; Eghbal i sar.,2004; Pillai i sar., 2007; Sulaiman i sar., 2006).

Za razliku od plazme, gde je najveée povecanje TBARS registrovano 24 h nakon davanja HPZ
(Slika V4), nasa ispitivanja su pokazala da je u jetri najvece poveéanje TBARS izmereno u terminu 48 h
nakon akutnog davanja HPZ u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V5). Osim toga, u radu je
dobijeno da je pri akutnoj primeni HPZ, LPO izraZenija u jetri u odnosu ha mozak, $to se moZe objasniti
znatno veéim sadrzajem HPZ koji je registrovan u jetri (Tabela 1). Na taj nacin ovi rezultati su pokazali
da pri akutnom davanju HPZ prvenstveno dolazi do osteCenja jetre i to kroz proces koji obuhvata
oksidativnu modifikaciju lipida. Takode, treba ista¢i da je u terminu 48 h od akutne primene HPZ, u jetri
registrovan znacajno vec¢i porast TBARS u odnosu na 24 h posle istog tretmana, u odnosu na kontrolnu
grupu. Ovi rezultati pokazuju da do povecanog stvaranja SR, a time i oksidativnih ostecenja lipida dolazi

tek posle izvesnog vremena od davanja HPZ. Korelativna analiza pokazala je negativnu korelaciju izmedu
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koncentracije TBARS i stvaranja O, (Slika V48) posle 48 h, odnosno aktivnosti GR posle 15 dana od
primene HPZ (Slika V49). Za oksidativno oSte¢enje lipida u jetri pacova nakon primene HPZ, osim
stvaranja RVK i RVA, odgovorna je i naruSena ravnoteZa komponenata AOS. Medutim, rezultati iz
literature pokazuju da primena HPZ inhibira NADPH-indukovanu mikrozomalnu LPO (Khatua i
Bhattacharyya, 2001). Drugi autori objaSnjavaju da je inhibicija LPO u prisustvu HPZ rezultat uklanjanja
SR (HO® i ROO), donora elektrona i reakcija transfera vodonika (Choudhary i sar., 1998). NaSi rezultati
pokazuju da subakutna primena HPZ nije dovela do promene koncentracije TBARS nakon 15 dana u
plazmi (Slika V4), kao ni u jetri (Slika V5), u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Mozdane strukture su naroCito osetljive na oksidativno ostecenje lipida. U prvom terminu nakon
akutne primene HPZ (24 h) registrovali smo povecanje koncentracije TBARS u svim selektivno
osetljivim strukturama mozga pacova u odnosu na kontrolne grupe Zivotinja (Slika V6). Korelativna
analiza pokazala je da je u ovom terminu povecanje koncentracije TBARS praceno povecanom
aktivno$¢u SOD u kori prednjeg mozga (Slika V52), kao i smanjenom aktivno§éu GPx u strijatumu (Slika
V54) nakon davanja HPZ. Najveéi porast koncentracije TBARS izmeren u kori prednjeg mozga i
hipokampusu 48 h od akutnog davanja HPZ, u odnosu na kontrolu (Slika V7). U kori prednjeg mozga 48
h nakon davanja HPZ postoji negativna korelacija koncentracije TBARS sa aktivnos¢u GR (Slika V53). S
obzirom da je oksidativni stres ukljucen u patogenezu razli¢itih patoloskih stanja nakon davanja razli¢itih
ksenobiotika, stepen LPO neuronskih membrana predstavlja indikator oksidativnog stresa koji dovodi do
poremecaja funkcije neurona. Smatra se da ksenobiotici dovode do povecanja LPO, odnosno akroleina,
koji predstavlja o, p nezasic¢eni aldehidni proizvod LPO i uzrokuje povecanje intracelularne koncentracije
Ca?", koja dovodi do serije poznatih dogadaja na glutamatergi¢koj sinapsi, koji ¢eliju vode u smrt
(Kelleher i sar. 2009).

Povecanje sadrzaja TBARS registrovano je i u regionu strijatuma 24 h i 48 h od akutnog davanja,
odnosno 15 dana nakon subakutne primene HPZ u odnosu na kontrole (Slike V6-8). Poznato je da je
strijatum struktura najbogatija gvozdem, preko koga HPZ pokrece proces LPO. Takode, veoma je visok
metabolicki obrt dopamina, pri ¢emu se generise H>O,. Dalje, dolazi do autooksidacije dopamina i
proizvodnje O™, ¢ime se stvaraju uslovi za stvaranje OH’, koji je veoma agresivan i pokrece proces LPO

(Kabuto i sar., 2007).

VI2.1.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na oksidativno ostecenje lipida
Primena AGM sa HPZ znacajno smanjuje koncentraciju TBARS u plazmi, kao i u tkivu jetre i
mozga u odnosu na grupu sa HPZ nakon akutnog tretmana, Sto ukazuje da AGM ispoljava svoje

protektivne efekte modulacijom aktivnosti enzimskih markera, LPO i povecanjem kapaciteta AOS.
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Tretman sa AGM redukuje oksidativno oSte¢enje, verovatno sa kapacitetom da brzo i efikasno ukloni
lipidne peroksil radikale pre nego oni napadnu membranske lipide (Dastan i sar., 2009).

Akutno davanje HPZ sa AGM nakon 24 h dovodi do znacajnog smanjenja sadrzaja TBARS u
jetri, u odnosu na eksperimentalne Zivotinje koje su dobile samo HPZ (Slika V5). Moguce je da do
smanjenja LPO u jetri nakon davanja HPZ sa AGM dolazi usled aktivacije AOS sistema organizma.
Medu najznacajnijim komponentama AOS su MT, ¢ija je sinteza u jetri povecana, pa se pretpostavlja da
su ovi proteini sa visokim sadrzajem SH grupa odgovorni za smanjenje LPO, jer su efikasni u
neutralisanju SR (Fabisiak i sar., 1999). | naSi rezultati o sadrZaju ukupnih SH grupa govore u prilog
ovom objaSnjenju, jer u plazmi pacova 24 h posle davanja HPZ sa AGM, nismo registrovali promenjen
ukupni sadrZaj SH grupa (Slika V14), ali je izmeren statisti¢ki znacajno snizen nivo TBARS, u odnosu na
Zivotinje koje su i.p. dobile samo HPZ (Slika V4). Osim MT, u odbrani ¢elija i tkiva od oksidativnih
oSte¢enja nakon davanja HPZ ucestvuje i glutation, Sto su potvrdile brojne studije (Naidu i sar., 2002;
Sulaiman i sar., 2006). Davanje HPZ sa AGM posle 24 h ne dovodi samo do smanjenja TBARS u jetri,
ve¢ i do povecanja ukupnog glutationa (Slika V15) $to moZe predstavljati jedan od protektivnih
mehanizama delovanja AGM u odnosu na LPO.

Akutno i subakutno i.p. davanje AGM sa HPZ smanjuje sadrzaj TBARS u svim ispitivanim
strukturama mozga i svim pra¢enim vremenskim terminima (osim u korteksu posle 48 h), u odnosu na
HPZ grupu Zivotinja, Sto ukazuje na direktnu ulogu AGM u zastiti celijske membrane, sa aspekta
spreCavanja njenog oksidativnog ostecenja, ¢ime se doprinosi odrzavanju redoks ravnoteze u celiji i
sprecava celijska smrt (Slike V6-8).

Preko sekundarnih glasnika O, moze ucestvovati u inicijaciji i terminaciji procesa LPO. U grupi
zivotinja koje su dobile HPZ sa AGM posle 24 h pronaden je u mozgu smanjeni sadrzaj TBARS i
nepromenjena koncentracija O™ (Slika V20), u odnosu na HPZ grupu Zivotinja. Dizmutacijom O™ od
strane SOD, moze se povecati lanac reakcija LPO, Sto ukazuje da SOD ima dvojni efekat, tj. da pored
protektivnog efekta moZe i podrzati proces. Preko OH* posredno, H.O. moZe dovesti do peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskim membranama. S obzirom da je u ovom prvom terminu (24 h)
nakon akutnog davanja HPZ sadrzaj TBARS povecan, moguce je da je proces LPO posredovan preko
H>0; ili ONOO". Povecanje sadrzaja TBARS posle davanja HPZ ocekivan je pokazatelj pokrenutih
agresivnih, oksidativnih mehanizama, u odnosu na eksperimentalne grupe koje su, pored HPZ dobile i
AGM, gde ocigledno dolazi do supresije ovih procesa kroz aktivaciju AOS.

Rezultati, dalje, pokazuju da u kori prednjeg mozga posle 48 h od primene HPZ sa AGM, nema
promene TBARS, u odnosu na HPZ grupu (Slika V7). Nepromenjen sadrZzaj TBARS nakon davanja AGM
u ovom vremenskom terminu, moze biti rezultat posebne zaSti¢enosti ovog regiona zbog najvece

osetljivosti na promene uzrokovane trovanjem (Di Ciero Miranda i sar., 2000). Naime, poznato je da se u
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korteksu nalaze NADPH-dijaforaza-pozitivni neuroni, koji su otporni na toksi¢ne efekte NO, $to bi moglo
da objasni i zastiCenost ovog regiona od procesa LPO. Ovi mehanizmi u ranijem terminu (24 h) nisu
efikasni, a u periodu do 15 dana su iscrpljeni.

U regionu strijatuma, sadrzaj TBARS je zna¢ajno snizen kako nakon akutnog (24 h i 48 h), tako i
posle dvonedeljnog davanja HPZ sa AGM u odnosu na HPZ grupu (Slike V6-8). Dobijeni rezultati
pokazuju da je AOS odbrana uspesno prekinula kaskadu procesa LPO u ovoj mozdanoj strukturi. Pored
toga, u strijatumu je, zbog vrlo intenzivnog metabolickog obrta dopamina i najveceg prisustva gvozda, i

najveca distribucija enzima AOS (Lin i sar., 2002).

VI2.1.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na oksidativno oStecenje lipida

U istrazivanju je 24 h nakon akutne primene AGM izmereno povecanje sadrzaja TBARS, u svim
ispitivanim strukturama mozga (korteks, strijatum, hipokampus), u odnosu na kontrolne grupe Zivotinja
(Slika V6). Ovo povecanje sadrzaja TBARS praceno je i povecanom koncentracijom NO.+NOs u svim
strukturama mozga posle 24 h od davanja ¢istog AGM, u odnosu na kontrole (Slika V11). Za razliku od
grupa Zivotinja koje su uz AGM dobile i HPZ i kod kojih je registrovano smanjenje sadrzaja TBARS u
odnosu na HPZ grupu, kod Zivotinja tretiranih samo AGM dos$lo je do poveéanja pokazatelja indeksa
LPO u svim selektivno osetljivim strukturama mozga u odnosu na kontrolu. Ocigledno je da AGM
pokazuje protektivne efekte u odnosu na ¢elijsku membranu samo u prisustvu oksidativnog stresa, u
ovom sluéaju izazvanog HPZ. To bi ukazivalo da se aktivacija procesa peroksidacije kod primene AGM
ne odvija preko NO, ve¢ preko drugog moguéeg puta, a to je formiranje OH’, koji je jedini u stanju da

pokrene ove mehanizme (Mattson i Pedersen, 1998).

VI12.2. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na koncentraciju NO,+NQOg3 u plazmi i tkivu jetre i mozga
VI12.2.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na koncentraciju NO2+NO3

Za razliku od Zivotinja koje su Zrtvovane 48 h nakon akutne primene HPZ i Zivotinja koje su
Zrtvovane 15 dana nakon subakutnog davanja HPZ (registrovan porast koncentracije NO,+NOs), u plazmi
zivotinja 24 h nakon jednokratne primene HPZ izmereno je znacajno smanjenje nivoa NO»+NOs (Slika
V9). Na osnovu ¢injenice da jedinjenja sa visokim sadrzajem SH grupa, kao Sto su glutation i MT, Stite od
toksi¢nog dejstva reaktivnih vrsta azota formiranjem S-nitrozo-glutationa i S-nitrozilacijom tiol grupa
MT, moze se pretpostaviti da je u nasem radu povecanje sadrzaja ukupnih SH grupa (koje nije statisticKi
znacajno) 24 h nakon davanja HPZ (Slika V14), odgovorno za redukciju nivoa NO.+NOs. Ovo bi mogao
da predstavlja adaptivni mehanizam protiv toksi¢nog dejstva HPZ. Takode, podaci ovog rada ukazuju da
15 dana nakon subakutnog davanja HPZ dolazi do smanjenja oksidativnog stresa, jer nisu dobijene

izmenjene koncentracije TBARS u plazmi (Slika V4), §to sugeriSe na mehanizam u kome NO,+NOs;
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reaguju sa redoks aktivnim metalima grade¢i kompleks poput nitrozil-gvozda i onemogucavajuci na taj
naéin Fentonovu reakciju i direktno stvaranje SR (Robb i Connor, 2002).

Od svih kiseoni¢nih SR, najvecu reaktivnost poseduje OH’, ali zbog izuzetno kratkog vremena
poluZivota (nekoliko milisekundi), deluje samo na mestu stvaranja (Korbecki i sar., 2013). Sa druge
strane, NO, koji u fiziolodskim uslovima reguliSe aktivnost enzima respiratornog lanca, u patoloskim
uslovima dovodi do snaZne inhibicije ¢elijske respiracije, gde u obliku ONOO" izaziva toksi¢nost (Flint,
1995). Iako nije SR, njegova izrazena stabilnost mu omogucava da difunduje do ciljnih ¢elija na kojima
ispoljava svoje toksicne efekte, bilo direktnom reakcijom sa molekulima ili oksidativnim mehanizmima;
ucestvuje u oksidaciji SH grupa i olakSava stvaranje disulfidnih oblika, zapocinju¢i proces LPO i
oSte¢enje membranskih struktura ¢celije (Koppal i sar., 1999). Dalje, kao vrlo reaktivno jedinjenje, ONOO"
dovodi do udaljenih oksidativnih oSte¢enja proteina, lipida i DNK. U homogenatima tkiva jetre
registrovano je poveéanje koncentracije NO»+NO3z u svim ispitivanim terminima nakon akutnog i
subakutnog davanja HPZ (Slika V10) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, koje je ¢ak dva puta vece od
koncentracije NO;+NO; izmerene u mozgu. U radu je pokazano da sa povecanjem koncentracije
NO,+NO; dolazi do o$tecenja AOS sistema, §to je potvrdeno za GPx posle 24 h (Slika V46) i ukupnog
glutationa posle 48 h (Slika V47) od davanja HPZ.

Poznato je da u razliitim regionima mozga NO moduliSe sinaptic¢ku funkciju i, menjajuci
oslobadanje neurotransmitera sa presinaptickih nervnih zavrSetaka, uti¢e na Ca?*-zavisnu egzocitozu.
Aktivacija NMDA receptora glutamatom, uzrokuje influks jona Ca?*, koji se vezuje za kalmodulin i
aktivira NOS, koja konvertuje molekulski kiseonik i arginin u citrulin i NO, pri ¢emu NO zauzima
znacajno mesto u reakcijama koje posreduju kalmodulin i cGMP (de la Monte i sar., 2000). U neuronima
i astrocitima, NO stimuliSe sintezu ¢cGMP (sekundarnog glasnika u perifernim tkivima), ¢ime se
omogucava prenos informacija posredovan receptorom za EAK (glutamat). To ukazuje da u CNS, cGMP
nije sekundarni, ve¢ tercijerni glasnik (Neitz i sar., 2014).

