UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Nikola R. Tatalovi¢

REDOKS-POSREDOVANI MEHANIZMI
FARMAKOLOSKIH EFEKATA IBOGAINA NA ZENKE
PACOVA

doktorska disertacija

Beograd, 2024






UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Nikola R. Tatalovic

REDOX-MEDIATED MECHANISMS OF IBOGAINE
PHARMACOLOGICAL EFECTS ON FEMALE RATS

doctoral dissertation

Belgrade, 2024






Podaci o mentorima i clanovima komisije

Mentor: dr Dusko Blagojevi¢, naucni savetnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska
istrazZivanja ,Sinisa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju

Komentor: dr SiniSa Durasevi¢, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet

Clanovi komisije:
1. dr Tanja Jevdovi¢, docent, Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet

2. dr Zorana OreSc¢anin DusSi¢, nauc¢ni savetnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska
istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju

3. dr Teodora Vidonja Uzelac, nauc¢ni saradnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska
istrazivanja ,Sinisa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju

Datum odbrane



ZAHVALNICA

Ova disertacija je uradena na Univerzitetu u Beogradu, Institutu za biolo$ka istraZivanja

,Sinisa Stankovic¢” - Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju.

Veliku zahvalnost dugujem mentoru dr Dusku Blagojevicu koji je osmislio temu i
rukovodio izradom i pisanjem ove doktorske disertacije.

Takode se zahvaljujem komentoru prof. Sinisi Puraseviéu i ¢lanicama komisije doc.
Tanji Jevdovié, dr Zorani Ores¢anin Dusi¢ i dr Teodori Vidonji Uzelac na konstruktivnim
savetima tokom pisanja i pomo¢i da doktorska disertacija dobije ovaj oblik.

Zahvaljujem se neposrednim saradnicima iz Odeljenja za fiziologiju Instituta za bioloska
istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢“ koji su ucestvovali u izradi ove disertacije: prof. Mihajlu Spasicu,
dr Aleksandri Nikoli¢ Kokié, dr Ani Mijuskovié, Tanji Grahovac, kao i ve¢ pomenutim dr
Zorani Oresc¢anin Dusi¢ i dr Teodori Vidonji Uzelac.

Zahvaljujem se i ostalim saradnicima koji su pomogli u izradi ili pisanju ove disertacije:
prof. Milici Mijovié, Institut za patologiju, Medicinski fakultet, Univerzitet u Pristini sa
privremenim sedistem u Kosovskoj Mitrovici; prof. Mari Bresjanec, Institut za patolosko
fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani; prof. Gordani KoZelj, Institut za sodno
medicino, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani; prof. Slobodanu Milovanoviéu i prof.
Dragani Drakul, Katedra za farmakologiju, Medicinski fakultet Foca, Univerzitt u Istocnom
Sarajevu; dr Jeleni Nestorov i dr Durdici Ignjatovié, Odeljenje za biohemiju, Institut za bioloska
istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢“; dr Ivani GusSevac Stojanovié, Laboratorija za molekularnu
biologiju i endokrinologiju, Institut za nuklearne nauke Vinca, Univerzitet u Beogradu; dr Ireni
Hribsek, Odeljenje za genetiku populacija i ekogenotoksikologiju, Institut za bioloska istraZivanja
,Sinisa Stankovi¢“; dr Mileni Dimitrijevié, Odsek za nauke o Zivim sistemima, Institut za
multidisciplinarna istraZivanja, Univerzitet u Beorgadu; dr Marku Mitrovi¢u, Katedra za
radiologiju i radijacionu higijenu, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu; i dr
Marini Ninkov, Department of Microbiology and Immunology, University of Western Ontario.

Takode se zahvaljujem na pomo¢i koleginicama i kolegama iz Odeljenja za citologiju

L

Instituta za bioloska istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢®, pre svih dr Marku Mileru i dr Ivani Jarié.

Najvecu zahvalnost dugujem porodici.



Redoks-posredovani mehanizmi farmakoloskih efekata ibogaina na
Zenke pacova

Rezime

Ibogain je indolni alkaloid izolovan iz korena iboge (Tabernanthe iboga Baill.) koji se u
alternativnoj medicini koristi kao antiadiktivni agens cija je upotreba povezana sa rizicima koji
ukljucuju aritmije sa smrtnim ishodom. Pored neposrednih farmakoloSkih efekata koji se
ostvaruju interakcijom sa viSe tipova receptora, ibogain jo$ uvek nepoznatim mehanizmom
dovodi do praznjenja ATP rezervi, povecanja stope energetskog metabolizma i stvaranja ROS,
kao i do povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima. Cilj ove disertacije je bio da
kombinacijom in vivo (per os) tretmana i ex vivo eksperimenata na izolovanim organima utvrdi
vrstu i mehanizme fizioloske reaktivnosti ibogaina, i eventualne ROS posredovane efekte. Posto
su bioloSka dostupnost ibogaina i efekti na nivou CNS ve¢i kod Zenki nego kod muzjaka,
eksperimenti u ovoj disertaciji su izvedeni na Zenkama. Pokazano je da per os tretman ima
umeren glikogenoliticki efekat u jetri. Promene u redoks ravnoteZi su izrazito tkivno specificne
bez jasne dozne (1 ili 20 mg/kg) ili vremenske (6 ili 24 sata) zavisnosti. Ibogain izaziva akutnu
nekrozu kardiomiocita koja bi mogla da bude uzrok potencijalno fatalnih aritmija. Mehanizam
delovanja ibogaina na fizioloSkom nivou nije direktno povezan sa promenom koncentracije
ATP, vec ukljucuje dominantno interakciju sa receptorima: farmakoloski efekti na kontraktilnu
aktivnost izolovanog uterusa se ostvaruju interakcijom sa 5-HT receptorima, dok su promene
u aktivnosti antioksidativnih enzima posredovane (-adrenergickim receptorima i Karp
kanalima. Njihova blokada sprecava porast aktivnosti antioksidativnih enzima. Iako smatran
generalnim pro-antioksidantom, efekti ibogaina su izrazito tkivno specifi¢ni i zavise od
zastupljenosti receptora preko kojih ibogain ostvaruje svoje efekat.

Klju¢ne reci: noribogain, glikogenoliza, kardiotoksi¢na nekroza, vazodilatacija, ATP, H202,
katalaza, 5-HT receptori, 3-adrenergicki receptori, Karp kanali

Naucna oblast: biologija

UZa naucna oblast: fiziologija



Redox-mediated mechanisms of ibogaine pharmacological effects on
female rats

Abstract

Ibogaine is an indole alkaloid isolated from the iboga root (Tabernanthe iboga Baill.) and
is used in alternative medicine as an anti-addictive drug whose use is associated with risks such
as fatal cardiac arrhythmia. In addition to the direct pharmacological effects achieved through
interaction with different types of receptors, ibogaine leads to the depletion of ATP reserves,
an increase in the rate of energy metabolism and the formation of ROS, and an increase in the
activity of antioxidant enzymes via an as yet unknown mechanism. The aim of this dissertation
was to determine the nature and mechanisms of the physiological reactivity of ibogaine and
possible ROS-mediated effects by a combination of in vivo treatment (per os) and ex vivo
experiments on isolated organs. Since the bioavailability of ibogaine and the effects at the CNS
level are greater in females than in males, the experiments in this dissertation were performed
in females. Per os treatment was shown to have a moderate glycogenolytic effect in the liver.
The changes in redox balance are highly tissue specific, with no clear dose (1 or 20 mg/kg) or
time (6 or 24 hours) dependence. Ibogaine causes acute necrosis of cardiomyocytes, which
could be the cause of potentially fatal cardiac arrhythmias. The mechanism of action of ibogaine
at the physiological level is not directly related to the change in ATP concentration, but mainly
involves interaction with receptors: pharmacological effects on the contractile activity of the
isolated uterus are achieved through interaction with 5-HT receptors, while changes in the
activity of antioxidant enzymes are mediated by [3-adrenergic receptors and Karp channels.
Their blockade prevents the increase in antioxidant enzyme activity. Although it is considered
a general pro-antioxidant, the effects of ibogaine are very tissue-specific and depend on the
presence of the receptors through which ibogaine achieves its effects.

Key words: noribogain, glycogenolysis, cardiotoxic necrosis, vasodilation, ATP, H202, catalase,
5-HT receptors, -adrenergic receptors, Kare channels

Scientific field: biology
Specific scientific field: physiology
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1. UVOD

1.1. Energetski metabolizam, reaktivne vrste kiseonika i redoks ravnoteza

Celijsko disanje je proces u kom Zive Celije obezbeduju neophodnu hemijsku energiju
putem oksidacije organskih jedinjenja. Organski molekuli, uglavnom ugljeni hidrati i masti, se
razlazu nizom enzimski katalizovanih reakcija, a oslobodena energija se prevodi u energiju
fosfatnih veza adenozin trifosfata (ATP). ATP je prisutan u svim Zzivim ¢elijama i sluzi kao
univerzalni izvor energije za procese u kojima se energija trosi. Energija se iz ATP oslobada
defosforilacijom do adenozin difosfata (ADP) koji ponovo moze da se fosforiliSe do ATP u procesu
¢elijskog disanja. U pocetnim fazama celijskog disanja, glikolizi i ciklusu trikarboksilnih kiselina,
glukoza i drugi metabolicki supstrati se oksiduju Sto je povezano sa hemijskom redukcijom
koenzima (nikotinamid adenin dinukleotida (NAD*), flavin adenin dinukleotida (FAD) i flavin
mononukleotida (FMN)). U zavrsnoj fazi, oksidativnoj fosforilaciji, ATP se sintetiSe od ADP i
neorganskog fosfata zahvaljujudi energiji i redoks potencijalu redukovanih koenzima. Takode, u
ovom procesu dolazi do Cetvoroelektronske sekvencijalne redukcije molekulskog kiseonika do
vode.

Cetvorovalentnom redukcijom jednog molekula kiseonika u lancu transporta elektrona u
mitohondrijama nastaju dva molekula vode. Sa druge strane, nepotpunom redukcijom kiseonika
nastaju reaktivne vrste kiseonika (ROS, eng. reactive oxygen species) - reaktivna hemijska
jedinjenja koja sadrZe kiseonik (reaktivnija od triplet kiseonika). Jednovalentnom redukcijom
nastaje superoksid anjon radikal (O2*-) koji curi u matriks mitohondrija i u citoplazmu (Turrens
2003) zbog Cega je aerobni energetski metabolizam neprekidni izvor reaktivnih vrsta kiseonika.
Na osnovu hemijskih osobina ROS mogu da se podele na dve klase: slobodno-radikalske i
neradikalske ROS. Slobodno-radikalske ROS sadrzZe nespareni elektron u spoljasnjoj orbitali i
pripadaju jednoelektronskim oksidantima. U ovu klasu spadaju: O2*-, hidroksil radikal (OH*), azot
monoksid (NO*), azot dioksid (NO2*), karbonatni anjon radikal (COs*) i alkoksi i alkil peroksi
radikali (RO*/ROO0*). Reaktivne vrste kiseonika koje sadrze azot se joS nazivaju reaktivnim
vrstama azota (RNS). Neradikalske ROS ne sadrzZe nespareni elektron i pripadaju dvoelektronskim
oksidantima. U ovu klasu spadaju: vodonik peroksid (H202:), peroksinitrit/peroksiazotasta
kiselina (ONOO-/ONOOH) i hipohlorna kiselina (HOCI). Zbog prisustva nesparenog elektrona
slobodnoradikalske ROS imaju neke zajednicke osobine. Generalno su nestabilnije i reaktivnije od
neradikalskih ROS i imaju tendenciju da pokre¢u lan¢ane reakcije. Naime, kada slobodni radikal
reaguje sa nekim stabilnim molekulom koji ne poseduje nespareni elektron, taj molekul postaje
novi slobodni radikal. Propagacija lan¢ane reakcije traje sve dok slobodni radikal ne reaguje sa
drugim slobodnim radikalom ili sa nekim fenolnim antioksidantom, kao $to su vitamin E, vitamin
Cili flavonoidi (Halliwell i Gutteridge 2015; Zhang i sar. 2019).

1.1.1. Nastajanje ROS u Zivim sistemima
Postoji pet glavnih puteva nastanka ROS (Slika 1).

Nastajanje 02 — 02> je obi¢no primarna ROS koja nastaje jednoelektronskom
redukcijom molekulskog kiseonika. U ovoj reakciji nastaje jon sa jednim nesparenim elektronom
i neto naelektrisanjem -1. Donor elektrona je obi¢no redukovani nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH) ili redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH). Ovu reakciju katalizuju
kompleksi [I/II/III/IV lanca transporta elektrona u mitohondrijama, NADPH oksidaze
(NOX1/2/3/5), dekuplovana azot oksid sintaza (NOS) i ksantin oksidaza (XO).



02* je slabo reaktivan radikal (E9 ~ 0,94 V). Delimi¢ni uzrok takve reaktivnosti je njegovo
negativno naelektrisanje koje sprecava pristup delovima molekula sa visokom gustinom
negativnog naelektrisanja. Ima relativno kratak poluZzivot jer moZe brzo da dismutira do H20z,
spontano ili u reakciji koju katalizuje enzim superoksid dismutaza (SOD). Zbog negativnog
naelektrisanja duZina difuzije je relativno kratka (~ 320 nm). NajceS¢e reaguje sa NO* ili sa
prelaznim metalima, narocito Fe-S klasterom. Kada reaguje sa NO* koji ima mnogo duZi Zivotni
vek i vecu daljinu difuzije, reakcija se obicno desSava u blizini mesta na kom nastaje 02*. Kada
reaguje sa Fe-S klasterima, dolazi do oksidacije Fe-S klastera u nestabilne klastere sa visokom
valencom koji se raspadaju i oslobadaju slobodni Fe2* (Halliwell i Gutteridge 2015; Zhang i sar.

2019).
. m
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AN Kompartmentalizacija

Slika 1. Glavni putevi nastanka ROS u Zivim sistemima (preuzeto iz prezentacije: Blagojevic
2015).

Nastajanje Hz202 — H202 nastaje dismutacijom O2°*- koja je preteZno enzimski katalizovana
(SOD) dok se u manjoj meri deSava spontano. H202 moZe da nastane i u reakciji O2*- sa [4Fe-4S]?*.
Neke oksidaze, kao $to su NOX4 i dualna oksidaza (DUOX1/2) poseduju dismutaznu aktivnost i
mogu direktno da prevedu Oz u Hz20:.

H20: je relativno slabo reaktivna ROS sa relativno dugim-polu Zivotom i velikom duZinom
difuzije (~1,5 mm). H202 moZe da reaguje sa Fe-S klasterom, slabo vezanim metalima,
glutationom, slobodnim ostacima cisteina (Cys) i neSto slabije sa slobodnim ostacima metionina
(Met). Brzina reakcije sa ostacima Cys zavisi od njihove jonizacije. H202 brZze reaguje sa tiolatnim
anjonom (Cys-S-) nego sa protonovanim oblikom (Cys-SH). U fizioloskim uslovima Cys ostaci su
uglavnom prisutni u obliku tiolatnog anjona. Niske koncentracije H202 mogu da oksiduju Cys-S-
do sulfeni¢ne kiseline (Cys-SOH). Cys-SOH moZe biti redukovana do Cys-S- u prisustvu
tioredoksina (TRX) i redukovanog glutationa (GSH). Pri visokim koncentracijama H202 moZe da
ireverzibilno oksiduje Cys-SOH do sulfinske (Cys-SO2H) ili sulfonske kiseline (Cys-SOsH). Ipak,
H202 mnogo brZe reaguje sa razliitim peroksidazama (tiolne, selenske ili hem peroksidaze) nego
sa Cys-S, tako da je delovanje H202 obi¢no ogranieno na relativno mali prostor oko mesta
njegovog nastanka. Ovakva prostorna ogranicenost omogucava da H202 selektivno reaguje sa
tiolnim grupama proteina koji se nalaze u istom odeljku ¢elije. Kada H202 reaguje sa hem
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peroksidazama (na primer mijeloperoksidazom, MPO) ili redukovanim prelaznim metalima,
nastaju OH* ili neradikalske ROS kao sto je HOCI (Halliwell i Gutteridge 2015; Sies 2017; Zhang i
sar. 2019).

Nastajanje OH* — OH* preteZno nastaje od O2*- i H202 u Haber-Vajsovoj reakciji koja je
katalizovana jonom gvozda ili bakra. U prvom koraku O2*- oksiduje jon metala, a u drugom koraku
koji se naziva Fentonova reakcija, oksidovani jon metala reaguje sa H202 i nastaju OH* i OH-. OH*
moZe da nastane i homolitickim raskidanjem kovalentne veze u molekulu ONOOH ili u reakciji
izmedu HOCI i Oz koju katalizuje MPO. Hidroksil radikal ima izuzetno visoku reaktivnost
(konstanta brzine reakcije oko 10° M-1s1), reaguje sa molekulima u neposrednom okruzenju
izazivajuci njihova direktna oksidativna oStecenja.

Nastajanje L*/ LOO* — Lipidni radikali (L) preteZno nastaju kada OH* oduzme atom
vodonika molekulu lipida. L* brzo reaguje sa Oz i nastaje lipidni peroksil radikal (LOO*) koji je
umereni oksidant sposoban da oduzme atom vodonika susednom lipidu i prede u hidroperoksid
(LOOH) uz nastanak novog L*. Lan¢ana reakcija se nastavlja do reakcije sa drugim slobodnim
radikalom ili antioksidantom (Zhang i sar. 2019).

Nastajanje RNS — Sve reaktivne vrste azota poticu od NO* koji nastaje od L-arginina (L-
Arg) u reakciji koju katalizuje NOS. NO* brzo reaguje sa O2* i nastaje ONOO-. Brzina ove reakcije je
oko 10 puta veca od dismutacije koju katalizuje SOD (Forman i Fridovich 1973; Tomasian i sar.
2000). Sa druge strane, u fizioloSkim uslovima koncentracija SOD je 1000 puta veca od
koncentracije NO*. Zbog toga se O2* eliminiSe pre nego Sto reaguje sa NO* pa ONOO- moZe da
nastane samo u patoloskim uslovima (Pacher i sar. 2007).

Ksantin oksidaza (X0) — XO je jos jedan od izvora ROS i RNS u ¢elijama sisara. Sisarska
ksantin-oksidaza (XO) i ksantin-dehidrogenaza (XDH) su interkonvertibilni oblici ksantin-
oksidoreduktaze (XOR). Glavne aktivnosti XOR su: 1) ksantin dehidrogenazna aktivnost (XDH)
odnosno katalizovanje dva poslednja koraka u katabolizmu purina, od hipoksantina preko
ksantina do mokrac¢ne kiseline uz redukciju NAD* u NADH; 2) ksantin oksidazna aktivnost (XO)
pri kojoj uz katabolizam purina nastaju i ROS, odnosno 02 se redukuje do 02* i H202; 3) nitrit
reduktazna aktivnost kojom se stvara NO*; i 4) NADPH oksidazna aktivnost pri kojoj takode
nastaju ROS. Mokrac¢na kiselina sa jedne strane ima proinflamatorno dejstvo ali je u isto vreme i
vazan neenzimski antioksidant u plazmi (Lee i sar. 2000; Halliwell i Gutteridge 2015; Bortolotti i
sar. 2021).

1.1.2. Uklanjanje viska ROS

Postoji pet glavnih puteva uklanjanja viska ROS (Slika 2): 1) dismutacija O2*- do H202 koju
katalizuje SOD; 2) razlaganje H202 do H20 i Oz koje katalizuje katalaza (CAT); 3) redoks ciklus
glutationa u kom se razlazu H202 i LOOH u reakciji koju katalizuje enzim glutation peroksidaza
(GSH-Px) koji koristi GSH kao donor elektrona; 4) redoks ciklus peroksiredoksina i tioredoksina
u kom se H202 redukuje do H20; 5) detoksikacija ksenobiotika koju katalizuje enzim glutation S-
transferaza (GST) (Zhang i sar. 2019).

Superoksid dismutaze (SOD) — Ovi enzimi katalizuju reakciju dismutacije u kojoj se
jedan molekul O2*- oksiduje a drugi redukuje (202*- + 2ZH* — H202 + 02 ). Postoje tri klase SOD sa
razli¢itim tercijarnim strukturama i jonima razli¢itih metala u katalitickom centru: CuZnSOD,
MnSOD/FeSOD i NiSOD. Sve tri klase deluju po slicnom mehanizmu u kom se metal u aktivnom
centru prvo redukuje pa zatim reoksiduje. Kod ljudi i ostalih sisara postoje tri tipa SOD: SOD1,
SOD2 i SOD3. SOD1 se uglavnhom nalazi u citosolu, endoplazmaticnom retikulumu i
medumembranskom prostoru mitohondrija i osetljiva je na dejstvo cijanida. U pitanju je
homodimer i spada u klasu CuZnSOD. Ekspresija SOD1 je pod kontrolom mnogih redoks zavisnih
transkripcionih faktora, ukljucuju¢i AP-1 i NF-kB. SOD2 se nalazi u matriksu mitohondrija,
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organelama u kojima nastaje 90% celijskih ROS. Za razliku od SOD1 nije osetljiva na cijanid. Ima
heterotetramernu gradu i spada u klasu MnSOD. Ekspresija SOD2 je pod kontrolom redoks
zavisnih transkripcionih faktora kao sto su NF-kB, C/EBP i NF-1. Takode, proinflamatorni citokini
kao Sto su interleukin-1 (IL-1), IL-4, IL-6 i THF-a povecavaju ekspresiju SOD2. Aktivnost SOD1 i
SOD2 moze biti inhibirana proizvodom reakcije koju katalizuju, odnosno H202. SOD3 je enzim koji
se nalazi u plazmi, limfi, likvoru i te¢nosti zglobova, i pruza zastitu od vancelijskog O2*- poreklom,
na primer, od membranske NAD(P)H oksidaze ili inflamatornih celija. To je tetramerni protein
izgraden od dimera slicnih SOD1 (Fridovich 1986; Silverman i Nick 2002; Halliwell i Gutteridge
2015).
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Slika 2. Glavni putevi uklanjanja viSka ROS u Zivim sistemima (preuzeto iz prezentacije:
Blagojevi¢ 2015).

Katalaza (CAT) — CAT spada medu enzime sa najve¢om konstantom brzine. Ovaj enzim
katalizuje dismutaciju H202 tako $to redukuje jedan molekul H202 do H20, a drugi oksiduje do Oz
(2H202 — 02 + 2H20). Reakcija se odvija u dva koraka, u prvom koraku nastaje H20, a u drugom
O2. Pri niZim koncentracijama H202 i povecanim koncentracijama donora vodonika kao $to su
alkoholi, aldehidi i acetaldehidi, CAT moZe da katalizuje oksidaciju donora vodonika uz utrosak
H202. Ovakva peroksidazna reakcija je mnogo sporija od dismutacije. CAT se sastoji od 4
subjedinice od kojih svaka u aktivnom centru sadrzi hem (Fe-III protoporfirin), kao i molekul
NADPH koji stabilizuje enzim. Joni teSkih metala, na primer Cu2* deluju kao nekompetitivni
inhibitori CAT, a CN- je kompetitivni inhibitor. CAT je najprisutnija i najaktivnija u peroksizomima,
ali je aktivna i u mitohondrijama i endoplazmati¢nom retikulumu. U peroksizomima postoji stalna
proizvodnja H202 zbog prisustva enzima kao Sto su glikolat oksidaza, urat oksidaza i flavoprotein
dehidrogenaza. Uloga CAT upravo i jeste eliminisanje visokih koncentracija H202. U poredenju sa
GSH-Px, CAT ima mali afinitet za H202. Takode, za kataliticku aktivnost CAT potrebna je interakcija
dva molekula H202 sa jednim aktivnim centrom, Sto je pri niskim koncentracijama H202 manje
verovatno. Dakle, CAT efikasno razgraduje H202 pri visokim koncentracijama, dok pri niZim
koncentracijama GSH-Px ima veci znacaj (Fridovich 1978; Halliwell i Gutteridge 2015).

