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EFEKTI DUGOTRAJNE PRIMENE ANTIPSIHOTIKA NA REDOKS

REGULACIJU U ANIMALNOM MODELU SHIZOFRENIJE

Shizofrenija je hroni¢ni psihoti¢ni poremecaj sa  karakteristikama
dezorganizacije vecine psihickih funkcija koji se javlja u oko 1% opste populacije.
Nastaje kao rezultat interakcije naslednih bioloskih faktora i faktora sredine. Terapija
ukljucuje upotrebu tipi¢nih i atipi¢nih antipsihotika ¢iji je efekat povezan sa blokadom
dopaminskih D, receptora. U istrazivanju shizofrenije koriste se animalni modeli
zasnovani na perinatalnoj blokadi glutamatnih NMDA receptora primenom
fenciklidina (PCP) $to integriSe glutamatnu hipotezu sa neurorazvojnim teorijama o
nastanku bolesti. Oksidativni stres i naruSena redoks regulacija imaju znacaja u
patogenezi shizofrenije. Cilj studije bio je ispitivanje uticaja dugotrajne primene
haloperidola i risperidona na redoks regulaciju u fenciklidinskom modelu shizofrenije
kako bi se ustanovilo u kojoj su meri promene redoks statusa posledica samih
patogenetskih procesa bolesti, odnosno primene lekova. U eksperimentu su koris¢eni
pacovi Wistar soja kojima je perinatalno 2, 6, 9. i 12. postnatalnog (PN) dana aplikovan
PCP (10 mg/kg, s.c.) ili fizioloski rastvor (0,9% NaCl). Od 35. PN dana formirano je Sest
grupa kojima je preko vode za pice tokom devet nedelja aplikovan haloperidol u dozi od
3 mg/kg (po jedna grupa sa perinatalnom primenom NaCl-a i PCP-a) ili risperidon u
dozi od 1 mg/kg (po jedna grupa sa perinatalnom primenom NaCl-a i PCP-a). Preostale
dve grupe dobijale su samo vodu za pice. Pacovi su Zrtvovani 100. PN dana U
izolovanim uzorcima prefrontalnog korteksa i hipokampusa mereni su parametri
oksidativnog ostecenja lipida (malondialdehid, MDA), aktivnost enzima superoksid
dizmutaze (SOD), katalaze, glutation peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR),
koncentracija glutationa i aktivnost y-glutamilcistein ligaze (GCL), aktivnost enzima
respiratornog lanca mitohondrija (kompleks I i citohrom c oksidaza (COX)) i
koncentracija metabolita azot-monoksida odgovaraju¢im spektrofotometrijskim

metodama, dok je ekspresija izoenzima SOD i azot-monoksid sintaze i subjedinica



NADPH oksidaze odredivana tehnikom Western blot-a. Ekspresija subjednice p22°he
NADPH oksidaze dodatno je prac¢ena i imunohistohemijskom metodom. Pokazano je
da perinatalna primena PCP-a dovodi do dugorocnih efekata na redoks status u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu koji ukljuc¢uju povecanje koncentracije MDA,
smanjenje aktivnosti SOD i GPx i smanjenje koli¢ine ukupnog glutationa uz smanjenje
aktivnosti regulatornog enzima njegove sinteze GCL i povecanje oksidativne forme, kao
i smanjenje metabolita azot-monoksida. Ispitivani antipsihotici uticali su na povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima, normalizaciju nivoa ukupnog glutationa i aktivnost
GCL. Haloperidol je u mitohondrijama doveo do smanjenja ekspresije SOD.
Antipsihotici nisu pokazali znacajan efekat na nivoe nitrata i nitrita. Haloperidol je za
razliku od risperidona uzrokovao smanjenje ekspresije neuronalne azot-monoksid
sintaze. Perinatalna primena PCP-a nije bila pracena dugoroc¢nim efektima na aktivnost
enzima respiratornog lanca. Haloperidol je uzrokovao smanjenje ekspresije COX u
prefrontalnom korteksu. Pokazana je povecana ekspresija membranskih subjedinica
NADPH oksidaze nakon perinatalne primene PCP-a, dok je upotreba antipsihotika
dovela do reverzije ovih promena. Ekspresija aktiviuce citosolne subjedinice NADPH
oksidaze u obe mozdane strukture bila je povidena nakon primene PCP-a. Povecanje
ekspresije subjedinica NADPH oksidaze uz normalnu aktivnost enzima respiratornog
lanca sugerise da ovaj enzim moze biti glavni izvor narusene redoks ravnoteze nakon
perinatalnog tretmana PCP-om i potencijalna meta za razvoj novih terapijskih strategija
u lecenju shizofrenije. Dugotrajna oralna primena haloperidola i risperidona ne izaziva
oksidativni stres u korteksu i hipokampusu, a nakon perinatalnog tretmana PCP-om

pokazuje i odredene antioksidativne efekte.

Klju¢ne reci: shizofrenija, fenciklidin, haloperidol, risperidon, redoks regulacija,

oksidativni stres, antioksidativni enzimi, glutation, azot-monoksid, NADPH oksidaza
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THE EFFECTS OF LONG-TERM ANTIPSYCHOTIC APPLICATION ON REDOX

REGULATION IN THE ANIMAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA

Schizophrenia is a chronic psychotic disorder with characteristics of the
disorganization of most mental functions that affects about 1% of the general
population. It develops as a result of the interaction of hereditary biological factors and
environmental factors. Therapy includes the use of typical and atypical antipsychotics,
the effect of which is associated with the blockade of dopamine D, receptors. In the
research of schizophrenia, animal models based on the perinatal blockade of NMDA
receptors using phencyclidine (PCP) are used to integrate the glutamate hypothesis with
neurodevelopmental theories of the onset of the disease. Oxidative stress and redox
dysregulation have significant role in the pathogenesis of schizophrenia. The aim of the
study was to investigate the effect of long-term haloperidol and risperdion application
on redox regulation in the PCP model of schizophrenia to determine the extent to which
redox status changes are the result of the disease itself or the use of drugs. In this study,
we have used Wistar rats perinatally treated on 2nd, 6th, 9th and of 12th postnatal (PN)
day with PCP (10 mg/kg, s.c.) or saline (0.9% NaCl). From 35 PN days, six groups were
formed; two groups received haloperidol at a dose of 3 mg/kg (one group with perinatal
administration of NaCl and PCP) dissolved in drinking water for nine weeks, or
risperidone at a dose of 1 mg/kg (one group with perinatal administration of NaCl and
PCP). The remaining two groups received drinking water without dissolved drugs. After
100 PN days prefrontal cortex and hippocampus were isolated and parameters of
oxidative damage of lipids (malondialdehyde - MDA), antioxidant enzyme activity
(superoxide dismutase — SOD, and catalase) glutathione concentration and activity of
enzymes involved in glutathione metabolism (glutathione reductase, glutathione
peroxidase - GPx, and y-glutamylcistein ligase - GCL), mitochondrial respiratory chain
enzymes activity, nitric oxide metabolite levels, and expression of isozymes of SOD and

nitric oxide synthase, as well as NADPH oxidase subunits were determined by



appropriate spectrophotometric methods, Western blot and immunohistochemical
method. It has been shown that perinatal administration of PCP caused long-term
effects on redox status in cortex and hippocampus including increased MDA, reduction
in the SOD and GPx activity, and reduction of total glutathione levels, reduction the
activity of the regulatory enzyme of its synthesis GCL and increase of its oxidative form,
as well as the decrease of the nitric oxide metabolites. The antipsychotics caused the
increase in the activity of antioxidant enzymes, the normalization of total glutathione
levels and GCL activity. It has been shown that haloperidol decreased the expression of
SOD in mitochondria. Antipsychotics have shown no significant effect on levels of
nitrates and nitrites. Haloperidol, unlike risperidone, caused a reduction in neuronal
nitric oxide synthase expression. Perinatal administration of PCP was not followed by
long-term effects on the activity of the respiratory chain enzymes. Haloperidol caused a
decrease in the expression of cytochrome c oxidase in the prefrontal cortex. We found
increased expression of NADPH oxidase membrane subunits after perinatal
administration of PCP, while the use of antipsychotics led to the reversal of these
changes. The expression of the activating cytosolic subunit of NADPH oxidase in both
brain structures was elevated after the PCP treatment. The increased expression of
subunits of NADPH oxidase with normal activity of the respiratory chain enzymes
suggests that this enzyme may be a major source of redox dysbalance after perinatal PCP
treatment and a potential target for the development of new therapeutic strategies in the
treatment of schizophrenia. Long-term oral administration of haloperidol and
risperidone does not cause oxidative stress in the cortex and the hippocampus, and after

perinatal PCP treatment also exhibits certain antioxidant effects.
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Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

1. UVOD

1.1. Shizofrenija
1.1.1. Epidemiologija i klinicka slika shizofrenije

Pre nesto vise od jednog veka $vajcarski psihijatar Eugen Blojler (1857-1939)
oznacio je terminom shizofrenija (prema gr¢. skhizein cepati, phrén um) hroni¢no
mentalno oboljenje iz spektra psihoticnih poremecaja sa karakteristicnom
dezorganizacijom veéine psihickih funkcija. Do danasnjih dana shizofrenija nastavlja da
intrigira strucnjake razlicitih disciplina, a put koji je preden ka boljem razumevanju
same bolesti i adekvatnijem tretmanu bolesnika nije konacan.

U svetu preko 20 miliona ljudi boluje od shizofrenije (Charlson i sar., 2018).
Stopa incidencije bolesti je relativno stabilna i ujednacena $irom sveta i iznosi od 10 do
40 na 100 000 stanovnika, sa nesto ces¢im javljanjem kod muskaraca (odnos 14:10) i u
urbanim sredinama (McGrath i sar., 2008). Bolest tipicno pocinje u mladosti, ima
hronican tok sa pogorSanjima i remisijama, ¢ime znacajno umanjuje funkcionalnost
obolele osobe. Prognoza bolesti varira, ali tek 13,5% obolelih uz adekvatan tretman
dozivi oporavak (Jadskeldinen i sar.,, 2013). Ocekivano trajanje Zivota osoba sa
shizofrenijom krace je u proseku 20 godina u odnosu na ops$tu populaciju. Bolest je
¢esto udruzena sa somatskim oboljenjima, najces¢e kardiovaskularnim bolestima,
dijabetesom, respiratornim bolestima i tumorima pojedinih organa, $to delom uzrokuje
veéi rani mortalitet, dok samoubistvo izvr$i oko 15% obolelih (Laursen i sar., 2014).
Shizofrenija ne remeti samo li¢ni razvoj i produktivnost pojedinca, ve¢ pogada Siru
drustvenu zajednicu pred koju postavlja izazov adekvatnog odgovora na ekonomske i
socijalne posledice koje ova bolest za sobom ostavlja. Prema najnovijim podacima
Svetske zdravstvene organizacije, shizofrenija se nalazi na dvanaestom mestu liste bolesti

koje doprinose ukupnom opterecenju bolesti svetske populacije (Charlson i sar., 2018).
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Shizofrenija predstavlja heterogeni Kklinicki sindrom koji se manifestuje
poremecajem gotovo svih psihickih funkcija, ali bez klinickog simptoma ili znaka koji je
patognomonican za ovo oboljenje (Jasovi¢ Gasi¢ i Mari¢, 2007). Brojni psihopatoloski
fenomeni koji se javljaju kod obolelih mogu se razvrstati u tri domena koja cine
pozitivni simptomi (halucinacije, sumanute ideje i formalni poremecaj misljenja),
negativni simptomi (alogija, apatija, anhedonija i socijalno povlacenje) i kognitivni
simptomi (poremecaji paznje, radne memorije i drugih egzekutivnih funkcija)
(Lindenmayer i Khan, 2006).

Dijagnoza shizofrenije se postavlja isklju¢ivo psihijatrijskim pregledom kojim se
utvrduje postojanje simptoma bolesti, prema dijagnostickim kriterijumima 10. revizije
Medunarodne klasifikacije bolesti Svetske zdravstvene organizacije (MKB-10) ili petog
izdanja Dijagnostickog i statistickog priru¢nika za mentalne poremecaje Americke
psihijatrijske asocijacije (DSM-V). Trenutno ne postoje laboratorijski testovi i dodatne
dijagnosticke metode koje bi mogle da potvrde prisustvo bolesti.

U odnosu na dominantne klinicke simptome i znake prema MKB-10, postoje
slede¢i tipovi shizofrenije: paranoidna, hebefrena, katatona, nediferencirana, rezidualna

i jednostavna (simpleks) shizofrenija (Jasovi¢ Gasi¢ i Mari¢, 2007).

1.1.2. Etiopatogeneza shizofrenije

Tokom poslednjih nekoliko decenija, brojne epidemioloske studije, veliki
napredak na polju molekularne genetike, razvoj savremenih neurovizuelizacionih
metoda i otkri¢e novih psihofarmaka doprineli su jasnijem razumevanju etiopatogeneze
shizofrenije. Iako uzrok bolesti nije poznat, savremeno shvatanje je da je re¢ o slozenom
mentalnom oboljenju multifaktorske etiologije, koje je uslovljeno interakcijom
naslednih bioloskih faktora i stecenih faktora sredine. Smatra se da genetska
predispozicija udruzeno sa ranim prenatalnim i perinatalnim uticajima okoline uti¢e na
normalan tok neurorazvoja $to kasnije tokom zivota uslovljava pojavu razli¢itih

neuroanatomskih, neurohemijskih i neurofiziologkih abnormalnosti (Insel, 2010).
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1.1.2.1. Faktori rizika: genetski i sredinski faktori

Pocevsi od najranijih opisa shizofrenije, zapazeno je da se bolest cesce javlja u
pojedinim porodicima. Brojne genetske epidemioloske studije pokazale su
nedvosmisleno postojanje povecanog rizika za oboljevanje medu srodnicima. Deca
roditelja, od kojih jedan boluje od shizofrenije, imaju rizik od 6%, dok se rizik povecava
ako su dva ili vide ¢lanova porodice obolela, tako da je rizik za oboljevanje ukoliko su
jedan brat ili sestra bolesni i roditelj — 17%, a ako su oba roditelja bolesna verovatnoca
raste na 46% (Gottesman, 1994). Konkordantnost kod monozigotnih blizanaca iznosi
48%, odnosno 17% kod dizigotnih blizanaca (Cardno i Gottesman, 2000). Meta-
analizom rezultata blizanackih studija pokazano je da heritabilnost shizofrenije iznosi
oko 80% (Sullivan i sar., 2003).

Moguc¢nost da je za nastanak shizofrenije odgovoran jedan gen je davno
napustena i danas se pouzdano zna da se bolest nasleduje poligenski. Rezultati
citogenetskih ispitivanja hromozomskih aberacija, analiza genske povezanosti (linkage
analize) i asocijativnih studija ukazuju na ulogu nekoliko genskih lokusa. Jedan od prvih
takvih gena, discl (engl. disrupted in schizophrenia 1) na hromozomu 1, interesovanje
nauc¢ne zajednice je stekao kada je ustanovljeno da je balansirana translokacija izmedu
hromozoma 1q42 i 11q14.3 pri kojoj se narusava integritet ovog gena, povezana sa
nastankom shizofrenije najpre u jednoj Skotskoj porodici, $to su zatim potvrdile i druge
studije (Millar i sar., 2000). Medu ostalim genima kandidatima od znacaja za
shizofreniju, isti¢u se geni za: neuregulin (nrgl), disbindin (dtnbp1), aktivator oksidaze
D-aminokiselina (daoa) i regulator signalizacije G-proteina (rgs4) (Farrel i sar, 2015).
Poslednjih godina, zahvaljuju¢i GWAS (engl. genome-wide association studies)
istrazivanjima otkriven je veliki broj novih genskih lokusa povezanih sa shizofrenijom
(Fabbri i Serretti, 2017).

Medu sredinskim faktorima koji se povezuju sa povec¢anim rizikom za nastanak
shizofrenije najvazniji su prenatalni i perinatalni faktori. Jedan od najstabilnijih
epidemioloskih podataka je da su osobe obolele od shizofrenije ¢es¢e rodene zimi i u
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prolece (Davies i sar., 2003). Moguce objasnjenje ovog fenomena jesu ceSée virusne
infekcije u zimskim mesecima, cemu govore u prilog rezultati istraZivanja da prenatalna
izlozenost infekcijama, poput influence, rubele, kao i toksoplazmoze, povecava rizik za
kasnije oboljevanje od shizofrenije (Brown, 2006; Khandaker i sar., 2013). Maternalna
infekcija i inflamacija mogu narusiti normalni rani razvoj mozga (Miller i sar., 2013), a
pretklinicke studije na animalnim modelima ukazuju na vaznu ulogu proinflamatornih
citokina u ovim procesima (Ashdown i sar., 2006). Takode, maternalna malnutricija (Xu
i sar., 2009) i teski nepovoljni Zivotni dogadaji (Khashan i sar., 2008) tokom prvog
trimestra trudnoce smatraju se faktorima rizika za nastanak shizofrenije. Pokazano je da
su osobe obolele od shizofrenije cesce bile izlozene komplikacijama tokom trudnoce i
porodaja, ukljucujuéi krvarenje u drugoj polovini trudnoce, gestacijski dijabetes, Rh
inkompatibiliju, preeklampsiju, intrauterini zastoj rasta i malu telesnu masu na rodenju,
atoniju uterusa, asfiksiju i hitan carski rez (Cannon i sar., 2002). Iako su precizni
mehanizmi kojima pojedine opstetricke komplikacije povecavaju rizik za shizofeniju
nepoznati, najcese se kao mogudi patogenetski ¢inioci navode hipoksija i ishemija fetusa
(Zornberg i sar., 2000). Pored navedenih maternalnih faktora rizika, podaci iz literature
ukazuju i da se godine starosti oca smatraju dodatnim riziko-faktorom za razvoj
shizofrenije (de Kluiver i sar., 2017).

Faktori okoline koji se javljaju kasnije tokom Zivota uglavnom uti¢e na pojavu i
manifestaciju bolesti, pre nego na njen razvoj. Medu njima, najznacajne mesto zauzima
upotreba kanabisa, za koju neki autori smatraju da je direktnije povezana sa
etiopatogenetskim procesom (Ortiz-Medina i sar., 2018). U suprotnosti sa dominatnim
shvatanjima tokom jednog perioda dvadesetog veka, teorije o neadekvanom roditeljstvu,
»duplim porukama® tokom detinjstva i drugi psihodinamicki konstrukti o etiologiji

shizofrenije su danas u potpunosti odbaceni (Keshavan i sar., 2006).
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1.1.2.2. Morfoloske promene u shizofreniji: makroskopski i mikroskopski nalazi

Od prvih opisa shizofrenije iz vremena Krepelina i Blojlera, intenzivno se traga
za neuropatoloskim osnovama shizofrenije sa promenljivim uspehom. Nakon pocetnog
perioda bez znacajnijih rezultata, danas, u eri novih neurovizuelizacionih metoda, kao i
sofisticarnih imunohemijskih i molekularnih tehnika, slika koja je dobijena o
makroskopskim i mikroskopskim promenama u mozgu obolelih znacajno je jasnija.
Cinjenica da u shizofreniji postoji oko 4% smanjenja mozdanog volumena (Wright i
sar., 2000) nepobitno ukazuje na postojanje morfoloskih promena u mozgu, koje iako
suptilne znacajno narusavaju funkcionisanje mozga i mentalno zdravlje obolelih.

Najznacajniji nalazi strukturnih neurovizuelizacionih metoda ukazuju na
uvecanje lateralnih i tre¢e mozdane komore za 20-30% kod obolelih od shizofrenije i
istovremeno, redukciju volumena odredenih moZdanih regiona, na prvom mestu
hipokampusa i talamusa (Shenton i sar., 2001). Pored toga, postoji smanjene debljine
mozdane kore, narocito u frontalnom i temporalnom lobusu (Haukvik i sar., 2013).

Na mikroskopskom nivou zapaza se Citav spektar promena prvenstveno u
citoarhitekturi i sinapsama, najizrazenijih u hipokampalnoj formaciji, dorzolateralnom
prefrontalnom korteksu i talamusu. Odsustvo glioze sugeriSe izostanak klasi¢nog
neurodegenerativnog procesa u mozgu (Harrison, 1999). Istrazivanja pokazuju da je u
prefrontalnom korteksu debljina kore smanjena za 5-10%, bez promena u ukupnom
broju neurona, ali uz prisustvo redukcija neuropila koga ¢ine dendriti i aksonski
zavr$eci (Selemon i Goldman-Rakic, 1999). U skladu sa tzv. hipotezom o ,redukciji
neuropila® jesu dokazi o manjem broju i duzini dendrita piramidalnih neurona, kao i
abnormalnosti u ekspresiji pojedinih sinaptickih proteinima, poput sinaptofizina i
SNAP-25 (Eastwood 1i sar., 2000; Najera i sar., 2019). Dodatno, uoceno je smanjenje
veli¢ine some piramidalnih neurona u lamini III u prednjem cingularnom korteksu
(Pierri i sar., 2001). U hipokampusu, nalazi ukazuju na postojanje promenjene
laminarne organizacije, odnosno neuronalnu dezorganizaciju (Conrad i sar., 1991), §to
moze ukazivati na defekte u migraciji neurona tokom ranog razvoja. Postoje dokazi o
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promenjenom obliku i veli¢ini neurona u hipokampusu, kao i prisustvu sinaptickih
promena nalik onim u korteksu (Harrison, 2004). Navedene celularne promene u
mozgu obolelih mogu dovesti do promena u neuronskim krugovima, odnosno vezama
izmedu pojedinih delova korteksa, kao i korteksa i supkortikalnih struktura koje su

odgovorne za patogenetske procese u shizofreniji.

1.1.2.3. Neurohemijske promene u shizofreniji: uloga dopaminergicke
neurotransmisije

Uprkos nepoznatoj etiologiji shizofrenije, u godinama za nama sakupljen je
veliki broj dokaza o poremecajima unutar nekoliko neurotransmiterskih sistema koji su
ukljuceni u patofizioloske procese ove bolesti. Medu neurotransmiterima posebno se
isticu dopamin i glutamat, dok se odredena uloga pripisuje i GABA, serotoninu,
acetilholinu, kao i opioidnim peptidima.

»Dopaminska hipoteza® predstavlja vodecu teoriju o shizofreniji viSe od pola
veka (Meltzer i Stahl, 1976; Howes i Kapur, 2009). Prema originalnoj pretpostavci, u
osnovi  psihopatoloskih ~ promena  karakteristicnih  za  shizofreniju  lezi
hiperdopaminergicka aktivnost u supkortikalnim strukturama, pre svega stijatumu.
Koreni ove teorije nalaze se u rezultatima dve grupe farmakoloskih zapazanja (Javitt i
Laruelle, 2006). Najpre, svi poznati lekovi koji poseduju antipsihoticno dejstvo i
smanjuju pozitivne simptome shizofrenije deluju preko blokade dopaminskih D2
receptora. Pri tome, potentnost antipsihotika povezana je sa njihovim afinitetom prema
ovim receptorima. Dodatno, aplikacija visokih doza amfetamina i drugih lekova koji
stimuli$u oslobadanje dopamine kod zdravih osoba dovodi do pojave simptoma koji se
vidaju kod paranoidne shizofrenije, dok kod osoba koje boluju od shizofrenije
pogorsava simptome bolesti. Ova rana zapazanja podstakla su temeljno istrazivanje
dopaminergickog sistema, te su usledile decenije razlicih pretklinickih, post mortem i
neuroimidzing studija, ¢iji rezultati su ¢esto bivali oprecni (Javitt i Laruelle, 2006). Jedan

od doslednih nalaza u veéem broju studija jeste povecana gustina D2 receptora u
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strijatumu obolelih, (Seeman i sar., 1987) ali se ta promena moze objasniti i hronicnom
terapijom antispihoticima.

Najvazniji nedostatak teorije o hiperaktivnosti dopaminergicke transmisije u
supkortikalnim strukutrama je nemogucnost objasnjenja negativnih i kognitivnih
simptoma shizofrenije. Iz tog razloga, prvobitna fomulacija ,dopaminske hipoteze®
dopunjena je idejom o dopaminskoj hipofunkciji u prefrontalnom korteksu.
Pretklinicke i funkcionalne neurovizuelizacione studije istakle su znacaj prefrontalnog
korteksa i dopaminskih D1 receptora za promene u kognitivnim funkcijama (Abi-

Dargham i Grace, 2011).

1.1.2.4. Neurohemijske promene u shizofreniji: uloga glutamatergicke
neurotransmisije

Pocevsi od osamdesetih godina 20. veka kada su se zahvaljujué¢i otkri¢u
mehanizma dejstva disocijativnih anestetika poput fenciklidina javili prvi dokazi o
uces¢u glutamatergicke neurotransmisije u etiopatogenezi shizofrenije, tzv ,,glutamatna
hipoteza® shizofrenije postepeno je sticala sve ve¢u popularnost u nau¢noj zajednici.
Centralna pretpostavka koji lezi u osnovi ove teorije jeste postojanje hipofunkcije
glutamatnih N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora (Olney i sar., 1999).

Glutamat je glavni ekscitatorni neurotransmiter u CNS-u i za razliku od
dopamina ogranicenog na relativno malu subpopulaciju neurona u mezencefalonu koji
$alju projekcije ka korteksu i supkortikalnim strukturama, zastupljen je u oko 60%
neurona u mozgu, ukljuc¢ujudi izmedu ostalog sve piramidalne neurone korteksa (Javitt,
2004). S obzirom na svoju sveprisutnost u mozgu, svaka hipoteza koja se zasniva na
disfunkciji glutamatergicke neurotransmisije implikuje generalizovaniji obrazac
poremecaja mozdanih procesa, za razliku od dopaminergickih modela ili modela koji
ukljucuju druge modulatorne neurotransmitere (npr. serotonin), koji su fokusirani na
specificne mozdane regione, npr. prefrontalnu koru ili strijatum. Neurotransmiter

glutamat svoje efekte ostvaruje preko razlicitih receptora koji se mogu podeliti u dve
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klase: jonotropne i metabotropne. Jonotropni receptori su dalje diferencirani na osnovu
senzitivnosti prema sintetickim derivatima glutamata na NMDA, AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropanska kiselina) i kainatne receptore. Metabotropni
receptori su povezani sa G-proteinom i dalje su klasifikovani u tri grupe na osnovu
signalne kaskade koju pokrecu i senzitivnosti prema odredenim ligandima. Efekti
posredovani ovim receptorima su obi¢no sporiji i ukljuc¢uju presinapticku regulaciju
oslobadanja glutamata, kao i modulatorne postsinapticke efekte (Watkins i Jane, 2006,
Gereau i Swanson, 2008).

NMDA receptori predstavljaju ligand-zavisne jonske kanale za Ca*, koji
aktivacijom dovode do nastanka eksitatornog postsinaptickog potencijala, ali usled
povecanja intracelularne koncentracije Ca** kao sekundarnog glasnika i do pokretanja
signalnih puteva koji reguliSu mnogobrojne procese u neuronima, ukljucujuéi i
sinapticku plasticnost. NMDA receptori poseduju jedinstvene karakeristike koje ih cine
najsloZenijim jonotropnim receptorima u CNS-u (Paoletti i Neyton, 2007). Najpre,
pored mesta za vezivanje glutamata kao agoniste, NDMA receptori sadrze i dodatno
alosterno modulatorno mesto za koje se veziju ko-agonisti glicin ili D-serin, neophodni
za maksimalnu aktivaciju ovih receptora. S obzirom na relativno velike koli¢ine glicina i
D-serina u mozgu, potrebna je precizna regulacija intrasinaptickih koncentracija ovih
aminokiselina u neposrednoj blizini NMDA receptora, sto se ostvaruje posebnim
mehanizmima. U slucaju glicina, to se postize prisustvom specificnog transportera za
glicin (GLYT1) koji je kolokalizovan sa NMDA receptorima (Javitt i sar., 2005), dok na
koncentraciju D-serina utice obim njegove sinteze pod dejstvom serin racemaze i
razgradnje uce$¢em enzima oksidaze D-aminokiselina (DAO) i proteina aktivatora ovog
enzima (DAAOA) (Wolosker i sar., 2008).

Druga znacajna osobina NMDA receptora je voltazno-zavisna aktivnost, $to
podrazumeva blokadu jonskog kanala posredstvom Mg** pri mirovnhom membranskom
potencijalu, koja biva otklonjena depolarizacijom membrane (Mayer i sar., 1984). To
znadi da aktivacija NMDA receptora zapocinje porastom membranskog potencijala
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usled aktivacije AMPA receptora i influksa Na*, a posledi¢na depolarizacija, uz prisustvo
agonista glutamata i glicina (ili D-serina), omogucava otvaranje NMDA receptorskog
kanala.