Azot monoksid je slobodan kratkozive¢i radikal koji sadrzi nespareni elektron, sa vremenom
poluzivota 15-20 sekundi. On ima ograni¢eno delovanje na mestu nastanka, ili u njegovoj neposrednoj
blizini. Oksiduje se u nitrite i nitrate ili se jedini sa O,™, stvaraju¢i drugi aktivni SR (ONOO"), sa daleko
duzom stabilnosc¢u kao anjon i, posledi¢no, duzim toksi¢nim delovanjem (Di Girolamo i sar., 2003).

Pored napred navedenog, treba ista¢i da je NO reaktivan i da pokazuje neke efekte koji nisu
vezani za aktivnost GC i cGMP. Medu ovim efektima od znacaja su mogucnost vezivanja za SH grupe
enzima, remeteci njihovu biolosku aktivnost i povecano stvaranje SR, koji su izuzetno Stetni (Russel i
sar., 1999).

U pokusaju da se odgovori na brojna pitanja neurotoksi¢nog ili neuroprotektivnog delovanja NO,

polazi se od regulacije njegove sinteze, koja je veoma slozena i krec¢e se u nekoliko pravaca. Jedan od njih
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je negativna povratna veza izmedu NO i hema NOS. Najznacajniji kontrolni mehanizam nivoa NO su
metaloproteini sa kojima on stupa u direktnu rakciju. Takvi su oksihemoglobin i mioglobin, kao i SOD od
koje, jednim delom, zavisi proces inaktivacije NO (Scandalios, 2005; Valko i sar., 2006; Radenovic¢ i
Kartelija, 2004). Korelativna analiza pokazala je da sa pove¢anjem koncentracije NO, raste i aktivnost
SOD u hipokampusu Zzivotinja 48 h nakon akutne primene HPZ (Slika V59). Neurotoksi¢no ili
neuroprotektivno dejstvo NO ostvaruje se regulacijom oslobadanja transmitera glutamata, cija je
preterana koli¢ina veoma toksi¢na za neurone. Poznato je da je glutamat glavni ekscitatorni transmiter u
mozgu, kao i da skoro sve ¢elije mozga imaju receptore za ovaj neurotransmiter. In vitro istraZivanja
pokazuju da naglo izlaganje neurona visokoj koncentraciji glutamata dovodi do smrti ¢elija usled
produZene aktivacije NMDA receptora (Wang i sar., 2006). Osnovni uzrok ove glutamatske toksi¢nosti je
ulazak Ca?* kroz NMDA-aktivirane kanale, dalja aktivacija proteaza i nastanak toksi¢nih RVK.

Povecana aktivnost mikroglije kontrolisana je citokinima i uzrokuje sekundarnu aktivaciju
astrocita, Sto moze da indukuje i povecano stvaranje NO. Pojacana cAMP signalizacija vrsi inhibiciju
oslobadanja TNF-a i IL-1p iz mikroglije 1 inhibira oslobadanje RVK, ali ne i NO. U ovoj studiji, ve¢ 24 h
nakon davanja HPZ u odnosu na kontrolnu grupu, izmereno je povecanje koncentracije NO,+NOs u
strijatumu, strukturi koja prima vlakna iz razli¢itih izvora (Slika V11). Pored direktne veze hipokampusa
sa korteksom, iz istih regiona kore velikog mozga postoji direktna komunikacija sa strijatumom preko
kortikostrijatnih vlakana, Sto predstavlja neuroanatomsku osnovu §irenja oStecenja (Marinkovié i sar.,
1989). Za ovakve rane promene izazvane HPZ, moguée je da prolongirano povecanje cAMP utice na
¢elijsku diferencijaciju i poja¢ano preuzimanje ekstracelularnog glutamata (Schubert i sar., 2001).

Osnovna desavanja odigravaju se u mitohondrijama, jer se oStecuje njihova respiratorna funkcija i
time smanjuje stvaranje ATPa, $to ima za posledicu i sniZenje Celijskog glutationa. Azot monoksid, Koji
pokazuje karakteristike SR, u mitohondrijama inhibira respiratorni lanac i spre¢ava ¢eliju da se "odupre"
oksidativnom stresu. U naSem istraZzivanju su samo 24 h nakon davanja HPZ, brojne RVK (O;", OH",
H,O,), stvorene univalentnom redukcijom Kkiseonika nastalog u mitohondrijama, odgovorne za
prolongiranu povec¢anu koncentraciju NO>+NOs, koja je registrovana i u regionu kore prednjeg mozga,
kao i u hipokampusu, u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika V11). Reaktivni kiseoni¢ni intermedijeri i
NO mogu delovati kao fizioloSki modulatori nekih mitohondrijskih funkcija, ali, nastali u preteranoj
koli¢ini, mogu ucestvovati i u njihovom ostec¢enju. Vodonik peroksid dovodi do oksidacije piridinskih
nukleotida mitohondrija i stimuli$e specificno oslobadanje Ca?* iz intaktnih mitohondrija. Stimulacija
stvaranja RVK u mitohondrijama pracena je i pove¢anim oslobadanjem i ponovnim preuzimanjem Ca®*
(Ca?* "kruzenje™) u mitohondrije, Sto moze indukovati apoptozu ili nekrozu. Nastali reaktivni kiseoni¢ni
intermedijeri, modifikuju nukleinske kiseline, proteine i lipide u mitohondrijama. Poja¢ano oslobadanje

glutamata i1 njegovo odlozeno preuzimanje, aktivacija NMDA receptorskih mehanizama, pojacan influks
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Na*, ClI-, vode i Ca?*, kao i produzeno praznjenje postsinapti¢kih neurona, predstavljaju mehanizme koji
su identifikovani kao indikatori selektivne regionalne osetljivosti neuronskih populacija (Blitzblau i sar.,
1996).

Najveée povecanje koncentracije NO2+NOj3 registrovano je 48 h nakon akutnog davanja HPZ u
kori mozga u odnosu na kontrolu (Slika V12). U ovoj moZdanoj strukturi u istom terminu (48 h) nakon
akutne primene HPZ postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije NO,+NOs3 i sadrZaja ukupnog
glutationa (Slika V58). Glutamat, kao ekscitatorni neurotransmiter, u najvec¢oj koncentraciji prisutan je u
piramidnim neuronima neokorteksa, odakle krecu projekcije u brojne delove mozga. Jedna od
glutamatergickih projekcija je 1 kortikostrijatni put, koji je direktna komunikacija kore velikog mozga i
strijatuma (Calabresi i sar., 2000). Povec¢anje nivoa NO2+NOs, upravo je registrovano i u strijatumu 48 h
posle akutnog davanja HPZ u odnosu na kontrolne zivotinje. Takode, u istom terminu povecana je
koncentracija NO2+NOs i u hipokampusu, §to je u saglasnosti sa ¢injenicom da je hipokampus mozdana
struktura sa najgus¢om distribucijom NMDA receptora, zbog Cega se i ubraja u selektivno najosetljivije
mozdane regione. Ve¢ je pomenuto da je oStecenje vulnerabilnih struktura posredovano glutamatom, kao
i da biohemijska dogadanja koja slede, najpre zahvataju one selektivne neuronske populacije koje imaju
pogodnu biohemijsku organizaciju za nastanak i propagaciju ekscitotoksi¢nosti i oksidativnog stresa. U
naSem istraZivanju, koncentracija NO.+NOs je povecana 24 h i 48 h nakon davanja HPZ, u odnosu na
kontrolne Zivotinje, 5to bi ukazivalo na veliku brzinu dogadaja posredovanih glutamatom (Slike V11,12).

Povecanje koncentracije NO,+NOs registrovano je i 15 dana nakon subakutnog davanja HPZ u
svim regionima mozga u odnosu na kontrolu (Slika V13). Primarni mehanizam ovih promena je verovatno
ekscitotoksi¢nost, koju pojacava NO, $to sve zajedno pokrece oksidativni stres, vremenski prolongiran
proces. U strijatumu Zivotinja 15 dana nakon subakutne primene HPZ postoji pozitivna korelacija izmedu
koncentracije NO,+NOs i aktivnosti CAT (Slika V65). Za aktivacijom glutamatnih receptora i
intracelularnim nagomilavanjem Ca?* sledi i oslobadanje arahidonske kiseline, ¢iju metabolicku kaskadu
u sintezi prostaglandina i leukotrijena putem ciklooksigenaznog i lipoksigenaznog puta prati povecano
oslobadanje RVK i smanjena aktivnost enzima AOS (Mosialou i sar., 1993). Nase istraZivanje pokazalo
je da je u strijatumu Zivotinja 15 dana nakon davanja HPZ, povecanje koncentracije NO2+NO3 praceno
smanjenjem aktivnosti CAT (Slika V60).

Dok je izrazito povecanje NO,+NO; registrovano u mozdanim strukturama posle akutnog davanja
HPZ u odnosu na kontrolu, koncentracija NO2+NO3; mnogo manje raste u grupi Zivotinja koja je dobijala
HPZ subakutno 15 dana. Ovi naSi rezultati su u saglasnosti sa nalazima Tohgija i saradnika, koji su
pokazali da je stvaranje ili oksidacija NO u mozgu povecana u ranom stadijumu bolesti, a sa vremenom se

smanjuje, kako se povecava gubitak neurona (Tohgi i sar., 1998).
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VI2.2.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na koncentraciju NO2+NQOs

Akutna primena HPZ sa AGM nije dovela do statisticki zna¢ajnog smanjenja NO2+NOs U jetri u
odnosu na grupu Zivotinja koje su dobile samo HPZ (Slika V10). Medutim, u homogenatima jetre nakon
subakutnog davanja HPZ sa AGM dobijeno je zna¢ajno smanjenje koncentracije NO,+NO3 u odnosu nha
grupu koja je dobila samo HPZ. Na mestu oSte¢enja ¢elija, tj. na mestu deSavanja celijske smrti, stvaraju
se brojni citotoksi¢ni medijatori koji su direktno ukljuceni u patofizioloSke mehanizme oStecenja samih
¢elija jetre. Mehanizam sekundarne inflamacije moze objasniti povecanje koncentracije NO>+NOs u jetri
posle akutnog i subakutnog davanja HPZ sa AGM u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, to je posledica
mehanizma toksi¢nosti, ukljucujuéi i povecano stvaranje NO.+NOs (Lores-Arnaiz i sar., 2004).

Mehanizam oStecenja pokrenut HPZ je aktivirana ekscitotoksicnost i sa njom povezani
poremecaji u metabolizmu NO, koji ukoliko se stvara nekontrolisano moze ucestvovati u osStecenju
okolnih neurona (Tong i Hamel, 2000). U naSem radu, 24 h nakon akutne primene HPZ sa AGM doslo je
do smanjenja koncentracije NO,+NOs, u regionu hipokampusa, u odnosu na grupu Zivotinja koje su
dobile samo HPZ (Slika V11). U ovom eksperimentalnom modelu, u ranom terminu, aplikovanje AGM
dovelo je do supresije akumulacije NO.+NO; i smanjilo oSteéenje neurona posredovano NMDA
recetorima. Dobijeni rezultati koji ukazuju na brojne kompleksne aferentne i eferentne veze hipokampusa
sa ostalim ispitivanim selektivno osetljivim strukturama mozga, pruZaju osnovu da AGM uti¢e na
prezivljavanje i oporavak neurona nakon o$te¢enja u regionu kore prednjeg mozga, kao i strijatuma
(lizuka i sar., 2010).

Vazan faktor u patogenezi psihijatrijskih bolesti je oSte¢enje mitohondrijskog transportnog lanca
elektrona (Hwang i sar., 2013). Azot monoksid i njegov toksi¢ni metabolit — ONOO", inhibiraju
mitohondrijski respiratorni lanac, §to dovodi do insuficijentnog energetskog stanja u ¢eliji. Osetljivost
razli¢itih tipova ¢elija na NO i ONOO, prvenstveno je zavisna od koncentracije intracelijskog glutationa,
pri ¢emu su neuroni, za razliku od astrocita, naroCito osetljivi na njihovo dejstvo. Nakon izlaganja
citokinima, astrociti mogu povecati stvaranje NO, zbog de novo sinteze inducibilne forme NOS (Schubert
i sar., 2001). lako je pokazano da NO/ONOO" ne utic¢e na prezivljavanje astrocita, ovi molekuli mogu
difundovati i uzrokovati oSte¢enje mitohondrija ili ¢elijsku smrt drugih ¢elija, kao $to su neuroni (Bolafios
i sar., 1995).

Pokazano je da je hroni¢na aktivacija inflamatornih procesa u neurogliji povezana sa hroni¢nim
stvaranjem neuroaktivnih citokina i drugih proteina, koji dovode do oSte¢enja. U ovim kaskadnim
procesima, IL-1 je klju¢ni pokreta¢ i koordinator dogadaja; on aktivira sintezu i oslobadanje brojnih
inflamatornih i neuroaktivnih molekula. Jedan od njih je i S100 protein, koji uzrokuje disfunkciju neurona
povecanjem intracelularne koncentracije Ca?" (Lam i sar., 2001). Na ovaj nadin, aktivirana mikroglija

dovodi do povecane ekspresije IL-1, a on dalje do amplifikacije i samo-propagacije citokinske kaskade.
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Hroni¢na propagacija ovog citokinskog kruga predstavlja mogué¢i mehanizam progresije promena koje
kulminiraju kada se oSteti dovoljan broj selektivno osetljivih neurona odredene mozdane strukture. Efekat
akutnog davanja AGM sa HPZ posle 24 h i 48 h, dovodi do smanjenja koncentracije NO,+NQOj3 u regionu
strijatuma, u odnosu na grupu koja je takode akutno dobijala samo HPZ (Slike V11,12). Balans izmedu
inhibitornog delovanja NO na imunoregulatorne mehanizme i njegovih direktnih toksi¢nih efekata na
¢elije CNS, uspostavlja se na razli¢itim nivoima, $to zavisi od razlicite kinetike stvaranja i ¢elijskog
izvora NO nakon davanja HPZ. Pretpostavlja se da NO poreklom iz ¢elija mikroglije deluje, pre svega,
oste¢ujuce, dok NO koga stvaraju astrociti, i koji sa mikroglijom ¢ini osnovu glijalne inflamatorne

reakcije, kasnije i u manjoj koli¢ini, deluje protektivno (Kowianski i sar., 2002).

VI2.2.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na koncentraciju NO.+NOs3;

Ve¢ je pomenuto da se Celijska smrt i promene u morfologiji ¢elije mogu redukovati inhibicijom
prekomernog stvaranja NO. Pojedini rezultati pokazuju da, ¢ak i u odsustvu ¢elijske smrti, inflamatorni
proces u koji su ukljuceni i metaboliti NO, uti¢e na osnovne funkcije samih celija, Sto predstavlja
sustinsku komponentu povezanosti sa procesima oste¢enja (Munch i sar., 2003).

U naSem istraZivanju, akutna primena AGM dovodi posle 24 h do smanjenja koncentracije
NO2+NO;3 u jetri u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V10). U ovom prvom terminu (24 h)
verovatno je doslo do inhibicije sinteze NO, nasuprot kasnijem terminu (48 h) od akutnog davanja AGM,
u kome AGM ne moze da spreci stvaranje NO u odnosu na kontrolu.