Glutation peroksidaze (GSH-Px) — GSH-Px katalizuje redukciju H202 do H20 i organskih
hidroperoksida (ROOH) do odgovarajucih alkohola (ROH). U toj reakciji GSH se oksiduje uz
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formiranje disulfidne veze i nastaje njegov oksidovani oblik (GSSG) (H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG;
ROOH + 2GSH — ROH + H20 + GSSG). Kao Sto je ve¢ navedeno, GSH-Px ima ve(i afinitet za H202 od
CAT pa samim tim i vaznu ulogu pri nizim koncentracijama H202. Postoji viSe izoformi koje se
razlikuju po afinitetu za supstrat i/ili distribuciji u organizmu. Kod sisara postoji sedam tipova
GSH-Px. GSH-Px1, 2 i 3 su tetrameri, a GSH-Px4 je monomer i sva Cetiri tipa su selen-zavisna. GSH-
Px1 je najzastupljenija i nalazi se u citosolu, jedru i mitohondrijama skoro svih ¢elija. GSH-Px2 se
nalazi u citosolu i jedru Celija gastrointestinalnog trakta, kao i u vancelijskom prostoru. GSH-Px3
se nalazi u krvnoj plazmi i u citosolu u raznim tkivima. GSH-Px4 je vezana za unutras$nju stranu
plazma membrane, kao i membrane jedra i mitohondrija. Dok sve glutation peroksidaze mogu da
razlazu H202, alkil perokside i hidroperokside masnih kiselina, jedino GSH-Px4 moZe da razlaze
hidroperokside koji se nalaze u sastavu lipoproteina ili hidroperokside sloZenih lipida, kao $to su
hidroperoksidi holesterola, estara holesterola i fosfolipida. Njihovom redukcijom u prisustvu
vitamina E, GSH-Px4 inhibira procese lipidne peroksidacije. Razgradnjom lipidnih hidroperoksida
nastaju brojni aldehidi. PoSto su manje reaktivni od slobodnih radikala, imaju dug Zivotni vek,
mogu da difunduju i stupaju u interakcije sa udaljenim ciljnim molekulima (Brigelius-Flohé 1999;
Masoro i Austad 2006; Halliwell i Gutteridge 2015).

Glutation reduktaza (GR) — GR je homodimerni flavoprotein, odnosno svaka proteinska
subjedinica sadrZi FAD u svom aktivnom centru. Pripada familiji NADPH zavisnih
oksidoreduktaza. Katalizuje redukciju GSSG u GSH u citosolu i mitohondrijama eukariotskih celija
(GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+). Kataliticki ciklus se sastoji od dve faze. U prvoj, NADPH
redukuje FAD pri ¢emu se redukujuci ekvivalent prenosi na redoks aktivni disulfid u aktivnom
centru. U drugoj fazi se redukuje GSSG. Glavna metabolicka funkcija GR je odrzavanje ravnoteze
GSH/GSSG, glavnog redoks pufera u ¢elijama. U uslovima homeostaze odnos GSH/GSSG je oko 100
ili viSe dok u uslovima oksidativnog stresa moZe da padne i ispod 10. U prisustvu visoke
koncentracije NAD(P)H i niske koncentracije GSSG aktivnost GR je inhibirana, dok sa porastom
koncentracije GSSG raste i aktivnost GR. Sa aspekta antioksidativne zaStite GR je znacajan jer
obezbeduje neophodnu koli¢inu redukovanog glutationa za funkcionisanje GSH-Px i GST (Heffner
i Repine 1989; Cardoso i sar. 2008; Aoyama i Nakaki 2015). Glavni izvor NADPH je put pentoza
fosfata (Kilanczyk i sar. 2016).

Glutation S-transferaza (GST) — Glutation S-transferaze ili glutation transferaze su
velika superfamilija proteina sa brojnim kataliti¢kim i nekatalitickim funkcijama. Kod ljudi postoji
najmanje 18 razli¢itih GST. Njihovu ekspresiju i aktivnost karakteriSe visoka tkivna specificnost.
GST su prisutne u citosolu, jedru, mitohondrijama, endoplazmati¢nom retikulumu, mikrozomima.
Neki izotipovi GST su solubilni, a neki su membranski proteini. Glavna funkcija im je detoksikacija
razlic¢itih ksenobiotika i detoksikacija mnogih endogenih supstanci i metabolita koji najc¢eSce
nastaju delovanjem ROS, kao $to su endogeni nezasi¢eni aldehidi. Reakcija koju GST katalizuju se
zasniva na nukleofilnom napadu GSH na elektrofilni atom nepolarnog supstrata. Ovakva
konjugacija ima dve vaZne posledice. Prvo, onemogucava potencijalno Stetnu interakciju supstrata
sa ciljnim molekulskim strukturama u ¢eliji, i drugo, povecava rastvorljivost i olakSava transport
supstrata, odnosno konjugata, van Ccelije. Konjugati supstrata i glutationa se prevode u
merkapturnu kiselinu i izlu¢uju. Osim detoksikacije, GST ima ulogu i u transportu razlicitih
nepolarnih jedinjenja kao Sto su endogeni steroidi ili neki lekovi. Neke izoforme GST su ukljucene
u sintezu leukotrijena, prostaglandina i polnih hormona, kao i u degradaciju tirozina. Pokazano je
da GST inhibira pojedine kinaze ukljuc¢ene u MAPK signalni put. Funkcija GST je osetljiva na
koncentraciju H202, odnosno H202 povecava aktivnost i ekspresiju GST, a sa druge strane GST
eliminiSe relativno reaktivna jedinjenja koja nastaju kao posledica interakcije lipida sa ROS, kao
Sto su aldehidi nastali peroksidacijom hidroperoksida (Hayes i Pulford 1995; Bolt 1996; Yin i sar.
2000; Sheehan i sar. 2001; Hayes i sar. 2005; Atkinson i Babbitt 2009; Laborde 2010).



1.1.3. Oksidativni stres i indikatori oksidativnog ostecenja

U normalnim okolnostima, u aerobnim organizmima proizvodnja ROS je u relativnoj
ravnoteZi sa aktivnoSc¢u antioksidativnog sistema (AOS). Ipak ova ravnoteza nije savrSena, tako da
konstantno nastaju oStetenja izazvana ROS-om (Halliwell i Whiteman 2004). Dakle AOS
funkcioniSe tako da odrzava nivo ROS u odgovaraju¢em opsegu zbog uloge koju ROS imaju u
funkcionisanju aerobnih organizama. Oksidacija i redukcija enzima i transkripcionih faktora
(redoks regulacija) je uz fosforilaciju i defosforilaciju najvazniji mehanizam regulacije celijskih
procesa. Sta viSe, ova dva mehanizma su medusobno zavisna. Redoks stanje u ¢eliji uti¢e na
fosforilaciju i obrnuto. Kada se ravnoteze izmedu ROS i AOS narusi tako da je u Zivom sistemu
prisutno vise ROS u odnosu na kapacitet AOS, nastaje stanje koje se naziva oksidativni stres. [ako
se ovaj izraz Cesto koristi u literaturi teSko ga je precizno definisati (Halliwell i Gutteridge 2015).
Sveobuhvatna definicija bi mogla da glasi da je oksidativni stres disbalans izmedu oksidanata i
antioksidanata u korist oksidanata koji dovodi do naruSavanja redoks signalizacije i kontrole, i/ili
do oStec¢enja molekula (Sies i Jones 2007). Ova oStecenja biomolekula izazvana napadom ROS se
nazivaju oksidativna oStetenja. Povecan nivo oksidativnih oSte¢enja moZe da nastane kao
posledica oksidativnog stresa, ali i kao posledica loSeg funkcionisanja reparativnih mehanizama
(Halliwell i Gutteridge 2015).

Zbog visoke reaktivnosti ROS i njihovog kratkog Zivotnog veka, tesko je direktno meriti
njihove koncentracije. Zbog toga se procena ROS statusa uglavnom zasniva na merenju aktivnosti
antioksidativnih enzima, koncentracije neenzimskih antioksidanata (glutation, vitamin C, vitamin
E) i na merenju koncentracije pojedinih jedinjenja koja nastaju kao posledica oksidativnih
oStecenja. Prilikom oksidativnog oStecenja nukleinskih kiselina nastaju oksidovane, nitrovane,
hlorovane i bromovane purinske i pirimidinske baze, kao i proizvodi razlaganja 2-deoksi riboze.
Najce$ce se kao indikatori oksidativnog o$tecenja nukleinskih kiselina koriste 8-Hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) i timidin glikol (TG) (Halliwell i Gutteridge 2015; Katerji i sar. 2019).
Prilikom oksidativnog oStecenja proteina dolazi do oksidacije -SH grupa, nastajanja proteinskih
karbonila i proizvoda oksidacije raznih aminokiselina, zatim do nitrovanja, hlorovanja i
bromovanja aminokiselina tirozin, triptofan i fenilalanin, kao i do nastajanja peroksida i
hidroksida proteina. NajceS¢e koris¢eni indikatori oksidativnog oSte¢enja proteina su
koncentracija slobodnih proteinskih —-SH grupa, proteinski karbonili (PC, eng. protein carbonyls)
i proizvodi uznapredovale oksidacije proteina (AOPP, eng. advanced oxidation protein products,)
(Halliwell i Gutteridge 2015; Katerji i sar. 2019). Prilikom oksidativnog oStecenja lipida nastaju
peroksidi, malondialdehid (MDA), 4-hidroksil-2-nonenal (HNE) i drugi aldehidi, izoprostani i
slicna jedinjenja, proizvodi oksidacije holesterola, halogenovani i nitrovani lipidi.

Najcesce se kao indikatori oksidativnog oStecenja Kkoriste jedinjenja koja reaguju sa
tiobarbituratnom kiselinom (TBARS, eng. thiobarbituric acid reactive substances), HNE, 8-izo-
prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a), konjugovani dieni (CD, eng. conjugated dienes) i lipidni
hidroperoksidi (LOOH) (Halliwell i Gutteridge 2015; Katerji i sar. 2019; Morrow i Roberts 1996).

TBARS — Lipidna peroksidacija se Cesto koristi kao parametar za procenu oksidativnih
oStecenja Celijskih membrana i oksidativnog stresa uopste, a najbrzi i najjednostavniji nacin za
procenu nivoa lipidne peroksidacije je TBARS esej. Dva molekula tiobarbituratne kiseline (TBA,
eng. thiobarbituric acid) pod odgovaraju¢im uslovima stupaju u reakciju nukleofilne adicije sa
jednim molekulom MDA. MDA je jedan od krajnjih proizvoda razlaganja odredenih lipidnih
peroksida. Treba imati u vidu da samo neki lipidni peroksidi daju MDA, da MDA nije jedini
proizvod peroksidacije masnih kiselina, i takode da MDA moZe da nastane i nezavisno od lipidne
peroksidacije. MDA je u niskoj koncentraciji prisutan u Zivim sistemima, pa samo mali deo ukupne
MDA u TBARS eseju ¢ini MDA poreklom iz uzorka. Veliku ve¢inu ¢ini MDA koji tokom samog eseja
nastaje od lipidnih peroksida koji su prisutni u uzorku. U TBARS eseju TBA reaguje i sa raznim
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drugim aldehidima, od kojih neki poticu od oksidativnog osStecenja lipida. U ovim reakcijama
nastaje obojeni proizvod c¢ija koncentracija moZe biti izmerena spektrofotometrijski ili
fluorimetrijski. Treba imati u vidu i neke mane ovog eseja. PoSto skoro sav MDA (oko 98% u nekim
uzorcima) koji reaguje sa TBA nastaje tokom samog eseja, ishod u velikoj meri zavisi od
eksperimentalnih uslova. Treba uzeti u obzir i lazne hromogene, kao Sto su biliverdin, salicilna
kiselina i streptomicin, koji apsorbuju na istoj talasnoj duzini kao proizvod TBARS eseja. Takode,
tokom eseja moZe da nastane MDA poreklom od ugljenih hidrata (npr. 2-deoksi riboze), amino
kiselina (npr. prolin) ili propenala azotnih baza koji nastaju kao posledica oksidativnog ostecenja
DNK (Halliwell i Gutteridge 2015; Katerji i sar. 2019; Janero 1990).

Kolic¢ina slobodnih -SH grupe — Naziv slobodne -SH (tiolne, sulfhidrilne) grupe potice
iz ranih istraZivanja kada je pokazano da je u tkivima moguce razlikovati tri klase -SH grupa: 1) -
SH grupe na malim molekulima koji se lako ekstrahuju; 2) slobodne -SH grupe na velikim
,nerastvorljivim” molekulima (proteini) koje reaguju sa Elmanovim reagensom (5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzeva Kkiselina), skraceno DTNB; i 3) sakrivene -SH grupe koje su takode deo velikih
ynerastvorljivih” molekula (proteina) ali ne reaguju sa Elmanovim reagensom, tj. reaguju tek
nakon denaturacije proteina (Szent-Gyorgyi 1976; Pohl 1976). U uslovima oksidativnog stresa
mnoge komponente Celija podlezu oksidaciji. I proteinski tioli i tioli male molekulske mase su
vazne mete za ROS i druge reaktivne vrste. -SH grupe mogu biti oksidovane u reakciji sa ROS
dajuci uglavnom disulfide, pa u uslovima oksidativnog stresa dolazi do promena u redoks statusu,
odnosno do povecanja koli¢ine oksidovanih tiola i smanjenja koli¢ine redukovanih tiola, tj.
slobodnih -SH grupa (Banne i sar. 2003; Imlay 2003; Avery 2011; Koning i sar. 2016; Abdulle i
sar. 2020). Posto ROS i druge reaktivne vrste lako oksiduju redukovane tiole, na pojednostavljen
nacin, promena nivoa ukupnih slobodnih -SH grupa u nekom kompartmentu moZe da se
interpretira kao direktni odraz promena u balansu izmedu oksidanata i antioksidativhog
kapaciteta, odnosno kao odraz promena u redoks ravnotezi. Osim $to odraZavaju redoks status,
slobodni tioli su klju¢ne komponente antioksidativnog kapaciteta jer uestvuju u uklanjanju viska
ROS (Koning i sar. 2016; Cortese-Krott i sar. 2017; Abdulle i sar. 2020).

Izraz neproteinske -SH grupe se odnosi na sve redukovane tiolne grupe koje nisu u sastavu
proteina. Uglavnom se nalaze u sastavu malih aminotiola kao $to su GSH, cistein i homocistein
(Koning i sar. 2016). Elektrohemijski redoks potencijal (npr. GSH/GSSG) je posledica brzih
enzimskih procesa povezanih sa transportom, degradacijom i regeneracijom tiola (Flohé 2013).
GSH je ukljuCen u mnoge funkcije u Celijama pa odrzavanje ovog i drugih redoks odnosa na
odgovaraju¢em nivou ima veliki znacaj. Merenje odnosa redukovanih i oksidovanih oblika malih
aminotiola, ili prosto merenje koncentracije neproteinskih -SH grupa ima ve¢i znacaj od merenja
koncentracije pojedinac¢nih indikatora oksidativnog oSteéenja, jer nam daje sveobuhvatniji uvid u
promene redoks statusa. Sa druge strane, ova merenja odrazavaju samo mali deo ukupne tiolske
redoks mreZe jer nam ne govore nista o velikom pulu proteinskih tiola (Cortese-Krott i sar. 2017).

U Celijama, a narocito u mitohondrijama, proteinski tioli mogu da ¢ine najveci deo redoks
aktivnih tiola, tj. njihova koncentracija je ve¢a od GSH i drugih malih tiola (Hansen i sar. 2009;
Cortese-Krott i sar. 2017). Takode u plazmi, albumini ¢ine najve¢i deo slobodnih -SH grupa. Neki
autori smatraju da su proteinske -SH grupe vaZan redoks pufer, odnosno jedan od najvecih
antioksidanata u ¢elijama. Ipak -SH grupe ¢esto imaju klju¢ni znacaj za funkcionisanje proteina pa
je za Zive sisteme veoma vaZno odrzavanje ravnoteZe izmedu sposobnosti proteinskih -SH grupa
da uklanjaju ROS i izbegavanja poremecaja u funkeciji proteina zbog njihove oksidacije (Halliwell i
Gutteridge 2015; Cortese-Krottisar. 2017).

Neki proteini su direktno redoks regulisani (npr. neki jonski kanali, p53, kaspaze,
akonitaze) dok su koncentracije nekih drugih proteina kontrolisane promenama u transkripciji
gena pomocu redoks-osetljivih transkripcionih faktora (Halliwell i Gutteridge 2015). Postoje bar
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dva tipa direktne redoks regulacije. Jedan je oksidacija i redukcija specificnih -SH grupa (redoks
senzori, redoks prekidaci, proteinski tiolni prekidaci), pojedinacnih ili u paru uz formiranje
disulfida, sto dovodi do promene konformacije i funkcionalnog stanja proteina (Halliwell i
Gutteridge 2015; Cortese-Krott i sar. 2017). U modifikacije tiola spadaju i glutationilacija i
nitrozilacija. Drugi tip, koji ima mnogo veéi znacaj za biljke nego za Zivotinje, je oksidacija i
redukcija jona gvoZda, obi¢no u [Fe-S] klasterima. ROS mogu da inhibiraju vezivanje NRF2 za DNK,
verovatno oksidacijom odredenih -SH grupa. H202 moZe direktno da deaktivira nekoliko enzima,
obi¢no oksidacijom -SH grupa neophodnih za katalizu. Kod miSeva, H202 moZe da oksiduje -SH
grupe u protein kinazi G uz formiranje disulfidnog mosta i tako je aktivira $to dovodi do
vazodilatacije, verovatno putem fosforilacije jonskih kanala. Osim H202, i proteinski peroksidi
mogu da oStete proteine sa osetljivim -SH grupama, kao Sto su kaspaze, gliceraldehid-3 fosfat
dehidrogenaza i neki katepsini (Halliwell i Gutteridge 2015).

Dakle proteinske -SH grupe su deo redoks sistema koji ima ulogu u odrZavanju redoks
ravnoteZe i ulogu u podeSavanju strukture i funkcije proteina u skladu sa redoks stanjem (Go i
Jones 2013). Merenje koncentracije slobodnih proteinskih -SH grupa, za razliku od PC, moZe da
pruzi uvid u rana oksidativna oStecenja proteina ili klju¢nih -SH grupa (Halliwell i Gutteridge
2015). Takode, za razliku od formiranja PC, oksidacija proteinskih -SH grupa je reverzibilna i
pretezno ima prolazni uticaj na funkciju proteina (Avery 2011) tako da pracenje promena
koncentracije slobodnih proteinskih -SH grupa ima veéi funkcionalni karakter u smislu
sagledavanja promena u redoks ravnoteZi i redoks regulaciji.

1.2. Ibogain

Ibogain (12-metoksiibogamin) je psihoaktivno organsko heteropentaciklicno jedinjenje,
monoterpenoidni indolni alkaloid, i aromati¢ni etar (PubChem CID: 197060). Molekulska formula
ibogaina je C20H26N20, molekulska masa 310,4 g/mol, a tacka topljenja 153°C. Skoro je potpuno
nerastvorljiv u vodi, ali se rastvara u nepolarnim rastvaracima, etanolu, etru, hloroformu, acetonu
i benzenu. Ibogain je foto i termosenzitivan. Najpoznatiji prirodni izvor ibogaina je Zbunasta biljka
iboga (Tabernanthe iboga Baill.) koja raste u kiSnim Sumama zapadne Afrike. U ekstraktu kore
korena iboge u najvecoj meri je prisutan ibogain (80%), a prisutni su i drugi alkaloidi kao $to su
ibogalin (15%) i ibogamin (do 5%) i u manjoj koliCini tabernantin i voakangin (Maciulaitis i sar.
2008).

1.2.1. Etnofarmakologija

Na podrucju basena reke Kongo, kora korena iboge se vekovima koristi u tradicionalnoj
medicini ili kao stimulans, a u velikim dozama se koristi u obredne svrhe u cilju izazivanja
halucinacija (Alper 2001; Popik i sar. 1995; Fernandez i Fernandez 2001). Naime, biljka iboga je
okosnica Bwiti religije koju uglavnom praktikuju narodi koji Zive na prostoru sadasnjih drzava
Gabon, Kamerun i Republika Kongo. Oni u brojnim ceremonijama koriste ovaj prirodni alkaloid
zbog njegovih psihoaktivnih osobina. Na primer, iboga se koristi prilikom ceremonija inicijacije u
zrelo doba, jer konzumenta dovodi u stanje transa i smatra se da konzument otkriva svrhu Zivota
i svoju ulogu u drustvu (Fernandez 1982). U malim dozama ga domorodacki narodi upotrebljavaju
u cilju prevazilaZenja osecaja umora, gladi ili Zedi i odrZavanja budnog stanja tokom napornih
aktivnosti kao $to su no¢ni lov ili dugacka putovanja kanuom (Mash i sar. 1998). Ibogain je takode
koriS¢en u Evropi zbog svojih stimulativnih i afrodizijackih svojstava, i kao tonik za oporavak
bolesnika (Naranjo 1969; Schultes 1970).

1.2.2. Savremena upotreba

U alternativnoj medicini, u takozvanoj ,ibogainskoj medicinskoj subkulturi” korisnici
mnogih uobicajenih sredstava zavisnosti kao sto su: kokain, heroin, metadon, alkohol i drugi,
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koriste ibogain kao antiadiktivni agens zbog njegove navodne efikasnosti u ublazavanju simptoma
apstinencijalnog sindroma i suzbijanju potrebe za koriS¢enjem sredstava zavisnosti (Alper 2001;
Brown 2013). Ovo je ucinilo ibogain interesantnim za savremenu farmakologiju pa se u drugoj
polovini dvadesetog veka pojavilo viSe stotina radova na temu hemije i farmakologije ibogaina.

Prvirad o etnofarmakologiji iboge objavljen je jos 1885. godine. Ibogain je prvi putizolovan
i kristalizovan 1901. a njegova hemijska struktura je opisana 1957. godine. Od 1939. do 1970.
godine u Francuskoj se prodavao preparat Lambarene, kao neuromuskularni stimulans, u formi
tableta koje su sadrZale 8 mg ibogaina. Njegova upotreba je bila preporucena za borbu protiv
umora, depresije i prilikom oporavka od infektivnih bolesti (Goutarel i sar. 1993). U Sjedinjenim
Americkim DrZzavama je 1957. godine registrovan patent za upotrebu ibogaina u cilju smanjivanja
tolerancije na opioidne analgetike (Schneider i Sigg 1957). U Francuskoj, 1969. godine je
registrovan patent za upotrebu ibogaina u psihoterapiji (Bocher i Naranjo 1969). Medutim, u
periodu od 1967. do 1970. godine, Svetska zdravstvena organizacija (WHO, eng. World health
organization) je klasifikovala ibogain u halucinogene i stimulanse kao ,supstancu koja verovatno
izaziva zavisnost ili ugrozava ljudsko zdravlje”, dok je Medunarodni olimpijski komitet zabranio
upotrebu ibogaina kao potencijalnog doping sredstva (Goutarel i sar. 1993). Ipak kasnija
istrazZivanja su pokazala da ibogain nema ni nagradujuce ni odbojno dejstvo, kao ni znacajan
potencijal za zloupotrebu (Alper 2001; Brown 2013). Naprotiv, prepoznata su antiadiktivna
svojstva ibogaina pa je u Sjedinjenim Americkim Drzavama 1985. godine registrovan patent za
upotrebu ibogaina u lecenju zavisnosti od heroina, kokaina, amfetamina, nikotina i alkohola jer
tretman ibogainom navodno prekida zavisnost na period od 6-36 meseci (Maciulaitis i sar. 2008).
Na osnovu dostupnih podataka o potencijalnoj efikasnosti ibogaina iz objavljenih studija slucaja i
eksperimenata na Zivotinjama, 1991. godine americki Nacionalni institut za zloupotrebu droga
(NIDA, eng. The National Institute on Drug Abuse) zapoceo je svoje prvo istraZivanje ibogaina ciji
su glavni ciljevi bili predklinicka toksikoloska procena i razvoj protokola za primenu na ljudima
(Alper 2001).U 21. veku dostupnost i neformalna upotreba ibogaina u antiadiktivne, halucinogene
ili introspektivne svrhe postaje sve masovnija Sirom sveta. Na medunarodnom nivou pravni status
ibogaina nije regulisan. Naime ibogain se ne nalazi na ,zelenoj listi” Medunarodnog borda za
kontrolu narkotika Ujedinjenih nacija, niti na spisku psihoaktivnih supstanci pod medunarodnom
kontrolom. Proizvodnja, transport, prodaja i posedovanje ibogaina su protivzakoniti u mnogim
drzavama (npr. u Svajcarskoj, Francuskoj, Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama) ili na neki nacin
ograniceni i kontrolisani (npr. u Izraelu, Kanadi i Australiji), dok u nekim drZavama ne podlezu
zakonskim ogranic¢enjima (npr. u Holandiji, Brazilu, Gabonu i JuzZnoafri¢koj republici). U Srbiji
upotreba ibogaina nije dozvoljena. U Pravilniku o utvrdivanju Spiska psihoaktivnih kontrolisanih
supstanci ("Sl. glasnik RS", br. 38/19) ibogain se nalazi na Listi 4: Psihoaktivne supstance koje
mogu prouzrokovati tesko oStecenje zdravlja ljudi.