Dodatna karakteristika NMDA receptora jeste prisustvo regulatornih mesta u
NMDA receptorskom kompleksu za koja se vezuju poliamini, poput spermidina,
spermina i agmantina, zatim Zn** i protoni, kao i redoks-zavisno mesto (Gereau i
Swanson, 2008). Cinjenica da NMDA receptori zavise od redoks statusa poznata je veé
viSe decenija, mada potpuni znacaj toga nije razjasnjen (Aizenman i sar.,, 1989).
Redukujuca sredstva, poput glutationa povecavaju aktivnost NMDA receptora, dok
obrnuto, oksiduju¢i agensi, ukljucujuci slobodne radikale, smanjuju njihovu aktivnost
(Aizenman i sar., 1990). Azot-monoksid, takode, inhibira funkciju NMDA receptora
prvenstveno preko S-nitrozilacije odredenih sulthidrilnih grupa cisteina u molekulu
receptora (Choi i Lipton, 2000).

NMDA receptori su heterotetrameri, pri ¢emu je jedna subjedinica uvek GluN1
(prema ranijoj nomenklaturi NR1), a ostale neka iz GluN2 (GluN2A-GIuN2D) ili
GluN3 (GluN3A, GluNRB) familije (Cull-Candy i sar., 2001; Karakas i sar., 2015).
Sastav pojedinac¢nih subjedinica u sklopu NMDA receptora razlikuje se u sinapsama
razli¢itih regiona mozga, kao i u razli¢itim fazama razvoja. Tako, neonatalni mozak
dominantno sadrzi NR2B i NR2D, dok je u adultnom mozgu najvise prisutna NR2A
subjedinica. NR2C subjedinica je najzastupljenija u Purkinjeovim celijama cerebeluma
(Gereau i Swanson, 2008). NMDA receptori su osim u sinaptickim pukotinama,
eksprimirani i ekstrasinapticki na neuronima, ali i na celijama glije gde pokazuju
odredene strukturne i funkcionalne razlike u odnosu na neuronske receptore
(Verkhratsky i Kirchhoff, 2007).

Poznati su brojni selektivni i neselektivni kompetitivni ili nekompetitivni
antagonisti NMDA receptora, medu kojima posebno mesto po znacaju zauzima grupa
tzv. disocijativnih anestetika, u koje spadaju fenciklidin (engl. phencyclidine, PCP),
ketamin i dizocilpin (MK-801) (Lodge i Mercier, 2015). Ovi agensi deluju kao
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neselektivni nekompetitivni antagonisti NMDA receptora vezujuc¢i se za mesto u
jonskom kanalu (tzv. PCP-mesto) pri otvaranju kanala ¢ime sprecavaju normalno
odvijanje NMDA receptorima posredovane neurotransmisije.

Najsnazniji dokazi koji podrzavaju ulogu NDMA receptora u shizofreniji poti¢u
iz istrazivanja farmakoloskih dejstava fenciklidina i ketamina. Naime, pokazano je da
njihova primena kod zdravih ljudi dovodi do pojave dozno-zavisnih efekata koji
podsecaju na klinicke karakteristike shizofrenije (Krystal i sar., 1994; Lahti i sar., 2001)
Pri tome, za razliku od amfetamina ili dietilamida lizerginske kiseline (LSD) cija
primena uzrokuje pojavu efekata nalik prvenstveno pozitivhim simptomima
shizofrenije, PCP i ketamin su sposobni da kod zdravih indukuju citav spektar
simptoma koji se vidaju kod obolelih, uklju¢ujudi negativne simptome i kognitivnu
disfunkciju. Dodatno, sama kognitivna disfunkcija je zapanjujuce slicna kao kod
obolelih, pre svega obuhvata naruSenu radnu memoriju i otezano formiranje
deklarativne memorije (Malhotra i sar., 1996, Morgan i sar., 2004). Istovremeno,
primena ketamina kod obolelih od shizofrenije dovodi do pogorsanja simptoma bolesti
(Malhotra i sar., 1997, Lahti i sar., 2001).

Drugu liniju farmakoloskih dokaza o NMDA receptorskoj hipofunkciji u
posredovanu glutamatergicku neurotransmisiju. Pokazano je da jedinjenja poput
endogenih agonista NMDA receptora glicina i D-serina, ili sintetickog agoniste D-
cikloserina kod pacijenata dovode do poboljsanja klinicke slike kada se primene kao
adjuvanta terapija uz antipsihotike (Tsai i sar., 1998, Shim i sar., 2008, Hashimoto i sar,
2013). Sli¢no je i sa sarkozinom, koji deluje kao inhibitor GLYT1 ¢ime povecava
intrasinapticku koncentraciju endogenog glicina (Tsai i sar., 2004). Zanimljivo, vise
studija je pokazala da primena ovih lekova nema klinicku efikasnost ukoliko su pacijenti
na terapiji klozapinom, $to ukazuje na mogu¢nost da klozapin svoje dejstvo ostvaruje
ve¢ znacajnom potencijacijom glutamatergicke neurotransmisije za razliku od drugih
antipsihotika (Lane i sar., 2006, Shim i sar., 2008).
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Osim farmakoloskih dokaza o ulozi glutamatergicke neurotransmisije u
etiopatogenezi shizofrenije, postoje i dodatni nalazi koji ukazuju na ovu cinjenicu.
Nalazi post mortem studija kod obolelih pokazuju izmenjenu ekspresiju razlicitih
proteina odgovornih za normalnu funkciju NMDA receptora, ukljucujudi i proteine
postsinapticke gustine, koji su neophodni za pravilnu lokalizaciju i interakciju receptora
sa okolnim proteinima (Banerjee i sar, 2015). Takode, genetske studije ukazuju na
potencijalne gene kandidate od znacaja za shizofreniju, ¢iji produkti ostvaruju funkciju
pri glutamatergickoj neurotransmisije, npr. geni za neuroligin 1, disbindin i aktivator

oksidaze D-aminokiselina (Javitt i Laruelle, 2006).

1.1.2.5. Neurofizioloske promene u shizofreniji

U shizofreniji se javljaju specificne elektrofizioloke abnormalnosti koje su
posledica neurokognitivnih disfunkcija karakteristicnih za ovo oboljenje. Kod obolelih
postoji prevashodno naruSeno normalno senzorno procesiranje informacija koje
izmedu ostalog zahteva ocuvanu sposobnost inhibicije odgovora na sporedne i
neinformativne stimuluse i istovremeno preusmeravanje paznje na stimuluse od
znacaja. Kao posledica ostecenja filtriranja senzornih informacija javljaju se fenomeni
poput deficita prepulsne inhibicije, supresije P50 auditivhog evociranog potencijala,
»mismatch negativity“ i antisakadirani o¢ni pokreti (Turetsky i sar., 2007). Prepulsna
inhibicija je normalan inhibitorni fenomen gde slab prestimulus, ili prepuls, dovodi do
smanjenje magnitude odgovora na sledeci jak stimulus. U shizofreniji postoji deficit
prepulsne inhibicije $to predstavlja jedan od cestih endofenotipova, odnosno markera
shizofrenije, koji se koristi u animalnim modelima ove bolesti (Swerdlow i sar., 2001).

Takode, u skorije vreme uoceno je da u shizofreniji postoje promene u
sinhronizovanoj aktivnosti neurona, odnosno oscilacijama u gama opsegu frekvenci
(>30 Hz) koje su inace povezane sa nizom visih kognitivnih procesa (Uhlhaas i Singer,
2010). Gama oscilacije su najve¢im delom generisane aktivnos¢u brzo-okidajuéih (engl.

fast-spiking) GABA-ergickih interneurona (Hdjos i sar.,2004).
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1.1.3. Terapija shizofrenije

1.1.3.1. Opsti principi leCenja shizofrenije

Terapija shizofrenije se zasniva na integrativnom pristupu koji ukljucuje
primenu psihofarmakoloske terapije, psihoterapijske i psihosocijalne intervencije. U
toku akutne faze bolesti osnovni cilj terapije je redukcija ili povlacenje postojece
simptomatologije i uspostavljanje remisije sa odgovarajuc¢im stepenom funkcionisanja,
$to se prevashodno postize upotebom psihofarmaka. Nakon uspostavljanja remisije, u
stabilnoj fazi bolesti, neophodno je nastaviti farmakolosko lecenje, ali je vazan i
psihosocijalni tretman koji ukljucuje kognitivnu rehabilitaciju, trening socijalnih vestina
i psihoedukaciju bolesnika i njegove porodice (Mueser i McGurk, 2004; Jasovi¢ Gasic i
Mari¢, 2007).

Farmakoloska terapija je klju¢na komponenta tretmana shizofrenije i zasniva se
na upotrebi antipsihotika. Savremena primena antipsihotika datira iz ranih pedesetih
godina 20. veka kada su Deniker i Delay prvi opisali antipsihoticki efekat hlorpromazina
(Stroup i sar.,, 2006). Ovi lekovi su efikasni u smanjenju intenziteta psihoti¢nih
(pozitivnih) simptoma poput halucinacija i sumanutih ideja, skracuju trajanje akutne
epizode i redukuju rizik od relapsa kod stabilnih pacijenata (Sherin i Marder, 2011).
Nazalost, antipsihotici pokazuju minimalne efekte na negativne i kognitivne simptome
shizofrenije.

Postoje dve grupe antipsihotika - tipi¢ni ili antipsihotici prve generacije i
atipicni ili antipsihotici druge generacije, koje se medusobno razlikuju po
farmakoloskom profilu. Uprkos pocetnom entuzijazmu nakon uvodenja u klinicku
primenu, atipi¢ni antipsihotici, sa izuzetkom klozapina, ne pokazuju znacajnu prednost
u efikasnosti u odnosu na tipicne u terapiji shizofrenije (Jones i sar., 2006).
Najznacajnije razlike medu antipsihoticima jesu u nezeljenim dejstvima do kojih dovode

(tabela 1).
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Tabela 1. Karakteristike pojedinih tipi¢nih i atipi¢nih antipsihotickih lekova. Preuzeto i

modifikovano iz Rang i sar., 2005.

Lek Afinitet za receptore Nezeljena dejstva

D, D: a-adr. H: mACh 5-HT: EPS sed. hipo. Ostalo
Tipicni
Hlorpromazin  ++  +++ +++ ++ ++ ++ ++  +++ +++ Hiperprolaktinemija

Povecanje telesne mase

Tioridazin + ++ +++ + ++ ++ + ++ ++

Haloperidol + +++ ++ - +/- + +++ - ++  Hiperprolaktinemija

Atipicni

Klozapin ++ ++ ++ ++ +++ +++ - ++ + Agranulocitoza
Povecanje telesne mase

Risperidon - ++ ++ ++ +++ +++ + ++ + Hiperprolaktinemija
Povecanje telesne mase
Produzen QT interval

Olanzapin + ++ + Povecanje telesne mase

Kvetiapin - + +++ - + + + ++ ++  Povecanje telesne mase

a-adr. - a-adrenergicki receptori; EPS - ekstrapiramidalni sindrom; sed. - sedacija; hipo. - hipotenzija;

1.1.3.2. Tipi¢ni antipsihotici

U najznacajnije tipi¢cne antipsihotike spadaju hlorpromazin, tioridazin,
flufenazin, perfenazin i haloperidol. Ovi lekovi deluju preko blokade dopaminski D,
receptora koja je odgovorna za njihov terapijski efekat. Ispitivanja in vivo tehnikom
pozitronske emisione tomografije pokazala su da je za antipsihoticno delovanje za
vecinu antipsihotika potrebno da 70-85% receptora bude blokirano (Farde i sar., 1989).

Antipsihotici prve generacije su veoma efikasni u tretmanu akutne faze
shizofrenije. Ne postoje dokazi koji bi ukazali na superiornost u efikasnosti bilo kog
predstavnika ove klase lekova u odnosu na druge. Najznacajnije krakotoro¢no nezeljeno
dejstvo povezano sa upotrebom tipicnih antipsihotika jeste pojava ekstrapiramidalnih
simptoma, poput parkinsonizma (misSi¢ni rigiditet, tremor i bradikinezija), akutne
distonijske reakcije i akatizije. Lekovi sa ve¢im afinitetom prema D, receptorima, poput

haloperidola, imaju vecu sklonost ka ispoljavanju ovih nezeljenih dejstava. Dugotrajna
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komplikacija upotrebe tipi¢nih antipsihotika je tardivna diskinezija koja se javlja sa

godi$njom incidencijom od 5% (Geddes i sar., 2011).

1.1.3.3. Atipi¢ni antipsihotici

U atipi¢ne antipsihotike se ubrajaju klozapin, risperidon, olanzapin, kvetiapin,
ziprasidon, aripiprazol i drugi. Antipsihoticki efekat ove grupe lekova takode je
posledica njihove sposobnosti blokade dopaminskih D, receptora, iako se za ove
receptore vezuju manjim afinitetom u odnosu na tipi¢ne. Sa druge strane, atipi¢ni
antipsihotici deluju i na citav spektar drugih receptora, pre svega serotoninske 5-HT
receptore, §to je od znacaja kako za njihov terapijski efekat, tako i nezeljena dejstva
(tabela 1). Uprkos postojanju klinickih i farmakoloskih razlika, i dalje ne postoji jasan
konsenzus oko toga kako definisati ,,atipi¢nost ove grupe antipsihotika.

Glavna karakteristika atipicnih antipsihotika je reda wucestalost pojave
ekstrapiramidalnih simptoma u odnosu na tipi¢ne antipsihotike. Pocevsi od klozapina,
koa prvog predstavnika antipsihotika druge generacije, razvijena je desetina lekova koji
se svrstavaju u ovu heterogenu grupu. Upotreba atipi¢nih antipsihotika povezana je sa
pojavom metabolickih promena kod pacijenata, poput povecanja telesne mase,

hiperglikemije i dislipidemija (Rang i sar., 2005; Geddes i sar., 2011).

1.1.4. Fenciklidinski animalni model shizofrenije

Fenciklidinski animalni model shizofrenije je farmakoloski model koji se zasniva
na blokadi glutamatnih NMDA receptora u CNS-u primenom fenciklidina. Fenciklidin,
1-(1-fenilcikloheksil)-piperidin, sintetisan je u prvoj polovini 20. veka i imao je svoju
kratkotrajnu klinicku primenu kao opsti anestetik. Uprkos odli¢noj klini¢koj efikasnosti
i odsustvu znacajne supresije arterijskog pritiska i respiracije pri anesteziji, PCP je brzo
povucen iz upotrebe zbog brojnih nezeljenih fenomena koji su se javljali kod pacijenata
po budenju iz anestezije, ukljucuju¢i halucinacije, dezorganizovan govor i ponasanje,

agitaciju i disforiju (Morris i sar., 2005). Neko vreme primena PCP-a se zadrzala u
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veterinarskoj medicine, a od 1979. godine potpuno je povucen iz legalne upotrebe.
Medutim, zbog relativno jednostavne proizvodnje i efekata do kojih dovodi, PCP se
nasao u ilegalnoj upotrebi kao reakreativna droga najces¢e pod nazivom ,angel dust®,
narocito popularna u Sjedinjenim Americkim Drzavama. U toku akutne intoksikacije
PCP-om kod ljudi obi¢no se javljalju dezorganizovano ponasanje, halucinacije, agitacija,
nistagmus, tahikardija, hipertenzija i analgezija (Bey i Patel, 2007).

Mehanizam dejstva fenciklidina prevashodno ukljucuje, kako je ve¢ ranije
pomenuto, blokadu jonskog kanala u okviru NMDA receptora, koji su zastupljeni $irom
CNS-a, ukljucujuci koru velikog mozga, hipokampus, bazalne ganglije i talamus.
Afinitet vezuju¢eg mesta na receptoru (tzv. PCP-mesto) za PCP iznosi 0,2-1,0 umol/L,
$to odgovara koncentracijama koje su pristune u plazmi kod akutne intoksikacije
(Morris i sar., 2005). Medutim, iako znacajno manji, PCP pokazuje afinitet i prema
drugim ciljnim molekulima u CNS-u, kao $to su transporteri odgovorni za ponovno
preuzimanje noradrenalina, dopamina i serotonina, na koje PCP deluje inhibitorno, kao
i sigma receptori koje takode inhibira. Osim §$to inhibira preuzimanje dopamina i
noradrenalina iz sinapticke pukotine, PCP povecava i njihovu sintezu stimuliSu¢i enzim
tirozin hidroksilazu (Morris i sar, 2005, Puran i sar., 2014).

Fenciklidinski animalni model shizofrenije podrazumeva varijante u kojima se
fenciklidin aplikuje adultnim jedinkama akutno, subhroni¢no ili hroni¢no, kao i
aplikaciju fenciklidina tokom perinatalnog perioda (Mouri i sar., 2007; Bubenikova-
Valesova i sar., 2008). Akutna administracija PCP i drugih NDMA antagonista kod
adultnih jedinki dovodi do povecanja metabolicke aktivnosti u mozgu, porasta
ekstracelularnih nivoa glutamata, dopamina i serotonina, kao i bihejvioralnih promena,
ukljucuju¢i hiperlokomotornu aktivnost, deficit prepulsne inhibicije i smanjenu
socijalnu interakciju (Jentsch i Roth, 1999). Medutim, promene koje se vidaju u mozgu
eksperimentalnih Zivotinja nakon subhronicne i hroni¢ne primene fencikidina vernije
odrazavaju promene opisane kod pacijenata sa shizofrenijom (Jentsch i Roth, 1999). Sa
druge strane, perinatalna primene fencikidina u skladu je sa neurorazvojnom teorijom
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shizofreniji prema kojoj se promene u ranom razvoju CNS-a manifestuju pojavom
bolesti u adultnom dobu. Rezultati Ikonomidou i sar. (1999) ukazuju da administracija
NMDA antagonista u kasnom fetalnom periodu ili tokom prve dve nedelje postnatalnog
perioda, period koji odgovara tre¢em trimestru trudnoce kod ljudi, povecava celijsku
smrt procesima apoptoze u CNS-u. Suprotno, aplikacija ovih agenasa kod adultnih
zivotinja dovodi do neuronalnih o$tec¢enja procesima nekroze i sledstvene glioze koja se
kod obolelih od shizofrenije ne uocava (Olney i sar., 1991). Perinatalni tretman
istovremeno dovodi do dugotrajnih bihejvioralnih promena poput povecane
lokomotorne aktivnosti, stereotipnog ponasanja, deficita u procesovanju senzornih
infomacija, o$te¢enja radne memorije i socijalnih interakcija (Bubenikova-Valesova i

sar., 2008).
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1.2. Oksidativni stres i redoks regulacija

Aerobni metabolizam obezbeduje dovoljno energije za celijske potrebe, ali je
istovremeno ¢vrsto spregnut sa stvaranjem potencijalno toksi¢nih molekula. Toksi¢nost
kiseonika zasniva se na produkciji reaktivnih kiseoni¢nih metabolita koji predstavljaju
slobodne radikale. Pod slobodnim radikalima podrazumevaju se joni, atomi ili molekuli
koji su sposobni za nezavisno postojanje i imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
(Halliwell i Gutteridge, 2015). Ova osobina ih ponekad ¢ini veoma reaktivnim, iako se
hemijska reaktivnost razli¢itih slobodnih radikala znacajno varira.

U fizioloskim uslovima, stvaranje slobodnih radikala uravnoteZeno je sistemom
antioksidativne zagtite. Ta ravnoteza, medutim, nije idealna, tako da povremeno dolazi
do prevage prooksidativnih procesa, $to posledi¢no moze dovesti do ostecenja razlicitih
molekula u ¢eliji. Ovo stanje u literaturi se oznacava kao oksidativni stres (Sies, 2015).
Oksidativni stres nastaje ili u uslovima povecane produkcije slobodnih radikala ili kada
postoje oslabljeni mehanizmi antioksidativne zastite. Poslednjih godina, usled brojnih
saznanja o ulozi slobodnih radikala u regulaciji razlicitih ¢elijskih procesa (tzv. redoks
regulacija), definicija oksidativhog stresa je prosirena i pod njim se podrazumeva
neravnoteza izmedu prooksidanasa i antioksidanasa u korist prooksidanasa, koja dovodi
do narudene redoks signalizacije i regulacije, kao i potencijalnog ostecenja biomolekula

(Halliwell i Gutteridge, 2015).
1.2.1. Slobodni radikali

Najvazniji slobodni radikali nastaju nepotpunom redukcijom kiseonika.
Medutim, pri odredenim celijskim procesima formiraju se i slobodni radikali koji nisu
kiseoni¢ne prirode, od kojih najznacajnije mesto zauzimaju slobodni radikali azota,
ugljenika, sumpora, kao i joni prelaznih metala. Takode, tokom metabolizma kiseonika

nastaju i pojedini reaktivnhi molekuli koji ne zadovoljavaju kriterijume definicije
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slobodnih radikala, te se zato u literaturi koristi pojam reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS,
engl. reactive oxygen species) kako bi se oznacio Siroki spektar jona, atoma i molekula
koji poseduju vecu reaktivnost od kiseonika i deluju kao prooksidansi (Halliwell i
Gutteridge, 2015). Slicna definicija moze se primeniti i na reaktivne vrste drugih

elemenata (tabela 2).
Tabela 2. Nomenklatura pojedinih reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta. Preuzeto i

modifikovano iz Halliwell i Gutteridge, 2015.

Slobodni radikali Ne-radikali

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)
Superoksidni anjon, O Vodonik-peroksid, H.O»
Hidroksilni radikal, OH* Hipohlorna kiselina, HOCI
Hidroperoksilni radikal, OH.* Organski peroksidi, ROOH
Peroksilni radikal, ROO* Peroksinitrit, ONOO-

Alkoksilni radikal, RO* Peroksinitrat, O:2NOO~

Singletni kiseonik, O,'Zg*

Reaktivne azotne vrste (RNS) Reaktivne azotne vrste (RNS)
Azot-monoksid, NO* Nitrozilni katjon, NO*
Azot-dioksid, NO»* Nitroksilni anjon, NO-

1.2.1.1. Superoksidni radikal, vodonik-peroksid i hidroksilni radikal

Molekulski kiseonik ima dva nesparena elektrona lokalizovana u odvojenim
molekulskim orbitalama, $to ga i samog ¢ini slobodnim radikalom. Kiseonik je dobar
oksiduju¢i agens i u ¢elijskom metabolizmu potpuno se redukuje do vode uz ucesce 4 e".
Medutim, postupnom redukcijom, odnosno primanjem po jednog elektrona nastaju
delimi¢no redukovani oblici kiseonika: superoksidni anjon-radikal (O,), peroksidni
jon (O;*) i hidroksil-radikal (OH").

Superoksidni radikal (O,) nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog
kiseonika (Hayyan i sar., 2016). O, ima kratak poluzivot u vodenoj sredini, poseduje

relativno slabu reaktivnost i stupa u reakcije prvenstveno sa drugim slobodnim
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radikalima. S obzirom na svoju anjonsku prirodu, O, ne prolazi lako kroz membrane i
svoje dejstvo ostvaruje uglavnom u ¢elijskom odeljku gde je formiran.

Znacajna koli¢ina stvorenog superoksidnog radikala u (eliji potice iz
mitohodondrija (Figueira i sar., 2013). Oko 1-3% kiseonika koje mitohondrije iskoriste
pretvori se u O,". Tokom prenosa elektrona kroz respiratorni lanac, deo elektrona
prevremeno ,,pobegne® na molekulski kiseonik, pri ¢emu nastaje O, najceS¢e na nivou
kompleksa I i III elektron-transportnog lanca, a pod odredenim uslovima kompleksa II,
kao i enzima glicerol-3-fosfat dehidrogenaze, prisutnog na spoljadnjoj strani unutrasnje
mitohondrijalne membrane nekih tkiva (Lambert i Brand, 2009; Brand, 2016). Sav
produkovani O, sa kompleksa I oslobada se u matriks mitohohondrija, dok se O, sa
kompleksa III oslobada i u medumembranski prostor (Muller i sar., 2004). Osim
mitohondrija, vazan izvor O, jesu enzimske reakcije katalisane enzimima koji prenose
elektrone na molekulski kiseonik, ukljucuju¢i NADPH oksidazu, ksantin oksidazu,
aldehid oksidazu i mnoge druge (Vignais, 2002, Westover i sar, 2009, Kundu i sar,
2012). Takode, u eritrocitima O, nastaje pri transportu kiseonika hemoglobinom
(Rifkind i sar., 2004).

Vodonik-peroksid je proizvod dvoelektronske redukcije kiseonika i predstavlja
najstabilniji, odnosno najmanje reaktivan intermedijer redukcije kiseonika. Iako je u
visokim koncentracijama toksican za vecinu celija, produkcija H,O, je znacajna zbog
prenosa signala u celiji. MozZe nastati u reakcijama jednoelektronske redukcije ili
dizmutacije O,", kao i direktno iz molekula kiseonika aktivno$¢u brojnih enzima.

Hidroksilni radikal (OH") predstavlja najreaktivniji oblik ROS-a. MozZe nastati
dejstvom jonizujeceg zracenja koje dovodi do homolize kovalentne veze izmedu dva
atoma kiseonika u molekulu vode, ili ce$¢e iz H,O, tzv. Fentonovom reakcijom u
prisustvu dvovalentnih jona prelaznih metala, naj¢es¢e gvozda, kao i u Haber-Vajsovoj

reakciji izmedu H,O, i Oy~ ((Halliwell i Gutteridge, 2015).
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1.2.1.2. Azot-monoksid

Azot-monoksid (NO) je gas male molekulske mase sa jednim nesparenim
elektronom $to ga ¢ini slobodnim radikalom, hemijski reaktivnim i sa relativno kratkim
poluzivotom (Toledo i Augusto, 2012). Poseduje lipofilnu prirodu, te lako prolazi kroz
membrane u Celiji. Reaktivnost NO je relativno mala u poredenju sa drugim slobodnim
radikalima i uglavnom dobro reaguje sa drugim radikalim, poput tiilnih radikala (RS’),
pri ¢emu nastaju nitrozotioli, npr. S-nitrozoglutation. U reakciji sa O, nastaje
peroksinitrit (ONOO"). Ova reakcija se odvija spontano velikom brzinom i njen znacaj
ogleda se u dva aspekta. Najpre, reakcija izmedu NO i O, govori o antagonizmu
bioloskih efekata ova dva molekula, na $ta ukazuje i dobro poznata ¢injenica da su efekti
posredovani NO pojacani dodatkom superoksid dizmutaze koja uklanja O,~. Drugi
znacaj pomenute reakcije je samo formiranje ONOO™ koji ima znacajan prooksidativni
kapacitet i dovodi do oksidativnih modifikacija biomolekula putem nitracije DNK,
lipida ili proteina (npr. nastanak 3-nitrotirozina). Kao degradacioni produkti NO i
ONOO-" nastaju relativno stabilna jedinjenja nitriti (NO,") i nitrati (NOs") (Halliwell i
Gutteridge, 2015).

Osim toga S§to ima potencijalno toksi¢ne efekte koje ispoljava kao slobodni
radikal, NO predstavlja vazan celularni signalni medijator. Njegova uloga je najpre
prepoznata u krvnim sudovima kada je oznacen kao endotelni faktor relaksacije (EDRF)
(Furchgott i Zawadzki, 1980). Kasnije su pokazane njegove uloge u razlicitim
tizioloskim procesima, ukljucujuci ulogu u neurotransmisiji u CNS-u (Garthwaite i sar.,
1988). Svoje dejstvo NO ostvaruje prevashodno aktiviranjem solubilne guanilat ciklaze
(sGC), $to uzrokuje porast cGMP-a u ¢eliji koji zatim deluje na specifi¢ne protein kinaze
¢ime se pokrece odgovarajuca signalna kaskada. NO reaguje sGC vezujuci se za hem-
grupu ovog proteina, molekularnim mehanizmom koji je opisan kao znacajan za
interakciju NO i sa drugim hem-proteinima, poput hemoglobina i citohrom ¢ oksidaze
(Toledo i Augusto, 2012). Mitohondrijalni enzim citohrom ¢ okidaza je vazna meta
dejstva NO koji dovodi do revezibilne inhibicije ovog enzima c¢ime reguliSe
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mitohondrijalnu respiraciju (Brown, 2001). Osim interakcije sa hem-proteinima, NO i
produkti koji nastaju iz NO imaju sposobnost da reaguju sa drugim proteinima preko S-
nitrozilacije cisteina ¢ime ostvaruju regulaciju njihove aktivnost.