Medutim, u ispitivanim mozdanim regionima (korteks, strijatum, hipokampus) subakutno davanje
AGM nakon 15 dana dovelo je do zna¢ajnog smanjenja koncentracije NO2+NO3 kako u odnosu na grupu
Zivotinja koja je dobila samo HPZ, tako i na eksperimentalnu grupu sa HPZ+AGM (Slika V13). Ovo
smanjenje odgovara kontrolnim vrednostima za sve ispitivane strukture mozga. Ve¢ je pomenuto da se
prekomerna sinteza NO, pokrenuta mehanizmima ukljuenim u neurotoksi¢nost glutamata ostvaruje
povecanjem ekstracelularne koncentracije glutamata, prekomernom stimulacijom postsinaptickih NMDA
receptora, depolarizacijom, poveéanjem intracelularne koncentracije Ca?*, aktivacijom nNOS,
posledicnom sintezom i oslobadanjem NO (koji brzo reaguje sa O.") i formiranjem visoko toksi¢nog
ONOO:'. Postoje podaci o ukljuc¢enosti NO u oste¢enje DNK, procesom deaminacije nukleotidnih baza i
pokretanjem programirane cCelijske smrti (Dong i Dedon, 2006). Verovatno da AGM ucestvuje u
znacajnoj neuroprotekciji u uslovima ekscitotoksicnog ostecenja selektivno osetljivih neuronskih
populacija posredovanih NMDA-receptorima. U naSem istraZivanju je u svim ispitivanim regionima
mozga koncentracija NO.+NO3 vracena na nivo kontrolnih vrednosti nakon subakutnog davanja AGM,
$to potvrduje njegova neuroprotektivna svojstva zasnovana na blokadi puta glutamat-NOS-NO (Slika

V13).
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Poznato je da pokrenut oksidativni stres dovodi do poveéanja aktivnosti Ca?*-nezavisne NOS i
indukuje ekspresiju iNOS u kortikalnim neuronima, §to ima za posledicu povecano stvaranje nitrotirozina,
nitriranog proizvoda ONOO-, kao i akumulacije metabolita NO, NO?*, NO®*" u kori velikog mozga. Ove
promene deSavaju se paralelno sa oslobadanjem laktat dehidrogenaze i smanjenjem preuzimanja
glutamata u sinaptozomima. Akutno davanje AGM nakon 48 h sprecilo je akumulaciju NO u korteksu,
Sto je moglo da utice na oslobadanje laktat dehidrogenaze i povecano preuzimanje glutamata (Slika V12).
Registrovano smanjenje koncentracije NO2+NOz je u ovoj mozdanoj strukturi znacajno manje od
izmerene koncentracije NO»+NOs; u kontroli. Ovi rezultati pokazuju da je prekomerno stvaranje
NO»+NO; jedan od mehanizama kojim HPZ indukuje stanje stresa, a da AGM ima neuroprotektivnu

ulogu u ovoj situaciji.

V12.3. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj ukupnih SH grupa u plazmi
VI12.3.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na sadrzaj ukupnih SH grupa

Na istim eksperimentalnim Zivotinjama pratili smo istovremeno koncentraciju ukupnog glutationa
u tkivima i sadrzaj ukupnih SH grupa u plazmi, jer je poznato da izlaganje toksinima izaziva poveéanu
sintezu proteina sa visokim sadrZzajem SH grupa, medu kojima se po svom znac¢aju izdvajaju MT. Ovi
proteini niske molekulske mase igraju vaznu ulogu u zastiti od toksic¢nih efekata razlicitih ksenobiotika,
jer neutraliSu SR Cije je stvaranje poveéano nakon izlaganja toksinima (Klaassen i sar., 1999 i 2009).

Prema naSim istraZivanjima produZeno i.p. davanje HPZ dovodi do poveéanja ukupnog sadrzaja
SH grupa u plazmi pacova posle dve nedelje tretmana, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V14).
Tako je uoéen porast sadrzaja SH grupa, konstatuje se i nepromenjen sadrZzaj TBARS u plazmi 15 dana
nakon primene HPZ (Slika V4), $to ide u prilog objaSnjenju da MT S&tite od toksi¢nih efekata HPZ i
neutralisanjem RVK i RVA.

Hlorpromazin dovodi do oksidativnog oStecenja tako $to remeti balans izmedu prooksidanata i
antioksidanata, jer on ima veoma visok afinitet za SH grupe u glutationu, koji bi mogao uticati na
odrzavanje tiol-disulfidnog balansa (Yamanaka i sar., 1991). Zbog toga akutno davanje HPZ posle 48 h
dovodi do znacajnog povecanja TBARS u plazmi (Slika V4) u razli¢itim organima, ukljucujudi i jetru
(Slika V5) i mozak (Slika V7). Ovo povecanje moze biti rezultat izmerenog niskog sadrzaja SH grupa
(Slika V14) i smanjene aktivnosti enzima AQOS opisanih u ovom istraZivanju 48 h nakon akutnog davanja
HPZ.

VI2.3.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na sadrzaj ukupnih SH grupa

Protektivni mehanizam AGM moze biti rezultat njegove aktivnosti kao skupljaca SR. Takode,

AGM moze efikasno da blokira troSenje tiola (Battaglia i sar., 2007).
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Davanje AGM u uslovima akutnog trovanja HPZ, dovodi do znadajnog povecanja SH grupa u
plazmi Zivotinja u terminu 48 h od tretmana, u odnosu na HPZ-grupu Zivotinja (Slika V14). Ako se
uporede koncentracije ukupnih SH grupa izmedu HPZ+AGM i HPZ grupe uoéavaju se znatno vise
vrednosti u plazmi pacova koji su uz HPZ dobijali i AGM. Subakutno davanje HPZ sa AGM je takode

dovelo do porasta SH grupa u plazmi nakon 15 dana u odnosu na HPZ-grupu i kontrolnu grupu Zivotinja.

VI12.3.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na sadrZaj ukupnih SH grupa

Sadrzaj ukupnih SH grupa je na nivou kontrola u plazmi pacova nakon akutnog davanja AGM
(24 h'i 48 h), kao i 15 dana nakon subakutne primene AGM (Slika V14). Generalno, sadrZzaj ukupnih SH
grupa u plazmi pokazuje sistemski odgovor organizma koji je na naSem eksperimentalnom modelu u
nivou kontrolnih vrednosti posmatrano kroz razlicite termine nakon akutnog i subakutnog protektivnog
davanja AGM.

VI12.4. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na sadrZaj ukupnog glutationa u tkivu jetre i mozga
VI2.4.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na sadrZaj ukupnog glutationa

Medu indirektnim mehanizmima oksidativnih oStecenja tkiva nakon jednokratne i viSekratne
primene HPZ, znacajno mesto pripada dejstvu ovog leka na enzimske i neenzimske komponente AOS.
Efekat HPZ na SOD, CAT, GPx, kao i neenzimske antioksidante, poput glutationa, razlikuje se u
zavisnosti od primenjene doze, puta unosenja leka, i duZine izlaganja ovom leku. Inhibitorni uticaj HPZ
na sistem AOS organizma ima veliki udeo u oksidativnim oSte¢enjima biomolekula, ali, takode, i
povecanje aktivnosti enzima i sadrzaja neenzimskih antioksidanata, koje se posebno uocava nakon
dugotrajne primene HPZ ima bitan uticaj u odbrani od oStecenja ¢elija i tkiva izazvanih SR nakon davanja
HPZ.

Uloga glutationa u zastiti ¢elija od toksi¢nih dejstava SR i drugih komponenata sa elektrofilnim
svojstvima ogleda se u njegovom antioksidativnom dejstvu, jer neutraliSe RVK unutar ¢elije direktno ili
preko ciklusa GPx/glutation (Lopert i Patel, 2014). NaSa studija pokazala je da izmedu koncentracije
ukupnog glutationa i aktivnosti GPx postoji negativna korelacija u jetri posle 15 dana od davanja HPZ
(Slika V50), odnosno pozitivna korelacija u strijatumu 48 h nakon primene HPZ (Slika V61). Imajuéi u
vidu antioksidativni potencijal glutationa, imali smo za cilj da ispitamo ulogu ovog neenzimskog
antioksidanta u uslovima kratkotrajne i dugotrajne primene HPZ. Korelativnom analizom dobili smo da
sa povecanjem koncentracije HPZ dolazi do smanjenja sadrzaja ukupnog glutationa u kori prednjeg
mozga Zivotinja 48 h nakon davanja HPZ (Slika V43).

Nivo glutationa u razliCitim organima odreden je dinamikom meduorganske preraspodele

glutationa i njegovih intermedijera (Bannai i sar., 1991). Ekskretovanje glutationa iz celija razlicitih
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organa, a posebno jetre, dovodi do toga da je koncentracija glutationa u intersticijumu visoka, ¢ak veéa od
njegove koncentracije u plazmi (Anderson i sar., 1980). Ekskrecijom glutationa u perifernu krv
omoguceno je ponovno koris¢enje prekusora za njihovu sintezu. S obzirom da je jetra znacajan izvor
glutationa za druga periferna tkiva, intenzivan metabolizam ksenobiotika u ovom organu, koji dovodi do
smanjenja koncentracije glutationa, rezultira i opadanjem koncentracije glutationa u drugim perifernim
tkivima (Lili¢ i sar., 2007). U naSem eksperimentu, registrovano je znacajno smanjenje koncentracije
ukupnog glutationa 48 h posle akutnog davanja HPZ u jetri pacova, u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja (Slika V15).

Takode, rezultati ovog rada pokazuju i da viSekratna primena HPZ ima inhibitorni uticaj na
sadrZzaj ukupnog glutationa u jetri pacova. Subakutno davanje HPZ dovodi do smanjenja ukupnog
glutationa u jetri nakon 15 dana u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Ovi rezultati su u skladu sa
istrazivackim grupama iz drugih laboratorija, koje su pokazale sniZzenu koncentraciju glutationa, §to
dovodi do povecanja oksidativnog stresa u ovom organu (Naidu i sar., 2002; Sulaiman i sar., 2006).
Generalno je prihvaé¢eno misljenje da subakutna primena HPZ dovodi do smanjenja nivoa glutationa zbog
utroska glutationa u reakciji GPx kada se neutraliSu SR nastali pri duzem izlaganju ovom ksenobiotiku.

Kljuénu ulogu u ekscitotoksi¢cnim mehanizmima neuronske smrti Cine energetski deficit i
oksidativni stres. Intracelularno poveéano stvaranje SR predstavlja potencijalni toksiéni insult, koji moze
dovesti do disfunkcije membrane, osteCenja DNK 1 inaktivacije proteina. U ovom slu¢aju, metabolizam
glutationa je glavni mehanizam zastite Celija od agenasa stvorenih oksidativnim stresom (Lopresti i sar.,
2014).

Reaktivni kiseoni¢ni intermedijeri koji mogu uzrokovati oksidativno oSteenje, stvoreni u
fizioloskim vrednostima, sluze i kao signalni glasnici u brojnim ¢elijskim putevima, od citokin-receptor
interakcija do aktivacije transkripcionih faktora (Kanzaki i sar., 2013). Stvoreni u viSku, SR dovode do
oksidativnog oStecenja biomolekula, Sto moze nastati i kod insuficijentne AOS. Redoks stanje Celija
odredeno je koncentracijom GSH, a glavni donori redukcionih ekvivalenata su NADH i NADPH, §to je
opet u vezi sa stanjem unutarcelijskog metabolizma (Rusi¢-Stojiljkovi¢, 1998).

Protektivni efekti glutationa ostvaruju se na viSe nacina:

o direktnim uklanjanjem radikala kroz mehanizme zavisne od vitamina E;

¢ uklanjanjem produkata LPO, Sto je katalizovano enzimom GPX;

e odrzavanjem tiol-disulfidnog statusa proteina (zaStita SH grupa proteina od oksidativnog

ostecenja) i
o delujudi kao esencijalna komponenta u reparaciji oksidativnog ostecenja.
Veé je ukazano na viSestruku ulogu glutationa u nervnom sistemu, koja podrazumeva ulogu

"skupljaca" SR, redoks modulatora aktivnosti jonotropnih receptora, kao i ulogu moguceg
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neurotransmitera i neuromodulatora (Banerjee i sar., 1993). Veoma je vazno odrZavanje visokog
unutaréelijskog odnosa GSH/GSSG, posebno sa aspekta oksidativnog stresa, $to se postize veé
pomenutim, kompleksnim homeostatskim mehanizmima. U naSem istraZivanju nije registrovana promena
koncentracije ukupnog glutationa u regionu strijatuma i hipokampusa 24 h nakon davanja HPZ u odnosu
na kontrolu (Slika V16). Dobijeni rezultati ukazuju na snizenje GSH/GSSG odnosa, odnosno na
insuficijentnu regeneraciju redukovane forme GSH, uslovljenu prevagom oksidativnih mehanizama.
Oksidovani oblik ovog tripeptida, glutation disulfid — GSSG, pokazuje toksi¢no dejstvo (Barrameda-
Medina i sar., 2014). Glutation disulfid moze stvarati meSovite disulfide sa enzimima koji sadrze tiolnu
grupu. Poznato je da homeostatski mehanizam koji odrzava stalan odnos GSH/GSSG unutar celije
ukljucuje 1 transportni sistem u membrani, kojim se viSak GSSG izbacuje iz ¢elije. U nekim tkivima,
ekstruzioni kapacitet ¢elija za GSSG odreduje njihovu osetljivost na oksidativni stres (Adamson 1 sar.,
1996).

U istom terminu (24 h) nakon akutnog trovanja HPZ registrovano je povecanje nivoa ukupnog
glutationa u kori prednjeg mozga, Sto je, uzevsi u obzir njegovo antioksidativho dejstvo, verovatno
rezultat aktivacije protektivnih mehanizama mozdanog tkiva u ovim uslovima. U in vitro eksperimentima
pod drugim eksperimentalnim uslovima, uo¢eno je dozno- i vremenski- zavisno povecanje glutationa, kao
i da se porast sinteze glutationa nalazi u uskoj vezi sa povecanjem nivoa ATP koji je pored y-glutamil-
cisteina, glicina i magnezijuma, neophodan za njegovu sintezu (Chin i Templeton, 1993; Fotakis i sar.,
2005). Ispitivanja u kojima su merene iRNK i DNK y-GCS, klju¢nog enzima u sintezi glutationa,
pokazala su da povecanje ekspresije ovog enzima moze biti odgovorno za povecanje sadrzaja glutationa
(Hatcher i sar., 1995). | podaci iz literature, kao i rezultati naSeg rada, saglasni su oko znacajnosti uloge
glutationa u prvoj liniji odbrane od toksi¢nosti indukovane HPZ.