Uobicajeno je da se ibogain primenjuje u rasponu od 1 do 25 mg/kg telesne mase kao jedna
oralna doza (Popik i sar. 1995; Alper i sar. 2008; Sheppard 1994; Donnelly 2011; Maciulaitis i sar.
2008). U ,klinickom uputstvu za detoksikaciju potpomognutu ibogainom” koje je objavila
,Globalna alijansa za terapiju ibogainom” (GITA) preporuceno je da doza ibogaina ne sme da
prelazi 24 mg/kg telesne mase u 24 sata (Global ibogaine therapy alliance [Internet]). Takode je
preporucena primena pocetne doze, uglavnom izmedu 1 i 5 mg/kg, koja se daje najmanje 2 do 3 a
najvise 24 do 36 sati pre velike doze. Na osnovu istraZivanja na zdravim volonterima muskog pola
zakljuceno je da je doza od 20 mg/kg telesne mase bezbedna za primenu (Glue i sar. 2015). Jedno
starije retrospektivno istraZivanje na uzorku od 33 osobe koje su koristile ibogain u cilju
suzbijanja apstinencijalnog sindroma je pokazalo da je prose¢na koriS¢ena doza bila 19,3 mg/kg
telesne mase (Alper i sar. 1999). Savetodavni panel americke Uprave za hranu i lekove (FDA, eng.
Food and drug administration) je 1995. godine odobrio prvu fazu klinickog ispitivanja
farmakokinetike i bezbednosti ibogaina na muskim volonterima u dozama od 1, 2 i 5 mg/kg (Mash
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i sar. 1998; Alper i sar. 2008). Sa druge strane, na osnovu dostupnih rezultata predklinickih
ispitivanja grupa autora je ukazala na neophodan oprez pri primeni ibogaina, kao i da maksimalna
oralna doza ne bi trebalo da bude vec¢a od 1 mg/kg (Schep i sar. 2016). Raniji izveStaji o korisnim
efektima ibogaina na ljudsko zdravlje su se pokazali kao dvosmisleni i oprecni (Alper 2001; Litjens
i Brunt 2016). U literaturi su opisani brojni smrtni sluCajevi povezani sa upotrebom ibogaina
(Alper 2001; A¢imovic i sar. 2021) Sto ukazuje na potrebu za boljim razumevanjem kompleksne
farmakodinamike i bezbednijeg nacina doziranja i primene ibogaina. Trenutno je u toku nekoliko
klini¢kih ispitivanja koja se bave upotrebom ibogaina u lecenju zavisnosti: EU Clinical Trials
Register 2014-000354-11; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03380728, NCT04003948 i
NCT05029401.

1.2.3. Farmakokinetika

U eksperimentima na pacovima je pokazano da je apsorpcija ibogaina nelinearna, dozno
zavisna, kao i da postoje razlike u bioloSkoj raspoloZivosti i kinetici eliminacije medu polovima.
Takode, opisane su razlike u farmakokinetici u zavisnosti od nacina primene ibogaina (oralna
suspenzija, oralni rastvor, intravenska, intraperitonealna ili subkutana primena). Prilikom
istraZivanja distribucije ibogaina, pokazano je da je koncentracija u ciljnim tkivima (mozak, jetra,
bubreg, adipozno tkivo, plazma) veca prilikom subkutane, nego prilikom intraperitonealne
administracije. Sat vremena nakon primene, koncentracija ibogaina je bila 100 puta veca u
adipoznom tkivu i 30 puta ve¢a u mozgu nego u plazmi. Ovakva distribucija se pripisuje lipofilnoj
prirodi ibogaina, jer on kao lipofilni molekul lako prodire u ¢elije, ne uticu¢i na fluidnost ¢elijske
membrane, a adipozno tkivo bi moglo da ima ulogu rezervoara ibogaina, sa odloZenim
otpustanjem i metabolizmom (Hough i sar. 1996; Kontrimavicitte i sar. 2006; Paskulinisar. 2012;
Kubiliene i sar. 2017).

U organizmu sisara ibogain se konvertuje u svoj takode aktivni metabolit noribogain (12-
hidrosi ibogamin) koji se eliminiSe iz organizma znatno sporije od ibogaina (Glue i sar. 2016).
Farmakokineticki profil ove konverzije je kompleksan i tkivno specifiCan. Zasniva se na
demetilaciji koju katalizuje citohrom P450 2D6 (Obach i sar. 1998; Baumann i sar. 2001) koji je
najviSe eksprimiran u jetri, mozgu, crevima i limfoidnim ¢elijama (Gopisankar 2017; Dutheil i sar.
2009; Taylor i sar. 2020). Noribogain se detektuje u moZdanom tkivu 15 minuta nakon oralne
primene doze od 50mg/kg (Staley i sar. 1996). U krvi ljudi tretiranih jednom oralnom dozom
ibogaina od 20 mg/kg, koncentracije ibogaina i noribogaina 4 sata nakon primene su bile 0,91 i
0,67 mg/], nakon 12 sati 0,27 i 1,0 mg/1, i nakon 19 sati 0,151 0,80 mg/l (Borgusz i sar. 1998, kako
je preneto u Corkery 2018). Farmakokinetika ibogaina kod pacova je nesto drugacija u odnosu na
ljude. Procenjeno je da je poluzivot ibogaina kod pacova jedan sat, a kod ¢oveka 7,5 sati (Alper
2001). Eliminacija ibogaina putem urina i fecesa 24 sata nakon oralne primene je oko 65% kod
pacova (Jeffcoatisar. 1994) i oko 90% kod ljudi (doza 20mg/kg) (Mash i sar. 1998). U krvi ibogain
biva zamenjen noribogainom i relativno brzo biva potpuno eliminisan dok je eliminacija
noribogaina dosta sporija (Mash i sar. 2000; Alper 2001; Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Vidonja
Uzelac 2019). Prilikom intravenske primene, nakon 24 sata viSe nije moguce detektovati ibogain
u krvi ali je noribogain i dalje prisutan (Baumann i sar. 2001). Znatno sporija eliminacija
noribogaina i prisustvo relativno visoke koncentracije 24 sata nakon primene je jedno od
objasSnjenje dugotrajnih efekata ibogaina (Alper 2001).

Bioloska raspoloZivost nakon oralne primene je oko 2 do 3 puta veca kod Zenki nego kod
muzjaka pacova (Jeffcoat i sar. 1994). Veca bioloska raspoloZivost kod Zenki je pokazana i nakon
intraperitonealne primene (Pearl i sar. 1997). U naSim prethodnim istraZivanjima (Vidonja Uzelac
isar.2019a; Vidonja Uzelac 2019) je pokazano da su koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi
muZjaka pacova sli¢ne koncentracijama izmerenim u plazmi miSeva (Kubiliene i sar. 2017). Ipak
svi dostupni podaci o uporednoj farmakokinetici ibogaina kod muzjaka i Zenki pacova nisu

10



dovoljno detaljni i sveobuhvatni razlikuju bilo u soju pacova, na¢inu primene, dozi ili viemenskom
intervalu.

1.2.4. Farmakodinamika

Ibogain svoje farmakoloSke efekte ostvaruje vezivanjem za razli¢ite tipove receptora
(Alper 2001; Glick i sar. 2001; Glick i sar. 2002; Leal i sar. 2003) i njegovi efekti zavise od
je pokazalo da su efekti ibogaina na nivou CNS polno specifi¢ni, tj. izraZeniji kod Zenki nego kod
muzjaka (Pearl i sar. 1997). Zbog psihoaktivnog dejstva ibogaina, njegova farmakodinamika je
najbolje proucena na nivou CNS. Ibogain se pokazao interesantnim zbog svog mehanizma
delovanja, koji se razlikuje od mehanizama drugih antiadiktivnih farmakoterapeutika i
halucinogena. Smatra se da bi taj drugaciji mehanizam delovanja ibogaina mogao pomo¢i u
razumevanju neurobiologije zavisnosti i razvoju novih tretmana. Pokazano je da bi efekti ibogaina
mogli biti rezultat kompleksnih interakcija izmedu veceg broja neurotransmiterskih sistema, pre
nego rezultat dominantne aktivnosti jednog sistema (Popik i Skolnick 1999; Sweetnam i sar. 1995;
Sershen i sar. 1997; Glick i Maisonneuve 1998; Alper 2001; Mash 2023). Prikaz afiniteta ibogaina
i noribogaina za razli¢ita mesta vezivanja dat je u Tabeli 1. Treba imati u vidu da funkcionalni
karakter interakcije ibogaina sa ovim ciljnim molekulima nije dovoljno dobro okarakterisan jer
istrazivanja na razli¢itim eksperimentalnim modelima c¢esto daju razlicite, ponekad i oprecne
rezultate.

Ibogain deluje kao nekompetitivni antagonista N-metil-D-aspartat (NMDA) glutamatnih
receptora. Takode, ibogain stimuliSe hipotalamo-hipofizno-adrenalnu osovinu, tj. stimuliSe
sekreciju kortikosteroida iz kore nadbubreZne Zlezde i prolaktina iz prednjeg reznja hipofize.
Noribogain se vezuje za NMDA sa nizim afinitetom i slabije stimuliSe hipotalamo-hipofizno-
adrenalnu osovinu (Bauman i sar. 2001; Bauman i sar. 2000; Leal i sar. 2000).

[zmenjena serotoninska transmisija bi mogla da bude uklju¢ena u halucinogeni efekat
ibogaina (Glick i Maisonneuve 1998; Wei i sar. 1998; Baumann i sar. 2001). Ibogain, kao i
serotonin, sadrZi u svojoj strukturi indolni prsten i pokazano je da se ibogain vezuje za
serotoninske (5-hidroksitriptaminske, 5-HT) receptore. Tradicionalni halucinogeni, kao Sto je
LSD, su agonisti 5-HT2 receptora i interaguju sa njima u nanomolarnom opsegu koncentracija. Za
razliku od njih ibogain sa 5-HT2 receptorima interaguje u mikromolarnom opsegu (Gonzalez i sar.
2018). Ibogain bi mogao da bude agonista 5-HT2 (Helsley i sar. 1998) ali funkcionalni smisao
interakcije ibogaina sa 5-HT2 receptorima nije dovoljno jasan. Ibogain se vezuje i za serotoninski
transporter (SERT) i nekompetitivno inhibira preuzimanje serotonina (Bulling i sar. 2012;
Coleman i sar. 2019). Ovo bi mogao da bude jedan od mehanizama netipi¢nog halucinogenog
delovanja ibogaina. Pokazano je da ibogain povecava nivo serotonina u nucleus accummbens-u
(Sershen i sar. 1997; Mash i sar. 1995; Wei i sar. 1998), jedru odgovornom za kognitivno
obradivanje motivacije, zadovoljstva, nagrade, pa stoga ima i znacajnu ulogu u bolestima
zavisnosti.

Ibogain se ne vezuje znacajano za dopaminske receptore ali se sa relativno niskim
afinitetom vezuje za dopaminski transporter i kompetitivno i/ili nekompetitivno inhibira
preuzimanje dopamina. Eksperimenti na miSevima i pacovima su pokazali da efekti ibogaina na
vancelijsku koncentraciju dopamina, a to moZe biti i smanjenje i povecanje, u velikoj meri zavise
od primenjene doze, vremena proteklog od tretmana i regiona mozga. Relativno visoke doze
ibogaina trebalo bi da povecavaju koncentraciju dopamina, bas kao i serotonina, zbog inhibicije
transportera. Smanjenje koncentracije dopamina bi moglo da bude jos$ jedan od uzroka povecanog
luCenja prolaktina, uz antagonizam NMDA receptora, nakon primene ibogaina (Ali i sar. 1996;
Baumann i sar. 1998; Wells i sar. 1999; Baumann i sar. 2000; Bulling i sar. 2012).

11



Tabela 1. Afiniteti ibogaina i noribogaina za razlic¢ita mesta vezivanja.

e s Ibogain Ki; Noribogain Ki; . .
Ciljni molekul 1C50 (uM) 1C50 (uM) Farmakodinamika
Monoamini
SERT (preuzimanje [3H]5-HT; pacov) 0,5 0,3 blokator preuzimanja serotonina
SERT (vezivanje paroksetina; covek) 2,0 0,9 blokator preuzimanja serotonina
g(lil‘l}e'{‘{](vezwan]e analoga kokaina RTI-55; 0,5 0,04 blokator preuzimanja serotonina
ISJS?O'I“/)(vezwan]e analoga kokaina RTI-55; 0,2 0,2 blokator preuzimanja serotonina
SERT (vezivanje analoga kokaina RTI-55; 25 blokator preuzimanja serotonina,
Hela ¢elije) ’ nekompetitivni
5-HT: (vezivanje Kketanserina; Kkorteks 4,8; >100 neaktivan nepoznato
pacova)
5-HT3 (GR65630; N1 E-115 C(elije; area 3,8: 100 neaktivan nepoznato
postrema)
DAT (analog kokaina RTI-55; covek; pacov) 1,5-4 3,4 blokator preuzimanja dopamina
Opioidni receptori
MU (vezivanje naloksona; prednji mozak 013 -36 g agonista; parcijalni agonista;
miSa; talamus pacova) ’ ’ ’ mesSoviti agonista-antagonista
MU (vezivanje DAMGO, pacov; DAGO _ .
korteks teleta; korteks ¢oveka) 5.6-11,0 L5 antagonista
HEK-MOR ¢elije; DAMGO 19 1,1;0,2
KAPPA (vezivanje U69,593, tovek) 2,0 - 4,0 0,7 parcijalni agonista; funkcionalno

selektivni agonista

DELTA (DPDPE, nucleus caudatus teleta) >100 24,7 nepoznato
Sigma receptori
Slgr.na-} (membr.a fie mozga zamorca; 10 neaktivan nepoznato
vezivanje pentazocina, cerebelum coveka)
Sigma-2 (membrane  jetre  pacova; 0,10; 0,2-0,3 neaktivan nepoznato
membrane mozga zamorca)
Nikotinski jonotropni receptori
Ganglijski (PC-12 c¢elijska line; influx Na*) 0,02 1,5 inhibitor, nekompetitivni
a3B4 nAChR (HEK (celije, covek; 0,22 -1,0; 3,7; 5,2; 6.8 05 Inhibitor; nekompetitivni
SH-SY5Y celije) 9,8 T antagonist
NMDA receptor
MK-801 (korteks pacova; prednji mozak 10:2,3:3,2 blokator kanala
pacova)
M¥-801 (flgcleljs caudatus  coveka; 52;9,8 31,4 blokator kanala
ki¢cmena mozdina Zabe)
Voltazno zavisni (celije hipokampusa 32 blokator kanala

pacova)

DAT - dopaminski transporter; Ki - konstanta inhibicije; IC50 - polumaksimalna inhibitorna koncentracija;
nAChR - nikotinski acetilholinski receptori; SERT - serotoninski transporter. Preuzeto iz rada: Mash (2023).

Interakcija ibogaina sa opioidnim receptorima bi mogla biti jedan od uzroka efikasnosti
ibogaina u prekidu uzimanja opioida. Neka rana istraZivanja su dovela u vezu efekte ibogaina sa
aktiviranjem opioidnih receptora, medutim iako se ibogain i noribogain vezuju za opioidne
receptore u mikromolarnim ili visokim nanomolarnim koncentracijama (Pearl i sar. 1995) oni ne
funkcioniSu kao uobicajeni opioidni agonisti ili antagonisti (Maillet i sar. 2015). Brojni podaci
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ukazuju da ibogain nije ortosterni agonista opioidnih receptora, dok je u talamusu pokazano da
ibogain i noribogain deluju kao antagonisti mu opioidnih receptora u niskim mikromolarnim
koncentracijama (Antonio i sar. 2013). Ibogain je nekompetitivni antagonista nikotinskih
acetilholinskih receptora (Mash i sar. 1998; Benwell i sar. 1996; Schneider i sar. 1996; Badio i sar.
1997; Fryer i Lukas 1999), a pretpostavlja se i da je agonista muskarinskih receptora (Koenig i
Hilber 2015) ali za ovu pretpostavku jo$ uvek ne postoji funkcionalna potvrda. Ibogain takode
inhibira aktivnost enzima monoamin oksidaze (MAO) cija je jedna od funkcija inaktivacija
monoaminskih neurotransmitera kao $to su dopamin, serotonin i noradrenalin (Alper 2001).

NajcesSc¢a neZeljena dejstva ibogaina su povracanje i tremor. Mnogo rede i najozbiljnije
neZeljeno dejstvo je produZenje QT intervala koje moze dovesti do aritmije sa smrtnim ishodom
(Hoelen i sar. 2009; Pleskovic i sar. 2012; Paling i sar. 2012; Meisner i sar. 2016; Litjens i Brunt
2016; Koenig i Hilber 2015). Na kardiomiocitima zamorca je pokazano da ibogain u
mikromolarnim koncentracijama blokira hERG subjedinicu Ikr kanala, koji imaju ulogu u fazi
repolarizacije (Koenig i sar. 2013).

1.2.5. Efekti na energetski metabolizam i redoks ravnotezu

Osim direktnih neurofarmakoloskih efekata koje ibogain ostvaruje interakcijom sa
receptorima i transporterima za neurotransmitere u mozgu, postoje i drugi mehanizmi kojima bi
se mogli objasniti njegovi antiadiktivni efekti, narocito dugotrajni. Jedan od njih su adaptivne
promene u energetskoj homeostazi (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012; Nikoli¢-Kokic i sar.
2015a). Pokazano je da ibogain, putem mehanizama koji joS uvek nisu poznati, dovodi do brzog
praZznjenja rezervi ATP koje je praceno povecanjem intenziteta Celijskog disanja, povecanjem
ekspresije enzima ukljuenih u energetski metabolizam (glikolizu i Krebsov ciklus), kao i
porastom koli¢ine ROS i aktivnosti antioksidativnih enzima (Nikoli¢-Kokic¢ i sar. 2015a; Paskulin i
sar. 2010; Paskulinisar. 2012; Paskulin i sar. 2006; Ores$c¢anin-Dusi¢i sar. 2018; Vukasinoviéi sar.
2021).

Pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae u stacionarnoj fazi rasta, u aerobnim uslovima,
je prihvaceni eksperimentalni model za proucavanje puteva bazalnog metabolizma kod viSih
eukariota, ukljucujudi i sisare (Ma 2001). Kvasac ne poseduje receptore (za neurotransmitere) za
koje se ibogain vezuje u mozgu sisara, te je koriS¢en kao pogodan model za ispitivanje efekata
ibogaina na energetski metabolizam. Inkubiranje kvasca u medijumu koji sadrzi ibogain dovodi
do brzog i reverzibilnog pada koncentracije ATP u Celijama, koji je pracen povecanjem intenziteta
celijskog disanja (proizvodnje CO2) i do povecanja proizvodnje ROS na nacin koji je zavisan od
koncentracije i vremena (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012). Poveéanje intenziteta
Celijskog disanja je ocekivano praceno povecanom proizvodnjom ROS, promenom celijskog
redoks statusa i pove¢anjem aktivnosti antioksidativnih enzima, ali i znacajnim padom ukupnog
oksidativnog opterecenja (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012; Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015a).

Posto su eksperimenti na kvascu pokazali da ibogain izaziva praZnjenje rezervi ATP i
dovodi do aktiviranja energetskog metabolizma, odnosno mitohondrija, kao joS jedan
eksperimentalni model za ispitivanje ibogaina kori$¢ene su Celije koje ne poseduju mitohondrije,
odnosno eritrociti. Osim toga, poznato je da eritrociti mogu da oslobadaju ATP iz submembranskih
depoa kao odgovor na razli¢ite stimuluse (Chu i sar. 2012; Ellsworth i sar. 2009). Takode, u
eritrocitima ne postoji de novo sinteza antioksidativnih enzima pa je njihov antioksidativni
kapacitet ogranicen (Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2010). U istraZivanju na ljudskim eritrocitima je
pokazano da ibogain dovodi do oslobadanja ATP u vancelijski prostor kao i do povecanja
aktivnosti antioksidativnih enzima SOD1 i GR (Nikoli¢-Kokic i sar. 2015a).

[straZivanja na pacovima su pokazala da intraperitonealna primena ibogaina u dozi od 20
mg/kg telesne mase, dovodi do povecane ekspresije enzima ukljuCenih u energetski metabolizam
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u mozgu. Pokazano je povecanje koli¢ine enzima glikolize (gliceraldehid-3 fosfat dehidrogenaze,
aldolaze A i piruvat kinaze) i Krebsovog ciklusa, 24 i 72 sata nakon primene ibogaina (Paskulin i
sar. 2006). Ibogain je imao slican efekat i na kvasac. U eksperimentima na kvascu pokazano je da
ibogain povecava proteinsku ekspresiju enzima glikolize i SOD1 5 sati nakon izlaganja
koncentraciji od 1 mg/l (Paskulin i sar. 2010). Na osnovu ovoga bi se moglo pretpostaviti da
ibogain pokrece remodelovanje osnovnih metabolickih puteva i po cenu pocetnog utroska
energije dovodi do povecanja efikasnosti metabolizma i vece dostupnosti slobodne energije
(Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015a). Koncentracija ibogaina primenjena u navedenom istrazZivanju na
kvascu je farmakoloski relevantna jer odgovara maksimalnoj koncentraciji ibogaina u mozgu
pacova nakon intraperitonealnog tretmana dozom od 20 mg/kg telesne mase. Sa druge strane, u
eksperimentu u kom su pacovi tretirani upravo dozom od 20 mg/kg intraperitonealno, 24 i 72
sata nakon tretmana proteinska ekspresija SOD u mozgu nije bila povecana (Paskulin i sar. 2006).
Ovo nam ukazuje da postizanje efekata ibogaina kao i njihova detekcija zavise od vrste
eksperimentalnog organizma i ciljnog tkiva kao i od vremena koje je proteklo od tretmana. Osim
navedenih proteina ibogain je doveo i do povecanja ekspresije velikog broja neidentifikovanih
proteina sa niskom zastupljeno$¢u. Ovo bi moglo biti bar delimi¢no odgovorno za veliku potrosnju
energije u kvascu ubrzo nakon izlaganja ibogainu (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2006).

U in vitro eksperimentima (DPPH test) je pokazano da ibogain sam po sebi nema
antioksidativna svojstva (Paskulin i sar. 2012), dok je na razli¢itim in vitro (Nikoli¢-KoKic i sar.
2015a; Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012) i ex vivo (OreS¢anin-Dusi¢ i sar. 2018;
Vukasinovic¢ i sar. 2021) eksperimentalnim modelima pokazano da ibogain povecava aktivnost
antioksidativnih enzima (SOD1, CAT, GSH-Px, GR) Sto ide u prilog karakterizaciji ibogaina kao pro-
antioksidativnog agensa (Paskulin i sar. 2012; Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015a). Jo$ uvek nije poznato
na koji nacin ibogain ostvaruje ovakve efekte ali istraZivanja na kvascu i eritrocitima su pokazala
da oni nisu posredovani vezivanjem za receptore (koji u ovim ¢elijama nisu prisutni) nego nekim
drugim nacinom interakcije sa metabolizmom ROS (Paskulin i sar. 2010; Nikoli¢-Koki¢ i sar.
2015a).