NO se sintetise iz aminokiseline L-arginina pod dejstvom enzima azot-monoksid
sintaze (NOS) (EC 1.14.13.39) (Alderton i sar., 2001). NOS predstavlja homodimer, a
svaka subjedinica sadrzi C-terminalni oksidazni domen i N-terminalni reduktazni
domena. Za kataliticku aktivnhost NOS potreban je niz kofaktora, ukljucujuc¢i hem,
tetrahidrobiopterin (BH4), FAD, FMN, NADP i Zn**. Reakcija ukljucuje prenos e~ sa
NADPH na reduktazni domen koji sadrzi FAD i FMN koji prenose e~ do oksidaznog
domena gde se uz pomo¢ hemskog gvozda, BH, i O, vrsi transformacija L-arginina do
citrulina i formiranje NO. U slucaju niskih nivoa BH. usled naruSene sinteze ili
regeneracije iz dihidrobiopterina (BH,), NOS moze produkovati O, (Halliwell i
Gutteridge, 2015). Postoje tri razli¢ita izoenzima NOS koji su produkti razlicitih gena i
razlikuju se po lokalizaciji, katalitickim i regulatornim karakteristikama i osetljivosti
prema inhibitorima, a pokazuju 51-57% homologije aminokiselina u polipeptidnom
lancu. Ovi izoenzimi se oznacavaju kao NOSI (nNOS, neuronalna NOS), koji se
predominantno eksprimira u nervnom tkivu, NOS2 (iNOS, inducibilna NOS), ¢ija se
ekspresija moze znacajno povecati u razli¢itim tkivima pro-inflamataronim citokinima
ili endotoksinom, i NOS3 (eNOS, endotelna NOS), koji je eksprimiran u endotelnim
¢elijama. NOSI i NOS3 su konstitutivni enzimi i regulisani su kalcijumom preko
interakcije sa Ca**-kalmodulinom, za razliku od NOS2 ¢ija aktivnost ne zavisi od Ca*,
sadrzi stalno vezan kalmodulin i ¢iji nivo transkripcije moze biti znacajno indukovan,
narocito u makrofagima tokom infekcije ili inflamacije (Toledo i Augusto, 2012).

U CNS-u oko 90% produkovanog NO nastaje aktivnos¢u nNOS izoenzima
(Bernstein i sar., 2005). Ovaj izoenzim ima PDZ-domen kojim se vezuje za PSD-95
(engl. postsynaptic density protein-95) ¢ime se dovodi u neposrednu blizinu NMDA
receptora, $to ima veliki bioloski znacaj (Christopherson i sar., 1999). Naime,
aktivacijom NMDA receptora dolazi do influksa Ca** $to aktivira NOS i dovodi do
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produkcije NO (Knowles i Moncada, 1994; Girouard i sar., 2009). Produkovani NO
moze pokrenuti signalnu kaskadu u samom postsinaptickom neuronu ili dufundovati
kroz ¢elijsku membranu i delovati na presinapticki neuron i druge celije. Takode, NO
ima sposobnost regulacije samih NMDA receptora negativhom povratnom spregom
njihovom S-nitrozilacijom, ¢ime ostvaruje jednu od centralnih ulogu u modulaciji
neurotransmisije i procesa koji se desavaju posredstvom ovih receptora, ukljuc¢ujuci
sinapticku plasticnost (Mungrue i Bredt, 2004). Postoje razlike u regionalnoj i ¢elijskoj
distribuciji nNOS u CNS-u. Najve¢e koli¢ine enzima pristune su u substantia
innominata, cerebralnom korteksu, nc. accumbens-u, hipotalamusu, subtalamusu i
cerebelumu, dok su najnizi nivoi u corpus callosum-u, talamusu i okcipitalnom
korteksu (Bernstein i sar., 2005). Oko 1-2% neurona korteksa eksprimira nNOS (Snyder
i Bredt, 1991).

Iako je nNOS prisutan i u glijalnim celijama, dominantni izoenzim koji ove celije
eksprimiraju jeste iNOS. Najveci nivoi iNOS prisutni su u mikroglijalnim celijama.
Transkripcija iNOS gena je regulisana brojnim faktorima, poput endotoksina i citokina,
a koli¢ine ovog inducibilnog enzima znacajno rastu u CNS-u u stanju septickog Soka,
nakon ishemije, tokom multiple skleroze i u Alchajmerovoj bolesti (Bernstein i sar,
2005). eNOS izoenzim je u CNS-u najvise zastupljen u endotelu krvnih sudova, gde kao
i u drugim tkivima, nakon stimulacije Ca** uzrokuje povecanu produkciju NO koji
deluje na glatke miSi¢ne celije i posledicno dovodi do relaksacije krvnih sudova

(Knowles i Moncada, 1994).

1.2.1.3. Ostecenje biomolekula uzrokovano slobodnim radikalima: lipidna
peroksidacija

Kao posledica narusene ravnoteze izmedu prooksidanasa i antioksidanasa dolazi
do znacajnih promena u celijama. U uslovima blagog do umerenog stepena
oksidativnog stresa, mnoge ¢elije reaguju povecanom proliferacijom, kao i adaptivnim

odgovorom koji uklju¢uje podizanje nivoa razli¢itih komponenti antioksidativne zastite
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(Halliwell i Gutteridge, 2015). Istovremeno, u celiji nastaju oStecenja razlicitih
biomolekula, ukljucuju¢i DNK, proteine i lipide, koja pokrec¢u reparativne mehanizme
ili u krajnjem slucaju u uslovima znacajnih ostecenja vode u celijsku smrt. Potrebno je
ista¢i da o$tecenja biomolekula nastaju prvenstveno direktno pod uticajem slobodnih
radikala, ali da su odredena ostecenja posledica i indirektnih promena koje nastaju u
uslovima oksidativnog stresa, npr. porast intracelularnog Ca** dovesce do aktivacije niza
enzima koji menjaju strukturu i funkciju velikog broja proteina i drugih molekula
(Halliwell i Gutteridge, 2015).

Niske koncentracije produkata oksidativnog oste¢enja molekula DNK, odnosno
njegovih sastavnih komponenti purina, pirimidina i deoksiriboze, prisutne su i u
fizioloskim uslovima u (Celijama sa aerobnim metabolizmom. Medutim, tokom
oksidativnog stresa znac¢ajano je povecan nastanak modifikovanih azotnih baza i drugih
promena u DNK. Najcesce oksidativne modifikacije jesu hidroksilni adukti azotnih baza
nastali u reakciji sa OH", na primer 8-hidroksiguanin, 2,6-diamino-4-hidroksi-5-
formamidopirimidin, 5-hidroksicitozin, 5-(hidroksimetil)-uracil itd, ali i cikli¢ni
produkti sa deoksiribozom, poput 8,5-ciklo-2’-deoksiguanozina i 8,5-ciklo-2’-
deoksiadenozina. (Dizdaroglu i Jaruga, 2012). Neka od ovih jedinjenje (npr. 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin) odreduju se kao biomarkeri oksidativhog o$tecenja DNK u
bioloskim te¢nostima, najcesc¢e urinu (Nishimura, 2011).

Oksidativno ostecenje proteina nastaje direktnim dejstvom slobodnih radikala ili
sekundarno usled Ca** posredovane aktivacije proteaza, oksidativnog ostecenja
DNK/RNK ili interakcije sa nastalim produktima oksidativnog ostecenja lipida i
ugljenih hidrata. Pojedine promene na proteinima koje nastaju pod uticajem ROS su
reverzibilne, poput formiranja disulfidnih mostova, S-nitrozilacije, narusavanje Fe-S
klastera i glutationilacija. Neke od ovih promena su mehanizmi kovalentne regulacije
funkcije mnogih proteina. Ireverzibilna oksidativna oS$tecenja proteina ukljucuju
raskidanje peptidne veze i oksidativne modifikacije pojedina¢nih aminokislina pri ¢emu
nastaju 2-oksohistidin, metionin-sulfoksid, glutamat-semialdehid, 2-aminoadipat-
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semialdehid, 3-nitrotirozin, dihidroksifenilalanin i niz drugih produkata (Halliwell i
Gutteridge, 2015).

Pored DNK i proteina, meta oksidativnog ostecenja su i lipidi u procesu koji se
oznacava kao lipidna peroksidacija (Niki, 2014). Lipidnom peroksidacijom mogu biti
zahvaceni lipidi u sastavu ¢elijskih membrana, lipoproteina i drugi. Ovaj proces je dobro
proucen najpre u industiriji hrane gde je prepoznat kao osnov za pojavu uzeglosti
tokom cuvanja hrane koja sadrzi masti ili ulja. Lipidna peroksidacija odvija se kroz
nekoliko faza. U fazi inicijacije dolazi do oduzimanja vodonika od strane ROS iz
metilenske grupe najces¢e polinezasicene masne kiseline, pri ¢emu nastaje lipidni
radikal. Lipidni radikal moze dovesti do preraspodele dvostrukih veza unutar
polinezasi¢ene masne kiseline i formiranje konjugovanih diena ili ¢eS¢e moze reagovati
sa O, pri ¢emu nastaje peroksidni radikal (ROOs). ROOe zatim ima sposobnost da
inicira oduzimanje atoma vodonika sa susednih molekula masnih kiselina i ta faza se
oznacava kao faza propagacije. Zajedno sa atomom vodonika, ROOe predstavlja lipidni
(hidro)peroksid (ROOH). Reakcija e teci autokataliticki sve dok u fazi terminacije dva
slobodna radikala medusobno ne reaguju ¢ime se zaustavlja lancana reakcija lipidne
peroksidacije. U ovom procesu mozZe nastati niz intermedijera ili finalnih produkata
lipidne peroksidacije, ukljucujudi ciklicne perokside i endoperokside, alkoksi radikale
(ROe), izoprostane, izoketale i kratkolancane ugljovodonike tipa alkana, alkena i
aldehida, poput malondialdehida (MDA) i 4-hidroksi-2-trans-nonenala (HNE). MDA
nastaje peroksidacijom polinezasicenih masnih kiselina koje sadrze vise od dve
dvostruke veze i sam predstavlja potencijalno toksi¢ni molekul s obzirom na svoju
sposobnost da reaguje sa proteinima stvarajuci intra i inter-molekulske mostove, kao i
sa DNK ¢ime ostvaruje mutageno dejstvo. Odredivanje izoprostana, MDA i HNE u
bioloskim te¢nostima koristi se kao biomarker oksidativnog stresa. Posledice
oksidativnog o$tecenje lipida u ¢elijskoj membrani jesu smanjenje fluidnosti membrane,
povecana razmena fosfolipida izmedu dva fosfolipidna sloja, povecana propustiljivost za
odredene jone (npr. za jone Ca*) i oSteCenje membranskih proteina, ukljucujudi
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receptore, transportne proteine i enzime, a pri najtezim ostecenjima dolazi do potpunog

naru$avanja integriteta membrane.

1.2.2. Antioksidativna zastita

Antioksidansom se smatra bilo koja supstanca koja sprecava, usporava ili uklanja
oksidativna oStecenja nastala dejstvom slobodnih radikala (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Pojedini antioksidansi se sintetiu in vivo, dok se drugi moraju unositi u organizam
hranom. S obzirom na raznolikost reaktivnih kiseoni¢nih i drugih vrsta, kao i ostecenja
do kojih dovode, antioksidativna zastita koristi razlicite strategije kako bi ostvarila svoje
dejstvo (Sies, 1993). Prvi nivo zastite obuhvata kontrolu stvaranja ROS, $to se izmedu
ostalog postize proteinima koji smanjuju ili spre¢avaju kontakt izmedu prooksidanasa;
npr. joni gvozda i bakra vezani su za proteine poput transferina, ceruloplazmina,
albumina. Potom, slede¢i nivo ukljuc¢uje mehanizme kojima se stvoreni ROS uklanjaju,
bilo enzimskim reakcijama ili ne-enzimskim putem, molekulima poput glutationa, a-
tokoferola, askorbinske kiseline, urata i drugih. Konacno, poslednji nivo zastite koji
odredeni autori ne smatraju antioksidativniom zastitom u uZem smislu, ¢ine enzimi i
drugi molekuli ukljuceni u reparatorne procese kojima se uklanjaju nastala oksidativna

oste¢enja DNK, proteina i lipida (Halliwell i Gutteridge, 2015).

1.2.2.1. Superoksid dizmutaza

Superoksid dizmutaza (SOD, EC 1.15.1.1) predstavlja enzim koji katalise
reakciju dizmutacije superoksidnog radikala do vodonik-peroksida i molekulskog
kiseonika. Enzim je prvi put opisan 1969. godine kada su McCord i Fridovich pokazali
da eritrociti poseduju protein koji kataliticki uklanja O, (McCord i Fridovich, 1969).
Kasnije je utvrdeno da SOD predstavlja prvu liniju odbrane organizma od slobodnih
radikala i da gotovo svi aerobni organizmi poseduju ovaj enzim. Kod coveka, postoje
najmanje tri izoenzima koji se medusobno razlikuju po metalnom jonu koji koriste kao

kofaktor i subcelularnoj lokalizaciji: SOD1 (bakar, cink-zavisna superoksid dizmutaza,
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Cu,Zn-SOD), SOD2 (mangan-zavisna superoksid dizmutaza, Mn-SOD) i SOD3
(ekstracelularna superoksid dizmutaza) (Zelko i sar., 2002). Za sve izoenzime zajednicki
je ping-pong mehanizam reakcije dizmutacije koji ukljucuje naizmeni¢nu oksidaciju i
redukciju metalnog jona u aktivnom mestu (Sheng i sar., 2014). Katalizovana
dizmutacija O, je izuzetno efikasna i odvija se oko 10* puta brze od spontane
dizmutacije.

SOD1 je prevashodno citosolni enzim, iako se u malim koli¢inama nalazi i u
lizozomima, jedru i medumembranskom prostoru mitohondrija (Okado-Matsumoto i
Fridovich, 2001). Enzim poseduje molekulsku masu od oko 32 kDa i predstavlja
homodimer, pri ¢emu obe subjedinice sadrze u aktivnom mestu Cu®* i Zn*, kao i jedan
intramolekularni disulfidni most (izmedu Cys 57 i 146) i dve slobodne SH-grupe (Cys 6
i 111) koje ucestvuju u disulfidnom povezivanju dve subjedinice (Sheng i sar, 2014). Jon
cinka ne ucestvuje u samoj katalizi, ve¢ je neophodan za stabilizaciju strukture enzima.
Ugradnja bakarnog jona zahteva prisustvo posebnog proteina, metalo$aperona koji je
oznacen kao CCS (engl. copper chaperone for SOD) koji ujedno ucestvuje i u pravilnom
formiranje disulfidnog mosta (Banci i sar., 2012). SOD1 je izuzetno stabilan enzim,
otporan na dejstvo visoke temperature i mnogih deterzdenata (Sheng i sar., 2014), a
inhibiran je cijanidom i dietilditiokarbamidom (Heikkila i sar., 1976). Gen za SODI1
smesten je na hromozomu 21q22.11; mutacije u ovom genu povezane su sa
familijarnom formom amiotroficne lateralne skleroze (Rosen i sar., 1993).

SOD2 predstavlja mitohondrijalni enzim koji je prisutan kao homotetramer, sa
subjedinicama molekulske mase od 22 kDa koje sadrze po jedan Mn** (Sheng i sar,
2014). Enzim je kodiran od strane gena na hromozomu 6q25.3 i nakon sinteze se
upucuje u mitohondrije zahvaljujuci signalnoj sekvenci na N-terminalnom kraju (Miao
i St Clair., 2009).

Studije na knockout miSevima pokazale su da je od tri izoenzima SOD, jedino
Mn-SOD neophodan za prezivljavanje. MiSevi homozigoti (-/-) za sod2 imaju potpuni
gubitak aktivnosti ovog enzima $to nema efekta na embrionalni razvoj, ali dovodi do
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smrti ubrzo po rodenju usled dilatativne kardiomiopatije (Li i sar., 1995). Zapazeno je
znacajno smanjenje aktivnosti nekoliko mitohondrijalnih enzima, ukljucuju¢i sukcinat
dehidrogenazu i akonitazu, najizrazenije u sr¢anom misi¢u. Kod heterozigota (+/-) za
sod2 pokazano je povecanje oksidativnog ostecenja jedarne i mitohondrijalne DNK i
duplo veca ucestalosti tumora u odnosu na wild-type miSeve, dok Zzivotni vek i
biomarkeri starenja nisu bili izmenjeni (Van Remmen i sar., 2003). U studiji Copin i sar.
(2000) pokazano je da prekomerna ekspresije Cu,Zn-SOD ne kompenzuje neonatalnu
smrtnost uzrokovanu gubitakom aktivnosti Mn-SOD kod knockout mideva, $to ukazuje

na znacaj razlicite subcelularne lokalizacije ova dva izoenzima.

1.2.2.2. Katalaza

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) je enzim koji katalise reakciju dizmutacije vodonik-
peroksida do molekulskog kiseonika i vode. Osim katalaze, uklanjanje potencijalno
toksicnog H,O, vrsi se pod dejstvom enzima koji deluju kao peroksidaze, kao §to su
glutation peroksidaza ili peroksiredoksini (Halliwell i Gutteridge, 2015). CAT
predstavlja homopolimerni enzim sastavljen iz Cetiri subjedinice, a svaka subjedinica
sadrzi (Fe**)-hem u aktivnom mestu. Takode, za svaku subjedinicu vezan je po jedan
molekul NADPH (Putnam i sar., 2000). Kataliticka aktivnost je prisutna samo u
tetramernom obliku enzima. Reakcija koju katalise CAT se odviju u dva koraka. Najpre,
Fe’* iz hema redukuje prvi molekul H,O, do vode pri ¢emu nastaje oksiferilni jon
(FeO*) koji se oznacava kao kompleks 1. Potom, u drugom koraku kompleks I oksiduje
drugi molekul H,O, do O,, dok se kiseonik iz oksiferilnog jona otpusta kao H,O
(Putnam i sar., 2000). Osim opisanog katalaznog tipa reakcije, u odredenim uslovima
katalaza poseduje i peroksidaznu aktivnost kada kompleks I oksiduje druge supstrate
(npr. metanol, etanol, formaldehid, acetaldehid, nitrite i dr.), a iz ove reakcije izlaze
oksidovani supstrat, voda i nativni enzim (Nicholls, 2012). Aktivnost katalaze
nespecificno je inhibirana azidom, cijanidom, kao i specificnim inhibitorom

aminotriazolom (Nicholls, 2012).
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Katalaza je zastupljena u svim tkivima, a najveca aktivnost je prisutna u jetri i
eritrocitima. Eritrociti uklanjanju H,O, poreklom iz samih eritrocita dizmutacijom O,
koji nastaje autooksidacijom hemoglobina, ali, takode, s obzirom na to da molekul H,O,
lako prolazi kroz celijsku membranu imaju ulogu i u zastiti ostalih tkiva od
ekstracelularnog H,O, (Winterbourn i Stern, 1987). Unutar celija, sa izuzetkom
eritrocita, enzim se gotovo u celosti nalazi u peroksizomima gde ima osnovnu ulogu u
redoks metabolizmu ove organele, ali i citave Celije (Nordgren i Fransen, 2014). Naime,
u peroksizomima nastaje znacajna koli¢ina H,O, uc¢es¢em velikog broja enzima razlicitih
metabolickim putevima, izmedu ostalog -oksidacije dugolancanih masnih kiselina §to
je od narocitog znacaja u CNS-u. Deo stvorenog H,O, i u normalnim okolnostima izlazi
iz peroksizomima u citosol i ucestvuje u redoks statusu mitohondrija i drugih organela
¢elije (Ivashchenko i sar., 2011).

Gen za katalazu nalazi se na hromozomu 11 i opisane su mutacije u ovom genu
koje kod ljudi dovode do akatalazemije (Go6th L i Nagy, 2013). Prvi opisi ovog relativno
blagog stanja, tzv. Takahara bolesti, poticu iz Japana i najuocljivija klinicka
karakteristika jeste povecana incidencija oboljenja desni. Medutim, kod obolelih postoji
poveéana osetljivost na toksi¢cne efekte H,O, koji izmedu ostalog dovodi do
methemoglobinemije ili preko ostecenja [-Celije pankreasa povecanog rizika za
oboljevanje od dijabetesa melitusa (Goth L i Nagy, 2013). Slicno, kod knockout miseva
za cat (-/-) postoji normalno prezivljavanje, bez izrazenog fenotipa, iako ovi misevi
pokazuju vecu osetljivost prema toksi¢nim efektima H,O, (Ho i sar., 2004). Zanimljivo,
kod ovih zivotinja nije primeceno kompenzatorno povecanje aktivnosti drugih
antioksidativnih enzima, poput glutation perokidaze (Kobayashi i sar., 2005). Sa druge
strane, kod transgenih misSeva sa prekomernom ekspresijom CAT u mitohondrijama,
gde se inace ovaj enzim ne nalazi, dolazi do poboljSanja staranjem uzrokovanog
smanjenja funkcije sr¢anog i skeletnih misica i blagog produzenja zivotnog veka (Dai i

sar., 2012).
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1.2.2.3. Glutation

Tripeptid glutation (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin) je najvaznije neproteinsko
tiolno jedinjenje, $iroko rasprostranjeno u humanim tkivima, ali i svim eukariotskim i
mnogim prokariotskim celijama. Kada je prvi put izolovan iz ¢elija plesni i opisan 1888.
godine, nazvan je ,filotion“, kako bi se naglasila njegova narocito reaktivnost prema
sumporu (Halliwell i Gutteridge, 2015). U ¢eliji, glutation je dominantno prisutan u
redukovanom obliku (GSH), a manje kao disulfid, u oksidovanom obliku (GSSG) koji
nastaje spajanjem dva molekula GSH pri ¢emu se sulthidrilne grupe cisteina oksiduju i
formiraju disulfidni most. Kako je intacelularna koncentracija glutationa visoka i krece
se u milimolarnom opsegu, redoks par GSSG/2GSH smatra se glavnim doprinosiocem
ukupnog redoks statusa Celije (Go i Jones, 2013). Enzim glutation reduktaza odgovoran
je za prevodenje oksidovane forme glutationa u redukovanu uz utrosak NADPH kao
kofaktora.

Glutation ima mnogobrojne funkcije u celiji. Iako je njegov znacaj kao
antioksidansa u odbrani od slobodnih radikala najevidentniji, njegova uloga u
biohemijskim procesima u Celiji se tu ne zavr$ava. Glutation ucestvuje u detoksikaciji
ksenobiotika, sintezi leukotrijena, sintezi DNK i neophodan je za pravilno uvijanje
proteina, kao i degradaciju proteina sa disulfidnim vezama. Glutation je ukljucen u
homeostazu kalcijuma, transport aminokiselina kroz ¢elijsku membranu i komunikaciju
medu celijama. Konac¢no, glutation je neophodan i za procese mitogeneze, kao i za
regulaciju celijskog ciklusa. Ve¢inu ovih funkcija, glutation ostvaruje u sadejstvu sa
razlicitim enzimima od kojih su najvazniji za njegov metabolizam, glutation
peroksidaza, glutation reduktaza i glutation S-transferaza (Halliwell i Gutteridge, 2015).

U CNS, koncentracija glutationa nalazi se u opsegu 1-3 mmol/L (Dringen,
2000). Postoje znacajne razlike u nivoima glutationa u razlic¢itim Celijskim populacijama
i anatomskim regijama. Nalazi histohemijskih i imunohistohemijskih studija ukazuju na
primarnu lokalizaciju glutationa u glijalnim celijama, kao i aksonima i nervnim
zavrSecima, dok tela neurona sadrze relativno male koli¢ine glutationa, uz nekoliko
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izuzetaka, npr. Purkinjeove celije u cerebelumu (Dringen, 2000). Takode, sadrzaj
glutationa narocito je visok u ependimalnim celijama koje oblazu lateralne komore i
¢elijama u subventrikularnoj zoni (Sun i sar., 2006). Dodatno, neuroni u razvoju u
subgranularnoj zoni girus dentatus-a sadrze oko tri puta viSe glutationa u odnosu na
okolne neurone u granularnom sloju (Sun i sar., 2006). Kao i u vecini drugih tipova
¢elija, glutation u celijama CNS-a dominantno je prisutan u citosolu, dok se 10-20%
nalazi u mitohondrijama. Mitohondrije preuzimaju glutationa iz citosola posredstvom
barem dva specifi¢cna transportna sistema (Lash, 2006). U jedru se takode nalaze
odredene kolic¢ine glutationa (Garcia-Giménez i sar., 2013). Oksidovani oblik glutationa
¢ini oko 1-2% ukupnog glutationa u mozgu, sli¢no kao i u drugim tkivima.

Metabolizam glutationa je detaljno proucen. Sinteza glutationa odigrava se u
citosolu u dva koraka. Najpre, y-karboksilna grupa glutamata reaguje sa amino-grupom
cisteina u reakciji koju katalise enzim y-glutamilcistein ligaza. U sledecoj reakciji, nastali
dipeptid y-L-glutamil-L-cistein reaguje sa glicinom uz aktivnost enzima glutation
sintetaze. U obe reakcije, trosi se po jedan mol ATP-a (Lu, 2013).

Prva reakcija u sintezi je kontrolna i nju katalie regulatorni enzim vy-
glutamilcistein ligaza (GCL, EC 6.3.2.2, ranije y-glutamilcistein sintetaza). Humani
enzim je izolovan, precis¢en i utvrdene su strukturne, fizicko-hemijske i kineticke
karakreristike (Misra i Griffith, 1998). Enzim je heterodimer i ¢ine ga kataliticka
subjedinica (GCLC) (73 kDa, teski lanac) i modulatorna subjedinica (GCLM) (27,7 kDa,
laki lanac) koje su kodirane razli¢itim genima (Yan i Meister, 1990). Kod ljudi, gen za
GCLC smesten je na hromozomu 6p12.1, a za GCLM na hromozomu 1p21.1 (Tsuchiya i
sar., 1995). Aktivnost GCL i de novo sinteza GSH regulisana je pre svega slede¢im
faktorima: intracelularnom koncentracijom GSH koji deluje kao kompetitivni inhibitor
enzima (Ki=2,3 mmol/L) i negativnom povratnom spregom uti¢e na obim sinteze, i
raspolozivos¢u supstrata L-cisteina, ¢ija koncentracija u ¢eliji se nalazi u rangu vrednosti
K ovog enzima za cistein (0,3 mmol/L) (Lu, 2009). Sa druge strane, vrednost K., enzima
za glutamat je oko deset puta veca od intracelularne koncentracije glutamata.
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Subjedinica GCLC poseduje Kkataliticku aktivnost nezavisno od GCLM, ali
GCLM znacajno povecava aktivnost enzima smanjujuc¢i Ky, za glutamat i ATP, takode
povecavajuci K; za GSH, ¢ime umanjuje povratnu inhibiciju glutationom (Yang i sar.,
2007). Studije na knockout midevima homozigotima za gclc (-/-) ukazuju na znacaj
ovog gena za prezivljavanje (Dalton i sar., 2000). Knockout miSevi za gclm (-/-) imaju
normalno prezivaljavanje, ali su nivoi GSH zavisno od ispitivanog tkiva sniZeni na 9-
40% vrednosti koje postoje kod wild type miseva (Yang i sar., 2002). U mozgu, kod gclm
(-/-) mi$eva glutation je za 60-70% manji u odnosu na kontrolne vrednosti (Chen i sar.,
2005).

Sinteza glutationa u CNS-u odigrava se identi¢no kao i u drugim tkivima, mada
su aktivnosti enzima sinteze znacajno nize u poredenju sa nekim drugim organima,
poput jetre ili bubrega (Dringen, 2000). Neuroni ne poseduju transportni sistem za
preuzimaju glutationa iz ekstracelularnog prostora, tako da neuronske koncentracije
glutationa iskljucivo zavise od intracelularne sinteze. Prekursore za sintezu glutationa
neuroni preuzimaju iz okoline u vidu glutamina i cisteina. Sa druge strane, astrociti
koriste cistin i glutamat. Takode, astrociti su glavni izvori ekstracelularnog glutationa u
CNS-u zbog sposobnosti da sekretuju glutation posredstvom MRP1 (engl. multi-drug
resistance-associated protein 1).