Vec je pomenuto da visoko reaktivni, oksidovani anjon peroksinitrit, ONOO", nastaje u reakciji
0" sa NO. Ostecenje membranskih proteina kortikalnih neurona i GS, uzrokovani su preko ONOO", Koji
menja konformaciju proteina, inaktivira GS i dovodi do smrti neurona. Glutation, koji ima veliki
antioksidativni kapacitet i sadrZi tiole uspeSno uklanja Stetne efekte ONOO™ (Koppal i sar., 1999). U
nasSem radu povecana koncentracija ukupnog glutationa registrovana u kori prednjeg mozga 24 h nakon
akutnog davanja HPZ u odnosu na kontrolnu grupu, ukazuje na aktivaciju antioksidativnih mehanizama i
pokazuje da u ovoj mozdanoj strukturi glutation deluje protektivno u odnosu na toksi¢ne efekte ONOO".
Povecanje koncentracije ukupnog glutationa u kori prednjeg mozga 24 h nakon davanja HPZ u odnosu na
kontrolnu grupu odgovara rezultatima Yao i saradnika koji su na pacijentima sa shizofrenijom pokazali da
antipsihotici blokiraju dopaminske receptore i posledi¢no dovode do povecanja nivoa glutationa (Yao i

sar., 2006).
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Sa druge strane, 48 h nakon akutnog davanja HPZ u svim selektivno osetljivim strukturama
mozga registrovano je statisticki znac¢ajno smanjenje sadrzaja ukupnog glutationa, u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja (Slika V17). Ove promene u mozgu znacajno su nize od onih koje smo registrovali u jetri
istih Zivotinja (Slika V15). Smanjenje koncentracije ukupnog glutationa u ovom organu moZe se objasniti
povecanom aktivnos$éu y-glutamiltranspeptidaze, enzima koji je lokalizovan na spoljas$njoj povrsini Celije
gde vrsi razgradnju ekstracelularnog glutationa do aminokiselina koje ulaze u njegov sastav (Carvalho i
sar., 2002). Prema drugom objasnjenju, smanjenje sadrzaja glutationa nastaje usled povecane LPO u
ovom organu, koju prati nedostatak NADPH neophodan za aktivnost GR i transformaciju oksidovane u
redukovanu formu glutationa (Deneke, 2000).

Glutation je veoma bitan pokazatelj sposobnosti ¢elije da odrzi svoje oksido-reduktivno stanje na
odgovaraju¢em nivou. Regulacija sinteze glutationa odvija se mehanizmom negativne povratne sprege,
koju ostvaruje sintetisani glutation kompeticijom sa glutamatom za glutaminsko mesto vezivanja za y-
GCS. U odsustvu inhibicije y-GCS preko glutationa, dolazi do poveéanja njene aktivnosti (¢ak 4-5 puta),
a pri deficitu glutationa, dolazi do pojacane sinteze IRNK za y-GCS, §to dovodi do povecane sinteze ovog
enzima i povecanja sinteze redukovanog GSH. Tiolska grupa cisteinske komponente tripeptida glutationa
moze predavati elektrone, zbog Cega je i najreaktivnija i najbitnija za njegovu funkciju (Hogg, 1999).

Svakako da sniZzena koncentracija glutationa ima prioritetni zna¢aj u prezivljavanju neurona, jer
glutation odrazava integritet funkcije mitohondrija u neuronima i time energetski status. Oksidativni stres
i smanjenje mitohondrijske funkcije prethode fragmentaciji DNK 1 predstavljaju rani dogadaj u procesima
apoptoze indukovane smanjenjem odnosa redukovani/ukupni glutation. Medijatori nastali iz kaskadnih
reakcija koje oSteCuju mozak nakon primene razli¢itih ksenobiotika, formirane su na osnovu tesnih
interakcija izmedu kriti¢nih patogenih faktora, koji ukljucuju oksidativno oSteCenje, poremecenu
homeostazu Ca?" i metaboli¢ku insuficijenciju (Mr3ulja i Kosti¢, 1994).

Poznato je da NO pokazuje inhibitorne efekte na mitohondrijsku respiraciju. Nakon izlaganja NO,
glutation reaguje sa NO" i formira hidroksilamin i GSSG, dok sa NO* stvara S-nitrosoglutation (Hughes,
1999). Medutim, ONOO" takode reaguje sa glutationom preko jedno- ili dvo-elektronskog procesa, u
zavisnosti od fizioloSkog pH i koncentracije glutationa (Quijano i sar., 1997). Intracelularna koncentracija
glutationa je kriti¢ni faktor koji odreduje osetljivost NO i njegovih derivata (Bolafos i sar., 1996). U
fizioloskim uslovima, NO i njegovi metaboliti reaguju sa razli¢itim tiol jedinjenjima i formiraju
nestabilne komplekse, ¢ime se reguliSe inhibitorna funkcija (Kharitonov i sar., 1995; Heales i Bolafos,
2002). Mi smo registrovali poveéanje koncentracije NO posle davanja HPZ, §to pokazuje aktivno ucesce
NO u mehanizmu trovanja. Posto je reakcija NO sa slobodnim tiolima u kompeticiji sa istim supstratom
kao Sto je glutation za razlaganje H,O, preko GPx, prekomerno stvaranje NO moZe uticati na smanjenje

koncentracije glutationa u ovim eksperimentalnim uslovima. lzgleda da je u naim eksperimentalnim
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uslovima termin 48 h od davanja HPZ bio kriti¢an, jer je u ovom terminu istovremeno u svim mozdanim
strukturama izmereno povecanje koncentracije NO,+NOjs (Slika V12) i smanjenje sadrzaja ukupnog
glutationa (Slika V17) u odnosu na kontrole.

Subakutna primena antipsihotika takode je povezana sa razvojem oksidativnog stresa, kao
posledica povec¢anog stvaranja SR sa jedne strane, odnosno redukovanog kapaciteta AOS sa druge strane.
Trovanje redukuje rezervu tiola u Celiji i menja glutation/GPx sadrZaj u svim ispitivanim strukturama
mozga pacova 15 dana nakon subakutne primene HPZ (Slika V18). Ovi rezultati mogu se objasniti
velikom potroSnjom glutationa u konjugaciji i/ili njegovim uklju¢ivanjem u neutralizaciju SR stvorenih
nakon trovanja HPZ.

Glutation ima veoma vaznu ulogu u zastiti ¢elija od oksidativnog oStecenja, koje moze biti
indukovano oksidacijom dopamina. Grima i saradnici su pokazali da kod pacijenata sa shizofrenijom
deficit glutationa moZe biti povezan sa oksidovanim stresom indukovanim dopaminom (Grima i sar.,
2003).

VI2.4.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na sadrZaj ukupnog glutationa

U jetri pacova je akutna primena AGM posle HPZ u terminima 24 h i 48 h dovela do povecanja
koncentracije ukupnog glutationa u odnosu na HPZ grupu Zivotinja (Slika V15). Potencijal sinteze
glutationa je verovatno jedan od nacina kako se tkivo jetre $titi od oksidativnih oStecenja.

U terminu 15 dana nakon subakutne primene HPZ+AGM u jetri pacova registrovano je smanjenje
koncentracije ukupnog glutationa, u odnosu na grupu koja je dobila samo HPZ. Uz sniZen nivo ukupnog
glutationa, istovremeno je registrovano i smanjenje sadrzaja TBARS (Slika V5). Dobijeni rezultati
pokazuju da u ovom terminu AGM pokazuje protektivni efekat u jetri, jer je smanjenje TBARS praceno
istovremenim iscrpljenjem antioksidativnog kapaciteta hepatocita, $to se ogleda u padu nivoa glutationa.

Za razliku od smanjenja koncentracije ukupnog glutationa u kori prednjeg mozga nakon 24 h od
akutnog davanja HPZ sa AGM u odnosu na HPZ grupu, koje nije statisti¢ki znacajno (Slika V16), posle
dvonedeljnog kombinovanog tretmana dolazi do povecanja nivoa ukupnog glutationa u ovoj mozdanoj
strukturi, p < 0,05 (Slika V18), u odnosu na HPZ grupu. Smatra se da je razlika u sadrZaju glutationa pri
akutnom 1 subakutnom davanju HPZ najznacajniji pokazatelj kako akumulacije SR u ¢elijama, tako i
adaptacije na oksidativni stres. Poveéana koncentracija ukupnog glutationa registrovana je i u strijatumu i
hipokampusu Zivotinja koje su 15 dana dobijale HPZ+AGM u odnosu na HPZ grupu. Primenjena doza
AGM je mozda niska, tako da je pokrenut mehanizam stvaranja peroksida preko NO, dovode¢i do
reaktivnog povecanja sadrzaja ukupnog glutationa, $to sve upucuje na uklju¢enost AGM u ove procese.
Izmereno povecanje koncentracije ukupnog glutationa u naSem radu pokazatelj je adekvatne aktivnosti

AOS, postignuto primenom AGM. Za sintezu glutationa neophodan je i glutamat, tako da tretman sa
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AGM smanjuje i toksi¢nost glutamata i posledi¢no pokretanje oksidativnog stresa. Ovi rezultati pokazuju
protektivhu ulogu davanja AGM na status glutationa u mozgu 15 dana nakon subakutnog tretmana. Do
povecanja sadrzaja ukupnog glutationa pod dejstvom AGM, verovatno dolazi usled stimulacije de novo
sinteze GSH (Liu i sar., 2014).

Nakon 15 dana uzastopnog davanja HPZ i AGM pacovima, u svim ispitivanim selektivno
osetljivim strukturama mozga, nivoi TBARS (Slika V8) i ukupnog glutationa (Slika V18) vratili su se na
kontrolne vrednosti, $to znac¢i da AGM sprecava oksidativno osSte¢enje povecanjem kapaciteta AOS, u
koju su uklju¢ene enzimske (SOD, GPx, CAT) i neenzimske (glutation) komponente. Dobijeni rezultati
potvrduju da AGM poboljsava ukupni status AOS u mozdanom tkivu pacova, tako da se moze Koristiti
kao skuplja¢ SR u uslovima oksidativnog stresa u mnogim tkivima, ukljucujuci i mozak. Ovi rezultati
pokazuju neuroprotektivne efekte AGM u razli¢itim patoloskim stanjima, gde spadaju i trovanja
(Porcilncula i sar., 2001; Atif i sar., 2008).

VI2.4.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na sadrzZaj ukupnog glutationa

Akutno (48 h) i subakutno (15 dana) davanje AGM dovodi do povecanja nivoa ukupnog
glutationa u jetri u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V15). Oc¢igledno da su u kontrolnoj grupi
zivotinja aplikacija fizioloskog rastvora menja uslove sredine u kojima AGM povecava kapacitet AOS i
zastitu od SR (Ikbal i sar., 2014).

Dalje, nasi rezultati pokazuju da dvonedeljno davanje samo AGM dovodi do znacajnog snizenja
koncentracije ukupnog glutationa u hipokampusu u odnosu na kontrolnu grupu (Slika V18). Smanjeni
sadrzaj ukupnog glutationa u ovoj mozdanoj strukturi ukazuje na nepotpunu oksidativnu zastitu éelije, §to
je potvrdeno poveéanim stvaranjem O™ (Slika V22) i pove¢anom koncentracijom TBARS (Slika V8) u

ovim uzorcima.

VI12.5. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na stvaranje O," u tkivu jetre i mozga
VI12.5.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na stvaranje O™

Inflamatorna reakcija ima veoma vazan udeo u ostec¢enju celija jetre izazvanog HPZ. Pomenuto je
da reakcijom izmedu NO i O;" nastaje ONOO-, izuzetno jak oksidujuci i nitrirajuéi agens, koji moze
reagovati sa svim klasama biomolekula. Ve¢i afinitet NO prema O, u odnosu na SOD, ¢iji je supstrat
O™, moZe objasniti nepromenjen nivo stvaranja O2™ u jetri u ranom terminu (24 h) nakon akutne primene
HPZ (Slika V19), dok jos nije razvijena sekundarna inflamacija.

U CNS, ONOO" se moze stvarati u ¢elijama mikroglije aktivacijom pro-inflamatornih citokina,

dok u neuronima moze nastati razli¢itim mehanizmima:

e hiperaktivno$¢u glutamatne neurotransmisije,
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o disfunkcijom mitohondrija i

e potroSnjom L-arginina ili tetrahidrobiopterina (Torreilles i sar., 1999).

Prva dva mehanizma sinteze ONOO" predstavljaju odgovor neurona na pocetno ostecenje, a
stvoreni ONOO" pogorsava inflamatorni proces i posledi¢no ostecenje neurona, dok tre¢i mehanizam
njegovog stvaranja direktno uéestvuje u pokretanju procesa oStecenja.

U oba termina nakon akutnog tretmana (Slike V20,21), kao i nakon 15 dnevnog subakutnog
davanja HPZ (Slika V22) u svim ispitivanim selektivno osetljivim strukturama mozga (osim u
hipokampusu posle 24 h), proizvodnja O;" zna¢ajno raste u odnosu na kontrolu. Porast O,™ kod akutnog
(24 h i 48 h) i subakutnog (15 dana) davanja HPZ ukazuje na vremensku i prostornu propagaciju procesa
stvaranja O™, s obzirom da se javlja u moZdanim strukturama u kojima postoji pogodna biohemijska
sredina za njegov nastanak (bogatstvo u NMDA receptorima). Dobijeni podaci pokazuju da je u ovim
terminima u mozgu pacova, uspostavljen proces stvaranja O2", uklju¢ujuéi i redoks kruZzenje. Povecano
stvaranje O™ udruZeno je sa povecanjem koncentracije NO2+NOs u svim ispitivanim strukturama mozga
i svim vremenskim intervalima Zrtvovanja (Slike V11-13), $to bi upucivalo da su toksi¢ni efekti HPZ
dugotrajni, jer se ne uspostavlja redoks ravnoteza, odnosno odrZzava se neadekvatna AOS.

Povecano stvaranje O™ nakon viSekratnog davanja HPZ u trajanju od 15 dana u svim ispitivanim
strukturama mozga dovodi do uslova za dalje stvaranje OH', koji je u stanju da pokrene LPO membrana.
U ovom terminu povecano stvaranje O" praceno je smanjenom aktivnos¢u GPx u kori prednjeg mozga

posle davanja HPZ (Slika V57), sto govori o ostecenju enzimskog AOS.

VI2.5.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na stvaranje O,"

Toksi¢nost HPZ odvija se preko ekscitotoksi¢ne kaskade, koja ukljuCuje smanjeno preuzimanje
glutamata od strane astroglije, njegovo duze zadrZavanje u sinaptickom prostoru, prekomernu aktivaciju
NMDA receptora, uz poveéani intracelularni influks Ca®. Ove promene su direktno povezane sa
povecanjem aktivnosti NOS u frontoparijetalnoj kori, $to direktno vodi stvaranju RVK (Harkany i sar.,
2000). Primena AGM sa HPZ smanjuje stvaranje O™ u regionu kore velikog mozga 48 h nakon akutnog
(Slika V21), odnosno 15 dana (Slika V22) nakon subakutnog kombinovanog tretmana. Poznato je da
AGM blokira NMDA receptore, Ca'*-voltazne kanale i oslobadanje glutamata, $to je udruzeno sa
smanjenjem nivoa NO u moZdanim strukturama. U uslovima smanjenih inhibitornih efekata NO na
proces respiracije u mitohondrijama, posledi¢no dolazi do smanjenog stvaranja O,". Stoga, protektivni
efekti AGM, koji su potvrdeni smanjenom proizvodnjom O™ posle davanja HPZ sa AGM u na$oj studiji,

mogu se objasniti njegovim ukupnim antioksidativnim i antinitrozativnim potencijalom.
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VI2.5.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na stvaranje Oz~

U jetri Zivotinja koje su Zrtvovane 24 h nakon jednokratne primene AGM nisu registrovane
promene u stvaranju Oz u odnosu na kontrolu (Slika V19). Ovaj rezultat, uz podatak da je akutna
primena AGM u istom terminu dovela do smanjenja koncentracije NO,+NO; u jetri u odnosu ha
kontrolnu grupu (Slika V10), potvrduje antioksidativna svojstva AGM. U terminu 48 h nakon davanja
AGM registrovano je povecano stvaranje O,™ (Slika V19), kao i povec¢ana koncentracija NO2+NO3z (Slika
V10), dok je subakutno davanje AGM u toku 15 uzastopnih dana vratilo vrednosti O, i NO,+NO3 na
nivo kontrole u jetri, ukazuju¢i na njegov kasnije ispoljen stabilni efekat.