Nasa prethodna ex vivo istraZivanja na kontraktilno aktivnom izolovanom uterusu pacova
su pokazala da se kontraktilna aktivnost i aktivnost antioksidativnih enzima menjaju u zavisnosti
od primenjene koncentracije ibogaina, pri ¢emu ne dolazi do promena u proteinskoj ekspresiji
ovih enzima. Pri niZim Kkoncentracijama, koje stimuliSu kontraktilnu aktivnost, dolazi do
smanjenja aktivnosti SOD1 i povecanja aktivnosti GSH-Px, dok pri viSim koncentracijama, koje
dovode do potpune inhibicije kontraktilnosti uterusa, smanjuje se aktivnost SOD1 i viSestruko
povecava aktivnost CAT (Orescanin-Dusic¢ i sar. 2018). Kontraktilna tkiva su osetljiva na promenu
koncentracije ATP i praznjenje rezervi energije moZe da dovede do naruSavanja pravilnog ritma
kontrakcija kao i do reverzibilne inhibicije kontraktilne aktivnosti. Poznato je da vancelijski ATP
stimuliSe kontraktilnu aktivnost uterusa pacova ali mehanizam ove pojave nije detaljno ispitan
(Zafrah i Alotaibi 2017), dok je na distalnom kolonu miSa pokazano da ATP doprinosi
ekscitatornoj neurotransmisiji delujuc¢i direktno na glatke misSi¢ne celije preko P2Y receptora
(Zizzo i sar. 2008). Dakle, promene kontraktilne aktivnosti uterusa u prisustvu ibogaina bi mogle
biti delimi¢no uzrokovane eksternalizacijom, praznjenjem rezervi ili naruSsavanjem metabolizma
ATP. Takode, razli¢ita kontraktilna tkiva, uklju¢uju¢i i miometrijum uterusa, su osetljiva na
promene Celijskog redoks stanja i nivoa ROS pa bi smanjenje kontraktilne aktivnosti moglo biti
uzrokovano porastom koli¢ine ROS a narocito H202 (Warren i sar. 2005; Appiah i sar. 2009;
Appiah i sar. 2012). Sta viSe, antioksidativni enzim SOD1 moZe da uti¢e na kontraktilnost glatkih
misSi¢a u uterusu (Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015b). Sve ovo nam ukazuje da potrosnja i proizvodnja
energije u Celijama, redoks modifikacije koje su sa njom povezane, kao i sistem antioksidativne
zaStite predstavljaju deo funkcionalne celine koja utic¢e na kontraktilnu aktivnost glatkih miSica.
Osim toga proizvodnja ROS, koja nastaje nakon praznjenja rezervi ATP, i njihova unutarcelijska
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cirkulacija podrazumevaju razlicite korake u koje su ukljuceni i Katp kanali (Daiber 2010). Dakle,
praZznjenje rezervi ATP i aktiviranje signalnih puteva povezanih sa purinergickim receptorima i
Karp kanalima utic¢e na fluks Ca2+ (Ivanova i sar. 2014) a to bi mogao da bude put kojim ibogain
dovodi do promena u kontraktilnoj aktivnosti glatkih miSi¢a uterusa, kao i promena u redoks
homeostazi i aktivnosti antioksidativnih enzima.

Nasa prethodna istrazivanja in vivo na muZjacima pacova koji su tretirani jednom oralnom
dozom ibogaina (1 ili 20 mg/kg telesne mase) su pokazala sistemski uticaj na energetski
metabolizam i redoks balans, ali bez ozbiljnih toksi¢nih efekata. Obe doze ibogaina su dovele do
znacajne glikogenoliticke aktivnosti u hepatocitima 6 i 24 sata nakon primene $to ukazuje na
intenzivnu sistemsku potrosnju glukoze. Doza od 1 mg/kg nakon 6 sati je dovela do povecanja
koncentracije TBARS, Sto ukazuje na blagi prooksidativni efekat, ali ovo nije bilo praéeno
sistematskim promenama u aktivnosti antioksidativnih enzima. U isto vreme u jetri nisu
zabeleZene nikakve histopatoloSke promene ali je zabeleZeno prisustvo blagog oksidativnog
stresa 24 sata nakon tretmana ibogainom (Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Vidonja Uzelac 2019). U
bubrezima je doSlo do promena u aktivnosti antioksidativnih enzima kao i do umerenih promena
u morfologiji proksimalnih tubula (Vidonja Uzelac i sar. 2019b; Vidonja Uzelac 2019). Na osnovu
analize urina moglo bi se zakljuciti da ove promene nisu dovele do narusavanja funkcije jetre i
bubrega. U ranije navedenim ex vivo i in vitro eksperimentima primenjene koncentracije ibogaina
su bile ve¢e od onih izmerenih u ovom in vivo eksperimentu na muzjacima 6 i 24 sata nakon oralne
primene, u kom pro-antioksidativna svojstva ibogaina nisu jasno pokazana.

1.3. Eksperimentalni modeli

1.3.1. Invivo

Laboratorijski pacov vrste Rattus norvegicus je uobicajeni Zivotinjski model u fiziologiji i
biomedicini. U ovom istraZivanju su koris¢ene Zenke soja Wistar (RRID:RGD_13508588). To je
autbredovani albino soj koji se koristi kao viSenamenski model duze od sto godina.

Reproduktivni ciklus (estrusni ciklus) Zenki laboratorijskih pacova uglavnom traje 4-5
danaiuobicajeno se deli u 4 faze: proestrus, estrus, metestrus (ili diestrus I) i diestrus (ili diestrus
I1), mada ga neki autori dele u 5 faza. Proestrus i estrus pribliZno traju po 12 sati, metestrus traje
oko 21 sat a diestrus oko 57 sati (Paccola i sar. 2013). Faza ciklusa se moZe odrediti pregledom
vaginalnog brisa. Ovaj nacin odredivanja faze estrusnog ciklusa se zasniva na razlikama u
morfologiji epitelnih ¢elija i prisustvu leukocita i drugih ¢elija u brisu tokom razlicitih faza ciklusa
(Marcondes i sar. 2002; Hubscher i sar. 2005). Tokom estrusnog ciklusa dolazi do promena u
lu€enju polnih hormona u jajnicima i hipofizi: estrogena, progesterona, FSH, LH i prolaktina, koje
dovode do sveobuhvatnih fizioloskih efekata, izmedu ostalog i na energetski metabolizam (Parker
isar.2001) i metabolizam lekova (Brandstetter 1986).

1.3.2. Exvivo

Razvoj tehnike izolovanih tkiva u dvadesetom veku doveo je do revolucije u farmakologiji
koja se do tada zasnivala na deskriptivnim i anegdotskim prikazima delovanja lekova. Do tada su
se istrazivanja farmakoloskih osobina lekova i drugih hemijskih supstanci zasnivala na
istrazivanjima in vivo, koja su imala €itav niz ogranicenja. Bilo je tesSko odrediti tacnu koncentraciju
leka u ciljnom tkivu, kao i ta¢an odgovor na izlaganje leku. Zbog toga je bilo nemoguce uspostaviti
kvantitativni odnos izmedu leka i efekta do kog on dovodi. Drugo, uoceni odgovor celog organizma
na ispitivani lek je kombinacija originalnog odgovora izazvanog vezivanjem leka za receptor u
ciljnim tkivima i reakcije ostalih tkiva, odnosno celog organizma na nastalu promenu. Tehnika
izolovanih tkiva donela je istraZivacima moguénost da kontroliSu koncentraciju leka u ciljnom
tkivu i da mere direktne efekte vezivanja leka za receptor (Kenakin 2002).
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1.3.2.1. Glatki misiéi

Glatki miSi¢i se na osnovu strukturne i funkcionalne povezanosti celija dele na
jednojedinicne (sinonimi: sincicijalni, visceralni) koji grade miSi¢ne slojeve vecine unutrasnjih
organa ukljucujué¢i uterus i vecinu krvnih sudova, i viSejedini¢ne koji su prisutni u velikim
elasticnim arterijama, traheji, irisu oka i erektoru dlake (Sherwood 2016; Hall i Hall 2020).

.....
.....

..........

.....

Kontraktilna aktivnost glatkih miSi¢a moZe biti neurogena (pod kontrolom autonomnog
nervnog sistema), miogena (izazvana spontanim generisanjem akcionog potencijala u
pejsmejkerskim  Celijama, prisutha u nekim jednojedinicnim glatkim miSi¢ima),
izazvana/modulisana razli¢itim humoralnim agensima (endokrinim ili parakrinim) ili
mehanickim stimulusima (istezanje). Za razliku od poprec¢no-prugastih misi¢a u glatkim misi¢ima
jedan isti stimulus moZe imati i ekscitatorni i inhibitorni efekat u zavisnosti od zastupljenosti
razlicitih tipova receptora u konkretnom glatkom misi¢u. Na primer, adrenalin moZe da izazove
kontrakciju preko inozitol 1,4,5-trisfosfata (IP3) ili relaksaciju preko cAMP. Bez obzira na vrstu
influksom Ca2+ a ne Na*. Naime, lokalna depolarizacija plazma membrane otvara L-tip Ca%* kanala
u kaveolama. Porast unutarcelijske koncentracije Ca%* stimuliSe oslobadanje Ca2* iz
sarkoplazmati¢nog retikuluma preko IP3 i rijanodinskih receptora. Ova pojava se naziva
oslobadanje kalcijuma indukovano kalcijumom. Osim toga, indukcija kontrakcije glatke miSi¢ne
Celije moZe da se ostvaruje i paralelnim mehanizmom koji je nezavisan od akcionog potencijala ili
potencijala veze, odnosno nezavisan od promene potencijala mirovanja plazma membrane. U tom
slucaju ekscitatorni neurotransmiteri aktiviraju G protein koji aktivira fosfolipazu C Sto povecava
koncentraciju IP3 i indukuje oslobadanje kalcijuma iz sarkoplazmati¢nog retikuluma (SR) (Bolton
i Large 1986). Ca2* se u citoplazmi vezuje za kalmodulin (Cetiri jona Ca%* za jedan molekul
kalmodulina) koji dalje aktivira enzim kinazu lakog lanca miozina (MLCK, eng. myosin light chain
kinase). MLCK katalizuje fosforilaciju lakog lanca miozina $to dovodi do promene konformacije,
povecanja ATP-azne aktivnosti i interakcije izmedu miozina i aktina (Hafen i Burns 2023). Visoka
koncentracija Ca2* aktivira i rho-kinazu koja fosforiliSe enzim fosfatazu lakog lanca miozina
(MLCP, eng. myosin light chain phosphatase) i na taj nacin inhibira njenu aktivnost, odnosno
sprecava defosforilaciju lakog lanca miozina (MLC, eng. myosin light chain). Kontraktilni aparat
razvija tenziju koja je proporcionalna koncentraciji Ca2* u citoplazmi. Intenzitet ATP-azne
aktivnosti u glatkim miSi¢nim ¢elijama je mnogo manji nego u poprecno-prugastim. Zbog toga su
kontrakcije sporije ali mogu da traju mnogo duze. Kontrakcija glatkog miSica se prekida
defosforilacijom MLC. Relaksacija moZe biti uzrokovana prestankom stimulusa koji je indukovao
kontrakciju ili delovanjem stimulusa koji inhibira kontrakciju kao $to su NO, H202, prostaciklin
PGI2z i drugi. U oba slucaja proces relaksacije zahteva smanjenje koncentracije kalcijuma u citosolu
koji se aktivno transportuje pomoc¢u Ca,Mg-ATPaza koje se nalaze u plazma membrani i sarkolemi,
a takode i putem Na*/Ca2* izmenjivaca u plazma membrani. Za to vreme ligand zavisni i voltazno
zavisni kanali za Ca2?* u plazma membrani su zatvoreni (Webb 2003). Za razliku od poprecno-
prugastih misi¢a, smanjenje koncentracije Ca2* samo po sebi ne dovodi do relaksacije vec je za to
odgovoran enzim MLCP koji je aktivan pri niskoj koncentraciji kalcijuma (Hafen i Burns 2023).

.....

umerenoj kontraktilnoj aktivnosti energetski metabolizam lako zadovoljava potrebe za ATP,
odnosno ne dolazi do velikog porasta u potrosnji kiseonika (Wray i Prendergast 2019). Energetski
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metabolizam glatkih miSi¢nih ¢elija odlikuje nekoliko razlika u odnosu na druge tipove celija, a
najveca je visok nivo kompartmentalizacije. Naime, energija odnosno ATP potreban za rad
kontraktilnog aparata se dobija oksidativnom fosforilacijom dok se ATP potreban za regulisanje
koncentracije jona, a naroCito za rad Na,K ATPaze, dobija anaerobnim metabolizmom (Lynch i
Paul 1986; Paul i sar. 1984). Glikoliticki enzimi su vezani za plazma membranu preko F-aktina i
postoji direktna interakcija izmedu glikolitickih enzima i subjedinica Na,K ATPaze i H-ATPaze
(Dhar-Chowdhury i sar. 2007; Wray i Prendergast 2019).

U uslovima homeostaze, koncentracije jona (Na*, K*, Ca%*, Cl;, H* itd.) sa razlicitih strana
bioloskih membrana se razlikuju i formiraju jonski gradijent putem aktivnog transporta, sto
omogucava brz i manje ili viSe selektivan transport jona niz elektrohemijski gradijent. Jonski
kanali su veoma raznovrsni, u€estvuju u ogromnom broju raznovrsnih bioloskih procesa i
predstavljaju najceS¢e polje istraZivanja u potrazi za novim lekovima. Raznovrsnost jonskih
kanala je veoma velika. Samo u jednom tipu Celije moZe postojati viSe od 300 razliCitih tipova
(Gabashvili i sar. 2007). Jonski kanali su klasifikovani na osnovu vrste jona koju provode, na
osnovu prirode njihovog otvaranja i zatvaranja, kao i na osnovu broja kapija, odnosno pora. Na
osnovu vrste jona koje provode dele se na: kalijumove, natrijumove, kalcijumove, hloridne,
protonske i neselektivne katjonske kanale. Na osnovu aktivacije dele se na: voltazZno-zavisne,
ligand-zavisne i na kanale koji se aktiviraju na druge nacine. Ime kanala se sastoji od glavnog jona
koji kanal provodi (npr. Na) i glavnog fizioloSkog regulatora koji je oznacen u supskriptu (npr.
Nav). Sledi broj koji oznacava podfamiliju gena (npr. Nav1) i joS jedan broj koji oznacava izoformu
(npr. Nav1.1). Na kraju se nalazi slovo koje oznacava varijantu alternativnog iskrajanja primarnog
transkripta (npr. Navl.1a) (Chandy i Gutman 1993).

ATP-zavisni kalijumovi kanali (Katp) — Karp su najrasprostranjenija grupa kalijumovih
kanala, koji ujedno najviSe doprinose potencijalu mirovanja glatkih miSi¢nih celija (Teramoto
2006). Karp kanali provode slabu ulazno-ispravljacku struju kalijuma i pripadaju Kir (eng. inwardly
rectifying K* channel) superfamiliji kalijumovih kanala. Ovi kanali su heterooktamerni kompleksi
sacinjeni od: ulazno-ispravljackog K* kanala - Kir koji se sastoji od 4 Kir6.x subjedinice (Kir6.1 ili
Kir6.2 koje su kodirane genima KCNJ8 i KCNJ11), kao i od 4 regulatorne SURx (eng. sulphonylurea
receptor subunit) subjedinice (subfamilija C: SUR1, SUR2A ili SUR2B) koje vezuju sulfonilureu i
koje su odgovorne za osetljivost na ATP i farmakoloske karakteristike kanala (Inagaki i sar. 1995;
Isomoto i Kurachi 1997; Aguilar-Bryan i sar. 1998; Szeto i sar. 2018). Ove subjedinice su razlicito
eksprimirane u razli¢itim tipovima Celija pa se tako razlikuje i osetljivost ovih kanala na razlic¢ite
ligande (Szeto i sar. 2018). Upravo kompleksnost grade Karp kanala i tkivno-specificna ekspresija
oteZavaju proucavanje fizioloske funkcije i funkcionalnih osobina odredenih podtipova kanala
(Shyng 2022). U glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova Karp kanali se sastoje od Kir6.1/SUR2B
subjedinica (Li i sar. 2003), u endotelu arterija Kir6.1/Kir6.2/SUR2B (Yoshida i sar. 2004; Aziz i
sar. 2018), a u miometrijumu uglavnom od Kir6.1/Kir6.2/SUR1/SUR2B (Curley i sar. 2002; Xu i
sar.2011; Hongi sar. 2016).

ATP se vezuje kada se kanali nalaze i u otvorenom i u zatvorenom stanju. Vezivanje ATP u
bilo kom od ova dva stanja smanjuje prosecno vreme u zatvorenom stanju, smanjuje prosecno
trajanje serija i povecava frekvenciju i trajanje zatvorenog stanja izmedu serija. Katp kanali su
spontano aktivni u odsustvu ATP. Za kinetiku pojedinacnih kanala su karakteristi¢ne serije kratkih
otvaranja i zatvaranja, i dugacki intervali odsustva provodljivosti, tj. zatvorenog stanja. ATP utice
na sva navedena stanja, odnosno redukuje trajanje serija i produzava trajanje zatvorenog stanja.
Kada je kanal otvoren ATP se vezuje za svoje vezivno mesto sa konstantom disocijacije (Ka) oko
300 pM. Posto jedan kanal poseduje 4 vezivna mesta ukupna konstanta disocijacije iznosi oko 75
uUM. To znaci da ¢e u intaktnim celijama, u kojima je koncentracija ATP od 1 do 10 mM, otvoreni
kanal imati ATP vezan za Kir6.2 tokom veceg dela vremena (Craig i sar. 2008).
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Karp kanali su sveprisutni u plazma membrani ¢elija u mnogim organima i imaju vaznu
ulogu u regulaciji ¢elijskih funkcija u odgovoru na metabolicke potrebe ¢elije. ATP ih inhibira a
Mg-ADP aktivira $sto omogucava ¢elijama da poveZu elektricnu aktivnost ¢elijske membrane sa
trenutnim metabolickim statusom, tj. odnosom ATP/ADP (Szeto i sar. 2018; Shyng 2022). Na
provodljivost Karp kanala uti¢u i neke druge endogene supstance i do sada je pronadeno nekoliko
endogenih ,otvaraca”: agonisti -adrenergickih receptora, relaksin, kao i drugi relaksanti uterusa
koji dovode do povecanja unutarcelijskog cAMP. cGMP, i agensi koji generiSu cGMP poput NO
dovode do relaksacije. Kriti¢ni sulfhidrilni ostaci su glavna regulatorna mesta koja posreduju u
modulaciji ROS-om, kao i NO-om (Gaston 1999; Fernhoff i sar. 2009). H202 dovodi do otvaranja
Karp kanala, dok povecanje koncentracije ATP sprecava ovakav efekat peroksida (Filipovi¢ i
Reeves 1997).

Karp kanali u€estvuju u regulisanju kontraktilne aktivnosti glatkih misi¢nih ¢elija u uterusu
i krvnim sudovima. Otvaranje Karp kanal inhibira spontanu kontraktilnu aktivnost trudnog i
netrudnog miometrijuma (Xu i sar. 2011; Hong i sar. 2016). Karp kanali u glatkim miSi¢nim
¢elijama krvnih sudova ucestvuju u regulisanju njihovog tonusa. Vazodilatatori, kao Sto su
adenozin i beta-agonisti, povecavaju a vazokonstriktori smanjuju aktivnost Karp kanala preko PKC
signalnog puta.

Mitohondrijski ATP-zavisni kalijumovi kanali (mitoKarp) — MitoKarr se nalaze u
unutrasnjoj membrani mitohondrija i smatra se: da imaju ulogu senzora za ROS; da regulisu
proizvodnju ROS u mitohondrijama putem modulisanja bioenergetike; i da pokrecu odredene ROS
signalne puteve kao Sto je aktiviranje PKC preko povecanja koncentracije H202 (Facundo i sar.
2007; Alberici i sar. 2009; Garlid i sar. 2009; Akopova 2017). U unutrasnjoj membrani
mitohondrija nema Na* kanala ali se u njoj nalazi set K* kanala koji su u biofizickom i
farmakoloskom smislu veoma sli¢ni onima u plazma membrani. Regulisani su na sli¢can nacin kao
kanali u plazma membrani ali su primeceni i regulatorni mehanizmi specificni za mitohondrije
kao Sto je strukturna i funkcionalna veza sa lancem transporta elektrona (Laskowski i sar. 2016).
Lanac transporta elektrona u unutrasnjoj membrani mitohondrija ubacuje protone u
medumembranski prostor i tako stvara elektri¢ni potencijal membrane. Membranski potencijal
pokrece influks K*, tj. prelazak K* iz medumembranskog prostora u matriks, na dva nacina:
difuzijom, odnosno ,curenjem K+’ (Garlid i sar. 1989) i putem mitoKarp kanala. Ovakva razmena
H* i K* povecava pH matriksa zbog Cega fosfati ulaze u matriks preko elektroneutralnog Pi/OH-
antiportera. Povecanje koncentracije K* u matriksu je praceno osmozom pa dolazi do povecanja
zapremine matriksa. Visak K* se iz matriksa uklanja na regulisan nacin putem K*/H* antiportera i
tako se uspostavlja novo ravnotezno stanje u kom su zapremina i pH matriksa nesto vedi, Sto
znacajno utice na funkcionisanje mitohondrija (Halestrap 1989; Garlid i Paucek 2003; Garlid i
Halestrap 2012). Naime transport K* kroz unutrasnju membranu mitohondrija doprinosi
regulaciji membranskog potencijala, intenziteta Celijskog disanja, transporta Ca2+, sinteze ROS i
redoks signalizacije (Szabo i Zoratti 2014). Zbog toga transport K* kroz kanale u unutrasnjoj
membrani mitohondrija mora biti precizno kontrolisan kako bi se ocuvao metabolizam
mitohondrija i energetska homeostaza.

Poznato je da ATP, proizvod oksidativne fosforilacije, inhibira aktivnost mitoKarp i
dekuplujuceg proteina (UCP, eng. uncoupling protein). Dakle, u fizioloSkim uslovima pri
normalnom intenzitetu proizvodnje ATP i u prisustvu umerene koncentracije ROS, mitoKarp i UCP
su verovatno inhibirani i tako omogucavaju efikasnu sintezu ATP (Laskowski i sar. 2016). Sa druge
strane, na razli¢itim eksperimentalnim modelima je pokazano da u uslovima stresa, odnosno
povecane proizvodnje ROS i naruSene sinteze ATP, mitoKarp se aktiviraju (Pastore i sar. 2007;
Zhang i sar. 2001; Laskowski i sar. 2016) a takode je pokazano da lipidni peroksidi, koji nastaju
delovanjem ROS, aktiviraju UCP (Echtay 2007; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz 2013).
Olaksan prolazak K* i H* niz elektrohemijski gradijent za posledicu ima smanjenje proizvodnje
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ROS u mitohondrijama i uspostavljanje normalne sinteze ATP (Laskowski i sar. 2016). Sa druge
strane, brojna istrazivanja na razli¢itim eksperimentalnim modelima su pokazala da otvaranje
mitoKarr dovodi do povecanja proizvodnje ROS, izmedu ostalog i u miometrijumu (Andrukhiv i
sar. 2006; Oldenburg i sar. 2003; Tian i sar. 2003; Krenz i sar. 2002; Vadzyuk i Kosterin 2018).
Obzirom na kontradiktorne rezultate dobijene proucavanjem razlicitih tkiva ne postoji nacin da
se predvidi efekat otvaranja mitoKarp na proizvodnju ROS (Akopova 2017; Garlid 2000).