Antioksidativna uloga glutationa spregnuta je sa reakcijom koju kataliSe enzim
glutation peroksidaza u kojoj se H,O, prevodi u vodu. Familiju glutation peroksidaza
¢ini za sada osam identifikovanih izoenzima, od kojih pojedini predstavljaju selen-
zavisne proteine (GPx1-4 i GPx6). Enzim je prisutan u citosolu, jedru, mitohondrijama,
peroksizomima, kao i plazmi. Glutation peroksidaza izmedu ostalog ima ulogu u redoks
regulaciji posredstvom odrzavanja homeostaze H,O, (Brigelius-Flohé i Maiorino, 2013).
U CNS-u prisutno je viSe izoenzima GPx, a poseban znacaj, narocito u razvi¢u mozga

ima GPx4 koja se oznacava i kao fosfolipid-hidroperoksid GPx (Savaskan i sar., 2007).
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1.2.3. Familija NADPH oksidaza

NADPH oksidaza (NOX) predstavlja familiju enzima koji prenose elektrone
kroz bioloske membrane, pri cemu je akceptor elektrona najcesc¢e molekulski kiseonik, a
produkt reakcije superoksidni radikal (Bedard i Krause, 2007). Prvi put je opisana u
fagocitima u procesu respiratornog praska kao deo sistema odbrane domacina od
bakterija. Fagocitni NOX bio je prvi primer enzima koji ROS ne produkuje kao sporedni
produkt reakcije, ve¢ u sklopu svoje primarne funkcije (Babior i sar., 1973). Paralelno sa
rastu¢im saznanjima o strukturi i funkciji ovog enzima u fagocitima i znacaju za
imunski sistem, javili su se dokazi o prisustvu NOX u drugim celijama i tkivima. Danas
se smatra da je NOX ubikvitaran enzim uklju¢en u regulaciju niza fundamentalnih
procesa u Celiji, poput Celijskog rasta i deferencijacije, apoptoze, redoks signalizacije, ali i
specijalizovanih fizioloskih procesa kao $to su kontrola vaskularnog tonusa, stvaranje
otokonija u unutrasnjem uhu, dejodinacija tireoidnih hormona i dr. (Krause, 2004;
Brown i Griendling, 2009).

Familiju NADPH oksidaze ¢ini viSe proteina koji su neophodni za kataliticku
aktivnost i regulaciju NOX enzima. Ekspresija pojedinih ¢lanova familije NOX razlikuje
se u zavisnosti od tipa celije. Kataliticka subjedinica prvog identifikovanog NOX
izoenzima u fagocitima oznacava se kao NOX2 (gp91*"™) i prisutna je udruZena sa
trasmembranskim proteinom p22°"* u kompleksu koji se naziva citohrom bsss. Pored
NOX2, opisano je jos Sest izoenzima NADPH oksidaze - NOX1, NOX3, NOX4, NOX5,
dualna oksidaza 1 (DUOX1) i DUOX2. Osim NOX2, membranska subjedinica p22°rho
udruzena je sa izoenzimima NOX1, NOX3 i NOX4. Pored membranskih subjedinica, u
sastav NADPH oksidaze ulaze i citosolne subjedinice: dve organizatorske subjedinice
(p47phex ili NOXO1), dve aktiviSuce subjedinice (p67°™* ili NOXA1) i modulatorna
subjedinica (p40P">) (Geiszt , 2006; Bedard i Krause, 2007). Na slici 1 i tabeli 3 prikazane

su struktura i karakterisitke NOX izoenzima.
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NOX1 NOX2 NOX3

MNADP « H* MNADP* + H* NADP* & H*

DUOX1/DUOX2
Oy 07
domen

O = S

Lax1/z A

CajCa

MADPH

Slika 1. Shematski prikaz strukture razli¢itih ¢lanova familije NADPH oksidaze. Preuzeto i

modifikovano iz Ma i sar., 2017, Molecular Neurodegeneration, 12(1), 7.

Kataliticka subjedinica svih NOX izoenzima poseduje zajednicku gradu. Sastoji
se iz Sest transmembranskih domena, dva hema smestena izmedu transmembranskih
domena IIT i V i dva domena u citoplazmatskom delu polipeptidnog lanca blizu C-
terminalnog kraja koji vezuju FAD, odnosno NADPH. NOX5 i DUOXI i 2 sadrze i
dodatne domene; u slucaju NOX5 Ca®*-vezuju¢i domen sa karakteristicnim EF-rucica
motivom, dok DUOXI1 i 2 pored toga sadrze sedmi transmembranski domen sa
peroksidaznom aktivnos$cu blize amino-terminalnom kraju. NOX prenosi pojedinacne
e- sa NADPH iz citosola preko FAD, zatim prvog, pa drugog molekula hema do
molekulskog kiseonika u ekstracelularnom prostoru ili unutra$njosti membranske
organele uz produkciju O,". Enzim je visokospecifi¢an za redukovani koenzim NADPH
u odnosu na NADH (Bedard i Krause, 2007).

Najbolje proucen c¢lan familije NADPH oksidaza je NOX2. Aktivacija ovog
enzima zahteva kompleksnu protein-protein interakciju izmedu membranskih i

citosolnih subjedinica. Translokacija i fosforilacija p47°™" omogudava spajanje
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aktivi$uée subjedinice p67*'** sa membranskim subjedinicama $to dovodi do nastanka

aktivnog kompleksa NADPH oksidaze (Bedard i Krause, 2007).

Tabela 3. Karaktersitike izoenzima familije NADPH oksidaze. Preuzeto i modifikovano iz Ma i

sar., 2017, Molecular Neurodegeneration, 12(1), 7.

L Duzina .
Izoenzim Lokalizacija polipeptidnog Ud‘ruz.er‘le Distribucija van CNS-a  Distribucija u CNS-u
gena subjedinice
lanca
NOX1 Xq22 564 ak p22phox Kolon Cerebralni korteks
NOXO1 Krvni sudovi Hipokampus
NOXA1 Srce Cerebelum
Kostana srz Substantia nigra
Kohlea Strijatum
Hipotalamus
Cerebralni krvni sudovi
NOX2 Xp21.1 570 ak p22phox Krvni sudovi Cerebralni korteks
p67Phex Fagociti Hipokampus
p47phox Srce Cerebelum
p40phos Bubrezi Strijatum
GIT Substantia nigra
Jetra Hipotalamus
Pankreas Subfornikalni organ
Kohlea Lateralne komore
Mezencefalon
Nc. tractus solitarius
NOX3 6q25.1 568 ak p22phex Unutra$nje uvo/kohlea Cerebralni korteks
NOXA1 Pluca
NOXO1
p67phox
NOX4 11q14.2 578 ak p22phox Bubrezi Cerebralni korteks
Krvni sudovi Hipokampus
Pluca Cerebelum
Kosti Subfornikalni organ
Placenta Glioblastom
NOX5 15q22.31 747 ak / Testisi/jajnici Glioblastom
Slezina
Bubrezi
Krvni sudovi
Uterus
DUOXI1 15921 1551 ak / Tiroidna Zlezda nije utvrdena
Pluca
Koza
DUOX2 15q15.3 1548 ak / Tiroidna Zlezda nije utvrdena

Pluca
GIT
Pljuvacne zlezde
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Dominanti izoenzimi prisutni u CNS-u jesu NOX2 i NOX4, iako se oko tacne
zastupljenosti i lokalizacije pojedinih izoenzima NOX i dalje vodi nau¢na debata (Sorce i
sar., 2017). Osim pomenutih, u mozgu su prisutni NOX1 i NOX5 koji su vaskularnog
porekla (Gray i Jandeleit-Dahm, 2015). U skladu sa njihovom funkcijom, mikroglije su
¢elije CNS-a koje sadrze najvecu koli¢inu eksprimiranog NOX2 u mozgu. Produkcija
ROS u ovim celijama povezana je prvenstveno sa njihovom ulogom u inflamatornom
odgovoru (Bedard i Krause, 2007). Neuroni takode eksprimiraju NOX2 u razli¢itim
strukturama mozga, ukljuc¢ujuci hipokampus, posebno gyrus dentatus, korteks, talamus,
corpus callosum, i dr, iako treba napomenuti da se ovi podaci uglavnom odnose na
mozak glodara (Sorce i Krause, 2009). Pretpostavka je da u neuronima NOX ima ulogu
u modulaciji neuronske aktivnosti. Pokazano je da NOX2 ucestvuje u neurotrasmisiji
posredovanoj NMDA receptorima u hipokampusu i posledicno u procesima ucenja i
pamcenja (Kishida i sar., 2005). Takode, opisana je indukcija mehanizama celijske smrti

neurona posredovana aktivacijom NOX2 (Kim i sar., 2002).

1.2.4. Redoks regulacija

Slobodni radikali imaju vaznu ulogu u procesima intracelularne signalizacije, te
je precizna kontrola njihove produkcije i eliminacije u ¢eliji od sudtinskog znacaja za
normalno odvijanje komunikacije medu (¢elijama, izmedu razli¢itih celijskih
kompartmana, kao i za odgovor celije na brojne stimuluse iz spoljasnje sredine. Proteini
su direktno podlozni redoks regulaciji, uklju¢ujuci jonske kanale, receptore ili enzime,
koja se ostvaruje na barem dva nacina. Prvi nacin ukljucuje oksidaciju i redukciju
tiolnih grupa cisteina, kao i njihovu modifikaciju glutationilacijom ili nitrozilacijom.
Drugi vid redoks regulacije se rede javlja u animalnim celijama i ukljucuje oksidaciju i
redukciju jona gvozda, prvenstveno u sklopu Fe-S centara (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Pored opisane direktne regulacije proteina redoks statusom u ¢eliji, redoks regulacija
ostvaruje se i na nivou promene genske ekspresije posredstvom redoks-senzitivnih
transkripcionih faktora, poput NF-xB, AP-1 i Nrf2 (Brigelius-Flohé i Flohé, 2011).
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1.3. Oksidativni stres i shizofrenija

Povecana produkcija slobodnih radikala moze dovesti do Stetnih efekata po
brojne celijske procese i ucestvovati u patogenezi razlicitih oboljenja. Takode, pojedini
efekti ROS su korisni u fizioloskim uslovima, te je adekvatna redoks homeostaza
neophodna za normalnu funkciju ¢elija i organizma. U litraturi postoje brojni podaci o
znacaju oksidativnog stresa u nastanku nekih od najces¢ih oboljenja danasnjice, poput,
ateroskleroze, dijabetesa, malignih oboljenja i dr. (Droge, 2002).

Centralni nervni sistem je posebno osetljiv na oksidativna ostecenja (Halliwell,
2006). Najvazniji razlog ovome leZi u Cinjenici da mozak koristi oko 20% kiseonika, a s
obzirom na relativho malu ukupnu tezinu mozga, to uzrokuje visok odnos potrosnje O,
prema jedinici mase. Pored visoke metabolicke aktivnosti neurona i produkcije
slobodnih radikala od strane mitohondrija, dodatni faktori koji ¢ine CNS podloznim
oskidativnom stresu jesu prisustvo velikih koli¢ina prelaznih metala poput gvozda i
bakra, neurotransmitera koji mogu biti autooksidovani (npr. dopamin i noradrenalin),
kao i brojnih oksidaza i oksigenaza (Halliwell, 2006). Takode, antioksidativni kapaciteti
mozga su relativno skromni, odnosno aktivnost pojedinih antioksidativnih enzima,
poput katalaze, niska je u poredenju sa drugim organima (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Membrane neurona ¢ine lipidi sa visokim sadrzajem viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina podloznih lipidnoj peroksidaciji koja dovodi do ostecenja samih membrana, ali
i stvaranja toski¢nih produkata lipidne peroksidacije koji dalje mogu delovati
neurotoksi¢no (Lin i sar., 2005).

Iako je uloga oksidativnog stresa najcesce ispitivana u neurodegenerativnim
oboljenjima CNS-a, poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonove bolesti, zatim u
ekscitotoksic¢nosti i ishemijsko-reperfuzionom ostecenju mozga postoje razlicite studije
koje govore u prilog uces¢u slobodnih radikala i narusenih antioksidativnih
mehanizama u patogenezi psihijatrijskih bolesti, ukljuc¢ujuéi shizofreniju (Rao i

Balachandran, 2002).
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Prva pretpostavka da je shizofrenija posredovana redoks mehanizmima datira iz
sredine 20. veka (Hoffer i sar., 1954). Usledile su godine istraZivanja uloge slobodnih
radikala u shizofreniji, prvenstveno indirektnim metodama, odredivanjem parametara
oksidativnog stresa, ukljucuju¢i antioksidativne enzime i druge antioksidanse, u krvi
obolelih (Wood i sar., 2009; Wu i sar., 2013). Najces¢e odredivani parametar enzimske
antioksidativne zadtite je superoskid dizmutaza, a podaci iz literature nisu uvek
jednosmerni. Meta-analiza sprovedena od strane Flatow i sar. (2013) ukazuje na snizZene
vrednosti aktivnosti periferne superoksid dizmutaze kod pacijenata nezavisno od faze
bolesti. Pored toga, zapazene su promene u aktivnosti drugih antioksidativnih enzima
(Flatow i sar., 2013; Wu i sar., 2013).

Kod obolelih je takode uo¢eno smanjenje vaznih antioksidanasa u plazmi, poput
bilirubina i mokrac¢ne kiseline, kako u prvoj epizodi bolesti (Reddy i sar., 2003), tako i
kod hroni¢nih pacijenata (Yao i sar., 2000). Pokazano je da kod pacijenata u prvoj
epizodi bolesti u plazmi postoje nizi nivoi a-tokoferola (Dadheech i sar., 2008),
askorbinske kiseline (Suboticanec i sar., 1990; Dadheech i sar., 2008) i vi$i nivoi
tioredoksina (Owe-Larsson i sar., 2011). Ukupni antioksidativni status plazme je
smanjen kod obolelih u aktunoj fazi bolesti (Li i sar., 2011), sa postojanjem negativne
korelacije sa negativnim simptomima shizofrenije i pojedinim kognitivnim deficitima
(Zhang i sar., 2012).

IstraZivanja na post mortem uzocima takode su dala neke vaine rezultate.
Uoceno je smanjenje koli¢ine ukupnog glutationa u uzorcima prefrontalnog korteksa
(Gawryluk i sar., 2011) i nucleus caudatus-a (Yao i sar., 2006). Takode, zapazene su
povecane koli¢ine oba intracelularna izoenzima SOD u frontalnom korteksu obolelih od
shizofrenije (Michel i sar., 2004).

Uzevsi u obzir navedene studije, uz dokaze koji poticu iz studija na animalnim
modelima (Radonji¢ i sar., 2010), moze se pretpostaviti da oksidativni stres igra
odredenu ulogu u patogenezi shizofrenije, makar u jednoj subpopilaciji obolelih. Nije
medutim sasvim jasno da li je narusena redoks ravnoteza posledica primarnih
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patogenetskih procesa koji dovode do povecanja produkcije slobodnih radikala ili
smanjenja antioksidativhog kapaciteta ili oba pomenuta faktora, ili nastaje kao
sekundarna promena, izmedu ostalog i usled primene dugotrajne terapije koja

neizostavno prati ovo oboljenje.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uzimaju¢i u obzir dokaze o narusenom redoks statusu kod obolelih od

shizofrenije i Cinjenicu da bolest prati hroni¢na terapija antipsihoticima koji mogu

uticati na redoks ravnotezu, svrha ovog istrazivanja bila je da se ispitivanjem uticaja

dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na redoks regulaciju u

fenciklidinskom animalnom modelu shizofrenije ustanovi da li su promene redoks

statusa posledica samih patogenetskih procesa koji leze u osnovi ove bolesti ili nastaju

kao posledica primene tipi¢nih ili atipi¢nih antipsihotika.

U skladu sa navedenim, postavljeni su sledeci pojedinacni ciljevi ove doktorske

disertacije:

1.

Ispitati uticaj dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na
pokazatelje oksidativnog ostecenja lipida malondialdehida i aktivnost
antioksidativnih enzima superoksid dizmutaze i katalaze u prefrontalnom

korteksu i hipokampusu pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.

Ispitati uticaj dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na
metabolizam glutationa odredivanjem koli¢ine ukupnog glutationa, odnosa
redukovane i oksidovane forme glutationa i aktivnosti enzima glutation
reduktaze, glutation peroksidaze i y-glutamilcistein ligaze u prefrontalnom

korteksu i hipokampusu pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.

Ispitati uticaj dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na
metabolizam azot-monoksida odredivanjem koli¢ine nitrita i nitrata i ekspresije
izoenzima azot-monoksid sintaze (NOSI, NOS2 i NOS3) u prefrontalnom

korteksu i hipokampusu pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.

Ispitati uticaj dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na

metabolizam mitohondrija odredivanjem aktivnosti enzima respiratornog lanca
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kompleksa I i citohrom ¢ oksidaze u prefrontalnom korteksu i hipokampusu

pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.

5. Ispitati uticaj dugotrajne oralne primene haloperidola i risperidona na enzim
NADPH oksidazu odredivanjem ekspresije membranskih (gp91phex i p22 phex) j
citosolnih (p67°'°* i p47°h*) subjedinica enzima u prefrontalnom korteksu i

hipokampusu pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu su koris¢eni pacovi (lat. Rattus norvegicus) Wistar soja iz
uzgajalista Instituta za biomedicinska istrazivanja Galenika u Beogradu. Pacovi su
¢uvani u standardnim, transparentnim kavezima od pleksiglasa, oblozenim piljevinom,
sa zicanom reSetkom na vrhu, pri kontrolisanim uslovima okruZenja (temperatura
23+2°C, relativna vlaznost vazduha 55+3% i 12-Casovni rezim svetlo-tama). Hrana
(specijalni briketi za ishranu eksperimentalnih Zivotinja) i voda su bili dostupni ad
libitum. Tokom rada sa eksperimentalnim Zivotinjama postupalo se u skladu sa
Zakonom o dobrobiti zivotinja (Sl glasnik RS, br. 41/09). Eksperiment je odobren od
strane Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine Republike Srbije - Uprava za

veterinu (reSenje br. 323-07-03370/2017-05/2).
3.2. Eksperimentalni protokol

3.2.1. Perinatalna primena fenciklidina

Skotne Zzenke pacova uzete su 14. dana graviditeta i ¢uvane pojedinacno u
kavezima do okota. Dan okota mladunaca oznacen je kao nulti postnatalni dan (PNO).
Mladunci iz jedne polovine legala su tokom PN3, PN6, PN9 i PN12 tretirani
fenciklidinom. Fenciklidin-hidrohlorid (Sigma, SAD) je rastvoren u 0,9% NaCl u
koncentraciji 1 mg/mL i aplikovan supkutano 10 mg/kg t.m./dan u jednoj dozi.
Mladuncima iz druge polovine legala injektovan je fiziologki rastvor (0,9% NaCl) u istoj
zapremini, na isti na¢in i u isto vreme kao fenciklidin. Mladunci su ¢uvani u leglima sa
majkom do PN30 kada su razvrstani po polu i odvojeni u posebne kaveze sa po 3-4

jedinke. U nastavku eksperimenta su kori$¢eni samo muzjaci.
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3.2.2. Primena antipsihotika

U daljem toku eksperimenta Zivotinje su podeljene u Sest grupa i pocevsi od

PN35 izlozene su devetonedeljnom oralnom tretmanu antipsihoticima. Grupe su bile

sledeée:

1.

Kontrolna grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani fizioloskim
rastvorom; od PN35 do PN100 Zivotinje su dobijale vodu za pice kojoj je dodat
rastvor siréetne kiseline u istoj finalnoj koncentraciji kori$¢enoj za rastvaranje
antipsihotika (1 mmol/L).

PCP grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani PCP-om; od PN35 do
PN100 Zivotinje su dobijale vodu za pice kojoj je dodat rastvor siréetne kiseline u
istoj finalnoj koncentraciji kori$¢enoj za rastvaranje antipsihotika (1 mmol/L).
Hal grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani fizioloskim rastvorom; od
PN35 do PN100 Zzivotinje su podvrgnute oralnom tretmanu haloperidolom
(Krka, Slovenija) (3 mg/kg t.m.) rastvorenom u rastvoru sir¢etne kiseline finalne
koncentracije 1 mmol/L. Lek je aplikovan putem vode za pic¢e. Doziranje je
vr$eno u skladu sa podacima o prose¢noj dnevnoj potrodnji vode i prosecnoj
telesnoj masi jedinki po kavezu.

PCP-Hal grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani PCP-om; od PN35
do PN100 zivotinje su podvrgnute oralnom tretmanu haloperidolom (3 mg/kg
t.m.) na isti nac¢in kao Hal grupa.

Ris grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani fizioloskim rastvorom; od
PN35 do PN100 zivotinje su podvrgnute oralnom tretmanu risperidonom
(Alkaloid, Makedonija) (1 mg/kg t.m.) rastvorenom u rastvoru siréetne kiseline
finalne koncentracije 1 mmol/L. Lek je aplikovan putem vode za pice. Doziranje
je vrseno u skladu sa podacima o prose¢noj dnevnoj potrosnji vode i prosecnoj

telesnoj masi jedinki po kavezu.
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6. PCP-Ris grupa (n=18) - pacovi koji su perinatalno tretirani PCP-om; od PN35
do PN100 zivotinje su podvrgnute oralnom tretmanu risperidonom (1 mg/kg

t.m.) na isti nacin kao Ris grupa.

Po zavrietku tretmana antipsihoticima sve eksperimentalne Zivotinje su
zrtvovane PN100. Za spektrofotometrijske i Western blot analize pacovi su Zrtvovani
cervikalnom dislokacijom i nakon odvajanja glave su trenutno zamrzavane u tecnom
azotu, prethodno zasticene aluminijumskom folijom, a zatim odlagane na -80°C do
daljeg koris¢enja. Zrtvovanje pacova i priprema uzoraka za imunohistohemijske analize

opisani su kasnije.
3.3. Protokoli spektrofotometrijskih metoda

3.3.1. Priprema uzoraka

Spektrofotomerijske metode su kori$¢ene za odredivanje enzimske aktivosti i
merenje koli¢ine malondialdehida, glutationa i nitrita i nitrata. Iz svake eksperimentalne
grupe po Sest eksperimentalnih Zivotinja su iskori$cene za izolovanje dorzolateralnog
prefrontalnog korteksa i hipokampusa koji su preparisani na hladno i homogenizovani
u hladnom puferisanom saharoznom medijumu (0,25 mol/L saharoza, 10 mmol/L
fosfatni pufer pH=7,0 i 1 mmol/L EDTA). Homogenizacijom usitnjeno tkivo je potom
centrifugirano (1000G, 15 minuta). Supernatanti su zatim centrifugirani 30 minuta na
20000G. Ovako dobijeni supernatant predstavlja neprecis¢enu sinaptozomalnu frakciju
koja sadrzi membranske vezikule nastale od glatkog i granulisanog endoplazmati¢nog
retikuluma, GoldZijevog aparata i plazma membrane kao i sve solubilne komponente
citoplazme. Talog je resuspendovan u dejonizovanoj vodi i ostavljen 60 minuta na +4°C
uz povremeno mesanje, a zatim centrifugiran na 1700G 15 minuta. Dobijeni
supernatant predstavlja nepreci§¢enu mitohondrijalnu frakciju i sadrzi mitohondrije,

lizozome i peroksizome. U svim uzorcima odredivana je koncentracija proteina
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metodom po Lowry-ju, a kao standard je kori$¢en rastvor govedeg serumskog albumina

(Lowry i sar., 1951).

3.3.2. Odredivanje koli¢ine malondialdehida

Malondialdehid (MDA) predstavlja jedan od najc¢eS¢e odredivanih markera
lipidne peroksidacije. U toku oksidativnog o$tecenja lipida nastaju lipidni peroksidi koji
daljim raspadanjem (u prisustvu metalnih jona ili zagrevanjem) daju sloZzenu mesavinu
produkata, ukljuc¢ujuéi aldehide poput MDA i 4-hidroksi-2-trans-nonenala (HNE).

Koli¢cina MDA u homogenatima tkiva je merena opsteprihvacenom metodom
koja se zasniva na reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) (Esterbauer i Cheeseman,
1990). U kiseloj sredini i na povi$enoj temperaturi, jedan mol MDA reaguje sa dva mola
TBA pri cemu nastaje ljubicasto obojeni (TBA),-MDA konjugat sa maksimumom
apsorpcije na 530-535 nm. Kako bi se sprecila naknadna lipidna peroksidacija tokom
izvodenja reakcije, uzorcima se dodaje antioksidans butilovani hidroksitoluen (BHT).

U epruvetu se odmeri 100 uL uzorka (10% tkivni homogenat) i doda 10 pL
alkoholnog rastvora BHT-a (20 mmol/L). Potom se doda 500 puL orto-fosforne kiseline
(0,2 mol/L) i 200 pL vodenog rastvora TBA (50 mmol/L), zatim se smesa inkubira 45
minuta u vodenom kupatilu na 95°C. Nakon hladenja na ledu, u reakcionu smesu se
sipa 800 uL n-butanola, energicno promucka sadrzaj epruvete i centrifugira 10 minuta
na 3000 obrt/min. Iz gornjeg butanolskog sloja se prenese 200 pL supernatanta u
mikroplo¢u sa 96 bunarica i apsorbanca se ocita na automatskom citacu za
mikrotitarske ploce na talasnoj duzini od 530 nm.

Za konstruisanje kalibracione krive priprema se standarni rastvor MDA koji se
dobija kiselom hidrolizom 1,1,3,3-tetraetoksipropana (TEP). Radni standardni rastvor
MDA (4 mmol/L) se priprema hidrolizom 10 uL TEP-a (97% v/v) u 10 mL
hlorovodonicne kiseline (0,01 mol/L) tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Od
radnog standardnog rastvora MDA pravi se serija razblaZzenja mernih standardnih
rastvora koncentracija u rasponu od 1 do 100 pmol/L, koji se dodaju u istoj zapremini
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umesto uzorka u reakcionu smesu. Koncentracija MDA se izracunava na osnovu
regresione jednacine kalibracione krive, a dobijeni rezultati se izrazavaju prema sadrzaju

proteina i vrednosti se prevode u nmol MDA/100 mg proteina.

3.3.3. Odredivanje aktivnosti superokid dizmutaze

Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) je merena u citosolnoj frakciji
homogenata tkiva metodom koja se zaniva na odredivanju procenta inhibicije
autooksidacije adrenalina u baznoj sredini po Sun i Zigman-u (1978).

Reakciona smesa za odredivanje aktivnosti SOD sadrzala je 1 mL bikarbonatnog
pufera (50 mmol/L, pH=10,2) i 50 pL uzorka. Reakcija otpocinje dodavanjem 100 pL
rastvora adrenalina. Promena apsorbance se prati u toku 4 minuta (linearnost je
postizana posle 0,5-1 minuta nakon dodavanja adrenalina). Procenat inhibicije se
racuna u odnosu na promenu apsorbance iste reakcione smese u kojoj je umesto uzorka
dodato 50 pL destilovane H,O.

Aktivnost SOD se izrazava u jedinicama (U) pri ¢emu 1 U odgovara aktivnosti
enzima koja dovodi do 50% inhibicije spontane autooksidacije adrenalina. Izra¢unata

aktivnost SOD se prevodi u U/mg proteina u uzorku.

3.3.4. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) je merena u citosolnoj frakciji homogenata tkiva UV-
spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na merenju potro$nje vodonik-
peroksida (H,O), to je praceno smanjenjem apsorbance na 240 nm (Beers i Sizer, 1952;
Weydert i Cullen, 2010).

U epruvetu se odmeri 4 mL kalijum-fosfatnog pufera (50 mmol/L, pH=7,0) i od
20 do 50 pL uzorka (tako da ukupna koli¢ina proteina iznosi oko 100 pg). Sadrzaj
epruvete se promesa i podeli na dva dela od po 2 mL. U prvi deo se dodaje 1 mL
kalijum-fosfatnog pufera (negativna kontrola), a u drugi 1 mL rastvora H,O, (30
mmol/L u kalijum-fosfatnom puferu). Koncentracija rastvora H,O, se proverava
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neposredno pre upotrebe ocitavanjem apsorbance i upotrebom molarnog apsorpcionog
koeficijenta za H,O, (¢ na 240 nm iznosi 39,4 mol' L cm™), tako da je:

[H,O, mmol/L] = (Apsorbancazionm x 1.000) / 39,4

Neposredno nakon toga, u oba dela reakcione smeSe prati se promena
apsorbance na 240 nm tokom 2 minuta na svakih 30 s.