Stvaranje O>" je na nivou kontrolnih vrednosti u regionu kore prednjeg mozga i strijatuma 48 h
nakon akutnog davanja AGM (Slika V21), kao i 15 dana nakon subakutne primene AGM u ovim
moZdanim strukturama (Slika V22). Istovremeno, izmerena aktivnost antioksidativhog enzima SOD
odgovara takode kontrolnim vrednostima nakon davanja samo AGM, §to samo ukazuje na njegovo

prisustvo u fizioloSkim koncentracijama (Slike V25,26).

VI12.6. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost SOD u tkivu jetre i mozga
VI2.6.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na aktivnost SOD

Od kada su McCord i Fridovich (1969) pre cetiri decenije, pokazali da izolovani protein iz
eritrocita moZe da neutraliSe O2™, i nazvali ga SOD, usledila su mnogobrojna istraZivanja, sa ciljem da se
ispita uticaj razli¢itih ksenobiotika na aktivnost ovog enzima sa antioksidativnim dejstvom.

Prema naSim istraZivanjima, akutno davanje HPZ posle 24 h i 48 h dovodi do znadajnog
smanjenja aktivnosti ukupne SOD u jetri, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V23). S obzirom
da se u jetri nakon 48 h, O, permanentno generiSe u procesu redoks kruZenja na nivou mitohondrija,
verovatno da je ovaj vremenski period od aplikacije HPZ dovoljan da dode do iscrpljenosti AOS nakon
akutnog davanja HPZ. Snizena aktivnost SOD i povecano stvaranje O™ (Slika V19) 48 h nakon trovanja
ukazuju na operativnost oksidativnog stresa u jetri pacova.

Sli¢ne rezultate o smanjenju aktivnosti SOD u uslovima delovanja HPZ dokazali su i drugi autori
(Naidu i sar., 2002; Pillai i sar., 2007). Smatra se da se ovim podacima o smanjenoj aktivnosti SOD pri
jednokratnoj primeni HPZ moZe objasniti i nastanak LPO u tkivu jetre, §to je potvrdeno u nasem
eksperimentu u terminu 48 h od davanja HPZ, u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika V5). Inaktivacija
SOD moze nastati i usled povecanog stvaranja SR, koji zatim izazivaju oksidativnu modifikaciju
proteinskih lanaca enzima, $to nije iskljuceno i kao mogucnost inhibicije aktivnosti SOD pri davanju
HPZ.

U cilju odrzavanja homeostaze, u ¢eliji se kontinuirano obnavljaju antioksidativni kapaciteti.

Ukoliko to obnavljanje nije adekvatno potrebama, oSteCenja nastala putem prekomernog stvaranja SR
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akumuliraju se 1 uéestvuju u patofizioloSkim mehanizmima mnogih patoloskih stanja. Ako se zna da se
stvaranje RVK, ali i njihovo uklanjanje od strane antioksidanata, nalaze u stalnoj dinamickoj ravnotezi,
svako naru$avanje ove ravnoteZe, bilo izazvano poveéanim stvaranjem SR, bilo insuficijentnim AQOS,
dovodi do oksidativnog stresa. Zapravo, intracelularni metabolizam koji odreduje redoks stanje unutar
¢elije, a koje je prvenstveno odredeno nivoom oksidacije ili redukcije nikotinadenin nukleotida
(NADH/NAD*, NADPH/NADP") i glutationa (GSH/GSSG), odreden je energetskim statusom celije,
samim tim i neurona (MrSulja i Kosti¢, 1994).

Nasi rezultati pokazuju da je u regionu kore prednjeg mozga 24 h nakon davanja HPZ
registrovano smanjenje aktivnosti ukupne SOD u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V24). Uz
smanjenje aktivnosti antioksidativnog enzima, istovremeno postoji u ovom terminu i povecano stvaranje
O™ (Slika V20) u ovoj mozdanoj strukturi, Sto ukazuje na prisustvo oksidativnog stresa. Ovakav nalaz ne
mora biti posledica neadekvatne funkcije, ve¢ postignute saturacije enzima, tako da odnos O,"/SOD
predstavlja najbolji pokazatelj intenziteta oksidativnog stresa u tkivu. Sa druge strane, u ovom ranom
terminu (24 h) od aplikacije HPZ i ONOO™ moze biti ukljucen u ostecenje samog enzima.

Istrazivanja na polju molekularne biologije obezbeduju bolje razumevanje kaskade biohemijskih
dogadaja nakon primene razli¢itih antipsihotika, sa aspekta heterogene prirode ovih patoloskih stanja u
mozgu. Jedna od hipoteza koja objasnjava heterogenost patofizioloskih zbivanja, jeste uklju¢enost SR, na
¢ije su destruktivno dejstvo neuroni narocito osetljivi. Osteéenja u mozgu povezana su sa dejstvom SR i
metala (Fe, Cu, Zn, Al). Toksi¢nost ksenobiotika koji pokre¢u stvaranje SR elimini$e se "¢ista¢ima" SR.
Smanjena aktivnost SOD (Slika V24) pradena je povecanim stvaranjem Op" (Slika V20), §to je
registrovano u regionu strijatuma 24 h nakon i.p. davanja HPZ, u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost
enzima SOD, koji je ukljuen u dizmutaciju O2", nije dovoljna za njegovu eliminaciju usled
hiperprodukcije O™, $to dovodi do nastanka oksidativnog stresa.

U hipokampusu Zivotinja je takode 24 h nakon davanja HPZ izmerena snizena aktivnost ukupne
SOD, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V24). Medutim, u ovoj mozdanoj strukturi je
istovremeno registrovano i smanjeno stvaranje O™, u odnosu na kontrolu (Slika V20). Verovatno je da
HPZ indukuje prekomernu stimulaciju NMDA receptora, Sto stvara uslove za proces ekscitotoksicnosti i
prekomernu akumulaciju slobodnog Ca?*, koji aktivira NOS i nastanak NO. Dalje, snizena vrednost O,"
mogla bi biti posledica njegovog poveéanog troSenja u sintezi ONOO'. SniZena aktivnost SOD verovatno
je posledica smanjene koli¢ine supstrata, odnosno O.". Smanjena aktivnost SOD moZe da bude posledica
nitrozilacije delova molekula SOD, §to je registrovano posebno u mitohondrijama neurona u kojima je
operativna nNNOS (Johnson i sar., 2013). Kalcijum uzrokuje aktivaciju NOS i dalje formiranje ONOO- iz
NO i O;" radikala. Ova reakcija se izuzetno brzo odvija i ne zahteva prisustvo prelaznih metala, a ONOO

moze difundovati i po nekoliko ¢elijskih dijametara uzrokujuci, kao vrlo reaktivno jedinjenje, udaljena
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oksidativna oStecenja proteina, lipida i DNK. Takode, aktivira se fosfolipaza A, i metaboli¢kim obrtom
masnih kiselina oslobada arahidonska kiselina, prekursor SR. Kalcijumom posredovana aktivacija
endonukleaze uzrokuje leziju DNK (tackaste mutacije). Neki autori smatraju da su primarne mutacije
mitohondrijske DNK i da su one osnhova insuficijentnosti pojedinih kompleksa u respiratornom lancu, $to
dovodi do povecanog stvaranja SR 1 oSteéenja neurona. U prilog ovoj pretpostavci idu dokazi o
insuficijentnosti pojedinih kompleksa respiratornog lanca mitohondrija kod trovanja ksenobioticima
(Contreras-Shannon i sar., 2013). Ve¢ je pomenuto da je stradanje selektivno osetljivih mozdanih regiona
posredovano EAK, pre svega glutamatom. OSteCenje verovatno nastaje kao posledica pokrenutih
(slobodnim radikalima) ekscitotoksi¢nih efekata glutamata. Ova biohemijska dogadanja najpre zahvataju
one strukture (selektivne neuronske populacije) koje imaju pogodnu biohemijsku organizaciju za nastanak
i propagaciju ovakvih reakcija. Upravo je hipokampus mozdana struktura sa najgus¢om distribucijom
NMDA receptora, te se ubraja i u selektivno najosetljivije mozdane strukture (Russel i sar. 1999).

U terminu 48 h nakon davanja HPZ izmerena je takode snizena aktivnost ukupne SOD u svim
selektivno osetljivim strukturama mozga pacova, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V25).

Za razliku od akutne primene, subakutno davanje HPZ tokom dve nedelje ne izaziva znacajnije
promene u aktivnosti ukupne SOD u regionu kore prednjeg mozga, u odnosu na kontrolu (Slika V26).
Nepromenjena aktivnost SOD u korteksu pri subakutnom trovanju HPZ ukazuje na aktiviranje
odbrambenih mehanizama protiv oksidativnih oStecenja, medu kojima se posebno izdvajaju MT i
glutation. Dosadasnji eksperimentalni podaci o uticaju produzene primene HPZ na aktivnost SOD su
kontradiktorni, tako da ima podataka i 0 smanjenju aktivnosti ovog enzima (Pillai i sar., 2007). Smanjenu
aktivnost enzima u naSim eksperimentalnim uslovima registrovali smo u strijatumu, a povecanje SOD u
hipokampusu pacova 15 dana nakon uzastopne primene HPZ, u odnosu na kontrolu (Slika V26). Dobijeno
povecéanje koncentracije TBARS kod subakutnog davanja HPZ (Slika V8), ukazuje na peroksidaciju
membranskih lipida, a na oSte¢enje lipida u nasim eksperimentalnim uslovima dodatno uti¢u i snizene
vrednosti antioksidanata. Pored toga, u hipokampusu Zivotinja nakon subakutne primene HPZ doslo je i
do porasta koncentracije NO.+NOs (Slika V13), $to vodi zakljucku da su oksidativni i nitrozativni stres
znacajni mehanizmi oSte¢enja mozga posle dvonedeljnog davanja HPZ. Korelativna analiza pokazala je
da izmedu koncentracije HPZ i aktivnosti enzima SOD postoji negativna korelacija u jetri (Slika V40),
odnosno pozitivna korelacija u kori prednjeg mozga (Slika V41) nakon 24 h i strijatumu (Slika V42)
nakon 48 h od davanja HPZ. Takode, korelativnom analizom dosli smo do rezultata da je povecana
aktivnost SOD nakon akutnog tretmana sa HPZ posle 48 h dovela do povecanja aktivnosti CAT u
korteksu (Slika V62) i hipokampusu (Slika V63), dok je uzrokovala smanjenje aktivnosti CAT u korteksu
15 dana posle subakutnog tretmana (Slika V65). Opre¢ni rezultati koje smo dobili za SOD i CAT pri
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izlaganju HPZ jednokratno i u duZzem vremenskom periodu (15 dana) mogu se objasniti razli¢itim dozama

i duZinom izlaganja.

VI2.6.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na aktivnost SOD

Nakon 48 h od primene HPZ sa AGM u jetri pacova izmerena je sniZzena aktivnost SOD (Slika
V23), dok nije nadena promena koncentracije NO2+NO3 (Slika V10), kao ni O2™ (Slika V19), u odnosu na
grupu sa HPZ. Dobijeni rezultati mogli bi se objasniti troSenjem O, i NO u pravcu sinteze visoko
toksi¢nog ONOO, §to bi znacilo da u ovom terminu AGM ne pokazuje protektivne efekte u tkivu jetre.
Potencijalna mesta toksi¢nosti indukovane preko ONOO" su tirozinski ostaci receptora tirozin kinaze, koji
su vazni u odrzavanju normalne aktivnosti ¢elija jetre. Sa druge strane, moze oStetiti i sam enzim SOD,
metaloprotein. Pored toga, NO pokazuje veéi afinitet prema O™ u odnosu na SOD, $to moZe objasniti
smanjenu aktivnost ovog enzima usled nedostatka supstrata (O,™) (Djukic i sar., 2012).

Nakon dve nedelje davanja HPZ sa AGM u regionu hipokampusa registrovana je sniZena
aktivnost SOD (Slika V26), §to je praceno smanjenim stvaranjem O™ u ovoj mozdanoj strukturi (Slika
V22), u odnosu na eksperimentalnu grupu Zivotinja koja je dobijala samo HPZ. Ovi rezultati pokazuju da
subakutna kombinovana primena HPZ sa AGM dovodi do redoks ravnoteZe, odnosno postize se
adekvatna aktivnost AOS u mozgu. Takode, davanjem AGM izostaje put uklanjanja O2™ preko NO, tako
da SOD ostaje dominantni mehanizam njegovog eliminisanja. Moguce je i da davanje AGM prekida

kaskadu povecanog stvaranja O™ indukovanu HPZ.

VI2.6.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na aktivnost SOD

Aktivnost antioksidativnog enzima SOD sniZzena je u hipokampusu 24 h nakon primene samo
AGM u odnosu na kontrolu (Slika V24). Guo i saradnici (1999) pokazali su da za razliku od citosolne
konstitutivne CuZnSOD, mitohondrijalna MnSOD predstavlja inducibilni enzim, koji zavisi od nivoa
stvaranja RVK i omogucava prilagodavanje c¢elija mozga razlic¢itim koncentracijama reaktivnih vrsta,
nastalih u oksidativnom metabolizmu, §to je u naSem istrazivanju potvrdeno smanjenim stvaranjem O™ u
ovoj mozdanoj strukturi (Slika V20). Prema tome, rezultat smanjenog stvaranja O,™ kao kosupstrata, jeste
i registrovana smanjena aktivnost antioksidativnog enzima SOD u regionu hipokampusa posle davanja
AGM.

I dok je akutno trovanje (posle 48 h) HPZ prema rezultatima ovog rada smanjilo aktivnost ukupne
SOD, davanje samo AGM odrZalo je aktivnost enzima na nivou kontrolnih vrednosti, kako u jetri (Slika
V23), tako i u svim ispitivanim strukturama mozga (Slika V25), ukazujuci na bitan podatak do koga smo
dosli, odnosno da se protektivno dejstvo AGM u uslovima akutnog trovanja HPZ u jetri i mozgu ostvaruje

i na komponente AOS.
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VI2.7. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost CAT u tkivu jetre i mozga
VI2.7.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na aktivnost CAT

Katalaza je enzim od najveceg znacaja za zastitu Celija od toksi¢nih efekata H,O,. Ve¢ je ukazano
na njenu osnovnu ulogu u prevodenju H,O, u vodu i kiseonik. U osnovi je ovo reakcija dizmutacije, jer se
H.O, istovremeno redukuje i oksiduje. Zasi¢enje CAT sa H,O. je teSko izvodljivo, jer je njena
maksimalna brzina (Vmax) uklanjanja H,O; izuzetno velika (Pathak i sar., 2014).