B-adrenergicki receptori — Adrenergicki receptori su metabotropni receptori, odnosno
receptori vezani za G protein. Postoje dve glavne klase adrenergickih receptora: a i f3. a-
adrenergicki receptori se dele na dva glavna tipa: al i a2, koji su vezani za razlicite G proteine. 3
adrenergicki receptori se dele na tri glavna tipa: 1, f2 i B3. Endogeni ligandi adrenergickih
receptora su kateholamini: adrenalin, koji pribliZno podjednako ekscituje a i B-adrenergicke
receptore; i noradrenalin koji primarno ekscituje a-adrenergicke receptore ali u manjoj meri
ekscituje i B-adrenergicke receptore (Hall i Hall 2020). B-adrenergicki receptor se sastoji od
jednog polipeptida koji formira sedam transmembranskih domena, tri unutarcelijske i tri
vancelijske petlje, vancelijskog N-terminalnog domena i dugackog unutarcelijskog C-terminalnog
repa (Wallukat 2002). Glavni, ali ne i jedini mehanizam delovanja -adrenergickih receptora je
aktiviranje adenilat ciklaze preko Gs proteina. Vezivanje adrenalina ili noradrenalina za (-
adrenergicki receptor izaziva, ili stabilizuje, promenu konformacije koja omogucava receptoru da
aktivira Gs protein. GDP biva zamenjen GTP-om Sto dovodi do disocijacije heterotrimernog G
proteina na Gas subjedinicu i Ggy kompleks (Bylund 2007). Gas subjedinica aktivira adenilat ciklazu
i dolazi do povecéanja koncentracije sekundarnog glasnika cAMP-a. cAMP se vezuje za regulatornu
jedinicu protein kinaze A (PK-A) i dovodi do oslobadanja kataliticki aktivne subjedinice. PK-A
katalizuje fosforilaciju ostataka serina i treonina u mnogim proteinima i tako uti¢e na Sirok
spektar procesa u Zivim ¢elijama, od kontraktilne aktivnosti glatkih i sr¢anih misi¢nih celija do
ekspresije mnogih gena (Wachter i Gilbert 2012). f1-adrenergicki receptori su primarno povezani
sa Gs/adenilat ciklaza/PK-A signalinim putem, dok su (32-adrenergicki receptori osim sa Gs,
povezani i sa Gi signalnim putem, kao i sa funkcijama nezavisnim od G proteina kao Sto je
regulacija Na*/H* izmenjivaca (Steinberg 1999; Wachter i Gilbert 2012). Tipi¢ni antagonista 1 i
[32-adrenergickih receptora je propranolol.

.....

adrenergickih receptora dovodi do relaksacije glatkih misSi¢a i smatra se da glavnu ulogu u ovom
efektu ima cAMP-zavisni mehanizam. cAMP/PK-A-zavisni put sprecava aktivaciju kompleksa
Ca2+-kalmodulin putem fosforilacije MLCK, kao i putem povecanja preuzimanja Ca2* u SR preko
PK-A-zavisne fosforilacije fosfolambdana. U nishodne efektore koje ovaj mehanizam aktivira
spada i nekoliko tipova K* kanala: veliki kalijumovi kanali koje aktivira Ca2* (Kcal.1, BK ili Maxi-
K), Karp kanali i Kpr kanali (eng. delayed rectified K+ channels). Takode, relaksantni efekat 3-
adrenergickih receptora moze biti ostvaren i mehanizmima nezavisnim od cAMP-a, kao Sto je
direktna interakcija Gas subjedinice sa Kcal.1 kanalima u disajnim putevima (Scheid i sar. 1979;
Barnes 1993; Tanaka i sar. 2005). U glatkim miSi¢nim ¢elijama uterusa su prisutne obe klase
adrenergickih receptora. Stimulacija a-adrenergickih receptora izaziva kontrakciju, a stimulacija
B-adrenergickih receptora relaksaciju uterusa (Bottari i sar. 1985). Sto se ti¢e B klase, u uterusu
su dominantno eksprimirani 32-adrenergicki receptori, i utvrdeno je da oni imaju fundamentalnu
ulogu u regulaciji mehanicke aktivnosti glatkih miSi¢a u ovom organu (Tanaka i sar. 2005).

ROS i redoks regulacija predstavljaju vaZzan, ali jo§ uvek nedovoljno istraZen aspekt
funkcionisanja adrenergickih receptora. Aktiviranje (-adrenergickih receptora dovodi do
povecanja aktivnosti NADPH oksidaze pa tako i povecanja proizvodnje ROS. Povecanje
koncentracije ROS ima ulogu u nishodnoj signalizaciji, kao i u povratnoj sprezi koja reguliSe
fosforilaciju i internalizaciju samog receptora, Sto se postiZze oksidativnim/nitrozativnim
modifikacijama raznih regulatornih proteina (Vasudevan i sar. 2011). Sa druge strane, funkcija
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2-adrenergickih receptora moze biti i direktno redoks regulisana. Naime, pokazano je da
cisteinski ostaci mogu biti reverzibilno oksidovani do sulfeni¢ne kiseline (Cys-S-OH), kao i da
redoks stanje receptora utiCe na vezivanje liganda i prenos signala (Rambacher i Moniri 2020a;
Rambacher i Moniri 2020b). Takode, dugotrajna stimulacija 31-adrenergickih receptora dovodi
do smanjenja proteinske ekspresije SOD1 (Srivastava i sar. 2007).

Purinergicki receptori — Purini i njihovi derivati, naroc¢ito ATP, su klju¢ni molekuli koji
kontroliSu energetsku homeostazu i sintezu nukleotida u Celijama, ali takode funkcionisu i kao
signalni molekuli. Purinergicki receptori su grupa transmembranskih proteina u plazma
membrani koji se dele u dve glavne kategorije: P1 receptore za koje se vezuje adenozin, i P2
receptore za koje se vezuju vancelijski nukleotidi (ATP, ADP, UTP i UDP). P1i P2X su metabotropni
receptori i mogu biti vezani za razliCite tipove G proteina, pa tako vezivanje liganda moZe da
dovede do aktivacije ili inhibicije adenilat ciklaze, ili aktiviranja drugih puteva prenosa signala.
P2Y receptori su ligand-zavisni homomultimerni ili heteromultimerni katjonski kanali (Sarikaya
2020; Huang i sar. 2021).

Purinergicki receptori koji posreduju u odgovoru na adenozin i adeninske nukleotide su
prisutni u svim tipovima visceralnih glatkih misi¢a (Maguire i Satchell 1981). U krvnim sudovima,
konkretno u malim pulmonarnim venama, ATP indukuje kontrakciju glatkih miSi¢nih ¢elija koja
je povezana sa vezivanjem za P2Y2 receptore i izazivanjem oscilacija Ca2* (Henriquez i sar. 2018).
Poznato je da vancelijski ATP povecava jonsku provodljivost plazma membrane Ccelija
miometrijuma i kontraktilnu aktivnost uterusa. Takode je poznato da su P2 receptori eksprimirani
u miometrijumu. Miyoshi i sar. (2010, 2012) su pokazali da ATP ovakav efekat ostvaruje
vezivanjem za P2X7 receptore koji funkcioniSu kao neselektivni katjonski kanali, kao i da
vancelijski MgZ* blokira efekat ATP (iz klinicke prakse je poznato da primena Mg?2+ inhibira
kontrakcije uterusa).

Purinergicka signalizacija u odredenim okolnostima moZe da utice na redoks biologiju.
Generalno, aktiviranje P2X receptora, narocito P2X7 i P2X4, ima vaznu ulogu u proizvodnji ROS
tokom inflamacije i infekcije. P2Y receptori takode mogu da indukuju proizvodnju ROS i NO. Sa
druge strane, aktivacija P2Y1i P2Y11 moZe da ima antioksidativni efekat. Aktivaciju P2 receptora
kontroliSu vancelijski enzimi ektonukleotidaze koji katalizuju hidrolizu ATP preko ADP-a i AMP-a
do adenozina. Oksidativni stres smanjuje aktivnost ovih enzima. Adenozin se vezuje za P1
receptore i njihova aktivacija generalno dovodi do smanjenja proizvodnje ROS i povecanja
aktivnosti antioksidativnih enzima, odnosno stimuliSe odrZavanje redoks homeostaze (Savio i sar.
2021).

5-HT receptori — Serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT) je indolaminski hormon i
neurotransmiter. 5-HT receptori se nalaze u plazma membrani i membrani mitohondrija. Kod
ljudi postoji 14 razlicitih podtipova 5-HT receptora. Jedan od njih (5-HT3) je ligand-zavisni jonski
kanal a svi ostali su vezani za G protein. Serotoninski sistem je jedan od evolutivno najstarijih
hormonskih/neurotransmiterskih sistema, $to bi moglo da objasni veliku raznovrsnost receptora
kao i fizioloSkih funkcija u ¢ijoj regulaciji ucestvuje serotonin (Hoyer 2007; Nichols i Nichols 2008;
Gresch 2013; Wang i sar. 2016).

U glatkim miSi¢ima serotonin moZe da izazove i kontrakciju i relaksaciju u zavisnosti od
podtipova prisutnih receptora. Tako je na primer pokazano da u uzduznom glatkom misi¢u u
ileumu macke, 5-HT1 i 5-HT4 receptori posreduju u kontrakciji, a 5-HT2 i 5-HT3 u relaksaciji (Wang
i sar. 2011). Serotonin kontrahuje glatke miSi¢e u ljudskoj uterusnoj arteriji preko 5-
HT2 receptora (Karlssonisar. 1997), a u jednjaku pacova preko 5-HT1i 5-HT2 (Eduard i sar. 2017).
U ljudskom digestivnom sistemu 5-HT2p povecavaju, a 5-HT7 smanjuju, dok 5-HT4 receptori mogu
i da povecavaju i da smanjuju kontraktilnu aktivnost (Wouters i sar. 2007). Serotonin povecava
pejsmejkersku aktivnost intersticijalnih Kahalovih ¢elija preko 5-HTs3 receptora (Liu i sar. 2011).
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U uterusu trudnih ljudi i pacova, serotonin stimuliSe kontraktilnu aktivnost miometrijuma preko
5-HT2. 5-HT2 receptori su vezani za proteine iz Gaq porodice koji dovode do aktiviranja fosfolipaze
C i porasta unutarcelijske koncentracije Ca2+* (Minosyan i sar. 2007; Cordeaux i sar. 2009).

Vezivanje serotonina za 5-HT1s u glatkim miSi¢nim ¢elijama pulmonarnih arterija dovodi
do aktivacije NOX1 i povecanja proizvodnje ROS, odnosno oksidativnog stresa (Hood i sar. 2017).
Sli¢no tome, i anoreksigeni efekat serotonina je posredovan aktivacijom NOX i proizvodnjom ROS
u hipotalamusu (Fang i sar. 2013). Pokazano je i da pod odredenim uslovima aktivacija 5-HT1a i 5-
HT4 receptora moZe da ima antioksidativni efekat (Collier i sar. 2012; Denysenko i sar. 2019).

1.3.2.2. Izolovane arterije

[zolovani krvni sudovi su jedno od najcesce koriScenih izolovanih tkiva u farmakologiji.
Poseduju veliki broj razlic¢itih tipova receptora koji posreduju u kontrakciji (npr. 5-HT i a-
adrenergicki), relaksaciji (npr. B-adrenergicki) i funkciji endotela (npr. acetilholinski). PoSto su

.....

merenje tenzije je upotreba prstenastih preparata (Kenakin 1998).

Endotel nije prosta barijera izmedu krvi i tkiva, ve¢ ima vaznu ulogu u regulaciji tonusa
krvnih sudova i u odrzavanju hemostaze. U endotelu se odvija ¢itav niz fizioloSkih procesa kao Sto
su: 1) preuzimanje bioloski aktivnih supstanci iz krvi, npr. noradrenalina i serotonina; 2) sinteza
supstanci koje deluju vazodilatatorno, kao Sto su NO (prvobitno nazvan kao ,endotelni faktor
relaksacije), endotelni hiperpolarizuju¢i faktor (eng. EDHF, endothelium-dependent
hyperpolarizing factor), prostaciklini, adenozin, ROS; 3) sinteza supstanci koje deluju
vazokonstriktorno, npr. endotelini, tromboksan A2, angiotenzin II; 4) aktiviranje vazoaktivnih
prekursora, kao Sto je angiotenzin I; 5) regulisanje propustljivosti krvnog suda; 6) regulisanje
aktivnosti trombocita. Od vazoaktivnih supstanci endotelnog porekla, najveci znacaj za regulaciju
tonusa krvnih sudova ima NO. NO je lipofilni gas koji nastaje delovanjem enzima endotelne NO
sintaze (eNOS) u odgovoru na razli¢ite fizicke (npr. istezanje) i hemijske stimuluse (npr.
acetilholin, citokini, faktori rasta proizvedeni u trombocitima, kao $to je faktor rasta vaskularnog
endotela). NO lako difunduje iz endotela i ima relativno kratak poluZivot (u krvi oko 6 sekundi)
tako da deluje uglavnom lokalno u tkivu u kom je nastao. U glatkim miSi¢nim ¢elijama NO aktivira
rastvorljivu guanilat ciklazu (sGC, eng. soluble guanylate cyclase). Porast koncentracije cGMP
aktivira cGMP-zavisnu protein kinazu (PKG) koja na nekoliko nacina dovodi do relaksacije glatkih
miSi¢nih Celija i smanjenja tonusa krvnog suda, npr. putem fosforilacije velikog broja proteina
ukljucenih u regulaciju koncentracije Ca%* i osetljivosti na Ca?*, ili hiperpolarizacijom membrane
preko K* kanala (Vanhoutte i sar. 2017; Kriiger-Genge i sar. 2019; Hall i Hall 2020).

Polni hormoni imaju vaznu ulogu u regulisanju tonusa krvnih sudova, narocito estrogen
koji ostvaruje vazodilatatorni efekat interakcijom sa endotelom ili direktnim delovanjem na glatke
miSi¢ne Celije u krvnim sudovima. Takode, nedvosmisleno je pokazano da promene nivoa polnih
hormona tokom reproduktivnog ciklusa imaju uticaj na efekte nekih endogenih i egzogenih
vazoaktivnih supstanci. Ipak, za bolje razumevanje ove pojave su potrebna dodatna istrazivanja
(Haynes i sar. 2000; White 2002; Arnal i sar. 2010; Jaimes i sar. 2019).

1.3.2.3. Izolovani uterus

Uterus pacova je organ cevastog oblika koji se sastoji od dva roga koji se na distalnom kraju
spajaju u cerviks. Uterus je izgraden od tri sloja: perimetrijuma, miometrijuma i endometrijuma.
Perimetrijum je spoljasnji vezivni sloj, odnosno perineum, koji obavija uterus. Miometrijum je
fazno i toniCno, i organizovani su u viSe slojeva i podslojeva a po pravcu pruzanja se dele na
uzduzne, kruzne i kose. Endometrijum je mukozni sloj uterusa koji naleZe na unutras$nju stranu
miometrijuma. Ovaj sloj uterusa podleZe najve¢im promenama tokom estrusnog ciklusa, odnosno
hipertrofira tokom sazrevanja jajnih Celija i ovulacije (Wray i Prendergast 2019).
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Miociti Cine veliku vecinu celija uterusa, viSe od 95%. Glatke miSi¢ne cCelije uterusa su
veoma sli¢ne glatkim miSi¢nim ¢elijama u drugim tkivima. Ono po ¢emu se razlikuju su relativno
velike dimenzije (duzina do 0,5 mm), jake struje CaZ* i snaZne kontrakcije. Miociti miometrijuma
su povezani pukotinastim vezama koje im omogucavaju ektri¢nu sinhronizaciju. Uterus, odnosno
miometrijum je miogeno tkivo sposobno da se spontano ritmicki kontrahuje in vivo i ex vivo bez
spoljasnje stimulacije ili nervne kontrole. Endokrini, parakrini i drugi faktori uticu na
kontraktilnost miometrijuma. U dosadaSnjim istrazivanjima nisu identifikovane pejsmejkerske
¢elije. Ni uklanjanje uterusa iz tela, niti izolovanje miometrijuma ili njegovo secenje na male trake
ne sprec¢ava ritmic¢ke kontrakcije. Cak i izolovani pojedina¢ni miociti mogu da imaju kontraktilnu
aktivnost. Pretpostavlja se da oko jedne tredine miocita u uterusu poseduje endogenu
pejsmejkersku aktivnost. Ovi miociti moZda poseduju drugaciji set jonskih kanala koji uzrokuje
nestabilnost membranskog potencijala i ritmicku depolarizaciju koja se brzo Siri na susedne
miocite preko pukotinastih veza. U miometrijumu je prisutan veliki broj razlic¢itih tipova jonskih
kanala kao Sto su: L-tip Ca2* kanala, T-tip Ca%* kanala (njegov znacaj je upitan), voltazno-zavisni
kalijumovi kanali (Kv), visokoprovodljivi voltazno-zavisni i Ca2*-zavisni kalijumovi kanali (BK),
maloprovodljivi Ca2*-zavisni kalijumovi kanali (SK) i ATP-zavisni kalijumovi kanali (Karp),
kalijumovi kanali koji se aktiviraju istezanjem (KCNK), hloridni kanali aktivirani kalcijumom
(CaCQC), voltazno-zavisni Na* kanali (VGSC), Na,K ATPaza, nespecifi¢ni katjonski kanali (TRCP).
Razliciti G proteinski receptori (GRCP) koji preko fosfolipaze C (PLC) stvaraju IP3 i doprinose
depolarizaciji i stimuliSu ulazak Ca2* u citoplazmu. Postoji moguc¢nost koja joS uvek nije dokazana
da je prisustvo brzih Na* kanala u jednom delu miocita odgovorno za njihovu spontanu
pejsmejkersku aktivnost (Wray i Prendergast 2019).

Obzirom na kompartmentalizaciju energetskog metabolizma glatkih miSi¢nih Celija, fazne
kontrakcije uterusa dovode do ciklicnih promena u sadrzaju visokoenergetskih fosfata (ATP i
fosfokreatin), laktata i pH. Na piku kontrakcije visokoenergetskih fosfata je sve manje, laktata sve
viSe i pH postaje sve kiselija pa kontrakcija pocinje da slabi. Ovo zajedno sa promenama
ekscitabilnosti i inaktivacijom L-tipa Ca2* kanala dovodi do prestanka fazne kontrakcije. Tokom
perioda mirovanja izmedu dve kontrakcije ATP, fosfokreatin, laktat i pH se vracaju na prethodni
nivo (Wray i Prendergast 2019). Mitohondrije se nalaze u blizini nukleusa i granuliranog
endoplazmati¢nog retikuluma ili uz sarkolemu blizu kaveola (Gam i sar. 2017). Osim ociglednog
znacaja za energetski metabolizam, odnosno oksidativnu fosforilaciju, mitohondrije su vazne i za
regulisanje unutarcelijske koncentracije Ca2+* (McCarron i Muir 1999) interaguju i mogu da se
vezuju za SR (Rizzuto i sar. 1998; Csordas i sar. 2006) i mogle bi da imaju vaZznu ulogu u
modulisanju spontane aktivnosti uterusa pacova (Gravina i sar. 2010). Kontraktilna aktivnost
miometrijuma je i redoks regulisana. Na primer, izlaganje izolovanog uterusa pacova prilicno
visokim koncentracijama H202 dovodi do prolazne inhibicije faznih kontrakcija, najverovatnije
putem oksidacije unutarcelijskih tiolnih grupa na Kv kanalima (Appiah i sar. 2009; Appiah i sar.
2012).

Promene faza estrusnog ciklusa su pracene umerenim promenama u ekscitabilnosti i
kontraktilnosti uterusa (Wray i Noble 2008). Spontana elektri¢na aktivnost i mehanicka aktivnost
u uzduzZnim misi¢ima uterusa in vivo variraju tokom reproduktivnog ciklusa (Talo i Karki 1976;
Ishikawa i Fuchs 1978; Wray i Noble 2008). Literaturni podaci o spontanoj kontraktilnoj
aktivnosti uterusa pacova ex vivo u razli¢itim fazama estrusnog ciklusa su malobrojni (Downing i
sar. 1981; Vedernikov i sar. 2003; Wray i Noble 2008) ali je poznato da osetljivost kontraktilnog
odgovora na razlicite agoniste, serotonin izmedu ostalih, varira u zavisnosti od faze ciklusa
(Oropezai sar. 2000). Osim na kontraktilnu aktivnost, polni hormoni uti¢u i na redoks ravnotezu
u uterusu pacova (Gémez-Zubeldia i sar. 2002).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Odrediti koncentracije ibogaina i njegovog primarnog metabolita noribogaina u
krvnoj plazmi Zenki pacova nakon jednokratnog per os tretmana ibogainom.

U in vivo eksperimentu, pacovi su tretirani dozama od 1 mg/kg i 20 mg/kg, i Zrtvovani
nakon 6 ili 24 sata. Prethodna istraZivanja su pokazala da je bioloSka raspoloZivost
ibogaina veca kod Zenki pacova nego kod muZjaka. PoSto literaturni podaci o uporednoj
farmakokinetici i bioloSkoj raspoloZzivosti ibogaina kod muZjaka i Zenki pacova nisu
dovoljno detaljni i sveobuhvatni, u ovom istraZivanju smo izmerili koncentracije ibogaina
i noribogaina u plazmi, u cilju boljeg razumevanja rezultata in vivo eksperimenta.

Ispitati efekte ibogaina na energetski metabolizam, enzimski sistem antioksidativne
zasStite i pokazatelje oksidativnih ostecenja u razlicitim tkivima Zenki pacova nakon
jednokratnog per os tretmana.

Prethodna istraZivanja na razlic¢itim eksperimentalnim modelima su pokazala da ibogain
utiCe na energetski metabolizam i redoks ravnoteZu. Kod muZjaka pacova, pri istim
eksperimentalnim uslovima kao u ovom istrazivanju, ibogain je izazvao smanjenje koliCine
glikogena u jetri, kao i narusavanje redoks homeostaze u raznim tkivima. PoSto je bioloska
raspoloZivost ibogaina veca kod jedinki Zenskog pola, kao i zbog generalnih polnih razlika
u metabolizmu i neZeljenim efektima farmakoloski aktivnih supstanci, ispitali smo efekte
ibogaina na koli¢inu glikogena u jetri, aktivnost enzima SOD1, SOD2, CAT, GSH-Px, GR, GST,
X0 i koncentraciju neproteinskih i slobodnih proteinskih -SH grupa i TBARS u eritrocitima,
jetri, bubrezima, srcu, ileumu, uterusu, plu¢ima, slezini i mozgu Zenki pacova.

Ispitati efekte ibogaina na histomorfologiju jetre, bubrega i srca Zenki pacova nakon
jednokratnog per os tretmana.

Ibogain se primarno metabolise u jetriiizluc¢uje putem urinaifecesa. Naj¢eS¢i smrtni ishodi
nakon primene ibogaina se vezuju za prestanak rada srca, ali i bubrega. BioloSka
raspoloZivost ibogaina je veca kod jedinki Zenskog pola, a takode jedinke Zenskog pola su
sklonije neZeljenim reakcijama na farmakoloski aktivne supstance. Zbog toga smo ispitali
postojanje histopatoloskih pomena u tkivu jetre, bubrega i miokarda.

Ispitati neposredne vazoaktivne efekte ibogaina na izolovane krvne sudove pacova,
kao i moguc¢nost posrednog efekta putem oslobadanja ATP iz eritrocita.

Najozbiljniji neZeljeni efekti ibogaina su vezani za kardiovaskularni sistem. lako se veliki
broj istraZivanja bavio efektima ibogaina na srce, odnosno na izazivanje aritmija i srcanog
zastoja, podaci o efektima ibogaina na cirkulaciju, odnosno na tonus krvnih sudova skoro
da ne postoje. Zbog toga smo ispitali efekte ibogaina na tonus izolovane torakalne aorte i
mezenteri¢ne arterije, koji su posredovani endotelom, kao i one koji se ostvaruju direktnim
delovanjem na glatke miSi¢ne Celije. PoSto je u istraZivanju in vitro pokazano da ibogain
dovodi do oslobadanja ATP iz eritrocita u plazmu, u ovom istrazivanju smo ispitali efekat
odgovarajucih koncentracija ATP na tonus izolovane torakalne aorte.

Ispitati mehanizme uticaja ibogaina na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa
pacova.

U naSem prethodnom istraZivanju je pokazano da ibogain u niskim koncentracijama
stimuliSe a u visokim inhibira kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova.
Pretpostavljeno je da bi ove promene u kontraktilnoj aktivnosti mogle da budu
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posredovane promenama u koncentraciji ATP i H202. Cilj ovog istraZivanja je bio da se
ispita da li su stimulatorniiinhibitorni efekti ibogaina posredovani povec¢anjem vancelijske
koncentracije ATP, odnosno povecanjem unutarcelijske koncentracije H202, ili direktnim
interakcijama sa receptorima pre svega serotoninskim.