Kao pozitivna kontrola koristi se rastvor katalaze govede jetre (400 U/L) koji se
dodaje u istoj zapremini kao uzorak. Aktivhost CAT se izrazava u internacionalnim
jedinicama (U) pri ¢emu 1 U odgovara koli¢ini enzima potrebnoj za razlaganje 1 pmol
H,0, u minutu pri pH 7,0 i temperaturi 25°C. Izmerena aktivnost CAT se prevodi u

U/mg proteina u uzorku.

3.3.5. Odredivanje kolic¢ine ukupnog, redukovanog i oksidovanog glutationa

Koli¢ina ukupnog, redukovanog i oksidovanog glutationa je merena u citosolnoj
frakciji modifikovanom enzimskom metodom po Tietze-u (Tietze, 1969; Rahman i sar.,
2006). Metoda se zasniva na reakciji redukovanog glutationa sa 5,5 -ditio-bis(2-
nitrobenzoeva kiselina) (DTNB, Elmanov reagens) pri ¢emu nastaje TNB (5-tio-2-
nitrobenzoeva kiselina) sa maksimumom apsorpcije na 412 nm, i disulfidni adukt GS-
TNB koji se u reakciji koju kataliSe glutation reduktaza uz uces¢e NADPH vraca u
redukovani glutation.

Za odredivanje ukupnog glutationa u epruvetu se odmeri 700 uL kalijum-
fosfatnog pufera (0,1 mol/L, pH=7,5) i 100 pl uzorka, a zatim se doda po 60 pL rastvora
DTNB (0,6 mmol/L), glutation reduktaze (1 U/mL) i NADPH (1,2 mmol/L).
Neposredno nakon toga prati se promena apsorbance na 412 nm tokom 2 minuta. Na
osnovu kalibracione krive koja se konstruiSe upotrebom standradnih rastvora glutationa
dobija se vrednost ukupnog glutationa.

Za odredivanje oksidovanog glutationa potrebno je uzrocima najpre dodati 2 pl
2-vinilpiridina i inkubirati sat vremena na sobnoj temperaturi. Reakcija se zaustavlja
dodavanjem 6 pL trietanolamina. Potom se ponavlja postupak kao za merenje ukupnog

46



Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

glutationa. Koncentracija redukovanog glutationa se dobija oduzimanjem vrednosti
oksidovanog glutationa od vrednosti ukupnog glutationa, a zatim se izracunava odnos

oksidovane i redukovane forme. Sve koncentracije se izraZzavaju u nmol/mg proteina.

3.3.6. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost glutation reduktaze (GR) je merena u citosolnoj frakciji homogenata
tkiva kinetickom spektrofotometrijskom metodom (Carlberg i Mannervik, 1985).
Metoda se zasniva na pracenju utroSka NADPH u reakciji prevodenja glutation-
disulfida (GSSG) u redukovani glutation (GSH) koju katalise GR.

U epruvetu se odmeri 850 uL fosfatnog pufera (0,1 mol/L kalijum-fosfatni pufer
sa 2 mmmol/L EDTA, pH=7,0), 50 pL rastvora NADPH (2 mmol/L) i 50 uL rastvora
GSSG (20 mmol/L). Sadrzaj epuvete se promesa i reakciona smesa se inkubira 5 minuta
na 37°C. Zatim se dodaje 50 pL uzorka c¢ime otpocinje reakcije. Neposredno po
dodavanju uzorka prati se promena (smanjenje) apsorbance pri 340 nm tokom 3
minuta.

Kao pozitivna kontrola kori$¢en je radni rastvor glutation reduktaze (1 U/mL),
od koga se pravi serija mernih rastvora aktivnosti u rasponu od 0,01 do 0,1 U/mL, koji
se dodaju u istoj zapremini kao uzorak. Aktivnost GR se izrazava u internacionalnim
jedinicama (U) pri ¢emu enzimska aktivnost od 1 U odgovara oksidaciji 1 pmol
NADPH minutu pri pH 7,0 i temperaturi 37°C, a izracunava se prema formuli:

Aktivnost GR (U/mL) = (A/6,22) * (1000/50)

Izmerena aktivnost GR se prevodi u mU/mg proteina u uzorku.

3.3.7. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) je merena u citosolnoj frakciji
homogenata tkiva kinetickom spektrofotometrijskom metodom (Flohé i Giinzler, 1984;

Weydert i Cullen, 2010). Metoda se zasniva na pracenju potro$nje NADPH u reakciji
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koju kataliSe enzim glutation reduktaza, koja je spregnuta sa reakcijom oksidacije
redukovanog glutationa u kojoj ucestvuje glutation peroksidaza.

Kao supstrat za GPx koristi se H,O, $to je prednost u odnosu na kori$éenje
organskih peroksida, poput terc-butil-hidroperoksida ili kumen-hidroperoksida, s
obzirom na to da su pomenuta jedinjenja supstrat i glutation-S-transferaze (Se-
nezavisna peroksidazna aktivnost). Aktivnost katalaze se inhibira dodatkom natrijum-
azida.

U epruvetu se odmere slede¢i rastvori: 550 pL fosfatnog pufera (0,1 mol/L
kalijum-fosfatni pufer sa 2 mmol/L EDTA i 2 mmol/L NaNs, pH=7,0), 100 pL rastvora
GSH (10 mmol/L), 100 pL rastvora GR (5 U/mL), 100 pL rastvora NADPH (2 mmol/L) i
50 pL uzorka. Sadrzaj epuvete se promesa i reakciona smesa se inkubira 5 minuta na
37°C. Reakcija zapocinje dodavanjem 100 pL rastvora H,O, (2,5 mmol/L). Neposredno
po zapocinjanju reakcije prati se promena (smanjenje) apsorbance pri 340 nm tokom 5
minuta. Za pracenje neenzimskog utroska NADPH Kkoristi se slepa proba u koju se
umesto uzorka dodaje fosfatni pufer u istoj zapremini.

Kao pozitivna kontrola kori$¢en je radni rastvor glutation peroksidaze (1 U/mL),
od koga se pravi serija mernih rastvora aktivnosti u rasponu od 0,01 do 0,1 U/mL, koji
se dodaju u istoj zapremini kao uzorak. Aktivnost GPx se izrazava u internacionalnim
jedinicama (U) pri ¢emu enzimska aktivhost od 1 U odgovara 1 pumol NADPH
oksidovanog u minutu (ili 1 pmol produkovanog GSH u minutu) pri pH 7,0 i
temperaturi 37°C, a izracunava se prema formuli:

Aktivnost GPx (U/mL) = (A/6,22) * (1000/50) * 2

Izmerena aktivnost GPx se prevodi u mU/mg proteina u uzorku.

3.3.8. Odredivanje aktivnosti y-glutamilcistein ligaze

Aktivnost y-glutamilcistein ligaze je odredivana u citosolnoj frakciji homogenata
tkiva kinetickom spektrofotometrijskom metodom (Seeling i Meister, 1985). Enzimska
aktivnost se odreduje u reakcionoj smesi koja sadrzi L-glutamat, L-a-aminobutirat i
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ATP, pomocu spregnute enzimske reakcije u kojoj se brzina formiranja ADP-a prati u
prisustvu piruvat kinaze, laktat dehidrogenaza i fosfoenolpiruvata kao smanjenje
apsorbance koja potice od NADH na 340 nm. Aminobutirat se koristi kao supstrat
umesto cisteina kako bi sprecile komplikacije koje nastaju usled oksidacije cisteina.

U epruvetu se odmeri 550 pL TRIS-HCI pufera (0,1 mol/L, pH=8,0), a zatim se
doda po 50 pL rastvora kalijjum-hlorida (150 mmol/L), magnezijum-hlorida (20
mmol/L), Na,ATP (5 mmol/L), fosfoenolpiruvata (2 mmol/L), L-glutamata (10 mmol/L)
i L-a-aminobutirata (10 mmol/L) i po 25 pL piruvat kinaze (10 U/mL) i laktat
dehidrogenaze (10 U/mL). Reakciona smeda se preinkubira na 37°C, a zatim se dodaje
50 pL rastvora NADH (0,2 mmol/L) i 50 pL uzorka. Neposredno nakon toga prati se
promena apsorbance na 340 nm tokom tri minuta u jednominutnim intervalima.

Aktivnost GCL se izrazava u internacionalnim jedinicama (U) pri cemu
enzimska aktivnost od 1 U odgovara 1 umol NADH oksidovanog u minutu, a izmerena

aktivnost se prevodi u U/mg proteina u uzorku.

3.3.9. Odredivanje koli¢ine nitrita i nitrata

Nitrati i nitriti nastaju oksidacijom azot-monoksida, tako da se njihova
koncentracija uzima kao indikator NO produkcije. Kori¢ena metoda za odredivanje
koncentracije nitrita i nitrata je modifikovana kadmijum-redukciona metoda (Sastry i
sar., 2002). Ova metoda zasniva se na reakciji izmedu sulfanilne kiseline (Griess-ov I
reagens) i nitritnog jona u jako kiseloj sredini pri ¢emu formirano diazonijum jedinjenje
reaguje sa a-naftilaminom (Greiss-ov II reagens) stvaraju¢i azo jedinjenje ljubicaste
boje, a intezitet nastale boje meri se na 492 nm. Posto Griess-ov reagenss ne reaguje sa
nitratima, neophodno je neposredno pre kolorimetrijske reakcije nitrate redukovati
elementarnim kadmijumom do nitrita.

U epruvetu se odmeri 200 uL prethodno deproteinisanog uzorka sto se postize
mofikovanim Somogyi-jevim reagensom: na 120 uL. homogenata tkiva dodati 480 pL 75
mmol/L rastvora cink-sulfata i 600 uL 100 mmol/L NaOH, a potom centrfugirati tokom
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10 minuta na 8000 obraja u minuti. Uzorku se dodaje 1-1,5 g kadmijumskih granula
sveze aktiviranih u rastvoru bakar-sulfata (5 mmol/L) i inkubira se 90 minuta na sobnoj
temperaturi. Potom, iz svake epruvete se uzima po 100 pL rastvora i prenosi u
mikroplo¢u sa 96 bunarica radi izvodenja bojene reakcije dodatkom po 100 pL rastvora
sulfanilne kiseline (34,6 mmol/L) i a-naftilaminom (2,1 mmol/L). Nakon 30 minuta
apsorbanca se ocita na automatskom citacu za mikrotitarske ploce na talasnoj duzini od
492 nm.

Za konstruisanje kalibracione krive priprema se standarni rastvor nitrata. Od
radnog standardnog rastvora nitrata (0,1 mol/L) pravi se serija razblazenja mernih
standardnih rastvora koncentracija u rasponu od 0,1 do 10 pmol/L, koji se dodaju u istoj
zapremini umesto uzorka. Koncentracija nitrita i nitrata se izra¢unava na osnovu
regresione jednacine kalibracione krive, a dobijeni rezultati se izrazavaju prema sadrzaju

proteina i vrednosti se prevode u nmol nitrita i nitrata po mg proteina.

3.3.10. Odredivanje aktivnosti kompleksa I

Aktivnost kompleksa I respiratornog lanca je merena u nepreciS¢enoj
mitohondrijalnoj frakciji metodom koja se zasniva na pracenju reakcije u kojoj
kompleks I redukuje sinteticki analog ubihinona decilubihinon (decilCoQ), koji potom
prenosi elektrone na plavo obojeno jedinjenje 2,6-dihidroindofenol (DCIP) koje se
redukcijom obezbojava (Janssen i sar., 2007). Brzina redukcije DCIP-a se prati
spektrofotomerijski na 600 nm. Reakcija se odvija u prisustvu antimicina A koji inhibira
kompleks III elektron-transportnog lanca.

U epruvetu se odmeri 800 pL kalijum fosfatnog pufera (30 mmol/L, pH=7,8), 50
uL govedeg serumskog albumina, 20 pL DCIP (3 mmol/L), 20 uL decilCoQ (3,5
mmol/L) i 20 pL antimicina A (50 mmol/L), potom se reakciona smesa preinkubira 3
minuta na 37°C. Nakon toga dodaje se 20 pL uzorka i neposredno nakon dodatka 20 pL
NADPH prati se promena apsorbance na 600 nm tokom 5 minuta u jednominutnim
intervalima. Molarni apsorpcioni koeficijent DCIP-a iznosi 19,1 L*cm/mmol.
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Aktivnost kompleksa I se izrazava u intenracionalnim jedinicama (U) pri cemu
¢emu enzimska aktivnost od 1 U odgovara 1 pmol DCIP-a redukovanog u minuti.

Izmerena aktivnost kompleksa I se prevodi u U/mg proteina u uzorku.

3.3.11. Odredivanje aktivnosti citohrom c oksidaze

Aktivnost citohrom ¢ oksidaze (COX) je merena u neprecis¢enoj
mitohodrijalnoj frakciji spektrofotometrijskom metodom po Hess i Pope-u (1953).
Metoda je zasnovana na oksidaciji ferocitohroma c do fericitrohroma ¢ pomocu
citohrom c oksidaze, $to je praceno smanjenjem apsorbance na 350 nm.

Uzorcima se najpre dodaje deoksiholat u finalnoj koncentraciji 0,75%. U
epruvetu se sipa 950 uL rastvora redukovanog citohroma c u 50 mM kalijum-fosfatnom
puferu, pH=7,1 (2,5 x 10~ mol/L), a potom se dodaje uzorak u zapremini od 50 pL,
reakciona sme$a se energi¢no promucka i prati se promena aprobance tokom tri
minuta.

Aktivnost citohrom c oksidaze se izrazava u internacionalnim jedinicama (U) i
izra¢unana se prema formuli:

Aktivnost citohrom c¢ oksidaze (U/mL) = (AAwin/23,9) * (1000/50)

Izmerena aktivnost citohrom c oksidaze se prevodi u mU/mg proteina u uzorku.

3.4. Protokol Western blot metode

Ekspresija ispitivanih proteina pracena je tehnikom Western blot-a. Za ove
analize koris¢eno je po Sest Zzivotinja iz svake eksperimentalne grupe. Strukture
dorzolateralnog prefrontalnog korteksa i hipokampusu su preparisane na hladno i tkivo
je potom homogenizovano u RIPA puferu (50 mmol/L TRIS pH=8,0, 150 mmol/L NaCl,
0,1% SDS, 0,5% Na-deoksiholat, 1,0% NP-40) sa dodatkom smeSe inhibitora fosfataza i
proteaza (koktel inhibitora proteaza — PIC, 1 mmol/L fenilmetilsulfonil-fluorid, 10 mmol/L

NaF, 0,1 mmol/L Na-ortovanadat). Nakon inkubacije od 30 minuta na ledu, uzorci su

51



Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

centrifugirani 15 min na 14000 g na +4°C, a dobijeni supernatant je kori$¢en za analizu.
Koncentracija proteina u uzorcima odredena je metodom po Bradford-u (1976).
Razdvajanje proteina iz uzoraka vrsi se vertikalnom elektroforezom na SDS-
poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Pre nalivanja na gel, uzorci se pripremaju u 2X
Laemmli puferu (125 mmol/L TRIS pH=6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 0,004% bromofenol-
plavo, 10% 2-merkaptoetanol) kako bi se izvrila denaturacija i omogucila uniformna
negativna naelektrisanost proteina. Jednake zapremine uzorka sa istom koli¢inom
proteina (20 pg) se nanose na gelove razlicite gustine (8, 12 ili 15%) u odnosu na
veli¢inu proteina od interesa. Nakon elektroforeze izvr$en je transfer proteina sa gela na
nitroceluloznu membranu (Bio-Rad, SAD). Membrane su potom inkubirane u 5% rastvoru
nemasnog mleka u TBS-T-u (100 mmol/L TRIS, pH=7,6, 150 mmol/L NaCl, 0,05% Tween-
20) radi blokiranja nespecifi¢nih mesta vezivanja. Po blokiranju, membrane se inkubiraju
preko nod¢i na +4°C sa slede¢im primarnim antitelima: anti-SOD1 (1:500, kozje poliklonsko,
Santa Cruz, SAD), anti-SOD2 (1:500, kozje poliklonsko, Santa Cruz, SAD), anti-NOS1
(1:500, misje poliklonsko, Santa Cruz, SAD), anti-NOS2 (1:500, zec¢je poliklonsko, Santa
Cruz, SAD), anti-NOS3 (1:500, ze¢je poliklonsko, Santa Cruz, SAD), anti-p22Ph** (1:500,
ze¢je poliklonsko, Santa Cruz, SAD), anti-gp91°"°* (1:500, ze¢je poliklonsko, Santa Cruz,
SAD), anti-p67°"* (1:500, zecje poliklonsko, Santa Cruz, SAD) i anti-p47°"* (1:500, zeje
poliklonsko, Santa Cruz, SAD). Nakon inkubacije vidak primarnog antitela je uklonjen
ispiranjem u TBS-T-u, a zatim su membrane inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim
antitelima (1:2000, anti-zecje, anti-misje ili anti-kozje, Southern Biotech, SAD) sa vezanom
peroskidazom rena (HRP, engl. horseradish peroxidase) tokom 60 minuta. Vi$ak
sekundarnog antitela se uklanja na isti nacin kao viSak primarnog antitela. Membrane su
zatim izloZene radnom rastvoru luminola koji je aktiviran 30% rastvorom H202. U reakciji
koju kataliSe HRP dolazi do produkcije fotona svetlosti, a intenzitet hemiluminiscence je
direktno proporcionalan koli¢ini proteina od interesa koji je vezan za membranu.
Vizuelizacija specifi¢nih proteinskih traka se vr$i na ChemiDoc aparatu (Bio-Rad, SAD). Sa

svih membrana su potom uklonjena vezana antitela pomocu stripping pufera koji sadrzi
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TRIS, glicin i Tween-20 (pH=2,2), a zatim se membrane ponovo inkubiraju sa anti-p-aktin
antitelom (1:10000, misje monoklonsko, Sigma-Aldrich, Nemcka). Ekspresija proteina je
kvantifikovana denzitometrijski upotrebom softvera ImageLab i izrazena je kao relativan

broj u odnosu na intenzitet ekspresije B-aktina u istom uzorku.
3.5. Protokol imunohistohemijske metode

Za imunohistohemijska ispitivanja koris¢eno je Sest Zivotinja iz svake
eksperimenalne grupe. Pacovi su najpre anestezirani 3,6% hloral-hidratom (10 mL/kg
t.m, i.p.) i zatim perfundovani 4% paraformaldehidom. Nakon perfuzije, odvojene su
glave i izolovani mozgovi su prebaceni u rastvore saharoze rastuceg gradijenta
koncentracije (10%, 20%, 30%), a potom trenutno zamrzavani uranjanjem u rashladeni
2-metilbutan. Zamrznuti mozgovi su seceni na kriokatu (Leica Instruments, Nemacka),
a debljina isecaka je iznosila 25 pm. Odabrani su preseci prefrontalnog korteksa i
hipokampusa za dalju analizu. Po protokolu imunohistohemijske metode, najpre je
izvrSeno demaskiranje antigena u mikrotalasnoj peci u citratnom puferu (pH=6) tokom
21 min na 800W. Aktivnost endogone peroksidaze blokirana je 3% rastvorom vodonik-
peroksida (H,O,), nakon cega su uzorci inkubirani tokom jednog sata u normalnom
kozjem serumu na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, preseci su inkubirani 24 h na
+4°C sa primarnim anti-p22P"* antitelom (1:500, ze¢je poliklonsko, Santa Cruz, SAD), a
zatim sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom tokom 1 sata, potom i ABC
kompleksom tokom 1 sata na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju je kori$¢en Vectastain
ABC Kit (HRP) (Vector Laboratories, UK), koji sadrzi sekundarno antitelo konjugovana
sa biotinom i ABC kompleks za koji je vezan enzim peroksidaza rena (HRP). Preseci se
inkubiraju sa 3,3’-diaminobenzidinom (DAB) koji je hromogeni supstrat za HRP i u
reakciji dolazi do formiranja braon reakcionog proizvoda na mestu prisustva antigena.
Preseci su kontrastirani Majerovim hematoksilinom, dehidrirani u seriji alkohola
rastuce koncentracije, prosvetljeni u ksilolu i pokriveni pokrovnim stakalcima. Obojeni
ise¢ci su analizirani svetlosnim mikroskopom Olympus BX41 sa Olympus C5060-ADU
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digitalnom kamerom. Kvantifikacija imunohistohemijskog bojenja je radena pomocu
softvera Image]/, tako §to je izra¢unavan procenat povrsine preseka na uvelicanju 1:100
za prefrontalni korteks, odnosno 1:40 za hipokampus, pokriven signalom poreklom od

DAB-a vezanog za protein od interesa.

3.6. Statisticka analiza

Svi podaci su obradeni metodama deskriptivne i analiticke statistike. Rezultati su
prikazani tabelarno ili graficki stubicastim dijagramima. Kao mera centralne tendencije
rezultata kori$¢ena je aritmeticka sredina, a kao mera varijabiliteta standardna greska
aritmeticke sredine (SE). Normalnost raspodele podataka je testirana pomocéu Shapiro-
Wilk-ovog testa. U zavisnosti od raspodele podataka za poredenje razlike u aritmetickim
sredinama medu grupama kori$¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) ili
Kruskul-Wallis-ov test praceni post hoc Fisher-ovim testom. Razlike su smatrane statisticki
znacajnim za vrednost p<0,05. Sve statisticke analize i graficko prikazivanje rezultata su

uradeni kori$¢enjem softvera OriginLab 8.5.
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4. REZULTATI

4.1. Efekti dugotrajne primene antipsihotika na parametre oksidativnog

stresa u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom

4.1.1. Uticaj haloperidola i risperidona na koli¢inu malondialdehida

Rezultati odredivanja stepena lipidne peroksidacije u ispitivanim mozdanim
strukturama eksperimentalnih Zivotinja prikazani su na slici 2. Statisticka analiza
rezultata nije pokazala statisticki znacajnu razliku u srednjim vrednostima MDA medu
eksperimentalnim grupama u prefronalnom korteksu [F(5,35)=1,136; p=0,363], dok je u
hipokampusu uocena znacajna razlika [F(5,35)=2,780; p=0,035]. U hipokampusu,
perinatalna primena fenciklidina dovela je do statisticki znacajnog povecanja kolic¢ine
MDA u odnosu na kontrolu (p<0,05), koje je pokazano i u grupama u kojima je nakon

tretmana PCP-om usledila primena haloperidola (p<0,05) ili risperidona (p<0,05).
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Slika 2. Koli¢ina malondialdehida (MDA) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina *+ SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.1.2. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost superoksid dizmutaze

Aktivnost superoksid dizmutaze u ispitivanim mozdanim strukturama
eksperimentalnih Zivotinja prikazana je na slici 3. Statistickom analizom rezultata
pokazana je statisticki znacajna razlika u srednjim vrednostima enzimske aktivnosti
medu ispitivanim grupama u prefrontalnom korteksu [F(5,35)=8,653; p<0,001], kao i u
hipokampusu [F(5,35)=6,861 p<0,001]. Daljom post hoc analizom pokazano je da u
korteksu postoji smanjenje aktivnosti SOD u svim eksperimentalnim grupama u odnosu
na kontrolu (p<0,05). Medutim, u grupama PCP-Hal i PCP-Ris zapazene su vece
prosecne vrednosti aktivnosti SOD u odnosu na PCP grupu (p<0,05). U hipokampusu,
snizena aktivhost SOD u odnosu na kontrolu zapazena je u PCP grupi i obe
eksperimentalne grupe tretirane risperidonom, odnosno Ris i PCP-Ris grupi (p<0,05),
dok kod eksperimentalnih Zivotinja koje su tretirane haloperidolom razlika nije
zapazena. U obe eksperimentalne grupe koje su nakon perinatalnog PCP tretmana
dobijale antipsihotike, odnosno PCP-Hal i PCP-Ris grupi, postojali su statisticki

znacajno visi nivoi aktivnosti SOD u odnosu na PCP grupu (p<0,05).
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Slika 3. Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.1.3. Uticaj haloperidola i risperidona na ekspresiju izoenzima superoksid

dizmutaze

Ekspresija izoenzima superoksid dizmutaze wu ispitivanim mozdanim
strukturama eksperimentalnih Zivotinja pracena tehnikom Western blot-a prikazana je
na slici 4. Statisticka obrada rezultata dobijenih denzitometrijskom analizom ekspresije
SOD1 ukazala je na prisustvo znacajne razlike medu eksperimentalnim grupama u
korteksu [F(5,35)=13,527; p<0,001] i hipokampusu [F(5,35)=4,704; p=0,003]. U
korteksu postoji znacajno smanjenje ekspresije SOD1 u svim eksperimentalnim
grupama u odnosu na kontrolnu (p<0,05). Medutim, nivoi SOD1 su statisticki znacajno
vi$i u obe grupe tretirane antipsihoticima nakon perinatalnog PCP tretmana, odnosno
PCP-Hal i PCP-Ris grupi u odnosu na PCP grupu (p<0,05). U hipokampusu, statisticki
znacajno nize vrednosti ekspresije SOD1 postoje u PCP grupi i grupama na tretmanu
risperidonom, odnosno Ris i PCP-Ris grupi u odnosu na kontrolu (p<0,05), dok ta
razlika nije primecéena nakon terapije haloperidolom. Pored toga, sli¢no kao u korteksu,
u obe grupe koje su nakon tretmana PCP-om bile izloZene terapiji antipsihoticima
postoje znacajno visi nivoi SOD1 u odnosu na PCP grupu (p<0,05).

Statistickom analizom ekspresije SOD2 pokazana je razlika u eksperimentalnim
grupama u hipokampusu [F(5,35)=3,389; p=0,015], dok je u korteksu ekspresija SOD2
bila ujednacena medu grupama [F(5,35)=0,218; p=0,952]. Post hoc analizom ekspresije
ovog proteina u hipokampusu pokazano je znacajno smanjenje SOD2 u grupama Hal i
PCP-Hal u odnosu na kontrolnu, kao i PCP grupu (p<0,05). U grupama Ris i PCP-Ris ta

razlika nije primecena (p>0,05).
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Slika 4. Ekspresija superoksid dizmutaze 1 (SOD1) i superoksid dizmutaze 2 (SOD2) u mozgu pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Prikazani su reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i
hipokampusu (B) i denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom
korteksu (C, E) i hipokampusu (D, F) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj
grupi koja je svedena na 100% i kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# — p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.1.4. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze u ispitivanim mozdanim strukturama eksperimentalnih
zivotinja prikazana je na slici 5. Statistickom analizom rezultata nije pokazana razlika u
srednjim vrednostima enzimske aktivnosti medu ispitivanim grupama u prefrontalnom

korteksu [F(5,35)=0,220; p=0,951] ni hipokampusu [F(5,35)=1,319; p=0,282].

g of L

0 U

Aktivnost CAT (U/mg proteina)
Aktivnost CAT (U/mg proteina)

! | S |
Kont PCP Hal PCP-Hal Ris PCP-Ris Kont PCP Hal PCP-Hal Ris PCP-Ris

Slika 5. Aktivnost katalaze (CAT) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris).

Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

4.2. Efekti dugotrajne primene antipsihotika na koli¢inu i metabolizam

glutationa u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom

4.2.1. Uticaj haloperidola i risperidona na koli¢inu i odnos redukovanog i

oksidovanog glutationa

U prefrontalnom korteksu i hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja
odredivana je koli¢cina ukupnog, redukovanog i oksidovanog glutationa i odnos
redukovane i oksidovane forme. Rezulatati dobijeni merenjem ukupnog glutationa

(tGSH) u ispitivanim mozdanim regijama prikazani su na slici 6. Statistickom analizom
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zapazeno je da se srednje vrednosti koli¢ine tGSH znacajno razlikuju medu
eksperimentalnim grupama kako u korteksu [F(5,35)=2,690; p=0,040], tako i u
hipokampusu [F(5,35)=3,703; p=0,010]. Post hoc analiza ukazala je na identi¢ne
promene u obe ispitivane strukture. Naime, nakon perinatalne primene PCP-a dolazi do
znacajanog smanjenja koli¢ine tGSH u PCP grupi u odnosu na kontrolu (p<0,05), dok
se u grupama koje su bile tretirane haloperidolom i risperidonom to smanjenje ne
uocava. Takode, u PCP-Hal i PCP-Ris grupi nivoi tGSH su statisticki znacajno visi u

odnosu na PCP grupu (p<0,05).
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Slika 6. Koli¢ina ukupnog glutationa (tGSH) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

Koli¢ine ukupnog, redukovanog i oksidovanog glutationa i odnos redukovane i
oksidovane forme su prikazani u tabeli 4. Odnos redukovane i oksidovane forme
glutationa (GSH:GSSG) u ispitivanim mozdanim strukturama eksperimentalnih
zivotinja prikazana je na slici 7. Statisticka analiza rezultata pokazala je prisustvo
znacajne razlike u odnosu GSH i GSSG medu eksperimentalnim grupama u obe
ispitivane strukture, pri cemu je vrednost ANOVA testa za korteks iznosila

F(5,35)=5,125 (p=0,002), a za hipokampus F(5,35)=3,963 (p=0,007). Post hoc analiza je
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ukazala na sledec¢e promene. U korteksu, postoji znacajno smanjenje odnosa GSH:GSSG
u grupama sa perinatalnim tretmanom PCP-om, odnosno PCP, PCP-Hal i PCP-Ris
grupi u odnosu kontolnu grupu(p<0,05). Medutim, u PCP-Ris grupi pokazan je porast
odnosa GSH:GSSG u odnosu na PCP grupu (p<0,05). U hipokampusu je zapazen slican
trend promena. Ipak, odnos GSH:GSSG je smanjen jedino u PCP i PCP-Hal grupi u
odnosu na kontrolu (p<0,05), dok u PCP-Ris grupi ne postoji razlika u odnosu na
kontrolne vrednosti (p>0,05). Kao i u korteksu, u PCP-Ris grupi postoji vi$i odnos

GSH:GSSG u odnosu na PCP grupu (p<0,05).