Enzim CAT je primarno lokalizovan u peroksizomima i odgovoran je za redukciju HO-
stvorenog iz metabolizma masnih Kiselina dugog lanca u peroksizomima. Jako je teSko predvideti
odgovor antioksidanata na hemijski stres, jer razli¢iti faktori uticu na aktivnost antioksidativnih enzima
(Van der Oost i sar., 2003). Rezultati Li i saradnika pokazuju da su promene aktivnosti CAT nakon
delovanja HPZ dominantne i da se javljaju u opsegu terapijskog delovanja HPZ (Li i sar., 2008). Posto je
pokazano da HPZ inhibise SOD, zakljucuje se da su promene aktivnosti CAT bolji pokazatelj veliCine
oksidativnog stresa koji se javlja nakon delovanja HPZ.

Katalaza je prisutna u vecini organa, ali je jetra mesto njene najvece koncentracije. Nasi rezultati
potvrduju ove podatke, jer je u jetri kontrolnih Zivotinja aktivnost CAT bila veca od aktivnosti enzima u
ispitivanim mozdanim regionima (Slike V27-30). Pored toga, korelativnom analizom dobili smo rezultat
da povecanjem koncentracije HPZ opada aktivnost CAT u strijatumu zivotinja 15 dana nakon subakutnog
davanja HPZ (Slika V45).

Studija jedne grupe autora iz 2003. godine pokazala je da davanje HPZ kod pacova uti¢e na
aktivnost antioksidativnih enzima (pracena je aktivnost SOD i CAT) u tkivu jetre (Can i sar., 2003). Ovi
autori su pronasli promenu aktivnosti CAT u jetri posle davanja HPZ u dozi od 25 mg/kg i ukazali na
potencijal HPZ da izazove strukturne promene na endotelnim c¢elijama. U kulturi endotelnih éelija
pokazano je da HPZ moze da izazove nastanak vezikulacije Celijske membrane i da primena vecih
koncentracija HPZ dovodi do gubitka ¢elija. Na dozno zavistan na¢in HPZ dovodi do strukturnih
promena i modifikacije permeabilnosti membrane endotelnih ¢elija, ¢ime uti¢e na hemodinamsku
otpornost krvnih sudova in vivo. Takode, HPZ prooksidativno deluje i posredstvom delovanja svojih
metabolita koji su uklju¢eni u stvaranje H,O, procesom autooksidacije (Kelder i sar., 1991). Uprkos
protektivnim efektima protiv drugih kiseoni¢nih radikala, kao $to su OH" Ili O>", HPZ nije ukljuc¢en u
uklanjanje H.0.. Moze se re¢i da HPZ u malim dozama sprec¢ava oste¢enje endotela mehanizmima koji
su deo njegovog antioksidativnog dejstva, kao i indukovanjem smanjenja koncentracije TNFa, ali da pri
visokim dozama HPZ, prooksidativni efekti njegovih metabolita imaju prednost nad povoljnim efektima
ovog ksenobiotika, $§to dovodi do oStecenja Celije (Can i sar., 2003). Prethodni rezultati u drugim

patoloskim stanjima na modelu hepati¢ne manifestacije metaboli¢kog sindroma (nonalcocholic fatty liver

104



disease - NAFLD), takode su pokazali da aktivnost CAT moze biti smanjena u jetri (Jorgadevié i sar.,
2013). Rezultati ove studije pokazuju da je jednokratno, kao i visekratno davanje HPZ u trajanju od 15
dana, dovelo do smanjenja aktivnosti CAT u jetri, u odnosu na kontrolne grupe Zivotinja (Slika V27).
Oksidativni stres dovodi do aktivacije hepati¢nih stelatnih ¢elija i proinflamatornog odgovora Kupferovih
¢elija, $to ucestvuje u razvoju inflamatornog procesa i fibroze (Koek i sar., 2011).

Uloga citohroma P450 kao i njegovih izoenzima CYP2ELl i CYP2B6 je izuzetno bitna u
biotransformaciji HPZ, pri ¢emu se u procesima katabolizma HPZ mogu stvarati brojne RVK i RVA.
Ksenobiotici ucestvuju u indukciji CYP450. Pored oksidacije ksenobiotika, izoenzimi CYP2EI1 i
CYP2B6 ucestvuju u stvaranju RVK i RVA, kao §to su superoksidni, hidroksilni i lipidni hidroperoksilni
radikali. Jedno od objadnjenja za smanjeni antioksidativni kapacitet i smanjenu aktivnost CAT u jetri
pacova nakon akutne i subakutne primene HPZ, u odnosu na kontrolne grupe moglo bi da bude povecanje
aktivnosti CYP2EL u jetri, koje dovodi do inaktivacije CAT i SOD u toku trovanja (Qi i sar., 2013). NaSi
rezultati su u skladu sa ovim istrazivanjima, jer je akutno davanje HPZ pored smanjene aktivnosti CAT,
dovelo i da smanjenja aktivnosti SOD (Slika V23) u jetri pacova u odnosu na kontrolne grupe, $to se moZze
objasniti progresivnim razvojem oksidativnog stresa. Ova studija ukazala je na postojanje pozitivhe
korelacije izmedu aktivnosti SOD i aktivnosti CAT u korteksu (Slika V62) i hipokampusu (Slika V63)
Zivotinja 48 h nakon davanja HPZ. Smanjena aktivnost SOD dovodi do akumulacije O™, koji u reakciji
sa NO formira ONOO". Ovi rezultati se mogu objasniti inaktivacijom SOD i CAT preko superoksidnog,
hidroksilnog, peroksil radikala ili singlet kiseonika. Takode, dodatni razlog za smanjeni antioksidativni
kapacitet je niZa sinteza proteina u odmaklom stadijumu nakon trovanja.

Ve¢ je objasnjeno da intracelijski AOS obuhvata razli¢ite skupljate SR, koji mogu biti
antioksidativni enzimi i neenzimski antioksidanti kao Sto je glutation i drugi tioli. Prvu liniju enzimskog
¢elijskog AOS ¢ine: SOD, CAT, GR i GPx. Posto elimini§u SR, ravnoteZa ovih antioksidantnih enzima je
veoma bitna i u fizioloskim uslovima. Kada dode do povecanog stvaranja SR nakon delovanja toksina,
gubi se ova ravnoteza i uspostavlja se oksidativni insult (Manna i sar., 2007). U toku metabolizma
stvaraju se brojne RVK, pri ¢emu je CAT odgovorna za razlaganje H,O,. Ovaj enzim Katalizuje
uklanjanje H,O, formiranog u reakciji koju je katalizovala SOD (Ramanathan i sar., 2002). Redukovana
aktivnost CAT nakon davanja HPZ moze biti u korelaciji sa povecanim stvaranjem H>O.. U svim
ispitivanim moZdanim strukturama 24 h od akutnog trovanja HPZ smanjena aktivnost CAT (Slika V28)
pracena je i smanjenjem aktivnosti SOD (Slika V24), u odnosu na kontrolu. Nasi rezultati su u skladu sa
ovim nalazima, jer je u kori prednjeg mozga u ovom terminu, akutno davanje HPZ dovelo do povecanja
koncentracije ukupnog glutationa (Slika V16), koja je pracena smanjenom aktivnoséu SOD i CAT.

Medutim, aktivnost enzima bila je na nivou kontrolnih vrednosti 48 h posle akutnog davanja HPZ

u kori prednjeg mozga (Slika V29). Primena HPZ kod pacova uzrokuje i smanjenje sadrZaja ukupnog

105



glutationa u ovom terminu (Slika V17), §to sumarno govori o o$te¢enju AOS u mozgu i ¢ini neurone
osetljivim na oSte¢enje uzrokovano ovim antipsihotikom.

Istrazivanja Bishnoi i saradnika iz 2007. godine pokazala su da hroni¢na i.p. primena HPZ u
trajanju od 21 dan u strijatumu pacova dovodi do smanjenja antioksidativnih enzima (CAT i SOD),
neproteinskih tiola i koncentracije NO, a povecanja nivoa TBARS u poredenju sa kontrolom (Bishnoi i
sar., 2007). NaSi rezultati nakon subakutnog davanja HPZ u skladu su sa ovim istraZivanjima, jer je i u
naSim eksperimentalnim uslovima subakutno davanje HPZ dovelo u strijatumu do smanjenja aktivnosti
CAT (Slika V30) i SOD (Slika V26), a povecanja koncentracije TBARS (Slika V8) u odnosu na kontrolne
Zivotinje.

Ispitivani ekotoksikoloski efekti HPZ u kulturi na Carassius auratus pokazali su da izlaganje
HPZ prvo dovodi do smanjenja aktivnosti SOD, a zatim do njenog povecanja, dok je aktivnost CAT prvo
povecana, a zatim se smanjuje (Li i sar., 2008). Nasi rezultati pokazuju da je aktivnost CAT u kori
prednjeg mozga 24 h posle akutnog trovanja HPZ smanjena (Slika V28), dok se nakon dugotrajne primene

u trajanju od 15 dana aktivnost enzima povecava (Slika V30) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

VI2.7.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na aktivnost CAT

Nasi rezultati opisuju smanjenje antioksidativnog kapaciteta u jetri kako posle akutnog davanja
HPZ, tako i 15 dana nakon njegove subakutne primene (Slika V27). Ovi rezultati pokazuju veliki stepen
osetljivosti jetre za oksidativno oSteCenje u ranim, kao i odmaklom stadijumu nakon primene HPZ.
Davanje AGM nakon HPZ dovelo je do povecanja aktivnosti CAT u svim vremenskim intervalima posle
akutnog i subakutnog tretmana, u odnosu na grupu Zivotinja koje su dobile samo HPZ.

Mozak je posebno osetljiv nakon trovanja, jer zahteva velike koli¢ine kiseonika. Poseduje velike
koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina, a pri tom ima slab antioksidativni kapacitet (Radermacher i sar.,
2013). Poznato je da aktivisanje presinaptickih D> receptora dovodi do smanjenog oslobadanja glutamata
iz kortiko-strijatnih projekcionih vlakana (Carlsson i Carlsson, 1990). Ranije studije su pokazale da
hroni¢na blokada ovih receptora neurolepticima povecava sinapticko oslobadanje aspartata i glutamata u
strijatumu  (Bardgett i sar., 1993). Oksidativno oSte¢enje odlaze degeneraciju neurona uzrokovanu
aktivacijom NMDA i neNMDA glutamatnim jonotropnim receptorima (Coyle i Puttfarcken, 1993).
Povecanje kiseoni¢nih radikala moze inhibirati presinapticko preuzimanje glutamata, inaktivirati
enzimsku odbranu od ¢elijskih oksidanata, ostetiti mitohondrijski elektronski transport, stimulisati NOS
preko influksa Ca?" posredovano preko NMDA receptora i reagovati sa superoksidom za formiranje
visoko reaktivnog ONOO-, sto dovodi do povecanog stvaranja redoks-aktivnih vrsta i oslobadanje
ekscitatornih amino kiselina iz neurona (Burkhardt i sar., 1993; Jackson-Lewis i Przedborski, 1994). Ove

sekundarne interakcije mogu dovesti do formiranja circulus vitiosus koji pokre¢u oksidativno o$tecenje
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posredovano glutamatom u strijatumu. U naSoj studiji pove¢anje LPO (Slika V7) i poveéano stvaranje Oy"
(Slika V21), uz smanjenje antioksidativnih enzima — SOD (Slika V25) i CAT (Slika V29) koje je
registrovano u strijatumu davanjem samo HPZ jednokratno posle 48 h, moZe biti povezano sa
povecanjem glutamatergi¢ke transmisije nakon hroni¢ne blokade dopaminskih receptora. Medutim, nasi
rezultati pokazuju da kombinovana primena HPZ sa AGM smanjuje nivo TBARS (Slika V7) i stvaranje
O™ (Slika V21), dok istovremeno povecava aktivnost antioksidativnih enzima - SOD (Slika V25) i CAT
(Slika V29) u regionu strijatuma 48 h nakon tretmana. Primena AGM uz HPZ pozitivno modulise
nekoliko NMDA-posredovanih odgovora. Studija Schwartz i saradnika pokazala je da SOD i CAT
sprecavaju degeneraciju neurona indukovanu glutamatergi¢kim mehanizmima (Schwartz i sar., 1998).
Pored oksidativnog oStecenja koje se pokrece hiperglutamatergickom neurotransmisijom indukovanom
davanjem HPZ, drugi pretpostavljeni model za razvoj oStecenja je da smanjena aktivnost SOD i CAT C¢ini
HPZ.

Primena AGM sa HPZ povezana je sa smanjenim preuzimanjem glutamata i posledi¢no,
njegovim povecanjem u ekstracelularnom prostoru, $to je praceno influksom Ca?* (Burger i sar., 2003,
2004). Na naSem eksperimentalnom modelu viSekratno davanje AGM sa HPZ u trajanju od 15 dana,
dovelo je do povecanja aktivnosti CAT u svim ispitivanim selektivno osetljivim strukturama mozga, u
odnosu na grupu sa HPZ (Slika V30), §to moZe ukazati da AGM sa potentnom antioksidativnom i

neuroprotektivnom aktivno$éu moze biti moguéi kandidat u tretmanu nakon trovanja HPZ.

VI2.7.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na aktivnost CAT
Akutno i subakutno davanje AGM per se ne dovodi do znacajnih promena u aktivnosti CAT u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja kako u tkivu jetre (Slika V27), tako i u svim ispitivanim selektivno

osetljivim regionima mozga (Slike V28-30).

VI12.8. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost GPx u tkivu jetre i mozga
VI2.8.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na aktivnost GPx

Familija enzima GPx je Siroko rasprostranjena u animalnim tkivima i specifi¢na za glutation kao
donor vodonikovih atoma. Pored H.O-, enzimi ove familije mogu reagovati i sa organskim peroksidima
poput peroksida masnih kiselina, a kao rezultat ove reakcije peroksidi se redukuju do alkohola
(YYamamoto i Takahashi, 1993).

Pored SOD i CAT, GPx ima vaZznu ulogu kao antioksidativni enzim u supresiji LPO u tkivima.
Sva tri enzima uklju¢ena su u direktnu eliminaciju reaktivnih kiseoni¢nih metabolita, koji su najefikasniji

u odbrani nakon oS$tecenja. Iako SOD uklanja O", kao proizvod reakcije dobija se H20-, koji se mozZe
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prevesti u aktivni OH" i dovesti do LPO ukoliko nema dovoljno CAT ili GPx za razlaganje HO;
(Ashokkumar i Sudhandiran, 2008). Kao veoma vazan antioksidativni enzim, GPx ukljuCena je u
inaktivaciju mnogih mutagena iz okoline. Korelativna analiza pokazala je da je povecana aktivnost GPx
povezana sa smanjenom koncentracijom NO,+NOsz; u jetri posle 24 h (Slika V46), smanjenom
koncentracijom TBARS u strijatumu posle 24 h (Slika V54) i smanjenim stvaranjem O™ u korteksu posle
15 dana (Slika V57) od davanja HPZ.