Ispitati mehanizme uticaja ibogaina na enzimski sistem antioksidativne zasStite u
izolovanom uterusu pacova.

U nasem prethodnom istrazivanju na izolovanom uterusu pacova pokazano je da ibogain
dovodi do promena u aktivnosti antioksidativnih enzima (pre svega do viSestrukog
povecanja aktivnosti CAT, ali i do povecanja aktivnosti GSH-Px i smanjenja aktivnosti SOD)
koje ukazuju na prisustvo visoke koncentracije H202 u sistemu. Zbog velikog potencijalnog
znacaja uocenog efekta za redoks regulaciju cilj ovog istrazivanja je bio da se ispitaju
signalni putevi, odnosno receptori/jonski kanali uklju¢eni u ovu pojavu.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Laboratorijske Zivotinje

Svi eksperimentalni postupci koji podrazumevaju upotrebu laboratorijskih Zivotinja su
sprovedeni u skladu sa Direktivom 2010/63/EU o zaStiti Zivotinja koje se koriste u
eksperimentalne i druge naucne svrhe, i odobreni od strane Etickog komiteta Instituta za bioloska
istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢” broj 06-10/15. KoriS¢ene su zdrave Zenke pacova soja Wistar
(RRID: RGD_13508588), telesne mase 175-250 g, gajene u uobicajenim uslovima: tri Zivotinje u
kavezu, temperatura 22-24 °C, reZim osvetljenja 12 sati svetlo/12 sati mrak, sa neogranicenim
pristupom vodi i hrani (standardna hrana za laboratorijske glodare). Pre bilo kakvih
eksperimentalnih postupaka, bilo in vivo ili ex vivo, utvrdena je faza estrusnog ciklusa u kojoj se
svaka Zivotinja nalazila.

3.1.1. Odredivanje faze estrusnog ciklusa

Vaginalni bris je uziman staklenom pipetom sa oblim vrhom napunjenom sa 0,2 ml
destilovane vode. Nakon nanos$enja na predmetno staklo i suSenja, bris je bojen hematoksilinom.
Brisevi su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i faza estrusnog ciklusa je odredivana na
osnovu zastupljenosti tri tipa celija: epitelnih Celija ovalnog oblika sa jasno vidljivim jedrom;
kornifikovanih (skvamoznih) ¢elija ljuspastog oblika bez vidljivog jedra; i leukocita. U proestrusu
su preteZzno prisutne ovalne epitelne Celije sa vidljivim jedrima, u estrusu kornifikovane ¢elije, u
meta-estrusu su prisutna sva tri tipa Celija, dok su u diestrusu pretezno prisutni leukociti, mada
su prisutne i kornifikovane i ovalne epitelne celije sa vidljivim jedrom (Marcondes i sar. 2002).

3.2. Hemikalije

U izradi disertacije je koriS¢en ibogain hidrohlorid (PubChem CID: 197059) ¢istoc¢e 99,9%
(Remggen, Phytostan Enterprises Inc.) koji je obezbedila prof. dr Mara Bresjanac u okviru LNPR
projekta finansiranog iz ARRS Programa P3-0171 (Slovenija), kao i ibogain hidrohlorid cistoce
98,93% koji je obezbedio dr Roman Paskulin (Slovenija). Za potrebe vecine eksperimenata (in
vivo, ex vivo na izolovanim krvnim sudovima i veéina eksperimenata na izolovanom uterusu)
ibogain je rastvoren u dH20 snaZnim vorteksovanjem (koncentracija Stoka 2 mg/ml) i ¢uvan
zaSticen od svetla i visoke temperature. Za potrebe jednog od eksperimenata na izolovanom
uterusu (poredenje efekata ibogaina i ketanserina) ibogain je rastvaran u DMSO.

U ex vivo eksperimentima su koris¢eni: ketanserin (+)-tartarat (PubChem CID: 24278121)
Cistoce 297%, proizvodac¢ Sigma-Aldrich, broj proizvoda S006; (+)-propranolol hidrohlorid
(PubChem CID: 62882) cCistote 299%, proizvodac¢ Sigma-Aldrich, broj proizvoda P0884; i
glibenklamid (PubChem CID: 3488) cCisto¢e 299%, proizvoda Sigma-Aldrich, broj proizvoda
G0639.

3.3. Invivo eksperiment
Svi eksperimentalni postupci, odnosno nacin tretmana (per os), doze (1 i 20 mg/kg) i
trajanje (6 i 24 sata) tretmana, nacin izolovanja i pripreme tkiva, kao i sve biohemijske i histoloske

analize u ovom eksperimentu su izvedeni na isti naCin kao u prethodnom eksperimentu na
muzjacima pacova (Vidonja Uzelaci sar. 2019a; Vidonja Uzelac i sar. 2019b; Vidonja Uzelac 2019).
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3.3.1. Dizajn eksperimenta

Imajuci u vidu da metabolizam Zenki pacova varira tokom reproduktivnog ciklusa (Parker
i sar. 2001), a takode i metabolizam lekova (Watanabe i sar. 1997), jedan od zadataka ovog
eksperimenta je bio da eliminiSe taj izvor varijabilnosti tako Sto bi sve Zivotinje bile tretirane u
istoj fazi ciklusa. Radi bolje uporedivosti sa rezultatima drugih eksperimenata, odluceno je da to
bude estrusna faza. Medutim, trajanje reproduktivnog ciklusa i pojedina¢nih faza moZe da varira,
a prelazi izmedu faza su postepeni. Ipak, uzimaju¢i u obzir prosec¢no trajanje pojedinacnih faza
estrusnog ciklusa, moZemo osnovano pretpostaviti da ¢e Zivotinje koje su tretirane u estrusnoj
fazi i Zrtvovane nakon 6 sati, u trenutku Zrtvovanja vrlo verovatno i dalje biti u estrusnoj fazi. Sa
druge strane, Zivotinje koje su tretirane u estrusnoj fazi i Zrtvovane nakon 24 sata, u trenutku
Zrtvovanja Ce vrlo verovatno biti u metestrusu. Zbog toga smo tretman ibogainom u trajanju od 6
sati izveli na dva nacina. Jedna grupa Zivotinja je tretirana odmah nakon utvrdivanja estrusne faze.
Druga grupa je nakon S$to je utvrdena estrusna faza ciklusa odvojena, tretirana nakon 18 sati i
Zrtvovana 6 sati nakon tretmana (u metestrusu). Ova grupa je Zrtvovana 24 sata nakon utvrdene
estrusne faze, isto kao i grupe koje su Zrtvovane 24 sata nakon tretmana. Na prelazu iz estrusa u
metestrus, promene nivoa estrogena i progesterona u krvi Zenki pacova su male (Sato i sar. 2016)
i nisu pracene znacajnim promenama u ekspresiji ili aktivnosti antioksidativnih enzima, osim u
reproduktivnim organima (D'Almeida i sar. 1995; Pajovic¢ i Saic¢i¢ 2008a; Pajovic¢ i Saic¢i¢ 2008b;
Lee i sar. 2012), niti u stopi energetskog metabolizma (Anantharaman-Barr i Decombaz 1989).

estrus metestrus
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| S

)
5. EEEEi> : : i

M24 '- me/K
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V24 /’ ””’

0 éh 12h  18h  24h
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Slika 3. Sematski prikaz dizajna in vivo eksperimenta.

U ovom eksperimentu je postojalo sedam grupa (Slika 3): K - kontrolna grupa, tretirana
destilovanom vodom, dekapitovana nakon 24 sata; M6e - tretirana malom dozom ibogaina u
estrusu (1 mg/kg), dekapitovana nakon 6 sati; Mém - tretirana malom dozom ibogaina u
metestrusu (1 mg/kg), dekapitovana nakon 6 sati; M24 - tretirana malom dozom ibogaina u
estrusu (1 mg/kg), dekapitovana nakon 24 sata; V6e - tretirana velikom dozom ibogaina u estrusu
(20 mg/kg), dekapitovana nakon 6 sati; V6m - tretirana velikom dozom ibogaina u metestrusu (20
mg/kg), dekapitovana nakon 6 sati; V24 - tretirana velikom dozom ibogaina u estrusu (20 mg/kg),
dekapitovana nakon 24 sata. U grupama K, M6e, M24, V6e i V24 je bilo po 6 Zivotinja, a u grupama
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M6m, V6m po 5. Zivotinje su tretirane per os, gavazom, i svaka Zivotinja je primila 1 ml te¢nosti
(voda ili rastvor ibogaina odgovaraju¢e koncentracije) na 100 grama telesne mase. Nakon
tretmana sve Zivotinje su bile smeStene u posebne kaveze (pojedinacno) sa neograni¢enim
pristupom hrani i vodi.

3.3.2. Potrosnja vode i hrane

Na kraju eksperimenta izmerena je koli¢ina konzumirane vode (prikazano u mililitrima na
sat po kilogramu telesne mase) i hrane (prikazano u gramima na sat po kilogramu telesne mase).
Ukupna zapremina konzumirane vode je izracunata kao zbir zapremine vode koju je Zivotinja
slobodno popila i zapremine koja je uneta gavazom.

3.3.3. Izolovanje tkiva

Uzorci krvi su skupljani u heparinizovane mikrotube (500 i.j./ml pune krvi) neposredno
nakon dekapitacije. Jetra je perfundovana hladnim fizioloskim rastvorom i deo levog reznja je
odvojen za histoloska ispitivanja, a ostatak levog reznja je upotrebljen za biohemijska ispitivanja.
Takode su izolovani bubrezi, srca, ileum, uterus, pluc¢a, slezina i mozak. Kranijalni deo desnog
bubrega (jedna trec¢ina) i deo kaudo-lateralnog zida leve komore srca su odvojeni za histoloska, a
ostatak tkiva za biohemijska ispitivanja. Uzorci za histoloska ispitivanja su fiksirani u 4% rastvoru
paraformaldehida u fosfatnom puferu, pH 7,4. Uzorci za biohemijske analize su odmah zamrznuti
u te¢nom azotu i ¢uvani na -70 °C.

3.3.4. Razdvajanje plazme i eritrocita

Plazma i eritrociti su razdvojeni centrifugiranjem 10 min na 3000x g. Plazma je zamrznuta
i Cuvana na -20 °C do merenja koncentracije ibogaina i noribogaina. Eritrociti su isprani tri puta
fizioloSkim rastvorom (0,9%) , zamrznuti i cuvani na -20 °C.

3.3.5. Merenje koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi

Razdvajanje i kvantifikacija ibogaina i noribogaina u uzorcima plazme uradeni su na
Agilent 1100 HPLC sistemu koji je povezan na Quattro micro™ API maseni spektrometar sa
detektorom sa tri analizatora - trostruki kvadrupol (HPLC-MS/MS, eng. High-Performance Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry). Eluiranje je izvedeno na Zorbax XDB-CN (75 mm
X 4,6 mm, veliCina Cestica 3,5 um) analitickoj koloni, prema metodi za odredivanje alkaloida u
bioloSkim uzorcima (KoZelj 2015; Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Vidonja Uzelac 2019). Maseni
spektrometar je snimao mase u pozitivnom modu. U cilju kvantifikacije jedinjenja za svaki
standard posebno je snimljen molekulski jon i dva najintenzivnija fragmenta iz MS2 spektra (SRM,
eng. Selected Reaction Monitoring). Izabrani SRM joni su sledeci: za ibogain (311-174, 122),
noribogain (297-160, 122) i za interni standard (325—105, 271). Softver MassLynx 4.1 koriS¢en
je za kontrolu instrumenta. Alkaloidi su identifikovani poredenjem sa standardima. Ukupan
sadrzaj svakog jedinjenja izracunat je na osnovu povrSine pikova i izraZzen je kao mg/l.
Kalibracione krive za ibogain i noribogain su bile linearne u opsegu od 0,1 to 100,0 ng/ml.
Koeficijent korelacije je bio 0,996 ili veci. Donja granica kvantifikacije (LLQ, eng. Lower Limit of
Quantitation) je bila 0,2 ng/ml za oba jedinjenja. Priprema uzorka je podrazumevala taloZenje
proteina sa dvostrukom zapreminom acetonitrila (C2H3N). Standardi za kalibraciju su napravljeni
dodavanjem odgovarajuce koli¢ine radnog standarda i internog standarda (prazepam) u plazmu
u kojoj nema ispitivanih supstanci, odnosno u plazmu netretiranog pacova. Svi uzorci i standardi
su Cuvani zasti¢eni od svetla jer su ibogain i noribogain fotosenzitivni.

3.3.6. Priprema tkiva za merenje aktivnosti enzima

Odmrznuti eritrociti su pomeSani sa hladnom dH20 u odnosu zapremina 1:6, vorteksovani
i ostavljeni na ledu 30 min kako bi hemolizirali. Hemolizati su kori$¢eni za merenje koncentracije
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hemoglobina i aktivnosti CAT, GSH-Px, GR i XO. Aktivnost SOD1 je merena u hemolizatima iz kojih
je prethodno uklonjen hemoglobin. Uzorci tkiva (jetra, bubreg, srce, uterus, ileum, pluca, slezina,
mozak - cela hemisfera) su odmrznuti i pomesani sa puferom (0,25 M saharoza, 0,05 M Tris, 1 mM
EDTA, pH 7,4) u odnosu masa 1:10, homogenizovani i sonifikovani (10 kHz, 3x15 s sa pauzama od
15 s) uz odrzavanje niske temperature, i centrifugirani 90 min na 105000x g, na 4 °C. Supernatanti
su koriS¢eni za spektrofotometrijsko merenje aktivnosti enzima i koncentracije proteina. Uzorci
uterusa dobijeni u ex vivo eksperimentima su pripremani za merenje aktivnosti antioksidativnih
enzima na isti nacin.

3.3.7. Priprema tkiva za merenje koncentracije TBARS i slobodnih -SH grupa

Uzorci tkiva (jetra, bubreg, srce, uterus, ileum, plu¢a, slezina, mozak - cela hemisfera) su
odmrznuti i pomeSani sa puferom (0,05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4) u odnosu masa 1:5,
homogenizovani i sonifikovani (10 kHz, 3x15 s sa pauzama od 15 s) uz odrZavanje niske
temperature, i centrifugirani 15 min na 9000x g, na 4 °C. Supernatanti su koris¢eni za
spektrofotometrijsko merenje koncentracije TBARS, ukupnih i neproteinskih -SH grupa.

3.3.8. Merenje koncentracije proteina u uzorcima tkiva

Koncentracije proteina u uzorcima tkiva su merene Lorijevom metodom (Lowry i sar.
1951) koja se zasniva na formiranju kompleksa izmedu jona bakra i peptidnih veza u alkalnoj
sredini, kao i na oksidoredukcionoj reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa
(FolinCiocalteu-ov reagens) sa aromati¢nim aminokiselinama. Nastaje plava boja ¢iji intenzitet je
proporcionalan koncentraciji proteina. Apsorbancija je merena na 670 nm. Za standardnu krivu

je koris¢en albumin iz govedeg seruma.
3.3.9. Merenje koncentracije hemoglobina u hemolizatima eritrocita

Koncentracija hemoglobina u hemolizatima eritrocita je odredivana pomoc¢u Drabkinovog
reagensa (Drabkin i Austin 1935). Hemoglobin se u reakciji sa kalijum fericijanidom oksiduje do
methemoglobina, koji u reakciji sa cijanidnim anjonom daje cijanmethemoglobin. Apsorbancija je
merena na 545 nm, a koncentracija je izraCunata pomocu molarnog ekstinkcionog koeficijenta koji
iznosi 36,77.

3.3.10. Uklanjanje hemoglobina iz hemolizata eritrocita

Hemoglobin je iz lizata eritrocita uklonjen ekstrakcijom pomoc¢u hladnog hloroforma i
etanola (Tsuchihashi 1923). SmeSa se centrifugira 10 min na 2000x g i ukoliko supernatant nije
bistar postupak se ponavlja. Dobijeni supernatant se koristi za merenje aktivnosti SOD1.

3.3.11. Merenje aktivnosti enzima

Aktivnosti svih enzima osim SOD su izraZene u medunarodnim enzimskim jedincima (U).
U je definisana kao koli¢ina enzima koji katalizuje konverziju jednog mikromola supstrata u
minutu (umol/min) pod specificnim uslovima datog enzimskog eseja (Labuda i sar. 2018).
Aktivnosti svih enzima u eritrocitima su prikazane u enzimskim jedinicama po gramu
hemoglobina, a aktivnosti enzima u tkivima u enzimskim jedinicama po miligramu proteina. Za
merenje aktivnosti enzima, kao i koncentracije TBARS i -SH grupa, koris¢eni su uobicajeni
(Jovanovi¢-Galovi¢ 1998; Nikoli¢ 2004; OreScanin Dusi¢ 2008; Appiah 2011; Slavi¢ 2011;
Mijuskovi¢ 2015; Ninkov 2016; Mitrovi¢ 2018; Radi¢ 2018; Vidonja Uzelac 2019; Gusevac
Stojanovi¢ 2020 i druge). Ovde je dat prikaz osnovnih principa.

Za sva spektrofotometrijska merenja u ovoj disertaciji (eseji za merenje aktivnosti enzima

i koncentracije proteina, hemoglobina, TBARS i -SH grupa) koriSceni su sledeci spektrofotometri:

SAFAS UVmc2 (SAFAS), Shimadzu UV-160 (Shimadzu Scientific Instruments), Shimadzu UV-1800
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(Shimadzu Scientific Instruments), Thermo Scientific Evolution 300 (Thermo Fisher Scientific),
Thermo Scientific Multiskan Spectrum (Thermo Fisher Scientific).

Superoksid dismutaza (SOD) — Aktivnost SOD odredivana je adrenalinskom metodom,
koja se zasniva na pra¢enju smanjenja brzine autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini (Misra
i Fridovich 1972). U alkalnoj sredini adrenalin reaguje sa kiseonikom i nastaju adrenohrom i Oz*
koji povratno ubrzava autooksidaciju adrenalina. SOD uklanja Oz*- i pri tome inhibira reakciju
autooksidacije. Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dela porasta
apsorbancije na 480 nm koji odgovara brzini nastanka adrenohroma. Procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina koju izazove SOD prisutna u uzorku koristi se kao mera kataliticke
aktivnosti enzima. Jedinica aktivnosti SOD (U) je definisana kao koli¢ina enzima potrebna da
smanji brzinu autooksidacije adrenalina za 50%, u linearnom delu porasta apsorbancije, na pH
10,2 i sobnoj temperaturi. Na ovaj nacin se meri ukupna SOD aktivnost u uzorku. Aktivnost SOD2
se meri na isti na¢in nakon Sto se SOD1 inhibira inkubacijom sa KCN. Aktivnhost SOD1 se
izracunava oduzimanjem aktivnosti SOD2 od ukupne SOD.

Katalaza (CAT) — Aktivnost CAT je odredena merenjem brzine degradacije H202, odnosno
pracenjem promene apsorbancije na 230 nm na sobnoj temperaturi i pH 8; ekstinkcioni koeficijent
0,071 mM-1cm! (Beutler 1982). Promena apsorbancije je direktno proporcionalna aktivnosti
katalaze u uzorku.

Glutation peroksidaza (GSH-Px) — Aktivnost GSH-Px je merena metodom ¢iji princip su
opisali Paglia i Valentine (1967). Kao supstrat je koriSc¢en t-butil hidroperoksid. GSH-Px katalizuje
dvoelektronsku redukciju supstrata uz oksidaciju GSH. Tako nastaje GSSG koji se moZe ponovo
redukovati u reakciji koju katalizuje GR, uz oksidaciju NADPH do NADP+. Smanjenje koncentracije
NADPH se prati spektrofotometrijski na 340 nm, na 37°C; ekstinkcioni koeficijent 6,22 mM-1cm-1.
[zmerena brzina promene apsorbancije je direktno proporcionalna aktivnosti GSH-Px u uzorku.

Glutation reduktaza (GR) — Posto GR katalizuje redukciju GSSG uz oksidaciju NADPH,
aktivnost ovog enzima je merena pra¢enjem brzine oksidacije NADPH, odnosno merenjem brzine

smanjenja apsorbancije na 340 nm, na 37°C; ekstinkcioni koeficijent 6,22 mM-1cm-! (Glatzle i sar.
1974).

Glutation S transferaza (GST) — Za merenje aktivnost GST koris¢eni su 1-hlor-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) i GSH kao supstrati. GST katalizuje konjugaciju CDNB i GST pa je aktivnost
enzima merena pracenjem promene koncentracije konjugata, odnosno apsorbancije na 340 nm,
na 37°C; ekstinkcioni koeficijent konjugovanog CDNB 9,6 mM-1cm-! (Habig i sar. 1974).

Ksantin oksidaza (X0) — Aktivnost XO je merena u prisustvu ksantina kao supstrata. XO
katalizuje oksidaciju ksantina do mokraéne kiseline pa je aktivnost XO odredena merenjem brzine
porasta koncentracije mokra¢ne kiseline, odnosno pra¢enjem apsorbancije na 292 nm, na 37°C;
ekstinkcioni koeficijent 12,2 mM-1cm-! (Terada i sar. 1990).

3.3.12. Merenje koncentracije TBARS

Uzorci su inkubirani 10 minuta na 95 °C sa tiobarbituratnom kiselinom u finalnoj
koncentraciji od 0,3%. Apsorbancija je merena na 532 nm (Rehoncornaisar. 1980). Koncentracija
TBARS je odredena pomocu standardne krive MDA koji je dobijen kiselom hidrolizom
malonaldehid-bis-(dimetil acetal)-a i izraZena u mikromolima po gramu vlaZne mase tkiva.

3.3.13. Merenje koncentracije neproteinskih i slobodnih proteinskih -SH grupa

Koncentracija slobodnih -SH grupa u uzorcima je merena pomocu reakcije sa Elmanovim
reagensom, odnosno 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoevom kiselinom), skraceno DTNB (Ellman 1959).
DTNB reaguje sa tiolima, dolazi do raskidanja disulfidne veze i nastaje 2-nitro-5-tiobenzoat
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(TNB-), koji se jonizuje do TNB? koji rastvoru daje Zutu boju. Apsorbancija se meri na 412 nm;
ekstinkcioni koeficijent 14,15 mM-1cm 1. Na ovaj nacin je merena koncentracija ukupnih slobodnih
-SH grupa u uzorcima. Koncentracija neproteinskih —-SH grupa je merena na isti nacin nakon
taloZenja proteina sulfosalicilnom kiselinom. Koncentracija slobodnih proteinskih -SH grupa je
izracunata oduzimanjem koncentracije neproteinskih od ukupnih slobodnih -SH grupa.
Koncentracije su izraZena u molima po litru.

3.3.14. Priprema tkiva za histolosku analizu

Uzorci jetre, srcaibubrega su fiksirani 24 sata u neutralnom 4% paraformaldehidu, a zatim
dehidrirani serijom rastucih koncentracija etanola (30-100%) i ksilola, i ukalupljeni u parafinski
vosak (Histowax, Histolaboduct AB, Goteborg, Svedska). Ukalupljeni uzorci su iseceni na
rotacionom mikrotomu, debljina preseka 5 pm.

3.3.15. Histohemijska bojenja

Preseci su deparafinizovani ksilolom i rehidrirani opadaju¢im koncentracijama etanola.
Primenjena su dva uobicajena histohemijska bojenja (Luna 1968). Preseci jetre, bubrega i srca su
obojeni hematoksilin eozin (HE) bojenjem i tako dobijeni preparati su koris¢eni za histopatoloski
pregled. Preseci jetre su obojeni i PAS (eng. Periodic acid-Schiff) bojenjem, i ovi preparati su
koriSc¢eni za procenu kolicine glikogena u jetri.

3.3.16. Histopatoloski pregled jetre, bubrega i srca

Histomorfoloski pregled jetre je podrazumevao uocavanje patoloskih promena kao Sto su:
edem hepatocita, dilatacije centralne vene, dilatacija grana vene porte, infiltracije limfocita i
plazmocita u portne prostore, hiperplazija Kupferovih ¢elija, nekroze i druge. UoCena dilatacija
centralne vene i grana vene porte je smatrana znacajnom ukoliko je prisutna u viSe od jedne
trec¢ine uzorka.