Tabela 4. Koli¢ina ukupnog (tGSH), redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) i odnos
redukovane i oksidovane forme (GSH:GSSG) u prefrontalnom korteksu i hipokampusu pacova nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris).

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

Prefrontalni korteks Hipokampus
tGSH GSH GSSG GSH/GSSG tGSH GSH GSSG GSH/GSSG

(nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg)
Kontrola 782 +10,7 762+10,3 2,01+£0,6 522+11,1 62,7 £6,7 61,1 £6,7 1,5+£0,2 44,7 +94
PCP 33,6 £ 5,0 29,4 +4,3 42+0,7 7,3 £0,6 36,8 = 3,8 33,0+ 3,6 3,8+£0,7 10,0 £ 1,7
Hal 70,0 £12,1 67,9+11,7 2,1 £0,5 38,2+5,5 60,1 £9,2 57,9 £8,7 2,2+0,6 31,1 +£4,5
PCP-Hal 72,0 £12,0 66,3 £10,5 57+ 1,6 17,2 £4,6 66,5+ 5,5 62,3 +£5,0 4,1+£0,8 18,6 £4,5
Ris 79,2+13,3 769+ 13,1 2,2+0,4 40,3+£9,3 71,6 £ 11,7 693114 2,3+£0,6 36,0+ 7,7
PCP-Ris 80,4 £ 9,9 76,7 £9,7 3,6 £0,9 292+7,3 82,4+738 794 +7,5 2,9+£0,5 31,5+ 6,6

61



Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

(A) (B)

140 140

120 120
100 - ~ 100
] ] #
12 72
[2} *# (2]
O 80+ | O 30 =
T T *
n @ 7
(O] * (]
» 60 » 60
<] 7 o /
c c
3 5 * v
O 40 O 40 - 7
g - ‘ g :
> * 1% | > i
= ! B 17
S 20 17 1 / ® 20 £
[} | 1 ]
] % | % )

0 A 0
Kont PCP Hal PCP-Hal Ris PCP-Ris Kont PCP Hal PCP-Hal Ris PCP-Ris

Slika 7. Odnos redukovane i oksidovane forme glutationa (GSH:GSSG) u prefrontalnom korteksu (A) i
hipokampusu (B) pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene
haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Prikazan je relativni odnos GSH:GSSG u odnosu na kontrolnu
grupu koja je arbitrarno svedena na 100%. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SE za
metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.2.2. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost glutation reduktaze

Rezultati ispitivanja aktivnosti glutation reduktaze u mozdanim strukturama od
interesa prikazani su slici 8.. Statisticka analiza je pokazala znacajnu razliku u prosecnim
nivoima aktivnosti GR medu grupama u korteksu [F(5,35)=2,715; p=0,039] i u
hipokampusu [F(5,35)=3,456; p=0,014]. Post hoc analizom uocen je isti trend promena
aktivnosti enzima nakon tretmana PCP-om i primene antipsihotika u obe ispitivane
mozdane regije. U PCP-grupi i PCP-Hal grupi aktivnost enzima bila je znacajano
smanjena u odnosu na kontrolu (p<0,05), dok su u PCP-Ris grupi nivoi enzimske
aktivnosi bili na nivoima aktivnosti GR u kontrolnoj grupi i statisticki znacajno visi u

odnosu na PCP grupu (p<0,05).
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Slika 8. Aktivnost glutation reduktaze (GR) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.2.3. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost glutation peroksidaze

Aktivnost glutation peroksidaze u prefrontalnom korteksu i hipokampusu
eksperimentalnih Zivotinja prikazana je na slici 9. Statistickom analizom dobijenih
rezultata nije pokazana znacajna razlika u prosecnim nivoima aktivnosti enzima u
korteksu medu eksperimentalnim grupama [F(5,35)=0,455; p=0,806]. Sa druge strane, u
hipokampusu je postojala statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima izmedu grupa
[F(5,35)=3,245; p=0,018]. Post hoc analizom pokazano je da je perinatalana primena
PCP-a dovela do smanjenja aktivnosti GPx u PCP grupi u odnosu na kontrolu (p<0,05),
dok je hroni¢na terapija antipsihoticima bila pracena vrednostima aktivnosti GPx koje
su bile na nivou kontrolnih vrednosti i ujedno znacajno vece od onih u PCP grupi

(p<0,05).
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Slika 9. Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.2.4. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost y-glutamilcistein ligaze

Rezultati merenja aktivnosti regulatornog enzima sinteze glutationa y-
glutamilcistein ligaze u prefrontalnom korteksu i hipokampusu pacova nakon
perinatalne primene PCP-a i hroni¢ne terapije ispitivanim antipsihoticima prikazani su
na slici 10. U obe ispitivane moZdane strukture statistickom analziom je pokazana
znacajna razlika u nivoima enzimske aktivnosti medu grupama. Vrednost ANOVA testa
za aktivnosti u korteksu iznosila je F(5,35)=2,662 (p=0,042), a u hipokampusu
F(5,35)=2,860 (p=0,031). Post hoc analiza je pokazala prisutvo razlike u aktivhost GCL u
istim grupama u obe strukture. Naime, u PCP grupi postoji znacajno smanjenje
aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu (p<0,05), dok u ostalim grupama aktivnost
enzima nije statisticki znacajno razli¢ita u odnosu na kontrolu (p>0,05). Pti tome grupe
PCP-Hal i PCP-Ris imaju znacajno vise nivoe enzimske aktivnosti u odnosu na PCP

grupu (p<0,05).
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Slika 10. Aktivnost y-glutamilcistein ligaze (GCL) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B)
pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i
risperidona (Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj
Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.3. Efekti dugotrajne primene antipsihotika na sintezu i metabolizam

azot-monoksida u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom

4.3.1. Uticaj haloperidola i risperidona na koli¢inu nitrata i nitrita

Koli¢ina azot-monoksida odredivana je posredno merenjem koli¢ine
degradacionih produkata NO metabolizma, nitrita i nitrata (slika 11). Statisticka analiza
rezultata je pokazala statisticki znacajnu razliku u srednjim vrednostima koli¢ine NOx
medu eksperimentalnim grupama u prefronalnom korteksu [F(5,35)=9,952; p<0,001] i u
hipokampusu [F(5,35)=8,139; p<0,001]. Post hoc analizom pokazano je da u korteksu
postoji statisticki znac¢ajno manja prose¢na koli¢ina NOx kod eksperimentalnih Zivotinja
perinatalno tretiranim PCP-om nezavisno od primene antipsihotika (p<0,05) u odnosu
na kontrolne Zivotinje. U hipokampusu je zapazeno identicno smanjenje NOx nakon

PCP tretmana u svim eksperimentalnim grupama, odnosno PCP, PCP-Hal i PCP-Ris
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grupi (p<0,05) u odnosu na kontrolu. Medutim, u grupi PCP-Hal vrednosti NOx su bile

statisticki znacajno vise u poredenju sa PCP i PCP-Ris grupom (p<0,05).
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Slika 11. Koli¢ina nitrita i nitrata (NOy) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris).
Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.3.2. Uticaj haloperidola i risperidona na ekspresiju izoenzima azot-monoksid

sintaze

Ekspresija izoenzima azot-monoksid sintaze u ispitivanim mozdanim
strukturama eksperimentalnih Zivotinja prikazana je na slici 12 i 13. Statistickom
analizom rezultata pokazana je statisticki znacajna razlika u nivoima ekspresije
neuronalnog (NOS1) izoenzima medu eksperimentalnim grupama u korteksu
[F(5,35)=2,680; p=0,041], kao i u hipokampusu [F(5,35)=2,658; p=0,042]. Post hoc
analiza je pokazala da u obe ispitivane strukture postoji snizena ekspresija NOS1 u
grupama na tretmanu haloperidolom nezavisno od perinatalne primene PCP-a,
odnosno u Hal i PCP-Hal grupi (p<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu.

Statisticka analiza ekspresije druga dva izoenzima NOS pokazala je sledece

rezultate. U korteksu, ekspresija inducibilnog (NOS2) izoenzima bila je na istom nivou
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u svim eksperimentalnim grupama [F(5,35)=0,691; p=0,634], kao i ekspresija
endotelnog (NOS3) izoenzima [F(5,35)=0,340; p=0,885]. Sli¢no, u hipokampusu, nije
zapazena razlika u ekspresiji ni NOS2 [F(5,35)=0,862; p=0,517], niti NOS3 izoenzima

[F(5,35)=0,037; p=0,999] medu eksperimentalnim grupama.
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Slika 12. Ekspresija azot-monoksid sintaze 1 (NOS1) u mozgu pacova nakon perinatalnog tretmana
fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) i
denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom korteksu (C) i
hipokampusu (D) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj grupi koja je
svedena na 100% i kao aritmetic¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Slika 13. Ekspresija azot-monoksid sintaze 2 (NOS2) i azot-monoksid sintaze 3 (SOD3) u mozgu pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Prikazani su reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i
hipokampusu (B) i denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom
korteksu (C, E) i hipokampusu (D, F) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj

grupi koja je svedena na 100% i kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

68



Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

4.4. Efekti dugotrajne primene antipsihotika na enzime respiratornog

lanca u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom

4.4.1. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost kompleksa I

Aktivnost kompleksa I respiratornog lanca u ispitivanim mozdanim strukturama
eksperimentalnih Zivotinja prikazana je na slici 14. Statisticka analiza rezultata nije
pokazala znacajnu razliku u prose¢nim vrednostima aktivnosti ovog enzima izmedu
eksperimentalnih grupa ni u korteksu [F(5,35)=0,557; p=0,731], ni u hipokampusu
[F(5,35)=0,301; p=0,908].
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Slika 14. Aktivnost kompleksa I (COM I) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris).

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

4.4.2. Uticaj haloperidola i risperidona na aktivnost citohrom c oksidaze

Aktivnost kompleksa IV respiratornog lanca, citohrom c¢ oksidaze, u
prefrontalnom korteksu i hipokampusu pacova prikazana je na slici 15. Statistickom
analizom dobijenih rezultata uocena je znacajna razlika u srednjim nivoima aktivnosti
enzima u korteksu eksperimentalnih Zzivotinja u razli¢itim grupama [F(5,35)=2,561;
p=0,048], dok u hipokampusu aktivnost enzima nije bila statisticki znacajno razlicita
medu eksperimenalnim grupama [F(5,35)=0,605; p=0,696]. Daljom post hoc analizom
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aktivnosti enzima u korteksu uoceno je smanjenje aktivnosti nakon primene

haloperidola, odnosno u Hal i PCP-Hal grupi (p<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu.
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Slika 15. Aktivnost citohrom c oksidaze (COX) u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona
(Ris). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

4.5. Efekti dugotrajne primene antipsihotika na ekspresiju NADPH

oksidaze u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom

4.5.1. Uticaj haloperidola i risperidona na ekspresiju membranske subjedinice

p22phox

Ekspresija membranske subjedinice p22°"* pracena je tehnikom Western blot-a i
imunohistohemijskom metodom u prefronalnom korteksu i hipokampusu
eksperimentalnih Zivotinja. Statisticka obrada rezultata dobijenih denzitometrijskom
analizom ekspresije p22°°* wukazala je na prisustvo znalajne razlike medu
eksperimentalnim grupama u korteksu [F(5,35)=2,572; p=0,047] i hipokampusu
[F(5,35)=3,168; p=0,021] (slika 16). Post hoc analiza nivoa proteina u korteksu pokazala
je znacajno viSe vrednosti u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu

(p<0,05). Medutim, u hipokampusu je primeéena povecana ekspresija p22/'** nakon
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perinatalnog tretmana PCP-om, odnosno u PCP grupi u odnosu na kontrolnu (p<0,05),
a nakon primene antipsihotika u PCP-Hal i PCP-Ris grupi ekspresija proteina bila je na
nivou kontrolne grupe (p>0,05), odnosno statisticki znacajno niza u odnosu na PCP-

grupu (p<0,05). U Hal i Ris grupi nije pokazana razlika u odnosu na kontrolu (p>0,05).
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Slika 16. Ekspresija membranske subjedinice p22P"* u mozgu pacova nakon perinatalnog tretmana
fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) i
denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom korteksu (C) i
hipokampusu (D) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj grupi koja je
svedena na 100% i kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

Imunohistohemijsko bojenje ekspresije p22#h* u prefrontalnom korteksu i
hipokampusu pacova i rezultati relativne povr$ine pokrivene signalom koji potic¢e od
eksprimiranog p22P"* prikazani su na slikama 17, 18 i 19. Statistickom analizom

pokazana je znadajna razlika u ekspresiji p22/h* medu grupama u obe ispitivane

71



Efekti dugotrajne primene antipsihotika na redoks regulaciju u animalnom modelu shizofrenije

mozdane strukture. Vrednost ANOVA testa za zastupljenost proteina u korteksu

iznosila je F(5,35)=2,559 (p=0,048), a u hipokampusu F(5,35)=2,860 (p=0,031).

Kontrola Hal : Rsp

PCP PCP-Hal PCP-Rsp

Slika 17. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja p22P"** u prefrontalnom korteksu pacova
nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona

(Rsp) (uveli¢anje 1:100).

Kontrola = ' Hal Rsp
'PCP PCP-Hal PCP-Rsp ;

Slika 18. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja p22°"* u hipokampusu pacova nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Rsp)

(uveli¢anje 1:100).
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Slika 19. Imunohistohemijska ekspresija membranske subjedinice p22P"* u prefrontalnom korteksu (A) i
hipokampusu (B) pacova nakon perinatalnog tretmana fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene
haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Rezultati su prikazani kao relativna povrsina pokrivena signalom
koji poti¢e od eksprimiranog proteina u odnosu na u kontrolnu grupu koja je svedena na 100% i kao
aritmeticka sredina + SE za metodologki definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# — p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.5.2. Uticaj haloperidola i risperidona na ekspresiju NOX2 izoenzima (gp91°hx)

Ekspresija membranske subjedinice gp91Ph* (NOX2) odredivana metodom
Western blot-a prikazana je na slici 20. Analiza rezultata pokazala je statisticki znacajnu
razliku u nivoima ovog proteina kako u korteksu [F(5,35)=3,036; p=0,025], tako i u
hipokampusu [F(5,35)=4,244; p=0,005]. U korteksu je zapazeno povecanje nivoa
gp91P* nakon perinatalnog tretmana PCP-om, odnosno u PCP grupi u odnosu na
kontrolnu (p<0,05), koje nije postojalo nakon primene oba ispitivana antipsihotika,
odnosno u PCP-Hal i PCP-Ris grupi. Dodatno, u ove dve grupe nivoi proteina su bili
znacajno nizi u odnosu na PCP grupu (p<0,05). U hipokampusu, medutim, povecanje
ekspresije gp91P"*, zapazeno je u PCP grupi, kao i u PCP-Hal grupi u odnosu na

kontrolnu (p<0,05), dok je tretman risperidonom nakon perinatalne primene PCP-om
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pokazao isti efekat kao i u korteksu, dakle izjednacavanje nivoa proteina sa kontrolnim

vrednostima i znacajno niZe nivoe u odnosu na PCP grupu (p<0,05).
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Slika 20. Ekspresija membranske subjedinice gp91°"* u mozgu pacova nakon perinatalnog tretmana
fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) i
denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom korteksu (C) i
hipokampusu (D) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj grupi koja je
svedena na 100% i kao aritmeticka sredina + SE za metodoloski definisan broj zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# - p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.

4.5.3. Uticaj haloperidola i risperidona na ekspresiju citosolnih subjedinica p67°h°*

i P 47ph0x

Za aktivnost NOX2 enzima neophodno je prisustvo citosolnih subjedinica,
aktiviSuée p67°* i organizatorske p47°h>, lija ekspresija je pradena u ispitivanim
mozdanim strukturama eksperimentalnih Zivotinja i prikazana je na slici 2I.

Statistickom obradom rezultata dobijenih denzitometrijskom analizom ekspresije
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p67°"* pokazana je znacajna razlika u prose¢nim nivoima ovog proteina medu grupama
u korteksu [F(5,35)=3,184; p=0,020], kao i hipokampusu [F(5,35)=3,707; p=0,010].
Dalja post hoc analiza pokazala je identi¢ne promene u ekspresiji p67*"* medu grupama
u oba mozdana regiona. Naime, nakon perinatalnog tretmana PCP-om zapaza se
povecana ekspresija proteina koja je prisutna nezavisno od tretmana antipsihoticima,
odnosno izmereni nivoi 67°** u PCP, PCP-Hal i PCP-Ris grupi znacajno su vi$i u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05).

Statisticka obrada rezultata dobijenih denzitometrijskom analizom ekspresije
p47°h* pokazala je da medu ispitivanim grupama ne postoji razlika u srednjim nivoima
ovog proteina ni u korteksu [F(5,35)=0,289; p=0,915], niti u hipokampusu

[F(5,35)=0,012; p=0,999].
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Slika 21. Ekspresija citosolnih subjedinica p47°"** i p67°'°* u mozgu pacova nakon perinatalnog tretmana
fenciklidinom (PCP) i dugotrajne primene haloperidola (Hal) i risperidona (Ris). Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi ekspresije proteina u prefrontalnom korteksu (A) i hipokampusu (B) i
denzitometrijska analiza nivoa proteina u odnosu na koli¢inu aktina u prefrontalnom korteksu (C, E) i
hipokampusu (D, F) Rezultati su prikazani u odnosu na ekspresiju proteina u kontrolnoj grupi koja je
svedena na 100% i kao aritmeti¢ka sredina + SE za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* — p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# — p<0,05 u poredenju sa PCP grupom.
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5. DISKUSIJA

NasSa studija pokazala je znacajne dugorocne efekte perinatalne primene
fenciklidina na redoks ravnotezu u mozgu adultnih pacova nezavisno od primene
antipsihotika. Naruden redoks status ogleda se prvenstveno u prisustvu oksidativnog
oftecenja lipida u hipokampusu, smanjenja aktivnosti centralnog enzima
antioksidativne zastite superoksid dizmutaze i sloZenih promena u metabolizmu
glutationa koje rezultuju u smanjenju kolic¢ine ukupnog glutationa i izraZzenog porasta
oksidovane forme glutationa u obe ispitivane moZzdane strukture. Dodatno,
metabolizam azot-monoksida je promenjen kao posledica ranog fenciklidinskog
tretmana, $to se ogleda u izrazenoj redukciji metabolita nitrita i nitrata. Takode,
znacajno se povecava ekspresija membranskih subjedinica NADPH oksidaze, kao i
citosolne aktiviSuce p67°h°* subjedinice, $to sugerie povecanu aktivnost ovog enzima i
posledicnu povecanu produkciju slobodnih radikala. Hroni¢na oralna primena
antipsihotika dovodi do delimicne reverzije ovih promena, ali se promene u redoks
statusu i dalje zapazuju. Sa druge strane, perinatalna primena fenciklidina nije znacajno
uticala na metabolizam mitohondrija koji je pra¢en aktivno$¢u enzima respiratornog
lanca, dok je haloperidol pokazao dugotrajan efekat na smanjenje aktivnosti citohrom ¢

oksidaze u mitohondrijama u hipokampusu.

Kao primer oksidativnog oste¢enja biomolekula u nasem istrazivanju ispitivana
je lipidna peroksidacija merenjem jednog od krajnjih produkata ovog procesa -
malondialdehida. Rezultati ove studije potvrdili su ranije nalaze nade istrazivacke grupe
da perinatalna primena fenciklidina uzrokuje dugoro¢no povecanje lipidne
peroksidacije u hipokampusu, dok se u prefrontalnom korteksu takav efekat ne zapaza
(Radonji¢ i sar., 2010). Postojanje razlike u korteksu i hipokampusu moze ukazivati na

regionalnu specifi¢cnost redoks regulacije i drugaciju podloznost prema oksidativnim
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oSte¢enjima razlicitih struktura mozga, ali ostavljaju mogucnost i razlicitog efekta
fenciklidina na nivou ovih struktura. Dodatno, pokazali smo da dugotrajna primene oba
ispitivana antipsihotika nema znacajan efekat na stepen lipidne peroksidacije, odnosno
ne poseduje mogucnost spre¢avanja niti reparacije nastalih osteenja, te se ne moze
govoriti o postojanju antioksidativnog efekta. Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali
ni znacajan prooksidativni kapacitet haloperidola i risperidona u ispitivanim mozdanim
strukturama.

Pretpostavka o povezanosti oksidativhog stresa i shizofrenije je odavno
postavljena (Hoffer i sar., 1954). U literaturi se mogu naci brojni dokazi o postojanju
oksidativnih ostecenja razli¢itih biomolekula kod obolelih od shizofrenije kao posledice
oksidativnog stresa koji nastaje u sklopu patogenetskih procesa ove bolesti, a nekada i
same terapije. NajviSe studija bazira se na merenju perifernih markera oksidativnog
stresa, na prvom mestu pokazatelja lipidne peroksidacije, medu kojima zbog
metodoloski relativno jednostavnog, jeftinog i brzog odredivanja, prvo mesto zauzima
MDA. Ipak, kako navode pojedini eksperti u oblasti oksidativnog stresa, koris¢enje tzv.
TBA eseja za merenje MDA ili TBARS (engl. TBA-reactive substances) nije bez
manjkavosti, te pri svakom tumacenju ovih rezultata treba biti oprezan u proceni u kojoj
meri povec¢anje MDA jeste odraz povecane lipidne peroksidacije (Halliwell i Gutterigde,
2015). Kod obolelih od shizofrenije najcesce je zapazano povecanje nivoa MDA na
periferiji, uklju¢uju¢i plazmu (Khan i sar., 2002; Kuloglu i sar., 2002; D'Souza i D'Souza,
2003; Gonzalez-Liencres i sar., 2014), serum (Pedrini i sar., 2012; Devanarayanan i sar.,
2016), eritrocite (Altuntas i sar., 2000; Rukmini i sar., 2004, Dadheech i sar., 2008) i
leukocite obolelih (Srivastava i sar., 2001). Medutim, treba ista¢i da u odredenim
studijama nije pokazana promena u stepenu lipidne peroksidacije kod obolelih od
shizofrenije (Ranjekar i sar., 2003; Ben Othmen i sar., 2008) ili su ¢ak nadene nize
koli¢cine MDA (Asevedo i sar., 2013). Kada je re¢ o nalazima povecanog oksidativnog
o$tecenja lipida i produkcije MDA, oni su uoceni kod pacijenata kako na pocetku bolesti
(Altuntas i sar., 2000; Khan i sar., 2002; Sarandol i sar., 2015), tako i kod hroni¢nih
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pacijenata na terapiji (Altuntas i sar., 2000; Zhang i sar., 2006; Kunz i sar., 2008;
Padurariu i sar., 2010; Zhang i sar., 2015). Pojedine studije pokazale su vezu izmedu
nivoa MDA i pojedinih sociodemografskih karakteristika obolelih, mada rezultati ¢esto
nisu usaglaseni ili su ¢ak oprec¢ni (Morera i sar., 2009). Tako su visi nivoi lipidne
peroksidacije uoceni kod muskaraca (Ramos-Loyo i sar., 2013), pacijenata sa ve¢im
indeksom telesne mase (An i sar., 2018), kao i kod nepusaca (Zhang i sar., 2007).
Zanimljivo, studija Morera i sar. (2009) ukazala je na sezonske varijacije u koli¢ini
MDA, sa visim nivoima u plazmi obolelih tokom leta, a kao jedno od moguc¢ih
objadnjenje ove pojave autori navode sezonske varijacije u koli¢ini melatonina koji
deluje kao vazan antioksidans.

Na osnovu rezultata istrazivanja kojima je utvrdivan uticaj terapije
antipsihoticima na stepen lipidne peroksidacije na periferiji kod pacijenata ne moze se
izvuci jednostavan zakljucak o njihovom efektu s obzirom na neusaglaSene rezultate.
Naime, postoje podaci u literaturi da tokom terapije dolazi do narusavanja redoks
statusa obolelih i povecanja nivoa MDA (Bai i sar., 2018), $to moze biti razlog pojave
nekih nezeljenih dejstava same terapije, ukljucujuci vedi rizik od kardiovaskularnih
bolesti (Sarandol i sar, 2007; Vidovié i sar., 2014) i tardivnu diskineziju (Zhang i sar.,
2007, Wu i sar., 2014). Sa druge strane, neki autori naglasavaju antioksidativni efekat
antipsihotika (Dakhale i sar., 2004; Al-Chalabi i sar., 2009). Zanimljivo, studija Kartalci i
sar. (2011) pokazala je pozitivan efekat elektrokonvulzivne terapije na smanjenje lipidne
peroksidacije kod pacijenata sa shizofrenijom, §to je pra¢eno i znacajnim klinickim
poboljSanjem. Konac¢no, postoje podaci koji su saglasni sa razultatima nase studije da
tretman antipsihoticima ne utice znac¢ajno na samu lipidnu peroksidaciju (Huang i sar.,
2010; Sarandol i sar., 2015). Dodatno, nasi rezultati nisu pronasli razliku u efektu
haloperidola i risperidona, kao predstavnika tipi¢nih, odnosno atipi¢nih antipsihotika.
Sli¢ni rezultati postoje u literaturi (Sarandol i sar., 2007; Zhang i sar., 2006), ali i nalazi
koji ukazuju na vece kolicine MDA nakon terapije tipicnim antipsihoticima (Kropp i
sar., 2005; Giines i sar., 2016) ili pak obrnuto, atipi¢nim antipsihoticima (Gama i sar.,
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2006). Dietrich-Muszalska i sar. (2013) pratili su in vitro efekat pojedinih antipsihotika
na nivoe TBARS u humanoj plazmi i njihovi rezultati ukazuju na razlike i u okviru iste
grupe antipsihotika, kao i dozno-zavisni uticaj lekova. Kvetiapin je pokazao
najizrazenije antioksidativno dejstvo, olanzapin samo u malim dozama ima
antioksidativni potencijal, aripriprazol nije pokazao nikakav efekat, dok risperidon,
ziprasidon, haloperidol i klozapin ve¢ pri malim dozama ispoljavaju prooksidativno
dejstvo mereno povecanim stepenom lipidne peroksidacije (Dietrich-Muszalska i
Kolinska-fukaszuk, 2018).

Dodatne dokaze koji govore o znacaju lipidne peroksidacije u shizofreniji
pruzaju klinicke studije u kojima je pokazan pozitivan efekat suplementacije
antioksidansima na smanjenje koli¢cine MDA, pra¢eno pobolj$anjem klinicke slike kod
obolelih. Pokazano je da suplementacija vitaminom C (Dakhale i sar., 2005), kao i alfa-
lipoinskom kiselinom (Vidovi¢ i sar., 2014) uz terapiju antipsihoticima dovodi do
redukcije lipidne peroksidacije kod obolelih. Sli¢ni efekti su uoceni i nakon primene
probiotika i vitamina D (Ghaderi i sar., 2019).