Nasi rezultati pokazuju da je u tkivu jetre 48 h nakon akutnog davanja HPZ do$lo do smanjenja
sadrZaja ukupnog glutationa, koji je multifunkcionalni intracelularni ne-enzimski solubilni antioksidant,
veoma prisutan u citoplazmi, nukleusu i mitohondrijama (Slika V15). Veoma je vazno da glutation i GPx
uklanjaju perokside koris¢enjem glutationa kao redukujuceg agensa. Kao rezultat povecanja oksidativnog
stresa u grupi Zivotinja sa HPZ, sadrZaj ukupnog glutationa (Slika V15) i aktivnost GPx je znacajno
redukovana u jetri 48 h nakon tretmana (Slika V31). Ovo smanjenje moZe biti rezultat smanjenja SH
grupa koje smo registrovali u plazmi 48 h nakon davanja HPZ u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja
(Slika V14). Razlicite RVK su odgovorne za oksidaciju esencijalnih SH grupa ukljucenih u kontrolu
aktivnosti brojnih enzima (De Vries i De Flora, 1993). Peroksidi se mogu prevesti u manje oksidovanu
formu H,0,. Medutim, glavna opasnost od pove¢anog H,O, ogleda se u njegovoj sposobnosti da prolazi
¢elijsku membranu veoma brzo; kada ude u ¢éeliju, moZe reagovati sa jonima Fe?" i Cu?* i formirati
toksi¢ne OH’, Sto predstavlja pocetak toksi¢nog insulta. U endotelnim c¢elijama peroksidi se mogu
prevesti u hidroksilne jone u prisustvu gvozda. Hidroksilni radikal moZe reagovati sa svim
komponentama DNK molekula i u¢estvovati u o$te¢enju purinskih i pirimidinskih baza (Halliwell, 1996).
U tom smislu, veoma je vazno razumeti medusobnu korelaciju izmedu razli¢itih enzimskih komponenti
AOS.

U svim ispitivanim selektivno osetljivim strukturama mozga pacova (korteks, strijatum,
hipokampus) 24 h (Slika V32) nakon akutnog davanja HPZ nije registrovana izmenjena aktivnost enzima
GPx u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, dok je u terminu 48 h (Slika V33) od akutnog, kao i 15 dana
(Slika V34) nakon subakutne primene HPZ, aktivnost GPx znacajno niza od kontrolnih vrednosti.
Smanjena aktivnost GPx u hipokampusu pacova nakon 15 dana od davanja HPZ udruzena je sa
povecanom aktivnoséu SOD (Slika V26) i smanjenom aktivnos¢u CAT (Slika V30) u ovoj moZzdanoj
strukturi, u odnosu na kontrolu. Takode, korelativna analiza pokazala je da sa smanjenjem aktivnosti GPx
dolazi do povecanja aktivnosti SOD u strijatumu pacova 48 h nakon davanja HPZ (Slika V64). Ovi
rezultati mogu se objasniti pove¢anom akumulacijom H,O,. Radovi Hodgsona i Fridovicha su pokazali da
je brzina inaktivacije SOD direktno zavisna od koncentracije H,O, i samog enzima (Hodgson i Fridovich,
1975).
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VI2.8.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na aktivnost GPx

Rezultati naSe eksperimentalne studije pokazali su da akutno davanje HPZ+AGM nakon 24 h u
jetri dovodi do povecanja aktivnosti GPx (Slika V31) i sadrZaja ukupnog glutationa (Slika V15), dok
znacajno smanjuje TBARS (Slika V5) u ovom tkivnom homogenatu.

Na naSem eksperimentalnom modelu, rezultati dobijeni u mozgu su pokazali da davanje AGM
nakon HPZ posle 48 h smanjuje koncentraciju TBARS (Slika V7), a povecava aktivnost antioksidativnih
enzima — SOD (Slika V25), CAT (Slika V29) i GPx (Slika V33) u strijatumu u odnosu na grupu Zivotinja
sa HPZ. Akutna primena AGM posle HPZ vraca sve ispitivane parametre na kontrolne vrednosti, $to
predstavlja jedan od mogu¢ih mehanizama neuroprotektivnih efekata AGM nakon trovanja HPZ kod
pacova.

Povecana aktivnost CAT i GPx koja je registrovana u svim selektivno osetljivim strukturama
mozga 48 h nakon akutnog (Slike V29,33) i 15 dana nakon subakutnog (Slike V30,34) davanja HPZ sa
AGM, u odnosu na grupu zivotinja sa HPZ verovatno je rezultat veceg stvaranja H>O,. Hussain i
saradnici pokazuju da su neurodegenerativne promene u mozgu povezane sa stvaranjem RVK u toku
¢elijskog metabolizma (Hussain i sar., 1995). Primena AGM sa HPZ povecava aktivnost enzimskih
antioksidanata u ovim mozdanim regionima, ukljuéujuéi i aktivnost CAT i GPx, i vrSi supresiju LPO i

sprec¢ava razvoj oksidativnog stresa.

VI12.8.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na aktivnost GPx
Aktivnost enzima GPx bila je na nivou odgovarajuc¢ih kontrolnih vrednosti kako posle akutne (24
h, 48 h), tako i nakon subakutne primene AGM u uzorcima iz tkiva jetre (Slika V31) i ispitivanih

selektivno osetljivih struktura mozga (Slike V32-34).

VI12.9. Uticaj HPZ, HPZ sa AGM i AGM na aktivnost GR u tkivu jetre i mozga
VI2.9.1. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ na aktivhost GR

Objasnjena je ranije uloga GR koja katalizuje reakciju kojom se GSSG vra¢a u prvobitni
redukovani oblik (GSH). Svojom aktivno$¢u GR odrzava dovoljnu koli¢inu redukovanog glutationa ¢ime
na posredan nacin doprinosi antioksidativnom statusu, koji je poremecen nakon akutnog davanja HPZ
pacovima, jer je u jetri pacova registrovano znac¢ajno smanjenje aktivnosti GR u odnosu na kontrolne
grupe Zivotinja (Slika V35).

Nasi rezultati, takode, pokazuju smanjenu aktivnost enzima GR i u svim ispitivanim selektivno
osetljivim strukturama mozga nakon akutne i subakutne primene HPZ u odnosu na kontrole (Slike V36-
38). Ve¢ je ukazano na redoks sistem glutationa, koji je veoma vaZzan za redukciju oksidativnog stresa.

Glutation je poznat skuplja¢ radikala, koji se prevodi u oksidovani oblik delovanjem enzima GPx i
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ponovo vraéa u redukovanu formu enzimom GR (Yao i sar., 2006). Nakon 48 h od akutnog davanja HPZ
u svim ispitivanim selektivno osetljivim strukturama mozga registrovana je smanjena aktivnost enzima
GR (Slika V37) u odnosu na kontrolne grupe, $to je pra¢eno smanjenjem sadrzaja ukupnog glutationa
(Slika V17) u ovom vremenskom terminu. Ovo smanjenje odrZava se i nakon 15 dana od primene
subtoksi¢ne doze HPZ u svim mozdanim strukturama u odnosu na kontrolu (Slike V18,38). Poremecaj
redoks regulatornih mehanizama u AOS rezultat je smanjenog nivoa ukupnog glutationa i smanjene
aktivnosti GR u moZdanim regionima pacova nakon trovanja HPZ.

U kori prednjeg mozga pacova viSekratna primena HPZ u trajanju od 15 dana dovela je do
povecanja aktivnosti SOD (Slika V26), koja nema statisticku zna¢ajnost i CAT (Slika V30), kao i do
smanjenja aktivnosti GPx (Slika V34) i GR (Slika V38) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Ovi
rezultati odraZavaju se na pokrenut oksidativni prasak u mozgu pacova (Sundaram i sar., 2014). Smanjena
aktivnost GPx i GR u kori mozga dalje govori o gubitku ukupnog glutationa (Slika V18) i povec¢anju LPO
(Slika V8), koje smo takode registrovali u kori mozga nakon subakutne primene HPZ. Registrovano
povecanje SOD i CAT je konacno verovatno rezultat pove¢anog stvaranja RVK.

Izmedu aktivnosti GPx i GR postoji pozitivna korelacija u jetri (Slika V51) 15 dana posle primene
HPZ. Takode, GR negativno korelira sa koncentracijom TBARS u jetri (Slika V49) i mozgu (Slika V53)
zivotinja posle davanja HPZ. Ove korelacije pokazuju da dinamic¢ko stanje reguliSe redoks ravnotezu, kao
i da je u terminu 15 dana posle primene samog HPZ doslo do poremeéaja mehanizama redoks ravnoteze u

AOS, verovatno u snizenom nivou ukupnog glutationa, kao i smanjenoj aktivnosti GR.

V12.9.2. Uticaj akutnog i subakutnog davanja HPZ+AGM na aktivnost GR

Studije pokazuju da glutation zajedno sa GPx ima vaznu ulogu u zastiti Celija od citotoksi¢nih
agenasa skupljanjem RVK (Ashokkumar i Sudhandiran, 2008). Pored toga, poznato je da GR ucestvuje u
detoksikaciji ksenobiotika, SR i peroksida preko uklanjanja toksi¢nih agenasa sa glutationom, $to na kraju
Stiti  Celije i organe od oSteenja uzrokovanih razliCitim toksinima. Davanje AGM sa HPZ
eksperimentalnim Zivotinjama sprecava bioloSka oksidativna oStecenja. Povecana aktivnost GR u jetri
(Slika V35) i mozgu (Slike V36-38) pacova posle akutnog i subakutnog davanja AGM sa HPZ u svim
ispitivanim terminima, moZe biti posledica uklonjenih SR i smanjenog oksidativnog stresa. Posto je u
tkivu jetre akutno davanje AGM sa HPZ posle 24 h smanjilo nivo cirkuliSu¢ih oksidanata kao $to su LPO
(potvrdeno nasim rezultatima i prikazano na Slici V5) i OH', registrovano je povecanje enzimskih — SOD

(Slika V23), CAT (Slika V27), GPx (Slika V31) i GR (Slika V35) antioksidanata. Objasnjenje se verovatno

o vty
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VI2.9.3. Uticaj akutnog i subakutnog davanja AGM na aktivnost GR

Jednokratno davanje AGM u dozi od 75 mg/kg TM imalo je minoran efekat na aktivnost GR u
jetri (Slika V35) i selektivno osetljivim strukturama mozga (Slike V36,37) kod pacova. Takode, i
vi§ekratna primena AGM u trajanju od dve nedelje u istoj dozi nije znacajnije uticala na aktivnost ovog

enzima u tkivu jetre (Slika V35) i mozga (Slika V38) kod pacova.

VI13. MorfoloSke promene kao indikatori o$teé¢enja izazvanih HPZ

Celije monocitno-makrofagnog sistema su jedne od klju¢nih komponenti imunskog sistema. One
su prisutne u svim organima, tkivima i telesnim te¢nostima i zauzimaju znacajno mesto u tkivnoj
homeostazi, imunskim i inflamatornim reakcijama (Nakazawa i sar., 2013). Ovom sistemu pripadaju
promonaciti i njihovi prekursori u kostnoj srzi, monociti u cirkulaciji i makrofagi u tkivima. Makrofagima
pripadaju histiociti (vezivno tkivo), Kupferove celije (jetra), osteoklasti (kost), mikroglija (nervno tkivo),
mezanglijske celije (glomeruli bubrega), Langerhansove c¢elije (koza), alveolni makrofagi (pluca),
makrofagi koStane srZi, slezine, kao i pleurski i peritoneumski makrofagi. Oni su veoma heterogena
populacija Celija, kako po veli¢ini i granuliranosti, tako i po svojim fenotipskim karakteristikama i
enzimskoj aktivnosti. Makrofagi predstavljaju znacajan izvor raznovrsnih enzima, brojnih proteina
plazme (komponenata sistema komplementa, faktora koagulacije, fibronektina, feritina, haptoglobina, a-2
makroglobulina) (Bohlson i sar., 2014). Produkti arahidonske kiseline (prostaglandini i leukotrijeni)
zauzimaju znacajno mesto u Sirokom spektru solubilnih produkata (Lutz i Cornett, 2013). Fagocitoza,
vezivanje antigen-antitelo kompleksa, C5a komponenta sistema komplementa ili tumorske Celije, mogu
biti inicijatori poremecaja respiratornog lanca, §to dovodi do nagomilavanja oksidativnih metabolita: O2™,
OH*, H20,. Ovi metaboliti se stvaraju u blizini ¢elijske membrane ili u fagocitoznim vakuolama, a
podsti¢u antimikrobni i antitumorski efekat makrofaga (Zhu i sar., 2006).

Veliki broj raznovrsnih funkcija ¢elija monocitno-makrofagnog sistema omogucen je prisustvom
razlicitih receptora, tj. antigena na njihovoj membrani. Svaki organ ili tkivo poseduje specifican tip
makrofaga, tako da mikrosredina tkiva indukuje ekspresiju specificnih antigena na makrofagima, Sto je
povezano sa funkcijom koju data ¢elija obavlja.

Rezultati velikog broja in vitro studija na izolovanim ¢elijama mikroglije, kao i glija/neuronskim
kulturama celija, paralelno sa studijama na animalnim modelima i klinickim istrazivanjima, pokazali su
da aktivirana mikroglija oslobada inflamatorne medijatore sa vaznom funkcijom odbrane od neurotropnih
patogena ukljucenih u oSte¢enje mozga kod neuroinflamatornih bolesti. Pojava neurotrofila se poklapa sa
povr§inom oSte¢enja krvno mozdane barijere. Infiltracija inflamatornih celija moze na direktan ili
indirektan nacin uticati na vaskularnu permeabilnost i sekundarno osteéenje tkiva. U podruéju lezije

nalaze se makrofagi, limfociti i dendritske celije, kao i plazma celije u kasnijem stadijumu nakon
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oSteCenja. Studije pokazuju da se nakon oSte¢enja CNS, populacije leukocita menjaju u toku vremena,
¢ime ukazuju na mehanizam i tip oSte¢enja tkiva (Rock i Peterson, 2006; Schnell i sar., 1999; Matyszak i
sar., 1997).

VI13.1. Efekat HPZ kod akutnog i subakutnog trovanja

Studija Sulaimana i saradnika na pacovima pokazuje da davanje HPZ dovodi do morfoloskih
promena, pri ¢emu su osnovne patoloske promene pojava pigmentnih granula i intracelularnih vakuola
unutar hepatocita, inflamatorni ¢elijski infiltrati i degeneracija (Sulaiman i sar., 2006).

U naSem istraZivanju je u prvom posmatranom terminu (24 h), kao i 48 h nakon akutne primene
HPZ na presecima tkiva jetre pacova detektovano povecanje broja i gustine EDI pozitivnih celija
(monocita i makrofaga) u HPZ grupi, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika V66). Ovi rezultati
pokazuju da je i u ranom terminu od 24 h ve¢ doslo do formiranja lezije. U HPZ+AGM grupi, kao i u
grupi zivotinja koje su dobile samo AGM nije bilo razlike u pozitivnosti ED1 c¢elija u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja (rezultati nisu prikazani). Takode, subakutni tretman nije doveo do znacajnih
promena u ekspresiji ED1 molekula, §to moZe biti posledica senzitivnosti sistema koji se koriste za
detekciju.