Histomorfoloski pregled bubrega je podrazumevao pregled morfologije korteksa, odnosno
epitelnih Celija proksimalnih tubula, oblika lumena tubula i morfologije glomerula, kao i pregled
morfologije medule. UoCene patoloSke promene su klasifikovane kao: blage - okrugao ili ovalan
oblik lumena tubula u bar tri cetvrtine pregledanih tubula, okruglasta jedra prisutna u svim
Celijama ali loSe vidljiva u manje od jedne polovine ispitanih tubula; ili umerene - pravilan
(okrugao ili ovalan) oblik lumena prisutan u manje od jedne petine, a zvezdast oblik u najmanje
tri Cetvrtine tubula, okruglasta i slabo vidljiva jedra u bar jednoj polovini ¢elija i fokalno odsutna
u manje od jedne polovine pregledanih tubula.

Histomorfoloski pregled uzoraka srca je podrazumevao pregled morfologije miokarda i
perikarda. Prisustvo nekroze je utvrdeno na osnovu vidljivosti jedara i poprec¢ne prugavosti
kardiomiocita. Nekroza je klasifikovana kao fokalna ako je zahvatala manje od 5% uzorka,
umereno izrazena difuzna nekroza ako je zahvatala do polovine uzorka, i veoma izrazena difuzna
nekroza ako je zahvatala viSe od polovine uzorka. Histomorfoloski pregled je podrazumevao i
uoCavanje infiltracije mononuklearnih ¢elija u miokardu (indikator miokarditisa), prisustva
perivaskularnog infiltrata zapaljenskih c¢elija (indikator vaskulitisa), promene u Kkolic¢ini
adipoznog tkiva i prisustvo perikarditisa.

Za pregled preparata i izradu mikrografija jetre koriS¢en je svetlosni mikroskop Leitz
DMRB sa kamerom Leica MC190 HD, za bubreg je koriS¢en svetlosni mikroskop Leica DM LS2 sa
kamerom Canon PowerShot S70, a za srce Leica DM2000 sa kamerom Leica ICC50.

3.3.17. Procena kolicine glikogena u jetri

Koli¢ina glikogena u uzorcima jetre je procenjena kvantitativnom i semikvantitativnom
analizom (Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Vidonja Uzelac 2019). Kvantitativna analiza, odnosno
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odredivanje procenta glikogen-pozitivnih ¢elija, je izvedena koristec¢i uvecanje od 400x (uvecanje
objektiva 40x). U svakom uzorku je pregledano po pet vidnih polja oko centralnih vena sa
najjatom obojenoS¢u i prikazana je srednja vrednost procenta glikogen-pozitivnih Ccelija.
Prikazane mikrografije su napravljene koriste¢i uvecanje objektiva 20x i uvecanje kamere 3,2x.
Posto glikogen-pozitivne Celije mogu da sadrze razlicitu koli¢inu glikogena, izvedena je i
semikvantitativna analiza na osnovu intenziteta ljubi¢aste-magenda boje, koja je podrazumevala
svrstavanje svakog uzorka u jednu od tri kategorije obeleZene sa: + za slabu obojenost (intenzitet
obojenosti glikogena je manji od jedne tre¢ine maksimalnog intenziteta), ++ za srednju obojenost
(intenzitet obojenosti glikogena je izmedu jedne i dve treCine maksimalnog intenziteta), i +++ za
jaku obojenost (intenzitet obojenosti glikogena je vec¢i od dve trecine).

3.3.18. Merenje koncentracije glukoze u krvi

Koncentracija glukoze je merena u punoj krvi odmah nakon dekapitacije. Za merenje je
koriS¢en uredaj Blood Glucose Test Strip TOUCH-IN® Micro (ApexBio).

3.3.19. Analiza urina

Specifi¢na gustina, pH vrednost i koncentracija glukoze, nitrita i ketona u urinu su mereni
pomocu traka za analizu urina - Uriscan urine test strips (YD Diagnostics).

3.4. Exvivo eksperimenti

Eksperimenti na izolovanim arterijama i uterusu su izvodeni primenom uobicajenih
kimografskih metoda cCije je izvodenje opisano u viSe doktorskih disertacija (OreS¢anin Dusi¢
2008; Appiah 2011; Slavi¢ 2011; Mijuskovi¢ 2015; Sokolovi¢ 2018; Drakul 2018). Polni hormoni,
Cije se koncentracije u krvi menjaju tokom reproduktivnog ciklusa uticu u manjoj ili ve¢oj meri na
kontraktilnost glatkih miSi¢nih Celija u krvnim sudovima i uterusu, kao i na njihovu osetljivost na
razli¢ite stimuluse. Osim toga, uticu i na redoks ravnotezu u ovim tkivima. Zbog toga su svi ex vivo
eksperimenti u ovoj disertaciji uradeni na preparatima arterija i uterusa koji su izolovani iz Zenki
pacova u estrusu. Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom. Krvni sudovi i uterus su izolovani u
najkracem roku i odmah stavljeni u odgovaraju¢i izotoni¢ni rastvor.

3.4.1. Izolovane arterije

Za eksperimente na izolovanim arterijama je koriS¢en Krebs-Ringerovog rastvor. Sastav
(mM): NaCl 118,3; KCI 4,7; CaClz 2,5; MgS04 1,2; KH2PO4 1,2; NaHCO3 25,0; D-glukoza 11,1.
[zolovana torakalna aorta i mezenteri¢na arterija su oc¢iS¢ene od okolnog vezivnog i masnog tkiva
i iseCene na segmente duZine 3-5 mm. Preparati su postavljeni u vodeno kupatilo za izolovane
organe (model 4050, Ugo Basile) tako Sto su kroz lumen provucene dve paralelne Zice od kojih je
jedna povezana sa izometrijskim senzorom za silu. Preparati su inkubirani u Krebs-Ringerovom
rastvoru temperature 37°C, koji je aerisan karbogenom (95% Oz i 5% CO2). Preparati su
postepeno zatezani do opterecenja od 2 grama. Za kimografsko pracenje tonusa krvnih sudova je
koriS¢en ,Monitorski sistem bioloSkih podataka” isoLAB ver 3.4 (EIUnit) koji sadrZi izometrijske
senzore za silu, pretvarac-konverter i personalni racunar sa pripadaju¢om aplikacijom. Nakon
perioda stabilizacije preparata (oko 30 minuta) prvo je ispitivana o¢uvanost funkcije endotela.
Kontrakcije glatkih miSi¢nih Celija u krvnom sudu su izazivane selektivnim agonistom o-
adrenergickih receptora fenilefrinom, 10-6¢ M. Zatim je u vodeno kupatilo dodavan acetilholin, 10-
5 M. Acetilholin izaziva oslobadanje NO iz endotela pa je procenat relaksacije direktno
proporcionalan stepenu funkcionalne oc¢uvanosti endotela. Postupak je ponavljan dva puta. Nakon
toga, preparat je ponovo prekontrahovan dodavanjem fenilefrina, a zatim je u vodeno kupatilo
dodavana ispitivana supstanca (u ovom eksperimentu ibogain 20 mg/l, tj. 57,6 uM, i ATP 1-500
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pM, kumulativno 688 pM) i pracen je efekat na tonus prekontrahovanog krvnog suda. Efekat je
izrazavan kao procenat relaksacije. Veli¢ine uzorka su prikazane u odeljku ,rezultati”.

3.4.2. Izolovani uterus

Za vecinu eksperimenata na izolovanom uterusu je koriS¢en De Jalonov rastvor. Sastav
(mM): NaCl 154; KCI 5,63; NaHCOs3 5,95; CaClz 0,54; D-glukoza 2,77. Koris¢eno je i nekoliko
modifikacija De Jalonovog rastvora sa izmenjenim koncentracijama Ca?* ili K*, i to: 0,4 mM, 0,95
mM i 5,95 mM CaClz, i 15,6 mM i 38,6 mM KCl. U jednom od eksperimenata je koris¢en Krebs
Henseleitov izotonicni rastvor. Sastav (mM): NaCl 118; KCl 4,7; NaHCO3 25; KH2PO4 1,2; CaClz
1,25; MgS04 1,2; D-glukoza 11. Rogovi uterusa su ociS¢eni od okolnog vezivnog i masnog tkiva i
postavljeni u vodeno kupatilo sa izotoni¢nim rastvorom temperature 37°C Kkoji je aerisan
karbogenom (95% 02 i 5% CO2). Preparati su postepeno zatezani do opterecenja od 1 grama.
KoriScen je sistem za izolovane organe TSZ-04-E sa vodenim kupatilom, izometrijskim senzorom
za silu FSG-01 i pojacivacem EXP-CLSG-4 (MDE Research). Za registrovanje i analizu podataka je
koriS¢en SPEL Advanced Kymograph v2.94 software (Experimetria Ltd. i LogiRex Software
Laboratory). Fazna kontraktilnost uterusa je analizirana na osnovu Cetiri parametra: amplituda,
frekvencija, povrsina ispod krive (AUC, eng. area under curve) i trajanje pojedinac¢nih kontrakcija.
Efekat tretmana je poreden sa kontrolnim periodom, odnosno sa aktivnos¢u istog preparata pre
tretmana. Kada su primenjivani pretretmani kontrolni period je bio nakon pretretmana.
Pretretmani su primenjivani u koncentracijama koje ne dovode do znacajnih neposrednih
promena kontraktilne aktivnosti. Veli¢ina uzorka se razlikovala medu eksperimentima i prikazana
je za svaki eksperiment u odeljku ,rezultati”. Koncentracije ibogaina i drugih supstanci su u
odeljku ,rezultati” prikazane na dva nacina, kao molarna koncentracija ili u gramima po litru.
Razlog za koriS¢enje masene koncentracije u nekim eksperimentima je lakSa uporedivost
rezultata sa rezultatima ranijih istraZivanja.

Efekti ibogaina na kontraktilnu aktivnost uterusa su ispitani u izotonicnom rastvoru sa
razli¢itim koncentracijama Ca2* i K*, odnosno u uslovim pri kojima izolovani uterus ispoljava
razlicite tipove kontraktilne aktivnosti (odsustvo kontrakcija, pravilne fazne kontrakcije, toni¢ne
kontrakcije). Efekti ibogaina poredeni su pod istim uslovima sa efektima ATP, ketanserina (visoko
afinitetni neselektivni antagonista 5-HT2 receptora kod glodara) i drugih agonista i antagonista
razlic¢itih receptora i signalnih puteva (nije prikazano u rezultatima jer nisu zapaZene sli¢nosti).
Kvantitativno poredenje stimulatornih i inhibitornih efekata ibogaina i ketanserina je izvedeno
primenom rastuc¢ih molarnih koncentracija radi poredenja sigmoidnih krivih i EC50 vrednosti.
[zmerena je i aktivnost antioksidativnih enzima u uterusu nakon 2 sata kontraktilne aktivnosti u
prisustvu ketanserina (29 pM) u cilju poredenja sa efektima ibogaina.

Da bi se ispitali mehanizmi ranije pokazanih efekata ibogaina na aktivnost antioksidativnih
enzima u kontraktilno aktivnom izolovanom uterusu, koriS¢eni su propranolol (tipi¢ni
antagonista 1 i f2-adrenergickih receptora) i glibenklamid (inhibitor Karp kanala). KoriS¢ene su
dve koncentracije CaClz: 0,54 mM (0,06 g/1) pri kojoj je intenzitet faznih kontrakcija uterusa nizak,
15,95 mM (0,66 g/1) pri kojoj je intenzitet faznih kontrakcija uterusa veoma visok. Nakon perioda
stabilizacije u vodeno kupatilo je dodato 10 mg/] ibogaina i kontraktilna aktivnost je pracena
naredna 4 sata. Tretirani i netretirani (kontrolni) uterusi su nakon 2 ili 4 sata zamrznuti u te¢cnom
azotu i ¢uvani na -80 °C do merenja aktivnosti antioksidativnih enzima. Analiziran je i efekat
ibogaina sa i bez pretretmana na kontraktilnu aktivnost. Takode je ispitan i uticaj rastuéih
koncentracija ibogaina, sa i bez pretretmana propranololom i glibenklamidom, na kontraktilnu
aktivnost u Krebs Henseleitov rastvoru (uterus ima stabilnu faznu aktivnost umerenog
intenziteta).
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3.5. Statisticka obrada rezultata

StatistiCka obrada podataka je izvedena prema protokolima koje su opisali Hinkle i sar.
(2002). Vecina rezultata je prikazana kao aritmeticka sredina + standardna greska aritmeticke
sredine, dok su neki rezultati prikazani kao udeo ili procenat. Testiranje hipoteza je izvedeno
upotrebom parametrijskih testova. U tu svrha, rezultati koji su prikazani u vidu procenata su
transformisani primenom prirodnog logaritma. Prag znacajnosti je bio 0,05. KoriS¢eni su softveri
Statistica 9.1. (StatSoft) i GraphPad Prism 8.0.2. (GraphPad Software, Inc.).

PotroSnja hrane i vode, koncentracija glukoze u krvi, procenat glikogen-pozitivnih celija u
jetri, aktivnosti svih enzima i koncentracije TBARS i -SH grupa u svim tkivima u in vivo
eksperimentu su analizirane jednofaktorskom i dvofaktorskom analizom varijanse. Razlike
izmedu kontrolne grupe i svih grupa tretiranih ibogainom su analizirani jednofaktorskom
analizom varijanse kojom je obuhvaceno svih sedam grupa (K, M6e, M6m, M24, V6e, Vb, V24).
Efekat faze estrusnog ciklusa je analiziran dvofaktorskom analizom varijanse za Cetiri grupe (M6e,
M6m, V6e, Vbm), faktori: faza ciklusa i doza. Ukoliko dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala
znacajan efekat faze ciklusa odgovarajuce estrusne i metestrusne grupe su objedinjene. Grupe M6
i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno V6e i Vbm, i uradena je jednofaktorska
analiza varijanse kojom je obuhvaceno svih pet grupa (K, M6, M24, V6, V24). Da bi se dodatno
uporedili efekti ibogaina nakon 6, odnosno nakon 24 sata, uradena je posebno jednofaktorska
analiza varijanse za grupe K, M6 1 V6, i za grupe K, M24, V24.

Efekat ibogaina na tonus izolovanih arterija analiziran je jednofaktorskom analizom
varijanse. Veza izmedu stepena ocuvanosti endotela i relaksantnog efekta ibogaina je ispitana
Pirsonovim koeficijentom korelacije. Kada su arterije podeljene u dve grupe na osnovu o¢uvanosti
endotela, relaksantno dejstvo ibogaina je analizirano dvofaktorskom analizom varijanse, faktori:
ocuvanost endotela i vreme. Efekat ATP na tonus izolovanih arterija je analiziran na isti nacin, s’
tim Sto su faktori bili oCuvanost endotela i vreme.

Stimulatorni i inhibitorni efekti rastu¢ih molarnih koncentracija ibogaina i ketanserina su
poredeni pomocu sigmoidnih krivih i EC50 vrednosti. Posto se pokazalo da sigmoidni fit nije
optimalan nacin za kvantifikovanje inhibitornih efekata ibogaina i ketanserina, primenjena je
dvofaktorska analiza varijanse, faktori: tretman (ibogain ili ketanserin) i koncentracija. Efekti
ketanserina na aktivnost antioksidativnih enzima u izolovanom uterusu su analizirani
jednofaktorskom analizom varijanse. Efekti rastu¢ih koncentracija ibogaina na kontraktilnu
aktivnost izolovanog uterusa sa i bez pretretmana propranololom i glibenklamidom su analizirani
dvofaktorskom analizom varijanse, faktori: tretman i koncentracija. Promene u kontraktilnoj
aktivnosti tokom cetiri sata u prisustvu ibogaina su analizirane dvofaktorskom analizom
varijanse, faktori: koncentracija Ca%?* i vreme. Efekti pretretmana su takode analizirani
dvofaktorskom analizom varijanse, faktori: tretman i vreme. Aktivnost antioksidativnih enzima u
izolovanom uterusu sa i bez pretretmana je analizirana dvofaktorskom analizom varijanse,
faktori: tretman i vreme.

Nakon analize varijanse, sve grupe su poredene izmedu sebe primenom Takijevog HSD
testa.
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4. REZULTATI

4.1. SistemskKi efekti per os tretmana jedinicnom dozom ibogaina

4.1.1. Bioloska raspolozivost u plazmi

Sest sati nakon oralnog tretmana nizom dozom, ibogain je detektovan u plazmi samo dve
Zivotinje (od 11) a nakon 24 sata nije detektovan (Tabela 2 i Prilog 1). Za razliku od ibogaina,
noribogain je nakon 6 sati detektovan u plazmi svih Zivotinja, a nakon 24 sata u plazmi samo jedne
zivotinje (od 6). Sest sati nakon oralnog tretmana visom dozom, ibogain je detektovan u plazmi
svih 11 Zivotinja, a nakon 24 sata u plazmi samo jedne Zivotinje (od 6). Noribogain je bio prisutan
u plazmi svih Zivotinja tretiranih viSom dozom, nakon 6 i 24 sata. [zmerene koncentracije ibogaina
i noribogaina su bile ve¢e nakon tretmana ve¢om dozom, dok su koncentracije noribogaina bile
veCe od koncentracija ibogaina u svim tretiranim grupama. Takode, koncentracije ibogaina i
noribogaina u plazmi su bile vece 6 sati nego 24 sata nakon tretmana.

Tabela 2. Koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi (mg/1).

Ibogain Noribogain
prisustvo 0/6 0/6
K
koncentracija n.p. n.p.
prisustvo 1/6 6/6
M6e
koncentracija 0,0026 = n.p. 0,0128 £ 0,0009
prisustvo 1/5 5/5
M6m
koncentracija 0,0108 £ n.p. 0,0071 £0,0016
prisustvo 0/6 1/6
M24
koncentracija n.p. 0,0112 + n.p.
6 prisustvo 6/6 6/6
V6e
koncentracija 0,0076 £0,0010 0,1602 £ 0,0047
6 prisustvo 5/5 5/5
V6m
koncentracija 0,0200 £ 0,0070 0,2094 + 00,0224
prisustvo 1/6 6/6
V24
koncentracija 0,0008 % n.p. 0,0086 £ 0,0020

Donja granica kvantifikacije za ibogain i noribogain je bila 0,2 pg/l. Koncentracije su prikazane kao aritmeticka
sredina i srednja vrednost aritmeticke sredine uzimaju¢i u obzir samo uzorke u kojima je koncentracija ibogaina-
noribogaina izmerena. Pojedinacne koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi svake Zivotinje su prikazane u
Prilogu 1. n.p. - nije primenljivo.

4.1.2. Kolicina konzumirane vode i hrane

Koli¢ina konzumirane vode je bila najmanja u kontrolnoj grupi, a najveca 24 sata nakon
tretmana manjom dozom ibogainaijedino se ova grupa znacajno razlikovala od kontrolne (Tabela
3; rezultati analize varijanse su prikazani u Tabela 4 a rezultati Takijevog HSD testa u Tabeli 3).
Izmedu drugih grupa nije bilo znacajnih razlika. Koli¢ina konzumirane hrane je bila manja u
grupama zrtvovanim 6 sati nakon tretmana, a narocito nakon tretmana ve¢om dozom (Tabela 3;
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rezultati analize varijanse su prikazani u Tabela 4 a rezultati Takijevog HSD testa u Tabeli 3).
Potrosnja hrane je bila najveéa 24 sata nakon tretmana manjom dozom i znacajno se razlikovala
u odnosu na grupu koja je tretirana ve¢om dozom u estrusu i Zrtvovana nakon 6 sati. Nije bilo
znacajnih razlika u odnosu na kontrolnu grupu. Razlike u koli¢ini konzumirane hrane su bar
delimi¢no artefakt dizajna eksperimenta i ne treba ih smatrati iskljucivo efektom ibogaina. Za
detaljnije objasnjenje videti Prilog 2.

Tabela 3. Kolic¢ina potroSene vode i hrane, i koncentracija glukoze u krvi.

Voda Hrana Glikemija
[g/h/kg t.m.] [ml/h/kg t.m.] [mM]
K 3,877 £0,3012 2,303 £ 0,467 6,830 + 0,418
M6. 4,953 + 0,464 1,278 £ 0,483 5,650 + 0,180
M6m 4,293 + 1,196 1,940 + 0,546 7,090 * 0,469
M24 5,549 £ 0,5302 2,728 £0,2022 6,408 £ 0,377
V6e 4,086 * 0,693 0,757 £ 0,3772 7,100 = 0,392
V6m 3,958 £ 0,864 0,966 + 0,463 6,570 £ 0,710
V24 4,342 + 0,647 2,469 £ 0,316 6,842 + 0,325

a pznacava grupe koje se medusobno znacajno razlikuju (Takijev HSD test, p < 0,05). Za detaljnije objasnjenje o
potrosnji hrane videti Prilog 2. t.m. - telesna masa.

4.1.3. Koncentracija glukoze u krvi

Koncentracija glukoze u krvi pacova tretiranih ibogainom se nije znac¢ajno razlikovala od
kontrole. Takode nije bilo ni znacajnih razlika izmedu tretiranih grupa. Jedino je dvofaktorska
analiza varijanse pokazala znacajnu interakciju. Naime, Sest sati nakon tretmana manjom dozom
ibogaina, koncentracija glukoze je bila ve¢a u krvi pacova koji su tretirani u metestrusu, a 6 sati
nakon tretmana ve¢om dozom u Krvi pacova koji su tretirani u estrusu (Tabela 3 i Tabela 4), ali
post-hok test nije pokazao znacajne razlike.

4.1.4. Analiza urina

Analizom urina nije uoceno prisustvo glukoze i nitrita ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.
Koncentracija ketona, pH vrednost i specificna gravitacija se ni u jednoj tretiranoj grupi nisu
razlikovale od kontrole (podaci nisu prikazani).
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Tabela 4. Koli¢ina potroSene vode i hrane, i koncentracija glukoze u krvi - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

Voda Hrana Glikemija
Nz F=321 Nz
p < 0,05
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
Voda Hrana Glikemija
Faktor: faza
. n.z n.z n.z
ciklusa
Faktor: doza n.z. n.z. n.z.
.. F=18,80
Interakcija n.z. n.z. p < 0,05

C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)

Voda Hrana Glikemija
F=3,41 F=4,70 Nz
p<0,05 p<0,01 -

D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)

Voda Hrana Glikemija

n.z. n.z. n.z.

E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)

Voda Hrana Glikemija
F=385 n.z n.z
p<0,05

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno V6e i V6m. n.z. - nije znacajno.
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4.1.5. Eritrociti

Nije bilo znacajnih razlika u aktivnostima antioksidativnih enzima i XO u eritrocitima Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom (Slika 4; rezultati analize varijanse su prikazani u Tabeli 5).

SOD1 CAT

30 500
il 1 1%

20 T

104

= [\ w »
(=} (=} (= (=]
(=} S o (=}
1 1 1 1

U/g hemoglobina
U/g hemoglobina

o
(=]

<4 w" £ \Dv £+ ) \D‘” g ¥ \o‘“ £
£gg =gt £gg =gt
GSH-Px GR X0
150- 40 25
£ £ g 20
3 5 307 S
© 100+ o 315 T T
[=V] oD T o0 -
[=] =]
£ I 1.7 £ 204 g
Q %) %)
= = = 104
2 507 S S
S = 10 S s
= = ES
0 < 0- 0
¥ fEY g ET ¥ QL EY & ET ¥ g EY & ET
fgg S¢¢ fgg Sev £gg Sgs

Slika 4. Aktivnost antioksidativnih enzima i ksantin oksidaze u eritrocitima Zenki pacova nakon
tretmana ibogainom.
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Tabela 5. Aktivnost antioksidativnih enzima i ksantin oksidaze u eritrocitima Zenki pacova nakon
tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)
SOD1 CAT GSH-Px GR X0

n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6¢, V61m)

SOD1 CAT GSH-Px GR X0
Faktor: faza
. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.
ciklusa
Faktor: doza n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SOD1 CAT GSH-Px GR X0

n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1 CAT GSH-Px GR X0

n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
SOD1 CAT GSH-Px GR X0

n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno V6e i V6m. n.z. — nije znacajno.
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4.1.6. Jetra

U svim grupama koje su tretirane ibogainom, u jetri odredenog broja Zivotinja je uocena
dilatacija centralne vene i/ili grana vene porte (Tabela 6A; Slika 5). Osim navedenih,
histomorfoloSkom analizom nisu uocene druge patoloSke promene, ali su pomocu PAS bojenja
uocCene razlike u hepatocitima koje ukazuje na glikogenoliticku aktivnost ibogaina (Tabela 6B;
Slika 6). Udeo glikogen-pozitivnih Celija u jetri 24 sata nakon tretmana manjom dozom je bio
znacajno manji nego u kontrolnoj grupi (rezultati analize varijanse su prikazani u Tabela 7, a
rezultati Takijevog HSD testa u Tabeli 6B). Takode, u svim tretiranim grupama postoji odreden
broj Zivotinja sa smanjenim intenzitetom PAS bojenja.