Tako daleko najces¢e odredivan biomarker lipidne peroksidacije, MDA nije
jedini, te se u literaturi mogu naci podaci o promenjenim nivoima i drugih produkata
lipidne peroksidacije u shizofreniji. Tako, kod pacijenata su izmereni vi$i nivoi 4-
hidroksinonenala (Medina-Hernandez i sar., 2007; Ramos-Loyo i sar., 2013), kao i
izoprostana - 8-izoprostanglandina F2a u plazmi (Lee i sar., 2016) ili urinu (Dietrich-
oksidativnog ostec¢enja lipida. Takode, klinicka studija Pawelczyk i sar. (2017) dokazala
je povoljan efekat suplementacije w-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama na sadrzaj
izoprostana kod obolelih u prvoj epizodi shizofrenije i znacajnu korelaciju izmedu ovih
promena u oksidativnom statusu sa klinickim skorovima povezanim sa tezinom klinicke
slike.

Ogranicen broj studija na postmortem humanim uzorcima potvrdio je nalaze sa
periferije. Do sada jedine ispitivane strukture mozga jesu prednji cingularni korteks gde
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su pokazani vi$i nivoi 4-HNE (Wang i sar., 2009), prefrontalni korteks gde je uocena
povecana koli¢cina MDA i cerebelum gde promene nisu zapazene (MacDowell i sar.,
2017). Trenutno, ne postoje metode za in vivo pradenje stepena lipidne peroksidacije
kod obolelih.

I pored velikog znacaja klinickih studija, detaljniji uvid u ulogu oksidativnih
oStec¢enja, poput lipidne peroksidacije u patogenezi shizofrenije pruzaju pretklinicke
studije. Razli¢iti animalni modeli koji se koriste za proucavanje shizofrenije potvrdili su
nalaze o povecanom stepenu lipidne peroksidacije u mozgu, najces¢e prefrontalnom
korteksu, hipokampusu i strijatumu (Radonji¢ i sar., 2010; Ribeiroi sar., 2013; Ozyurt i
sar., 2014; El-Sayed El-Sisi i sar., 2016; Zugno i sar., 2016; Yeung i sar., 2018; Zhang i
sar., 2018). Za razliku od rezultata nade studije, pojedini podaci iz literature govore o
povoljnom efektu risperidonu na smanjenje lipidne peroksidacije u mozgu
eksperimentalnih Zivotinja (Monte i sar., 2013; Ben-Azu i sar., 2018b). Ove razlike mogu
biti posledica samog eksperimentalnog modela (perinatalni tretman naspram
akutnog/hroni¢nog tretmana), dozi leka, kao i na¢inu i duzini primene. Sa druge strane,
Demirci i sar. (2015) pokazali su da paliperidon, aktivni metabolit risperidona, nema
direktnog efekta na lipidnu peroksidaciju, $to je u skladu sa nasim rezultatima. U slucaju
haloperidola, nase istrazivanje nije pokazalo znacajan prooksidativni efekat ovog leka
$to je donekle u suprotnosti za rezultatima nekih ranijih studija (Parikh i sar., 2003;
Pillai i sar., 2007; Andreazza i sar., 2015). Delimi¢no objasnjenje ovih razlika moze biti
pracenje lipidne peroksidacije u razli¢itim strukturama mozga, druge primenjene doze i
put administacije leka (oralno naspram intraperitonealno). Iako je izostao efekat na
stepen lipidne peroksidacije kao direktnog markera oksidativnog stresa, haloperidol je i
u nasem istrazivanju pokazao znacajne efekte na redoks ravnotezu.

Nekoliko grupa autora dokazalo je da se bihejvioralne promene nastale usled
primene ketamina kao nekompetitivnog antagoniste NMDA receptora u animalnom
modelu shizofrenije mogu znacajno ublaziti tretmanom razli¢itim agensima koji
istovremeno smanjuju oksidativna ostecenja lipida u mozgu eksperimentalnih zivotinja,
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poput w-3 masnih kiselina (Zugno i sar., 2014), a-lipoinske kiseline (Vasconcelos i sar.,
2015) folne kiseline (Zugno i sar., 2016), melatonina (Onaolapo i sar., 2017a),
minociklina (Monte i sar., 2013), doksiciklina (Ben-Azu i sar., 2018a), cinka (Onaolapo i
sar., 2017b) kao i nekih antioksidanasa iz biljaka poput morina (Ben-Azu i sar., 2018b) i
mangiferina (Rao i sar., 2012). Mehanizmi koji se nalaze u osnovi ovih efekata nisu u
potpunosti razjasnjeni. Svakako, smanjenje stepena lipidne peroksidacije moze se
smatrati posledicom slozenih promenama u nekoliko aspekata narusene redoks
ravnoteze, koji kako izmedu ostalog i nase istrazivanje sugeriSe obuhvataju aktivnost
antioksidativnih enzima, metabolizam glutationa, metabolizam azot-monoksida,
mitohondrijalni metabolizam i aktivnost brojnih enzima koji produkuju slobodne

radikale, ukljuc¢uju¢i NADPH oksidazu.

Perinatalna primena PCP-a dovela je do znacajnog smanjenje aktivnosti SOD i
ekspresije citosolnog izoenzima, dok se ekspresija mitohondrijalne SOD nije menjala. Sa
druge strane, nije zapaZen efekat na aktivhost CAT, kao drugog vainog enzima
antioksidativne zastite. Rezultati nade studije su pokazali da haloperidol uzrokuje
smanjenje aktivnosti i ekspresije SOD, narocito izrazeno u kortkesu, dok risperidon na
opisan nacin deluje na obe strukture. Medutim, i pored navedenog smanjenja, oba leka
uzrokuju povecanje SOD aktivnosti i ekspresije u odnosu na vrednosti koje postoje kod
zivotinja nakon perinatalnog tretmana PCP-om, sto govori o pokusaju vracanja
narusenog redoks statusa u ravnotezu. Sa druge strane, haloperidol svoj efekat u
hipokampusu ostvaruje i smanjenjem ekspresije mitohondrijalne SOD.

Jedan od najcesc¢ih pristupa ispitivanju eventualnih poremecaja mehanizama
antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije je indirektni pristup, koji se zasniva
na odredivanju perifernih markera redoks statusa, najces¢e u plazmi ili eritrocitima.
Enzim superoksid dizmutaza zbog svoje primarne pozicije u nizu reakcija kojima se
kataliticki uklanjaju slobodni radikali, najc¢e$c¢e je ispitivan antioksidativni enzim u
shizofreniji i do danas viSe desetina studija, razli¢itih grupa autora, bavilo se mogu¢om
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povezano$¢u ovog enzima sa patogenetskim procesima bolesti. Medutim, rezultati ovih
studija ¢esto su suprotstavljeni i jednostavan odgovor na pitanje da li je i kako aktivnost
SOD promenjena u shizofreniji ne moze se dati. Takode, treba imati u vidu da postoje
brojni razlozi zasto se indirektni pristup ne moze smatrati najadekvatnijim za procenu
redoks statusa u CNS-u. Jedan od razloga lezi u tome $to eritociti ne sinteti§u nove
proteine, te se njihovim starenjem koli¢ina svih proteina, ukljucujudi i antioksidativne
enzime postepeno smanjuje, sto ukazuje da svaki faktor koji menja zivotni vek eritrocita
ima i znacajan efekat na aktivnost eritrocitnih enzima (Halliwell i Whiteman, 2004). Sa
druge stane, aktivnost enzima iz plazme moze biti promenjena usled brojnih fizioloskih
i patoloskih okolnosti, npr. ishrane, fizicke aktivnosti, povec¢anog oslobadanja iz
oStecenih Celija i slicno (Halliwell i Gutteridge, 2015).

Enzim SOD je ispitivan u razli¢itim populacijama obolelih. Kod pacijenata u
prvoj epizodi bolesti, pre primene terapije, zapazena je povecana aktivnost ili koli¢ina
enzima u eritrocitima (Abdalla i sar., 1986) i plazmi/serumu (Zhang i sar., 2001; Zhang i
sar., 2003a; Wu i sar., 2012). Pojedine studije, medutim, navode snizenje aktivnosti na
pocetku bolesti (Mukerjee i sar., 1996; Raffa i sar., 2009). Kod stabilnih hroni¢nih
pacijenata na terapiji, aktivnost SOD je u vedini studija snizena (Ranjekar i sar., 2003;
Dietrich-Muszalska i sar. 2005; Ben Othmen i sar., 2008; Dadheech i sar., 2008; Raffa i
sar, 2009; Raffa i sar., 2012; Al-Asmari i Khan, 2014 Gonzales-Liencres i sar., 2014,
Zhang i sar, 2015), $to je potvrdila i meta-analiza sprovedena od strane Flatow i sar.
(2013), mada postoji i nemali broj istrazivanja ciji rezultati govore u prilog povisenoj
(Altuntas i sar., 2000; Gama i sar., 2006; Kunz i sar., 2008; Miljevic isar., 2010; Wu i sar.,
2012; Vidovié i sar., 2014) ili nepromenjenoj aktivnosti (Herken i sar., 2001; Srivastava i
sar., 2001; Tungel i sar., 2015). Aktivnost SOD na periferiji negativno korelira sa
stepenom lipidne peroksidacije (Rukmini i sar, 2004; Tsai i sar., 2013). Dodatno,
pokazana je korelacija izmedu nivoa SOD i pozitivnih simptoma i to u oba smera
(Zhang i sar., 2003a; Wu i sar., 2012). Takode, Zhang i sar. (2013) uocili su nize nivoe
aktivnosti MnSOD u plazmi hroni¢nih pacijenata, koji su negativho korelirali sa
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pozitivnim i kognitivnim simptomima, posebno kod obolelih koji su nosioci Ala-9Val
polimorfizma u sod2 genu (Zhang i sar., 2014). Dordevi¢ i sar. (2017) zapazili su vise
nivoe aktivnosti SOD kod mladih pacijenata, narocito ukoliko su imali viSe akutnih
epizoda bolesti. Medutim, nizi nivoi aktivnosti serumske SOD pokazani su kod mladih
koji su pod visokim rizikom za oboljevanje od shizofrenije (Zeni-Graiff i sar., 2017).
Ipak, meta-analiza koju su sproveli Farguas i sar. (2017) nije utvrdila postojanje razlika
u aktivnosti SOD, niti ostalim ispitivanim parametrima oksidativnog stresa, kod
obolelih u prvoj epizodi shizofrenije sa ranim pocetkom.

Nekoliko studija bavilo se uticajem antipsihotika na aktivnost periferne SOD.
NajviSe rezultata govori u prilog smanjenja aktivnosti SOD nakon primene
antipsihotika (Zhang i sar, 2003b; Dakhale i sar., 2004; Zhang i sar., 2006; Zhang i sar.,
2009; Bai i sar., 2018), mada pojedini autori navode nepromenjenu aktivnost enzima
(Sarandol i sar., 2007; Sarandol i sar., 2015) Nije pokazana znacajna razliku u efektu
tipicnih u odnosu na atipi¢ne antipsihotike (Gama i sar., 2006; Zhang i sar., 2012).
Medutim, medu atipi¢nim antipsihoticima uoceno je da klozapin dovodi do znacajnijeg
povecanja aktivnosti enzima u odnosu na risperidon (Hendouei i sar., 2018). Ovi nalazi
o uticaju terapije na aktivnost SOD mogu se tumaciti kao oporavak redoks disregulacije
koja postoji kod obolelih, mada pojedini autori posmatraju promene u aktivnosti
enzima kao dodatno narusavanje antioksidativnih mehanizama, odgovorno izmedu
ostalog za nastanak tardivne diskinezije kao neZeljenog dejstva antipsihotika (Zhang i
sar., 2003¢c; Wu i sar., 2014; Wu i sar., 2015). Jedinstven zaklju¢ak se ne moze izvuéi na
osnovu rezultata ovih istrazivanja, pre svega jer nije u potpunosti jasno $ta aktivnost
SOD na periferiji predstavlja u konceptu redok regulacije u mozgu obolelih, niti kako se
periferni efekat antipsihotika moze dovesti u vezu sa njihovim centralnim dejstvom na
neurotransmiterske sisteme.

U slucaju katalaze, drugog vaznog enzima antioksidativne zastite, nalazi
ispitavanja aktivnosti perifernog enzima kod obolelih od shizofrenije su prilicno
heterogeni. Kod obolelih su zapazene povecane (Herken i sar., 2001; Kartalci i sar., 2011;
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Al-Asmari i sar., 2014; Gonzalez-Blanco i sar., 2018), sniZzene (Li i sar., 2006; Ben
Othmen i sar., 2008; Raffa i sar., 2009; Raffa i sar., 2011; Raffa i sar., 2012; Ruiz-Litago i
sar., 2012), kao i nepromenjene vrednosti aktivnosti CAT (Srivastava i sar., 2001; Tsai i
sar., 2013) u odnosu na zdrave. Ovako izraZene razlike mogu se makar delom pripisati
razli¢itim populacijama koje su ispitivane, razli¢itim fazama bolesti i terapijskim
statusom kod obolelih, drugacijim uzorcima koji su koris¢eni (plazma ili krvne ¢elije)
kao i analitickim varijacijama. U meta-analizi, Flatow i sar. (2013) doneli su zakljucak da
se eritrocitna katalaza moze smatrati markerom stanja u shizofreniji, s obzirom na to da
je niska aktivnost prisutna u prvoj epizodi bolesti, dok je kod hroni¢nih, stabilnih
pacijenata aktivnost povecana. Terapija antipsihoticima moze biti uzrok povecanja
aktivnosti CAT kod hroni¢nih pacijenata (Raffa i sar., 2009; Ruiz-Litago i sar., 2012).
Sli¢no kao u slucaju SOD, nizi nivoi periferne aktivnosti CAT zapazeni su kod obolelih
sa tardivnom diskinezijom u odnosu na obolele koji nisu razvili ovo nezeljeno dejstvo
terapije (Zhang i sar., 2007).

Odredivanje aktivhost SOD u cerebrospinalnoj te¢nosti kod obolelih od
shizofreniji pruzilo je nove dokaze o znacaju naruSenih mehanizama antioksidativne
zastite u ovom oboljenju. Pokazano je da su nivoi aktivnosti SOD1 u likvoru obolelih
smanjeni na pocetku bolesti u odnosu na zdrave, dok kod hroni¢nih pacijenata nije
uocena razlika (Coughlin i sar., 2013). Dodatno, aktivnost SOD korelira sa kognitivnim
simptomima u ranoj fazi bolesti (Coughlin i sar., 2017). Autori sugerisu da bi nizi nivoi
solubilne SOD1 u likvoru mogli biti praceni pove¢anim nivoima nesolubilne SOD1 u
mozdanom tkivu, praveéi mogucéu paralalu sa amiloidom beta i Alchajmerovom
boles¢u, a s obzirom na to da SODI1 ima amiloidogenu prirodu i dobro je utvrdena
njegova veza sa neurodegenerativnim oboljenjem ALS-om (Chattopadhyay i Valentine,
2009). Sto se ti¢e aktivnosti CAT, u literaturi za sada ne postoje podaci o aktivnosti ovog
enzima u cerebrospinalnoj te¢nosti obolelih od shizofrenije.

Direktniji pristup u proceni redoks regulacije u mozgu obolelih od shizofrenije i
uticaju terapije antipsihoticima na parametre redoks statusa omogucavaju studije na
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post mortem uzorcima. U jednoj od prvih studija ovog tipa nisu primecene razlike u
aktivnosti SOD u mozgu obolelih od shizofrenije (Wise i sar., 1974). Kasnije, iako na
malom uzorku obolelih na hroni¢noj terapiji, pokazano je povecanje koli¢cine Mn-SOD
izoenzima u frontalnom i temporalnom korteksu, dok je Cu,Zn-SOD izoenzim bio na
kontrolnim nivoima (Loven i sar., 1996). U istrazivanju Michel i sar. (2004) zapazene su
povecane koli¢ine oba intracelularna izoenzima Cu,Zn-SOD i Mn-SOD u frontalnom
korteksu i substantia innominata obolelih od shizofrenije. Medutim, nova studija druge
grupe autora nije ponovila nalaz razli¢ite ekspresije SOD u prefrontalnom korteksu,
iako je u ovoj studiji pokazano smanjenje nivoa iRNK za protein UCP2 (engl
uncoupling protein 2) koji u mitohondrijama ima ulogu u ogranicenju produkcije ROS
(Gigante i sar., 2011), S§to ukazuje na mogucu naruSenu redoks ravnotezu u
mitohondrijama u prefrontalnom korteksu obolelih. Komparativhom analizom
proteoma u hipokampusu obolelih, uoceno je da kod obolelih postoji smanjenje kolic¢ine
MnSOD (Edgar i sar., 2000). Zanimljivo, pored sod2 gena geni za jo$ tri od ukupno 18
proteina cija je ekspresija promenjena u ovoj studiji smesteni su na dugom kraku
hromozoma 6, $to upucuje na moguci znacaj ovog dela genoma i shizofrenije.

Smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima pokazano je i u studijama na
animalnim modelima shizofrenije (Hou i sar., 2013, Xuan i sar., 2015, Réus i sar., 2017,
Ben Azu i sar., 2018; Zhang i sar., 2018). Saglasno sa nasim rezultatima, sveobuhvatna
analiza proteoma kod Zivotinja tretiranih MK-801 pokazala je, izmedu ostalog,
smanjenje nivoa SOD u prefrontalnom korteksu (Paulson i sar., 2003). U istrazivanju
Réus i sar. (2018) zapaZena je sniZena aktivnost SOD u hipokampusu nakon primene
ketamina, koja je, medutim, izostala sa istovremenom primenom inhibitora indolamin-
2,3-dioksigenaze, $to ukazuje na mogucu povezanost inhibicije kinureninskog puta sa
antioksidativnim efektima. Narociti znacaj smanjenja aktivnosti SOD za shizofreniju
pokazan je u perinatalnom fenciklidinskom modelu. Naime, primenom jedinjenja
M40403 koje deluje kao mimetik SOD-a i znacajno smanjuje koli¢inu superoksidnog
anjona, dolazi do sprecavanja nastanka apoptoze kortikalnih neurona i izostanka PCP-
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om posredovane prepulsne inhibicije (Wang i sar., 2003). U nasoj studiji, smanjenje
SOD, prvenstveno citosolnog izoenzima, ostaje kao dugorocni efekat perinatalne
blokade NMDA receptora i samo delimi¢no biva poboljsano pod uticajem antipsihotika.
U mitohondrijama hipokampusa, sa druge strane, haloperidol samostalno dovodi do
smanjenje ekspresije superoksid dizmutaze, $to se uzevsi u obzir znacaj ovog enzima u
antioksidativnoj  zastiti mitohondrija, moze smatrati njegovom znacajnom

prooksidativnom osobinom

Najvedi broj istrazivanja o povezanosti shizofrenije i glutationa zasniva se na
odredivanju sadrzaja glutationa ili aktivnosti enzima uklju¢enih u metabolizam
glutationa iz uzoraka krvi obolelih. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na nize vrednosti
koncentracije glutationa u punoj krvi (Raffa i sar., 2009; Raffa i sar., 2012; Ballesteros i
sar., 2013; Gonzalez-Liencres i sar., 2014), plazmi (Raffa i sar, 2011; Nucifora i sar.,
2017), serumu (T'sai i sar., 2013; Ivanova i sar., 2015) i eritrocitima (Altuntas i sar., 2000)
pacijenata u odnosu na zdravu populaciju. Smanjenje glutationa uoceno je kod
novoobolelih pre primene terapije (Raffa i sar., 2011), kao i kod hroni¢nih pacijenata na
dugotrajnoj terapiji antipsihoticima (Altuntas i sar., 2000, Raffa i sar., 2009, Nucifora i
sar., 2017). Nize vrednosti glutationa na periferiji negativno koreliraju sa pozitivhim
simptomima shizofenijom (Nucifora i sar., 2017), kao i sa psihoticnim simptomima kod
bipolarnog poremecaja, $to ukazuje na potencijalnu ulogu glutationa kao perifernog
markera psihoti¢nosti. Nedavna studija Lavoie i sar. (2017) ukazuje na prediktivnu
vrednost niskih koncentracija glutationa u eritrocitima za nastanak psihoze kod osoba
pod rizikom. Sa druge strane, udruzenost glutationa sa naruSenom neurokognicijom i
socijalnom kognicijom kod obolelih od shizofrenije nije pronadena (Gonzalez-Liencres i
sar., 2014). Ballesteros i sar. (2013) ispitivali su uticaj medikamentozne terapije, ishrane i
pusenja na prisustvo niskih vrednosti glutationa i veéi procenat oksidovanog glutationa
u krvi obolelih i zaklju¢ak njihove studije je da se nijedan od spoljasnjih faktora ne moze
smatrati odgovornim za narusen redoks status glutationa u shizofreniji. Efekti terapije
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antipsihoticima na sadrzaj glutationa na periferiji, iz do sada objavljenih rezultata, nisu
dovoljno jasni. Prema Ivanova i sar. (2015) atipi¢ni antipsihotici ne uti¢u na snizene
nivoe glutationa, dok tipi¢ni antipsihotici dovode do daljeg snizavanja glutationa,
povecavajuci redoks disbalans koji postoji kod obolelih. Sli¢no, terapija paliperidonom
ne utice na koncentraciju glutationa u serumu pacijenata (Tsai i sar., 2013). Medutim,
postoje podaci u literaturi prema kojima kod pacijenata sa shizofrenijom na hroni¢noj
terapiji antipsihoticima nema razlike u nivoima glutationa u plazmi u odnosu na zdrave
ispitanike (Samuelsson i sar., 2013; Tungel i sar., 2015). Ovakvi nalazi mogu da se
interpretiraju na dva nacina: antipsihotici dovode do normalizacije sniZenih nivoa
glutationa na periferiji obolelih ili u ispitivanoj subpopulaciji obolelih promene u
sadrzaju glutationa nisu postojale ni pre terapije. Koja god od ove dve ponudene
alternative da je tacna, ostaje pitanje da li periferni efekti antipsihotika imaju veze sa
njihovim centralnim dejstvom.

Kada je re¢ o aktivnosti glutation peroksidaze u krvi pacijenata koji boluju od
shizofrenije, vecina istraZivanja govori u prilog smanjenju aktivnosti GPx. Niza
aktivnost GPx zapazena je kod pacijenata na pocetku bolesti pre primene terapije (Bai i
sar., 2018), nakon kratkotrajne primene terapije (Ruiz-Litago i sar., 2012; Sarandol i sar.,
2015) i kod hroni¢nih pacijenata na dugotrajnoj terapiji (Altuntas i sar., 2000; Zhang i
sar., 2006; Miljevic i sar., 2010; Padurariu i sar., 2010). SniZena aktivnost GPx izmerena
je najcesce u eritrocitima (Altuntas i sar., 2000; Ranjekar i sar., 2003; Li i sar., 2006;
Dadheech i sar., 2008), ali i plazmi (Zhang i sar., 2006), serumu (Al-Asmari i sar., 2014;
Bai i sar., 2018) i trombocitima obolelih (Dietrich-Muszalska i sar., 2014). Ipak, pojedine
studije nisu pronasle razlike u aktivnosti periferne GPx (Mukerjee i sar., 1996; Yao i sar,
1999; Srivastava i sar 2001; Raffa i sar., 2009; Raffa i sar., 2012; Xin i sar., 2016), dok je u
populaciji obolelih u istrazivanju koje su sproveli Raffa i sar. zapazen porast aktivnosti
GPx u eritrocitima (Raffa i sar., 2011). Takode, Herken i sar. (2001) navode znacajno
povisenu aktivnost eritrocitne GPx kod obolelih od dezorganizovane i rezidualne forme
shizofrenije, ali ne i kod paranoidnog oblika. Zanimljivo, viSe aktivnosti GPx prisutne su
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kod zdrave brace i sestara obolelih od shizofrenije u odnosu na opstu populaciju zdravih
(Ben Othmen i sar., 2008), $to autori tumace kao protektivnhi mehanizam. Dakle,
suprotstavljeni rezultati pojedinih istrazivanja mogu se delom objasniti razlikama u
formama bolesti, ali pri tumacenju rezultata treba uzeti u obzir druge pridruZene faktore
(npr. pusenje), kao i analiticke razlike, npr. upotrebu razli¢itih uzorka i razli¢ite metode
merenja enzimske aktivnosti. Uticaj antipsihotika je ispitivan u nekoliko studija ciji
rezultati takode nisu jednoobrazni. Bai i sar. (2018) pronasli su da hroni¢na terapija
povecava aktivnost GPx. Sli¢no, cetvoronedeljna terapija atipicnim antipsihoticima
dovela je do povecanja aktivnosti GPx kod obolelih Zena (Tsai i sar., 2013). Medutim,
rezultati vecine ostalih studija sugeriSu suprotno. Podaci ukazuju na sniZavanje
aktivnosti GPx tokom terapije haloperidolom (Yao i sar., 1998; Boskovi¢ i sar, 2013) i
drugim tipi¢nim ili atipicnim antipsihoticima (Ruiz-Litago i sar., 2012). Dugotrajna
terapija tipicnim ili atipicnim antipsihoticima nije pokazala znacajnu razliku u efektu
ove dve grupe lekova na aktivnost periferne GPx (Zhang i sar., 2006).

Periferna aktivnost glutation reduktaze, enzima odgovornog za reakciju
redukcije glutationa, rede je ispitivana kod obolelih od shizofrenije, a rezultati
dosadasnjih studija su neusagladeni. Pokazana je sniZzena (Langbein i sar., 2018),
povisena (Al-Asmari i sar., 2014) i nepromenjena aktivnost GR u krvi obolelih (Miljevic
i sar., 2010; Xin i sar., 2016). Rezultati jedne grupe autora ukazuju na snizenu vrednost
GR u trombocitima obolelih, dok eritrocitni enzim nije pokazao razliku u aktivnosti kod
obolelih u odnosu na zdrave (Savushkina i sar., 2018). Prema Langbein i sar. (2018),
aktivnost GR u plazmi je u negativnoj korelaciji sa negativnim simptomima shizofrenije.

Osnovno pitanje koje se postavlja pri tumacenju perifernih promene u
metabolizmu glutationu i aktivnosti enzima jeste jesu li te promene povezane sa
patogeneteskim procesima u CNS-u obolelih. U slucaju antioksidativnih enzima
povezanih sa metabolizmom glutationa, nekoliko studija se bavilo ispitavanjem njihove
periferne aktivnosti i veze sa morfoloskim i neurofizioloskim poremecajima u
shizofreniji. U prvim studijama tog tipa zapazeno je da aktivnost GPx u trombocitima
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negativno korelira sa atrofijom mozga na kompjuterizovanoj tomografiji kod pacijenata
sa hroni¢nom shizofrenijom (Buckman i sar., 1987), narocito u slucaju dijagnoze
neparanoidnih formi bolesti, veceg stepena hroniciteta i predominacije negativnih
simptoma (Buckman i sar., 1990). Medutim, nedavno je pokazano da su viSe vrednosti
GPx u krvi povezane sa manjim volumenom hipokampusa kod pacijenata u ranoj
psihozi (Baumann i sar.,, 2016). U istoj studiji, sadrzaj glutationa nije korelirao sa
strukturama forniksa i hipokampusa obolelih. Takode, uoceno je da je smanjena
aktivnost GR u plazmi povezana sa redukcijom sive mase u levom orbitofrontalnom
korteksu (BA 47) kod pacijenata u prvoj epizodi shizofrenije pre primene terapije
(Langbein i sar., 2018).

Kod obolelih od shizofrenije uoceno je smanjenje koli¢ine glutationa u
cerebrospinalnoj tec¢nosti (Do i sar., 2000). U studiji Do i sar. pokazano je sniZenje
sadrzaja glutationa u likvora za 27% kod pacijenata pre primene terapije u odnosu na
zdravu kontrolu, $to sugeriSe da deficit glutationa moze biti u osnovi samog oboljenja, a
ne posledica terapije antipsihoticima. Zanimljivo, kod pacijenata na hroni¢noj terapiji
olanzapinom nije zapazena razlika u nivoima glutationa u plazmi niti u cerebrospinalnoj
te¢nosti (Samuelsson i sar., 2013), $to ostavlja moguc¢nost da terapija dovodi do reverzije
promena koje postoje na pocetku bolesti.