U slucaju ostecenja CNS, glija ¢elije proliferiSu u podrucje lezije i uklanjaju debris, a svojim
produZecima popunjavaju nastali defekt u nervnom tkivu (Schubert i sar., 2001). Proces je poznat pod
nazivom glioza. Svi ovi procesi nastaju pod dejstvom gliofibrilarnog kiselog proteina (GFAP), koji se
nalazi u astrocitima i koristi u imunocitohemijskim izu¢avanjima upravo u cilju identifikacije astrocita, jer
predstavlja njihov specifi¢an marker.

S obzirom da reaktivne glija Celije imaju ulogu u patoloskim mehanizmima posredovanim
antipsihoticima i da pokre¢u oksidativno osSteCenje neurona, kriticni korak postize se kada patoloska
aktivacija glije nije ograni¢ena samo na mikrogliju, ve¢ ukljucuje i astrocite (Mller i Ackenheil, 1998).
Akutna primena HPZ je u prvom posmatranom terminu (24 h nakon tretmana) dovela do povecane
imunoreaktivnosti glija ¢elija u mozgu pacova, u smislu povecanja broja GFAP pozitivnih ¢elija (+). U
naSem istraZivanju je najveca ekspresija GFAP molekula, kao markera aktivacije astrocita, detektovana
upravo u terminu 24 h od primene HPZ (Slika V67). Astrociti u¢estvuju u metabolizmu neurotransmitera,
naro¢ito GABAe i glutamata, zatim, preuzimanju K* iz ekstracelularnog prostora u toku aktivnosti
neurona, odrzavanju njegovog niskog nivoa u vancelijskom prostoru (DiNuzzo i sar., 2013). Izmedu
ostalog, astrociti predstavljaju glavni depo glikogena u mozgu, ucestvuju u transportu materija od kapilara
do neurona, ali imaju i veoma znacajnu ulogu u procesima regeneracije nervnog sistema (Kowianski i

sar., 2002).
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Astrociti su i 48 h nakon akutne primene HPZ identifikovani kao gusta mreZza GFAP pozitivnih
¢elija, koje su bile prisutne u svim zonama parenhima mozga i ¢iji su se obojeni produZeci pruzali u
perivaskularnu, subpijalnu i subependimnu zonu. Astrociti mogu izgubiti svoju fiziolosku kontrolu
mehanizmom negativne povratne sprege nad mikroglijskom proizvodnjom NO, i ¢ak ucestvovati u
formiranju neurotoksi¢nog ONOQO". Moguce je da je ovaj mehanizam pokrenut davanjem HPZ, jer je u
svim strukturama mozga registrovano povecanje koncentracije NO.+NOsz u odnosu na kontrole. Ostecenje
ekstracelularne jonske homeostaze odrzavane astrocitima dalje vodi ekscitotoksicnom osStecenju
(Schubert i sar., 2001).

Studija Heneke i saradnika iz 2000. godine pokazala je kod kontrolnih Zivotinja (tretiranih
PBSom) najvecu ekspresiju GFAP pozitivnih ¢elija posle 48 h (Heneka i sar., 2001). Druga grupa autora
iz Skotske pokazala je 2001. godine kod lazno operisanih Zivotinja (tretiranih 0,9 % fizioloskim
rastvorom) povecanu gustinu i intenzitet bojenja kontralateralnog korteksa, Sto ukazuje na pojacanu
reakciju glije uzrokovanu mehani¢kim oste¢enjem (Wagner i sar., 1993). U nasem radu je kod kontrolnih
Zivotinja koje su dobile 0,9 % fizioloSki rastvor, bojenje tela neurona i njihovih nastavaka bilo umerenog
intenziteta (+).

Neurohemijski poremecaji nastupaju rano po aplikaciji odredenih supstanci, dovodec¢i do
izmenjene funkcije neurona. S obzirom da su i morfoloske promene indikatori toksi¢nih efekata
kesnobiotika, nakon subakutnog davanja HPZ u trajanju od 15 dana imunohistohemijska slika se nije

razlikovala od rezultata dobijenih nakon akutnog tretmana (rezultati nisu prikazani).

V14. Ekspresija proteina — Western blot
4.1. Elektroforetski profil ED1

Elektroforetski profil ED1 koje obelezava aktivisane makrofage u jetri kontrolnih i
eksperimentalnih grupa kod akutnog (48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana prikazan je na Slici V68.
Elektroforetska analiza ED1 predstavlja kvalitativan nalaz koji ukazuje na postojanje razlika u profilu
ovog enzima u mozgu ispitivanih grupa nakon razli¢itog tretmana. Konstatovane razlike su najizrazenije u
kontrolnoj grupi 15 dana posle davanja fizioloSkog rastvora, kao i u eksperimentalnim grupama sa AGM
48 h posle tretmana, gde se zapaza razlicit broj traka. Vec¢i nivo ekspresije dobijen je u kontrolnoj grupi
nakon subakutne primene fizioloSkog rastvora, kao i u HPZ+AGM i AGM grupama Zivotinja 48 h posle
akutnog tretmana, $to ukazuje na veci nivo ekpresije ED1 molekula. Dobijeni elektroferogrami ED1 u
jetri predstavljaju kvalitativan nalaz koji pokazuje tipi¢an distribucioni obrazac ovog molekula kod svih
ispitivanih grupa nakon akutnog (48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana. Elektroforetski nalaz ED1
molekula u jetri ispitivanih grupa daje prikaz jasnih tkivnih razlika u profilu ovog molekula, markera
aktivisanih makrofaga.

113



4.2. Elektroforetski profil GFAP

Elektroforetski profil GFAP molekula koje predstavlja marker aktivacije astroglijalne reakcije u
mozgu kontrolnih i eksperimentalnih grupa kod akutnog (48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana prikazan
je posebno za koru prednjeg mozga (Slika V69), strijatum (Slika V70) i hipokampus (Slika V71). Na
osnovu dobijenih elektroforetskih profila u kori prednjeg mozga konstatovane su jasne razlike u stepenu
ekspresije proteina, koje su najizrazenije u HPZ+AGM grupi Zivotinja 48 h posle akutnog tretmana, tako
da elektroforetski nalaz GFAP molekula u ovoj moZzdanoj strukturi daje prikaz jasnih tkivnih razlika u
profilu GFAP za obeleZavanje astrocita.

Medutim, elektroforetska analiza GFAP molekula predstavlja kvalitativan nalaz koji ne pokazuje
postojanje razlika u profilu ovog enzima u strijatumu i hipokampusu ispitivanih grupa nakon razli¢itog
tretmana. Konstatovane razlike u ovim strukturama nisu pronadene i zapaza se slican nivo ekspresije
proteina u svim ispitivanim grupama kako Zrtvovanih 48 h nakon akutne primene odredenog tretmana,
tako i 15 dana posle subakutnog davanja odredenih supstanci. Dobijeni elektroferogrami GFAP u
strijatumu i hipokampusu predstavljaju kvalitativan nalaz koji pokazuje tipican distribucioni obrazac ovog

molekula kod svih ispitivanih grupa nakon akutnog (48 h) i subakutnog (15 dana) tretmana.
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VII Zakljucci

1. Dobijeni rezultati pokazuju da jednokratna i.p. toksi¢na doza HPZ od 38,7 mg/kg, kao i videkratna i.p.
subtoksi¢na doza HPZ tokom 15 uzastopnih dana od 9,78 mg/kg Wistar pacovima, neposredno po
budenju iz anestezije, dovodi do motorne usporenosti Zivotinja u prvih par sati od aplikacije. U narednih
48 h, Zivotinje su znatno pokretljivije, ali jo§ uvek manje u odnosu na kontrolne grupe. Zivotinje koje su
dobile ¢ist AGM, kao i AGM sa HPZ jednokratno i viSekratno u toku 15 uzastopnih dana (toksi¢na i
subtoksi¢na doza AGM bila je 75 mg/kg i.p.) nisu pokazivale usporenost u kretanju, niti bilo kakve

promene u ponasanju u odnosu na kontrolnu grupu.

2. Rezultati ove studije pokazuju da primena pojedinacne toksi¢ne doze HPZ posle 24 h, kao i davanje
HPZ tokom 15 uzastopnih dana, izaziva znacajan porast njegove koncentracije u jetri i mozgu, u
poredenju sa kontrolnim vrednostima. Akutno i subakutno davanje AGM sa HPZ u svim ispitivanim
terminima, znacajno smanjuje koncentraciju HPZ u oba organa u odnosu na Zivotinje koje su dobile samo

HPZ, $to pokazuje da prisustvo AGM redukuje i odlaZe resorpciju HPZ.

3. Oksidativno oste¢enje pronadeno je u plazmi, kao i tkivu jetre i mozga, $to znaCi da se deSava
sistemski, tj. na nivou celog organizma. Rezultati studije pokazuju da akutno trovanje HPZ posle 48 h
indukuje oksidativni i nitrozativni stres u plazmi pacova (povecane koncentracije TBARS i NO,+NOs, a
smanjen sadrZaj ukupnih SH grupa). Medutim, pri subakutnom izlaganju pacova HPZ tokom dve nedelje,
oksidativni i1 nitrozativni stres nisu mehanizmi kojima HPZ uzrokuje oSte¢enja. Zastitni efekat od
oksidativnih oSte¢enja, odnosno adaptivni odgovor pruza porast sadrzaja ukupnih SH grupa, koje deluju
kao antioksidanti, tako da subakutno davanje HPZ nije uticalo na promenu koncentracije TBARS u
plazmi.

e Akutna i subakutna primena AGM nakon HPZ dovodi do znaCajnog smanjenja parametara
oksidativnog/nitrozativnog stresa, kao i povecanja SH grupa u plazmi Zivotinja, u odnosu na grupu

Zivotinja sa HPZ.

4. Povecanje koncentracija TBARS i NO,+NOs, kao i povecano stvaranje O™ Uz naruSenu ravnotezu
komponenata AOS (smanjena koncentracija ukupnog glutationa i smanjena aktivnost SOD, CAT, GPX,
GR) pokazuje da je oksidativno o$tecenje lipida u jetri pacova nakon akutne primene HPZ odgovorno za
stvaranje RVK i RVA. Na osnovu smanjene koncentracije ukupnog glutationa i enzimskog
antioksidantivnog enzima — CAT, kod dugotrajne primene HPZ zakljucuje se da HPZ inhibitorno deluje

na sistem AQS organizma i ima veliki udeo u oksidativnim oS$te¢enjima biomolekula. Rezultati pokazuju
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veliki stepen osetljivosti jetre za oksidativno oStecenje u ranim, kao i odmaklom stadijumu nakon primene
HPZ.

e Na osnovu dobijenog smanjenog sadrzaja TBARS i povecanja AOS sistema odbrane (ukupni
glutation, SOD, CAT, GPx, GR) nakon davanja AGM sa HPZ, moze se zakljuciti da AGM pokazuje
protektivni efekat od toksicnog delovanja HPZ u jetri, zasnovan na redukovanju oksidativnog stresa.

¢ Imunohistohemijska analiza pokazala je da akutna primena HPZ u oba ispitivana termina (24 h i 48 h)
dovodi do povecéanja broja i gustine ED1 pozitivnih ¢elija u tkivu jetre.

o Elektroforetski nalaz ED1 molekula u jetri kontrolnih i eksperimentalnih grupa Zivotinja pokazuje
postojanje razlika u profilu ovog molekula u mozgu ispitivanih grupa nakon razliitog tretmana.
Najizrazenije razlike pronadene su u kontrolnoj grupi 15 dana posle davanja fizioloskog rastvora, kao i u
eksperimentalnim grupama sa AGM 48 h posle tretmana, $to ukazuje na ve¢i nivo ekpresije ED1

molekula.

5. U naSoj studiji povecanje LPO i povecano stvaranje O,", uz smanjenje antioksidativnih enzima —
SOD, CAT, GPx i GR koje je registrovano u mozdanim strukturama (kora prednjeg mozga, strijatum,
hipokampus) posle akutne i subakutne primene HPZ, pokazuje da u oste¢enju mozga pri akutnom
izlaganju HPZ u znacajnoj meri uéestvuje poveéano stvaranje RVK i RVA.

e Primena AGM sa HPZ koja je dovela do povecanja aktivnosti enzimskih antioksidanata u ispitivanim
mozdanim regionima, smanjuje LPO i spreCava razvoj oksidativnog stresa. Ovi rezultati ukazuju na
direktnu ulogu AGM u protekciji Celijske membrane, sa aspekta spreCavanja njenog oksidativnog
ostecenja. Kombinovana primena HPZ sa AGM smanjuje nivo TBARS i stvaranje O,™, dok istovremeno
povecava aktivnost antioksidativnih enzima, S§to znaci da AGM sprecava oksidativno oStecenje
poveéanjem AOS odbrane, u koju su uklju¢ene enzimske (SOD, CAT, GPx, GR) i neenzimske (glutation)
komponente. Dobijeni rezultati potvrduju da AGM poboljsava ukupni AOS status u mozdanom tkivu
pacova.

e U istrazivanju je pokazana povecana imunoreaktivnost glija ¢elija, u smislu povecanja broja GFAP
pozitivnih ¢elija i intenziteta imunohistohemijske reakcije na mozdanim presecima pacova nakon akutne
primene HPZ.

o Elektroforetski profil GFAP molekula pokazuje najvecée razlike u stepenu ekspresije proteina u kori

prednjeg mozga, Kkoje su najizraZenije u HPZ+AGM grupi Zivotinja 48 h posle akutnog tretmana.
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Agmatin moze biti skupljac SR u uslovima oksidativnog stresa u nekim tkivima, ukljucujuci i jetru
i mozak. Takode, AGM moze poboljsati ukupni antioksidativni status u ovim organima nakon trovanja
HPZ. Primena AGM sa HPZ poboljSava enzimske (SOD, CAT, GPx, GR) i ne-enzimske (glutation)
antioksidativne aktivnosti, Sto ukazuje na ulogu AGM u sprecavanju razvoja oksidativhog stresa
izazvanog HPZ u jetri i mozgu pacova. Ovi podaci govore u prilog protektivnih efekata AGM koji Stiti
Celijske membrane od LPO i oksidacije proteina, i pomaze u odrzavanju integriteta celijskih organela,
tako da mozZe biti od velike koristi u uslovima smanjenja glutationa i stvaranja SR u toku oksidativnog
stresa. Dobijeni rezultati govore o promenama uzrokovanim AGM, koje su pre svega vezane za LPO-
AOS.

Ovo istrazivanje predstavija doprinos razjasnjenju toksicnog dejstva antipsihotika HPZ i ukazuje
na mogucnost terapijske primene neuromodulatora AGM u akutnom i subakutnom trovanju ovim lekom.
Rezultati studije pokazali su da HPZ indukuje oksidativni stres aktiviranjem RVK i RVA i time dovodi do
ostecenja tkiva, koja se redukuju modulacijom sinteze NO primenom AGM.

Potencijalno protektivno dejstvo AGM u ovom eksperimentalnom modelu, kao i pokazana
sposobnost da koriguje promene pokazatelja oksidativnog stresa izazvane HPZ, predstavljaju dokaz
njegovog potencijalnog znacaja u kombinovanom terapijskom pristupu u tretmanu toksicnih efekata ovog

antipsihotika.
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