Iako su studije u kojima je odredivan sadrzaj glutationa i enzimskih aktivnosti
GPx i GR u mozgu obolelih od shizofrenije koriste¢i post mortem materijal malobrojne,
dobijeni su znacajni rezultati. Smanjenje koli¢ine ukupnog glutationa i odnosa
GSH:GSSG pokazano je u post mortem uzorcima prefrontalnog korteksa (Gawryluk i
sar., 2011) i nucleus caudatus-a (Yao i sar., 2006). U prefrontalnom korteksu obolelih
uocena je istovremeno niza aktivnosti GPx, dok je GR aktivnost bila nepromenjena
(Gawryluk i sar., 2011). Yao i sar. (2006) pokazali su smanjenu aktivnost GPx i GR u
kaudatusu obolelih. Nize vrednosti oksidovanog glutationa i smanjene GR aktivnosti
korelirale su sa godinama starosti pacijenata. Takode, autori su uocili postojanje
pozitivne korelacije izmedu nivoa GSH i GPx, GSH i GR, kao i GPx i GR kod kontrolnih
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ispitanika bez psihijatrijskih oboljenja, dok ta korelacija nije postojala kod obolelih. Ova
korelacija ukazuje na prisustvo dinamicke ravnoteze kojom se kontrolise redoks status u
normalnim okolnostima, koja se kod obolelih gubi, posebno kako bolest duze traje.
Glavni nedostatak ovakvih istrazivanja je $to se uo¢ene promene ne mogu jasno odvojiti
od promena koje nastaju pod uticajem dugotrajne terapije antipsihoticima.

Poslednjih godina razvojem novih tehnologija omogucen je drugaciji prisup
odredivanju glutationa u mozgu. Metodom protonske magnetno rezonantne
spektroskopije ("H-MRS) moze se izvrsiti in vivo kvantifikacija glutationa (Wijtenburg i
sar., 2015). Direktnim merenjem glutationa u mozgu obolelih nac¢injen je vazan korak
unapred, ali je iz dosadasnjih rezultata ovih ispitivanja te$ko izvu¢i jednoznacan
zakljucak s obzirom na to da se studije medusobno razlikuju po mozdanoj regiji koja je
ispitivana kod pacijenata, trajanju bolesti i terapijskom statusu, kao i ja¢ini magnetnog
polja i tehnikama prikupljanja signala pri 'H-MRS (Rae i Williams, 2017). Medu prvim
studijama ovog tipa bila je pomenuta studija Do i sar. (2000) sa nalazima sniZenih nivoa
glutationa u medijalnom prefrontalnom korteksu obolelih u odnosu na zdrave.
Medutim, povecanje nivoa glutationa uoceno je u medijalnom temporalnom lobusu
obolelih u prvoj epizodi bolesti (Wood i sar., 2009). Iako Matsuzawa i sar. (2008) nisu
nasli razlike u sadrzaju glutationa u posteriornom medijalnom frontalnom korteksu
obolelih, pokazana je znacajna negativna korelacija izmedu nivoa glutationa i tezine
negativnih simptoma, $to ukazuje na potencijalnu ulogu koju glutation u ovom
podrucju frontalnog korteksa ima u razvoju negativne simptomatologije shizofenije.
Uprkos oprecnim rezultatima in vivo studija, nedavna meta-analiza donela je zaklju¢ak
da postoji malo ali znacajno smanjenje koli¢ine glutationa u prednjem cingularnom
korteksu kod obolelih u odnosu na zdravu kontrolu (Das i sar., 2018). Kao i kod
rezultata post mortem ispitivanja, ostaje nerazjasnjeno da li su takve promene posledica
samih patofizioloskih procesa bolesti ili pridruzene terapije antipsihoticima.

Dodatni dokazi o promenjenom metabolizmu glutationa u shizofreniji proistekli
su iz studija u kojima je utvrdena povezanost y-glutamilcistein ligaze i shizofrenije.
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Najpre, Tosic i sar. (2006) utvrdili su nize nivoe iRNK za modulatornu subjedinicu
pomenutog enzima (GCLM) u fibroblastima obolelih u odnosu na zdravu kontrolu. Isti
autori zapazili su i znacajnu genetsku povezanost shizofrenije i dva polimorfizma
pojedinacnog nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) rs2301022 u
intronu 1 i rs3170633 na 3’ kraju gena za GCLM u dve geografski odvojene evropske
populacije obolelih (Tosic i sar., 2006). Medutim, pomenuti polimorfizmi nisu pokazali
znacajnu povezanost sa shizofrenijom u populaciji obolelih iz Japana (Hanzawa i sar.,
2011) i Kine (Che i sar., 2009). Ipak, nalazi jedne od ovih studija potvrdili su smanjenje
ekspesije gena za GCLM kod obolelih na terapiji klozapinom u odnosu na kontrolu
(Che i sar,. 2009). Paralelno sa genetskom povezano$¢u modulatorne subjedinice GCL
sa shizofrenijom, pojavili su se dokazi o znacaju polimorfizama GAG trinukleotidnog
ponovka u genu koji kodira kataliticku subjedinicu enzima (GCLC) (Gysin i sar., 2007).
Naime, na 5’ kraju ovog gena nalazi se 7, 8 ili 9 GAG ponovaka i pojedini genotipovi
(778, 8/8, 8/9 i 9/9), oznaceni kao ,visokorizi¢ni®, bili su znacajno ces¢i u populaciji
obolelih. Dodatno, kod nosioca ovih genotipova utvrdeni su znacajno nizi nivoi GCLC
proteina, niza GCL aktivnost, kao i smanjena koli¢ina glutationa u fibroblastima (Gysin
i sar.,, 2007) i naruSen tiolni redoks status u plazmi (Gysin i sar., 2011). Takode,
analizom proteoma Celijske kulture fibroblasta osoba sa ,,visokorizicnim® genotipovima
pokazano je da kada se ove C(celije izloze oksidativnom stresu primenom tert-
butilhidrohinona dolazi do izrazenih promena u ekspresiji niza proteina ukljucenih u
energetski metabolizam, antioksidativnu zastitu, organizaciju citoskeleta i regulaciju
genske ekspresije (Gysin i sar., 2009). Nedavna studija Xin i sar. (2016) pokazala je
postojanje povezanosti ,visokorizi¢nih® genotipova za GCLC gen sa sniZenom
koli¢inom glutationa u prefrontalnom korteksu izmerenom metodom 'H-MRS.

Premda se dosadasnja istrazavanja potencijalne uloge glutationa u
etiopatogenetskim procesima u shizofreniji zasnivaju na razli¢itim metodoloskim
pristupima, moze se izvesti zajednicki zakljucak - kod obolelih od shizofrenije, makar u
jednoj subpopulaciji obolelih, postoji naru$ena homeostaza glutationa $to dovodi do
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redoks disregulacije i predstavlja jedan od faktora vulnerabilnosti za shizofreniju.
Postavlja se pitanje na koji nacin se moze napraviti veza izmedu glutationa i drugih

hipoteza o etiopatogenezi shizofrenije

Drugi deo rezultata nade studije odnosi se na potencijalnu ulogu nitrozativnog
stresa u patogenezi shizofrenije i znacaju azot-monoksida u ovom oboljenju. Rezultati
ukazuju da nakon perinatalne primene fenciklidina u mozgu eksperimentalnih Zivotinja
dolazi do dugoro¢nog smanjenje nitrita i nitrata kao produkata metabolizma azot-
monoksida. Primena antipsihotika nije pokazala uticaj na ovaj efekat fenciklidina, sa
izuzetkom efekta haloperidola u hipokampusu gde su zapazene neznatno vise vrednosti
nitrata i nitrita koje su, medutim, bile niZe u odnosu na kontrolne vrednosti. Sa druge
strane, fenciklidin nije pokazao uticaj na ekspresiju nijednog izoenzima azot-monoksid
sintaze sto ukazuje na to da je ukoliko postoji smanjena sinteza azot-monoksida ona
posredovana drugim mehanizmima, a ne preko regulacije koli¢ine enzima. Dodatno,
rezutati pokazuju da je haloperidol uzrokovao smanjenje ekspresije neuronalne azot-
monoksid sintaze.

U studijama koje su kod obolelih od shizofrenije pratile koncentraciju azot-
monoksida ili metabolita NO u krvi pacijenata mogu se nadi razli¢iti podaci. Naime,
postoje suprotstavljeni rezultati o povecanju (Taneli i sar., 2004; Yilmaz i sar., 2007), kao
i snizenju (Srivastava i sar., 2001; Nakano i sar., 2010) koncentracije NO, odnosno
nitrita i nitrata u plazmi pacijenata. U meta analizi Maia-de-Oliveira i sar. (2012) nije
uocena razlika u sadrzaju nitrita u plazmi obolelih u odnosu na zdrave ispitanike, ali je
pokazano da terapija antipsihoticima dovodi do povecanja nivoa NO. Sa druge strane, u
studiji Ramirez i sar. (2004) zapaZeno je smanjenje koncentracije NO u cerebrospinalnoj
tecnosti obolelih, $to bi ukazivalo na smanjenu produkciju NO u mozgu pacijenata.
Ovaj nalaz jeste u saglasnosti sa nasim rezultatima koji takode sugerisu smanjenje NO

kao dugotrajnu posledicu perinatalnog tretmana PCP-om.
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Nalazi na post mortem uzorcima pruzaju dodatne dokaze o promenjenoj
produkciji NO u odredenim regionima mozga kog obolelih (Yao i sar., 2004), iako ni
ovde rezultati usaglaseni. Rezultati pojedinih autora ukazuju na povecanu ekspresiju
nNOS u prefrontalnom korteksu (Baba i sar., 2004), ali postoje i oprecni rezultati (Xing i
sar., 2002). Takode, uoceno je smanjenje i morfoloske promene NOS-pozitivnih
interneurona u strijatumu obolelih (Lauer i sar., 2005; Fritzen i sar., 2007). Sa druge
strane, u cerebelumu je pokazano povecanje broja Purkinjeovim celijama koje
eksprimiraju NOS (Bernstein i sar., 2001). Uzevsi u obzir nalaze ovih studija i ulogu
koju NO igra kao sekundarni glasnik pri aktivaciji NMDA receptora, ali i pri
neurotransmisiji posredovanoj drugim transmiterima, kao i drugim ulogama u CNS-u,
poput formiranju sinapsi (Cooke i sar., 2013), regulaciji protoka krvi i dr. (Virarkar i
sar., 2013), moze se zakljuciti da je makar za jedan deo patogenetskih procesa u
shizofeniji odgovoran i naru$en metabolizam NO. Tome u prilog govore i povoljni
efekti na redukciju simptoma shizofrenije koje u pretklinickim i klinickim fazama
ispitivanja ispoljavaju molekuli koji uti¢u na metabolizam NO (Pitsikas, 2015; Pitsikas,
2016).

U nasoj studiji, dugotrajna oralna primena haloperidola uticala je na smanjenje
ekspresije nNOS, za razliku od risperidona koji ovaj efekat nije uzrokovao. Ovaj rezultat
je slican nekim ranijim istrazivanjima drugih autora (Nel i Harvey, 2003) koji ovakav
efekat haloperidola posebno u strijatumu povezuju sa tardivhom diskinezijom kao
nezeljenim dejstvom primene tipi¢nih antipsihotika. Sli¢no, studija Zhang i sar. (2012)
ukazuje na smanjenje ekspresije nNOS u hipotalamusu i povezanosti ovog efekta sa

seksualnom disfunkcijom koju terapija antipsihoticima izaziva.

Rezultati nase studije ukazuju da perinatalna primena fenciklidina dovodi do
dugoroc¢nog efekta povecanja ekspresije NADPH oksidaze u prefrontalnom korteksu i
hipokampusu. Porast koli¢ine membranskih subjedinica gp91rhex i p22°hx kao i
citosolne subjedinice p67°™%, sugeriSu povecano stvaranje superoksidnog anjona u
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mozgu u uslovima rane izlozenosti NMDA antagoniste fenciklidina i potvrduju
pretpostvaku o znacaju redoks disregulacije u etiopatogenezi shizofrenije. Oba
ispitivana antipsihotika efekat su ispoljila na ekspresiju membranskih komponenti NOX
familije. Naime, nakon primene haloperidola i risperidona izostaje povecanje ekspresije
NOX2 izoenzima, pri ¢emu haloperidol svoje dejstvo ostvaruje samo u korteksu, za
razliku od risperidona koji je efekat pokazao u obe ispitivane strukture. Dodatno,
upotreba oba antipsihotika dovela je do reverzije povecane ekspresije p22/*** nakon
primene fenciklidina u hipokampusu.

Prvi dokazi o povezanosti NADPH oksidaze i shizofrenije poticu iz istrazivanja
na ketaminskom modelu shizofrenije i studije Behrens i sar. (2007) kojom je pokazano
da ketamin dovodi do povecane ekspresije, kao i aktivnosti NADPH oksidaze in vitro na
kulturi neurona, kao i in vivo u mozgu eksperimentalnih miseva i posledi¢no povecava
produkciju superoksidnog anjona sto direktno uzrokuje smanjenje ekspresije GAD67
odgovornog za sintezu GABA u subpopulaciji parvalbumin-pozitivnih GABAergickih
interneurona, ¢ija se disfunkcija smatra odgovornom za neurokognitivne defekte koji se
vidaju u shizofreniji. Istovremeno, primenom inhibitora NOX apocinina ili SOD-
mimetika ovaj efekat ketamina na PV-pozitivne interneurone izostaje. Dodatno, ista
grupa autora pokazala je da svoje dejstvo na NOX2 ketamin ostvaruje prvenstveno
posredstvom IL-6 (Behrens i sar., 2008). Opisani efekti ketamina kod adultnih Zivotinja
su reverzibilni (Behrens i sar., 2009). Sa druge strane, perinatalna primena NMDA
antagonista dovodi do ireverzibilnog gubitka PV-pozitivnih interneurona i dugoro¢nih
neurohemijskih i bihejvioralnih promena, koje su dokumentovane od strane vise autora,
medu ostalima i nase istrazivacke grupe, $to je u skladu sa neurorazvojnom hipotezom o
shizofreniji (Stefani i Moghaddam, 2005; Wang i sar., 2008; Radonji¢ i sar., 2013).
Behrens i Sejnowski (2009) sugerisu da repetitivna aktivacija IL-6/NOX2 puta i
produkcija superoksidnog anjona uslovljena primenom NDMA antagonista tokom
perinatalnog perioda u kome dolazi do maturacije PV-interneuronskih mreza vodi ka
trajnoj disfunkciji inhibitornih krugova u mozgu i kognitivnih defekata karakteristi¢nih
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za shizofreniju. Nasi rezultati, dodatno, govore u prilog tome da i sama disfunkcija NOX
enzima perzistira tokom adultnog perioda nakon perinatalne primene fenciklidina i
moze biti odgovorna za dugotrajnu redoks disregulaciju u mozgu.

Uloga NOX enzima za normalnu strukturu i funkciju PV-pozitivnih
interneurona u prefrontalnom korteksu pokazana je i u drugim modelima shizofrenije.
U studiji Yuan i sar. (2015) pokazano je da intermitentna hipoksija dovodi do povecanja
ekspresije gp91°™* (NOX2) §to je praceno gubitkom PV-pozitivnih interneurona kao i
odgovarajucih bihejvioralnih promena, dok je taj efekat izostao kod knock-out miseva
za nox2 ili primenom apocinina kao inhibitora ovog enzima. Dodatno, povecana
ekspresija NOX2 u korteksu ocekivano je bila pradena povecanjem markera
oksidativnog ostecenja lipida, poput HNE, i molekula DNK (Yuan i sar., 2015). U
modelu na knock-out miSevima za shn2 gen koji kodira vezujuci protein za nuklearni
faktor-xB, pokazane su bihejvioralne abnormalnosti karakteristicne za shizofeniju i
smanjenje parvalbumina u interneuronima u korteksu, kao i povecanje p22Phox
subjedinice NOX familije (Takao i sar., 2015). S obzirom na ulogu koja membranska
subjedinica p22°h°* ima i u funkciji ostalih izoenzima NOX, izuzev NOX2, a u skladu i sa
nalazima naSe studije o promenjenoj ekspresiji ovog enzima u korteksu kao i
hipokampusu, pretpostavka je da i drugi ¢lanovi NOX familije imaju znacaja u
etiopatogenezi  shizofrenije, verovatno kroz preciznu regulaciju produkcije
superoksidnih anjona i sledstvene redoks signalizacije u razli¢itim delovima CNS-a, kao
i pomocu drugih za sada nedovoljno jasnih mehanizama. Posebno je znacajno da je u
na$oj studiji pokazan efekat antipsihotika na normalizaciju poveéane ekspresije p22r*** u
hipokampusu, efekat koji se ne moze povezati sa kognitivnim defektom u shizofreniji s
obzirom na cinjenicu da ovi lekovi ne pokazuju znacajno farmakolosko dejstvo na
kognitivne simptome. Rezultati naseg istraZivanja sugeriSu da bi povecana ekspresija
p22Phx u hipokampusu mogla biti povezana sa pozitivnim simptomima u shizofreniji,
iako postoji moguénost da efekat antipsihotika na p22p"™* nije povezan sa njihovim
farmakoloskim dejstvom na nivou dopaminskih receptora. Naime, pokazano je da
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haloperidol ima sposobnost da inhibira voltaZzno-zavisne protonske kanale u
mikroglijalnim ¢elijama ¢ija aktivnost je neophodna u generisanju superoksidnog
anjona posredstvom NOX, kao i u produkciji proinflamatornih citokina, $to delom
mozZe objasniti antioksidativni, a moguce i antiinflamatorni efekat, koji haloperidol
pokazuje na nivou NOX enzima (Shin i Song, 2014), §to potvrduje i nade istraZivanje. U
grupi atipi¢nih antipsihotika, postoje dokazi u literaturi o efektu aripiprazola na
smanjenje produkcije superoksidnog anjona posredstvom NOX2 u mikrogliji,
mehanizmom koji uklju¢uje inhibiciju translokaciju citosolne subjedinice p47/* u
aktivni membranski kompleks enzima NOX (Kato i sar., 2011). Sli¢an efekat zapazen je i
u slucaju aktivnih metabolita klozapina, klozapin-N-oksida i N-desmetilklozapina, koji
inhbiraju¢i NOX-posredovano stvaranje ROS deluju neuroprotektivno (Jiang i sar.,
2016). U nasoj studiji, risperidon nije pokazao efekat na ispitivane citosolne subjedinice
koje su ostale nepromenje, odnosno u sluc¢aju p47°"* na kontrolnim nivoima, dok je
aktivi$u¢a subjedinica p67°™* bila povecano eksprimirana u obe mozdane strukure
nakon primene fenciklidina, kao i nakon upotrebe leka. Sa druge strane, risperidon je
doveo do smanjena ekspresije membranskih subjedinica NOX familije. Slican rezultat je

zapazen i nakon primene ketamina (Ben-Azu i sar., 2018a)
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ovog istrazivanja, a na osnovu dobijenih

rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1.

Perinatalna primena fenciklidina pracena je dugoro¢nim povecanjem lipidne
peroksidacije u hipokampusu. Dugotrajna oralna primena haloperidola i
risperidona ne uti¢e na oksidativno o$tecenje lipida u korteksu i hipokampusu

bez obzira na perinatalni tretman.

Perinatalna primena fenciklidina dovodi do dugorocnog smanjenja aktivnosti
superoksid dizmutaze u korteksu i hipokampusu. Dugotrajna oralna primena
haloperidola i risperidona dovodi do smanjenja aktivnosti superoksid dizmutaze
u korteksu, a u slucaju risperidona i u hipokampusu bez obzira na perinatalni
tretman. Smanjenje aktivnosti superoksid dizmutaze koje nastaje kao posledica
perinatalnog tretmana PCP-om se ne zapaza u hipokampusu nakon primene

haloperidola.

Efekti perinatalne primene fenciklidina i dugotrajne oralne primene
antipsihotika na ekspresiju citosolnog izoenzima superoksid dizmutaze
odgovaraju prethodno opisanim efektima na aktivnost ovog enzima. Na
ekspresiju mitohondrijalnog izoenzima superoksid dizmutaze uticaj je imala
samo dugotrajna oralna primena haloperidola koja je u obe ispitivane strukture

dovela do smanjenja ekspresije.

Dugotrajna oralna upotreba oba antipsihotika dovodi do reverzije smanjenja
ukupnog sadrzaja glutationa koje nastaje nakon perinatalnog tretmana PCP-om.

Smanjen odnos redukovane i oksidovane forme koji nastaje kao posledica
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10.

perinatalne primene fenciklidina se odrzava nakon upotrebe haloperidola, dok

risperidon uzrokuje normalizaciju ovog odnosa u hipokampusu.

Perinatalna primena fenciklidina dovodi do smanjenja aktivnosti glutation
reduktaze u korteksu i hipokampusu. Sama primena oba antipsihotika ne utice
na aktivnost ovog enzima u ispitivanim strukturama mozga. Primena
risperidona dovodi do reverzije smanjenja aktivnosti glutation reduktaze

uzrokovanog perinatalnom primenom PCP-a.

Perinatalna primena fenciklidina i oba antipsihotika ne utice na aktivnost
glutation peroksidaze u korteksu. U hipokampusu perinatalna primena PCP-a
dovodi do smanjenja aktivnosti ovog enzima, a haloperidol i risperidon dovode

do reverzije zapazenih promena.

Dugotrajna oralna upotreba oba antipsihotika dovodi do normalizacije
smanjenja aktivnosti y-glutamilcistein ligaze koje nastaje nakon perinatalnog

tretmana fenciklidinom.

Perinatalna primena fenciklidina dovodi do smanjenja koncentracije metabolita
azot-monoksida u obe ispitivane strukture mozga, a dugotrajna oralna primena

haloperidola i risperidona ne utice na ovaj parametar.

Perinatalna primena fenciklidina i dugotrajna primena risperidona ne uticu na
ekspresiju ni jednog ispitivanog izoenzima NOS. Dugotrajna oralna primena
haloperidola dovodi do smanjenja ekspresije NOS1 u obe ispitivane strukture

mozga bez obzira na perinatalni tretman.

Perinatalna primena fenciklidina i dugotrajna primena risperidona ne uti¢u na

aktivnost ispitivanih enzima respiratornog lanca u mozgu pacova. Dugotrajna
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11.

12.

13.

14.

15.

oralna primena haloperidola dovodi do smanjenja aktivnosti citohrom c

oksidaze u korteksu, bez obzira na perinatalni tretman.

Perinatalna primena fenciklidina dovodi do dugorocnog povecanja ekspresije
membranske subjedinice p22P"* NADPH oksidaze u obe ispitivane strukture
mozga. Dugotrajna oralna primena oba antipsihotika je pracena povecanjem
ekspresije ove subjedinice u korteksu, bez obzira na perinatalni tretman, dok u
hipokampusu i haloperidol i risperidon dovode do normalizacije ekspresije

p22Ph* u pacova perinatalno tretiranih PCP-om.

Perinatalna primena fenciklidina dovodi do dugoro¢nog povecanja ekspresije
membranske subjedinice gp91*** NADPH oksidaze u obe ispitivane strukture
mozga pacova. Primena haloperidola normalizuje ekspresiju gp91°*** u korteksu,

a risperidona i u korteksu i u hipokampusu.

Dugotrajna oralna primena haloperidola i risperidona ne utice na ekspresiju
citosolne aktiviSuce subjedinice p67°"* NADPH oksidaze. Povecana ekspresija
p67°° koja se zapaza u korteksu i hipokampusu kao dugoro¢na posledica

perinatalne primene fenciklidina ostaje i nakon primene antipsihotika.

Perinatlni tretman fenciklidina i dugotrajna oralna primena haloperidola i
risperidona ne uti¢u na ekspresiju citosolne organizatorske subjedinice p47°ho

NADPH oksidaze u korteksu i hipokampusu.

Povecanje ekspresije membranskih i citosolnih subjedinica NADPH oksidaze uz
normalnu aktivnost ispitivanih enzima respiratornog lanca ukazuje da ovaj
enzim moze biti glavni izvor povetanog stvaranja slobodnih radikala i

potencijalna meta za razvoj novih terapijskih strategija u lecenju shizofrenije.
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16. Sama dugotrajna oralna primena haloperidola i risperidona ne izaziva
oksidativni stres u mozgu pacova, a nakon perinatalnog tretmana PCP-om
pokazuje i odredene antioksidativne efekte. Oba ispitivana leka imaju slicno
dejstvo, izuzev uticaja na neuronalnu azot-monoksid sintazu, mitohondrijalnu
superoksid dizmutazu i citohrom c oksidazu $to moZze biti uzrok razli¢itog

profila nezeljenih dejstava ovih lekova.
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PRILOG I

Spisak skracenica

5-HT
ABC
AMPA
ANOVA
AP-1
ATP
BH2
BH4
BHT
CAT
CCS
cGMP
CNS
COX
DAB
DAO
DAOA
DCIP
DNK
DSM-V
DTNB
DTNBP1
EDRF
EDTA
FAD
FMN
GABA
GAD67

5-hidroksitriptamin

engl. avidin-bioitin complex
a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropanska kiselina

analiza varijanse

engl. activator protein 1

adenozin-trifosfat

dihidrobiopterin

tetrahidrobiopterin

butilovani hidroksitoluen

katalaza

engl. copper chaperone for SOD

cikli¢ni guanozin-monofosfat

centralni nervni sistem

citohrom c oksidaza

3,3’-diaminobenzidinom

oksidaza D-aminokiselina; engl. D-amino acid oxidase

aktivator oksidaze D-aminokiselina; engl. D-amino acid oxidase activator
2,6-dihidroindofenol

dezoksiribonukleinska kiselina

Dijagnosticki i statisti¢ki priru¢nik za mentalne poremecaje peto izdanje
5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoeva kiselina)

engl. dystobrevin binding protein 1

endotelni faktor relaksacije; engl. endothelium-derived relaxing factor
etilendiaminotetrasiréetna kiselina

flavin adenin dinukleotid

flavin mononukleotid

y-aminobuterna kiselina

glutamat dekarboksilaza 67kDa; engl. glutamic acid decarboxylase
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GCL
GCLC
GCLM
GLYT1
GPx
GR
GSH
GSSG
GWAS
Hal
HNE
HRP
ip.
Kon
LSD
MDA
MKB-10
MRP1
NADP
NADPH
NF-«xB
NMDA
NOS
NOX
Nrfl
NRG1
PCP
PIC

PN
PSD-95
PV
RGS4
RIPA

y-glutamilcistein ligaza

kataliticka subjedinica y-glutamilcistein ligaze
modulatorna subjedinica y-glutamilcistein ligaza
engl. glycine type-1 transporter

glutation peroksidaza

glutation reduktaza

redukovani glutation

oksidovani glutation; glutation-disulfid

engl. genome-wide association studies
haloperidol

4-hidroksi-2-trans-nonenal

engl. horseradish peroxidase

intraperitonealno

kontrola

dietilamid lizerginske kiseline; engl. lysergic acid diethylamide
malondialdehid

Medunarodne klasifikacije bolesti 10. revizija
engl. multi-drug resistance-associated protein 1
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
N-metil-D-aspartat

azot-monoksid sintaza

NADPH oksidaza

engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2
neuregulinl

fenciklidin, engl. phencyclidine

engl. protease inhibitor cocktail

postnatalni

engl. postsynaptic density protein-95
parvalbumin

engl. regulator of G-protein signaling 4

engl. radioimmunoprecipitation assay
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Ris
RNS
ROS
SDS
SE
sGC
SNAP-25
SOD
t.m.
TBA
TEP
tGSH
TNB

risperidon

reaktivne azotne vrste; engl. reactive nitrogen species
reaktivne kiseoni¢ne vrste; engl. reactive oxygen species
natrijum-dodecilsulfat; engl. sodium dodecyl sulfate
standardna greska aritmeticke sredine

solubilna guanilat ciklaza

engl. synaptosomal nerve-associated protein 25
superoksid dizmutaza

telesna masa

tiobarbiturna kiselina

1,1,3,3-tetraetoksipropan

ukupni glutation

5-tio-2-nitrobenzoeva kiselina
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Bpoj nHgekca NN-01/11

WUzjaBrsyjem
[a je NOKTOpCKa gucepTauuja noj HacnoBoM

Ecbektn ayrotpajHe NpUMeHe aHTUMNCUXOTUKA Ha PedoKe perynaunjy

Y aHUManHoM Mogeny cxusodpeHuje

®  pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPAKNBAYKOT PaAa;

* [a avcepTauuja y UenuHW HU Y Aenosuma Huje Buna npeanoxeHa 3a cTuLame
Apyre avnnome npema CTYAMICKAM NPOrpaMumMa APYrUX BUCOKOLLKOMCKUAX
YCTaHOBa;

® [acy pe3yntati KOPeKTHO HaBEeASHM U
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Apyrux nuua.
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perynauuje y aHUManHom Moaeny cxmsompeHuje

MeHTop npod. agp Hartawa MeTpoHujesuh
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