Manja doza ibogaina dovela je povecanja aktivnosti CAT i smanjenja aktivnosti XO u jetri
24 sata nakon tretmana, u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 7; Tabela 8). Koncentracija
TBARS je najveca 24 sata nakon tretmana vecom dozom ali se ne razlikuje znacajno od kontrole.
Tretman ibogainom je doveo i do poveéanja koncentracije neproteinskih -SH grupa. Velika doza
je nakon 6 sati, u grupi tretiranoj u estrusu, dovela do znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu, dok se u toku 24 sata od tretmana koncentracija neproteinskih -SH grupa vratila na
kontrolni nivo. Takode, 6 sati nakon tretmana, koncentracije neproteinskih -SH grupa bile su vece
nakon tretmana ve¢om dozom ibogaina, u poredenju sa manjom. Faza estrusnog ciklusa je imala
uticaj na aktivnost CAT Kkoja je bila ve¢a u metestrusu i XO koja je bila ve¢a u estrusu, ali nije
znacajno menjala efekat ibogaina, odnosno ni jedna od ovih grupa se nije znacajno razlikovala od
kontrole. Sa druge strane faza estrusnog ciklusa je imala uticaj i na koncentraciju neproteinskih -
SH grupa koja je bila ve¢a u grupama koje su tretirane u estrusu, i nakon tretmana velikom dozom
znacajno veca u odnosu na kontrolnu grupu.
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Tabela 6. HistopatoloSka analiza jetre Zenki pacova nakon tretmana ibogainom (A) i prisustvo
glikogena u jetri izraZeno kao procenat glikogen-pozitivnih ¢elija i intenzitet PAS bojenja (B).

A) Histopatoloska analiza

Dilatacija centralne vene

Bez morfoloskih promena .
i grana vene porte

K 6/6 0/6

M6. 1/4 3/4

M6m 2/3 1/3

M24 3/4 1/4

V6e 3/6 3/6

V6m 3/5 2/5

V24 1/5 4/5

B) Prisustvo glikogena

% glikogen-pozitivnih ¢elija e lntenziteti‘AS bojenja "

K 91,83 + 3,182 6/6 0/6 0/6
M6. 57,75 £ 15,75 2/4 0/4 2/4
M6m 80,00 + 2,52 3/3 0/3 0/3
M24 59,00 + 10,722 1/4 3/4 0/4
V6e 66,50 +£ 12,81 4/6 0/6 2/6
V6m 48,20 + 16,11 2/5 0/5 3/5
V24 77,00 £ 6,47 3/5 2/5 0/5

a pznacava grupe koje se medusobno znacajno razlikuju (Takijev HSD test, p < 0,05).
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Tabela 7. Procenat glikogen-pozitivnih Celija u jetri - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6e, V6, V24)

B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6¢, V6m)

Faktor: faza

ciklusa n.z
Faktor: doza n.z.
Interakcija n.z.

C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)

D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)

E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)

F=6,02
p < 0,05

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno V6e i Vém.
n.z. - nije znac¢ajno.
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Slika 5. Mikrografije jetre Zenki pacova nakon tretmana ibogainom. Hematoksilin-eozin; uve¢anje
objektiva 10x; * - dilatacija centralne vene; # - dilatacija vene porte.
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Dk
nakon tretmana ibogainom. PAS bojenje, uvecanje
objektiva 20x, glikogenske granule su obojene ljubicasto-magenda bojom.

43



SOD1 SOoD2 CAT
40 4 400
*
g 30 £ 3 =T T £ 3007
Y [+ U
g E 7 S
B, 204 g 2 % g 2004
g g Z £
~ =~ ” =
=) o 1 % 2 1004
0 , 0-
¥ F 2% g 2% ¥ g ET
=28 =229 =Zs
GSH-Px GR GST
250 100 1500
2004 < 80 3]
£ £ =
o 7} 3 1000
L s -
e 150+ L S 60 e
=1 o o
£ 100 g 404 g
~ ~ ~ 500+
- = o]
E 504 E 20- g
0- 0 0-
¥ & EY FET ¥ g EY F O ET g E
E£g %8 =S =28 = £ 8
X0 TBARS
0,20 *
L
ZousH[] - o
@ B
o T =
2 0,10 g
£ g
=E’ 0,05 =
0,00
= SE=E JoOoE 4 yoE SOE H
fgg se8 gz 228

neproteinske -SH grupe
*

8_
6— *k
|
= T
=) -
g 4
3 Z
A7
Z
0 2
o4 Ew
£g¢

slobodne proteinske -SH grupe
2009

o

& E
> £

V24

E
©
=

M6,
M24

Ve,
V6,
v24

Slika 7. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u jetri Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05, ** - p < 0,01.
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Tabela 8. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u jetri Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SoD1  SOD2  CAT GSH-Px  GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z F=291 n.z n.z n.z F=284 n.z F=576 n.z
p <0,05 o o o p<0,05 ) p<0,001 o
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SOD1 SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
Faktor: e>m e>m
faza n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. F=4,84 n.z. F=9,28 n.z
ciklusa p < 0,05 p<0,01
Faktor: v>M
n.z n.z n.z n.z n.z n.z. n.z. n.z. F=4,81 n.z.
doza
p <0,05
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SoD1  SOD2  CAT GSH-Px  GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z F=289 z n.z n.z n F=346 n n.z
. p <005 . Z. .p. p <005 .p. Z.
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px  GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z n.z n.z n.z n.z. n.p. n.z. n.p. n.z.
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARS \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z F=630 z n.z n.z n F=376 n n.z
. p<005 . Z. .p. p <005 .p. Z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.7. Bubrezi

U bubrezima svih Zivotinja tretiranih ibogainom uocene su blage ili umerene patoloske
promene proksimalnih tubula i epitelnih ¢€elija, bez obzira na dozu, vreme i fazu estrusnog ciklusa
(Tabela 9; Slika 8). Tretman ve¢om dozom je doveo do izraZenijih morfoloskih promena. Takode,
u grupama koje su tretirane u estrusu promene su izraZenije u poredenju sa grupama tretiranim
u metestrusu.

Ibogain je generalno doveo do smanjenja aktivnosti GR i povecanja aktivnosti XO, Sto je
najizraZenije 24 sata nakon tretmana obema dozama (Slika 9; Tabela 10). Postoje i znacajne
razlike u koncentraciji neproteinskih -SH grupa, ali bez razlike u odnosu na kontrolu. Naime,
koncentracija neproteinskih -SH grupa 6 sati nakon tretmana ve¢om dozom je bila ve¢a u odnosu
na ostale tretirane grupe. Takode, 6 sati nakon tretmana, koncentracije neproteinskih i slobodnih
proteinskih -SH grupa bile su ve¢e nakon tretmana vecom dozom ibogaina, u poredenju sa
manjom dozom. Faza estrusnog ciklusa je imala uticaj na aktivnost CAT koja je bila vec¢a u estrusu.

Tabela 9. HistopatoloSka analiza bubrega Zenki pacova nakon tretmana ibogainom.

Bez morfoloskih Blage morfoloske Umerene morfoloske
promena promene promene
K 6/6 0/6 0/6
M6. 0/4 3/4 1/4
M6m 0/3 3/3 0/3
M24 0/4 3/4 1/4
V6e 0/6 0/6 6/6
V6m 0/5 4/5 1/5
V24 0/6 1/6 5/6
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Slika 8. Mikrogréfije bubrega Zenki acova nakon tretmana ibogainom. Hematoksilin-eozin,
uvecanje objektiva 40x.
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Slika 9. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u bubrezima
Zenki pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05, ** - p < 0,01.
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Tabela 10. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u bubrezima
Zenki pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z n.z n.z n.z n.z F=4,38 n.z F=516 n.z
Z. Z. Z. Z. Z. . p <001 Z. p <0,001 .
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
Faktor: e>m
faza n.z. n.z. F=5,78 n.z. n.z. n.z n.z n.z. n.z n.z
ciklusa p < 0,05
V>M V>M
ga(l)lz(;or. n.z n.z n.z n.z n.z n.z. n.z. n.z. F=19,02 F=5,08
p<0,001 p < 0,05
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z n.z.
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z n n.z F=287 n.z F=5,08 n.z F=6,86 n.z
Z. Z. .p. Z. p < 0,05 . p <001 Z. p <0,001 Z.
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z n n.z n.z n.z F=3,60 n.z F=899 n.z
Z. Z. .p. Z. Z. Z. p < 0,05 Z. p<0,01 Z.
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.z n.z n n.z F=821 F=10,54 n.z n.z n.z
Z. Z. .p. Z. p<0,01 p<0,01 Z. . Z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.8. Srce

Ibogain je izazvao histopatoloSke promene u srcu vecine tretiranih pacova (Tabela 11;
Slika 10). NajblaZe promene su bile prisutne 6 sati nakon tretmana manjom dozom ibogaina. U
ovim grupama je u miokardima pojedinih Zivotinja uocCena fokalna nekroza kardiomiocita.
Nekroza je bila najizraZenija 6 sati nakon tretmana velikom dozom u grupi koja je tretirana u
estrusu. Ibogain je uzrokovao i pojavu perivaskularnog zapaljenskog infiltrata, narocito nakon
tretmana ve¢om dozom. Zapaljenje perikarda je uo¢eno samo 24 sata nakon tretmana manjom
dozom. Ni u jednoj grupi nije uoceno prisustvo mononuklearnog zapaljenskog infiltrata izmedu
kardiomiocita, kao ni promena koli¢ine masnog tkiva.

Tretman ve¢om dozom ibogaina je doveo do znacajnih razlika u aktivnosti antioksidativnih
enzima u odnosu na kontrolu (Slika 11; Tabela 12). Aktivnost SOD1 bila je smanjena 6 i 24 sata
nakon tretmana ve¢om dozom. Aktivnost CAT bila je smanjena 6 sati nakon tretmana vecom
dozom samo u grupi koja je tretirana u estrusu. Takode, u grupama koje su Zrtvovane 6 sati nakon
tretmana, aktivnost CAT je bila ve¢a u srcu pacova koji su tretirani manjom dozom. Aktivnost GSH-
Px i GR bila je smanjena 24 sata nakon tretmana vecom dozom. Postoje i znacajne razlike u
koncentraciji TBARS i neproteinskih —-SH grupa, ali bez razlike u odnosu na kontrolu. U grupama
tretiranim vecom dozom ibogaina, koncentracija TBARS nakon 24 sata je bila ve¢a nego nakon 6
sati, a takode je bila veéa i u poredenju sa grupom koja je tretirana manjom dozom i Zrtvovana
nakon 24 sata. Koncentracija neproteinskih -SH grupa u srcu pacova tretiranih manjom dozom u
metestrusu, nakon 6 sati je bila vec¢a u poredenju sa grupom koja je tretirana vecom dozom. Faza
estrusnog ciklusa je imala uticaj na aktivnost SOD2 koja je bila ve¢a u metestrusu.
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Tabela 11. Histopatoloska analiza srca Zenki pacova nakon tretmana ibogainom.

Nekroza kardiomiocita

Difuzna umereno

Difuzna veoma

Odsutna Fokalna o o
izrazena izraZena
K 6/6 0/6 0/6 0/6
M6. 3/4 1/4 0/4 0/4
M6m 2/5 3/5 0/5 0/5
M24 0/4 0/4 4/4 0/4
V6e 0/6 0/6 0/6 6/6
Vém 1/5 0/5 4/5 0/5
V24 0/6 0/6 6/6 0/6
Mononuklearni Perivaskularni Koli¢ina masnog
zapaljenskKi zapaljenski tkiva Perikarditis

infiltrat infiltrat smanjena povecana
K 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
M6. 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
M6m 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5
M24 0/4 2/4 0/4 0/4 3/4
V6e 0/6 5/6 0/6 0/6 0/6
V6m 0/5 5/5 0/5 0/5 0/5
V24 0/6 6/6 0/6 0/6 0/6
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Slika 10. Mikrografije srca Zenki pacova nakon tretmana ibogainom. Hematoksilin-eozin,
uvecanje objektiva 20 i 40x; xf - fokalna nekroza; *du - difuzna umerena nekroza; *dvi - difuzna
veoma izrazena nekroza; # - perivaskularni zapaljenski infiltrat; § - perikarditis.
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Slika 11. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i

koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u srcu Zenki

pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05, ** - p < 0,01.
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Tabela 12. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u srcu Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
F=3,90 nz F=12,60 nz F=472 nz nz nz F=2,63 Nz
p<0,01 " p<0,05 o p<0,01 ' ) - p < 0,05 )
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
Faktor: m>e
faza n.z. F=976 n.z. n.z. n.z. n.z n.z n.z. n.z. n.z
ciklusa p<0,01
. M>V M>V
ga(l)lz(;or. n.z. n.z. F=5,37 n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. F=471 n.z.
p<0,05 p < 0,05
. F=5,96
Interakcija n.z n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.
p<0,05
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
F=4,00 n F=3,08 0z F=6,40 Nz Nz F=3,32 0z Nz
p<0,01 P p<0,05 " p<0,001 o o p<0,05 ) o
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
F=397 n n.z n.z F=3062 n.z n.z n.z n.z n.z
p <005 .p. Z. Z. p <005 Z. Z. Z. Z. Z.
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
F=6,86 n nz F=487 F=13,28 nz 7 F=6,14 nz 7
p<001 ™ % p<005p<0001 * % p<0,05 ' z

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.9. lleum

U ileumu je doslo od smanjenja aktivnosti GSH-Px u svim tretiranim grupama u odnosu na
kontrolu (Slika 12; Tabela 13). Faza estrusnog ciklusa je takode imala znacajan uticaj na aktivnost
GSH-Px u ileumu pacova tretiranih ibogainom u trajanju od 6 sati. Aktivnost je bila veca u estrusu
nego u metestrusu, narocito pri vecoj dozi ibogaina. Aktivnost CAT je bila najve¢a 24 sata nakon
tretmana manjom dozom i znacajno se razlikovala od grupa Zrtvovanih 6 sati nakon tretmana.
Analiza varijanse je pokazala da postoje znacajne razlike u aktivnosti XO izmedu eksperimentalnih
grupa ali post-hok test nije dao ni jednu znacajnu razliku izmedu pojedinac¢nih grupa. Faza
estrusnog ciklusa je imala uticaj i na aktivnost XO koja je bila veéa u estrusu.
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Slika 12. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u ileumu Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05.

56



Tabela 13. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u ileumu Zenki

pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST

Neproteinske

Proteinske
-SH grupe

Nz Nz F=2,78 F=6,04 Nz Nz
Z. Z. p <005 p<0001™% Z.

n.z.

B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)

Neproteinske

Proteinske
-SH grupe

n.z.

SOD1 SOD2 CAT  GSH-Px GR GST
Faktor: e>m
faza n.z. n.z. nz. F=2270 n.z n.z.
ciklusa p<0,001
Faktor:

n.z n.z n.z n.z n.z n.z

doza
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

n.z.

C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)

SOD1 SOD2 CAT  GSH-Px GR GST

Neproteinske

Proteinske
-SH grupe

n.z n.z F=4,04 n n.z n.z
Z. Z. p<0,01 .p. Z. Z.

n.z.

D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)

SOD1 SOD2 CAT  GSH-Px GR GST

Neproteinske

Proteinske
-SH grupe

n.z. n.z. n.z. n.p. n.z. n.z.

n.z.

E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)

SOD1 SOD2 CAT  GSH-Px GR GST

Neproteinske

Proteinske
-SH grupe

n.z. n.z. n.z. n.p. n.z. n.z.

n.z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.10. Uterus

Faza estrusnog ciklusa je znacajano uticala na aktivnost SOD1, CAT, GSH-Px i GR u uterusu
pacova tretiranih ibogainom (Slika 13; Tabela 14). Aktivnost SOD1 je bila ve¢a u metestrusu, dok
je aktivnost CAT, GSH-Px i GR bila ve¢a u estrusu. Sa druge strane, aktivnosti SOD2 i GST, kao i
koncentracije TBARS i ukupnih slobodnih -SH grupa se nisu znacajno razlikovale u razlic¢itim
fazama estrusnog ciklusa. Analiza varijanse za svih sedam eksperimentalnih grupa je pokazala
postojanje znacajnih razlika u aktivnostima SOD1, SOD2, CAT, GSH-Px i GR, ali kada su
odgovarajuce estrusne i metestrusne grupe objedinjene, analiza varijanse je pokazala znacajne
razlike samo u aktivnostima SOD1 i SOD2. Dakle, najve¢i udeo u ukupnoj razlici u varijansama
izmedu grupa u aktivnosti CAT, GSH-Px i GR imao je estrusni ciklus. Osim razlika po fazama
estrusnog ciklusa, aktivnost SOD1 je 6 sati nakon tretmana ve¢om dozom u estrusu bila znacajno
manja od kontrole. Takode, 24 sata nakon tretmana manjom dozom aktivnost SOD1 je bila veca
nego 24 sata nakon tretmana vecom dozom. Aktivnost SOD2, 24 sata nakon tretmana manjom
dozom ibogaina je bila veca nego 6 sati nakon tretmana, a takode je bila ve¢a nego 24 sata nakon
tretmana ve¢om dozom ibogaina. Vec¢a doza ibogaina je dovela do znacajnog pada aktivnosti CAT
u odnosu na kontrolu, 24 sati nakon tretmana, kao i 6 sati nakon tretmana ali samo u metestrusu.
Osim Sto su aktivnosti GSH-Px i GR bile vece u estrusu nego u metestrusu, za njih je zajednicko i
da su aktivnosti u uterusu pacova tretiranih vecom dozom u estrusu bile ve¢e 6 sati nakon
tretmana u poredenju sa 24 sati nakon tretmana. Koncentracija TBARS u grupama koje su
Zrtvovane 6 sati nakon tretmana je bila ve¢a nakon tretmana ve¢om dozom ibogaina, bez znacajnih
razlika u odnosu na kontrolu. Nije bilo znacajnih razlika u aktivnosti GST niti u koncentraciji
ukupnih slobodnih -SH grupa.
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Slika 13. Aktivnost antioksidativnih enzima i glutation-S transferaze, i koncentracije TBARS i
ukupnih slobodnih sulfhidrilnih grupa u uterusu Zenki pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev
HSD test: *-p < 0,05, ** -p<0,01.
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Tabela 14. Aktivnost antioksidativnih enzima i glutation-S transferaze, i koncentracije TBARS i
ukupnih slobodnih sulfhidrilnih grupa u uterusu Zenki pacova nakon tretmana ibogainom -

analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SoD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST TBARS Ukupne
-SH grupe
F=6,47 F=3,01 F=4,58 F=3,57 F=5,09 nz nz nz
p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,001 ) ) o
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SoD1 SoD2 CAT GSH-Px GR GST TBARS Ukupne
-SH grupe
Faktor: m>e e>m e>m e>m
faza F =44,85 n.z. F=9,62 F=12,25 F=17,14 n.z n.z n.z
ciklusa p<0,001 p<0,01 p<0,01 p < 0,001
Faktor: v>M
doza n.z n.z n.z n.z n.z n.z F=491 n.z
p <0,05
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z n.z n.z n.z
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SoD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST TBARS ~ UKupne
-SH grupe
n F=455 n n n n.z n.z n.z
.p. p <001 .p. .p. .p. . . Z.
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SoD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST TBARS Ukupne
-SH grupe
n.p. n.z. n.p. n.p. n.p. n.z n.z n.z
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
SoD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST TBARS ~ Ukupne
-SH grupe
n F=770 n n n n.z n.z n.z
.p. p <001 .p. .p. .p. . . Z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.11. Pluca

Manja doza ibogaina dovela je do znacajnog povecéanja aktivnosti SOD1 u odnosu na
kontrolu kod Zivotinja tretiranih u estrusu, 6 sati nakon tretmana (Slika 14; Tabela 15). Manja
doza je dovela i do povecanja aktivnosti GR 6 sati nakon tretmana. Veca doza je dovela do
povecanja aktivnosti CAT 24 sata nakon tretmana, i do povecanja koncentracije slobodnih
proteinskih -SH grupa 6 sati nakon tretmana. Najve¢i udeo u ukupnim razlikama u varijansi
izmedu eksperimentalnih grupa potice od grupa koje su Zrtvovane 6 sati nakon tretmana.
Preciznije, osim CAT C¢ija je aktivnost bila znacajno povecana 24 sata nakon tretmana vecom
dozom, sve ostale znacajne razlike izmedu grupa su zabeleZene 6 sati nakon tretmana. Aktivnost
SOD1,S0D2i X0 je bila veca 6 sati nakon tretmana manjom dozom, a aktivnost CAT i koncentracija
proteinskih -SH grupa nakon tretmana ve¢om dozom. Postojale su i znacajne razlike izmedu faza
estrusnog ciklusa u aktivnosti SOD1 i CAT, i u koncentraciji neproteinskih —-SH grupa. Aktivnost
SOD1 je bila ve¢a u grupama koje su tretirane u metestrusu, a aktivnost CAT i koncentracija
neproteinskih -SH grupa je bila veéa u grupama koje su tretirane u estrusu.
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koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u plu

pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05, ** - p < 0,01.



Tabela 15. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u plu¢ima Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

Neproteinske Proteinske

SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS
-SH grupe  -SH grupe
F=4,02 F=482 , nz nz Nz Nz F=242 F=3,24
p<0,01 p<0,01 ) o ’ ’ p < 0,05 p < 0,05
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
Faktor: m>e e>m e>m
faza F=7,10 n.z. F=6,06 n.z. n.z. n.z n.z n.z. F=7,79 n.z.
ciklusa p <0,05 p < 0,05 p<0,05
M>V M>V V>M M>V V>M
Faktor:
doza F=13,20 F=6,66 F=923 n.z. n.z. n.z. F=8,33 n.z. n.z. F=1734
p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,001
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
soD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST X0  TBARS \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n n.z n n.z n.z n.z n.z n.z n F=4,64
.p. Z. .p. Z. Z. Z. Z. Z. .p. p <001
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n n.z n n.z F=591 n.z n.z n.z n F=1144
.p. Z. .p. Z. p<001 . Z. Z. .p. p<0,001
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
soD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST X0  TBARS \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.p. n.z. n.p. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.p. n.z.

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.

63



4.1.12. Slezina

U poredenju sa kontrolnom grupom, aktivnost CAT je bila povecana 6 sati nakon tretmana
manjom dozom ibogaina u metestrusu i 24 sata nakon tretmana ve¢om dozom (Slika 15; Tabela
16). Aktivnost GST u slezini je bila generalno povecana i znacajno se razlikovala od kontrole 6 sati
nakon tretmana manjom dozom ibogaina u estrusu i 24 sata nakon tretmana vecom dozom.
Aktivnost XO je 6 sati nakon tretmana ve¢om dozom bila pove¢ana u odnosu na kontrolnu grupu
i grupe tretirane manjom dozom. Koncentracija TBARS je bila zna¢ajno manja od kontrole 24 sata
nakon tretmana manjom dozom, i 6 i 24 sata nakon tretmana vecom dozom. Faza estrusnog
ciklusa je imala znacajan uticaj na aktivnost CAT i GST nakon tretmana manjom dozom. Aktivnost
CAT je bila veca u grupi koja je tretirana u metestrusu, a aktivnost GST u grupi koja je tretirana u
estrusu.
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Slika 15. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS u slezini Zenki pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p <
0,05,*-p<0,01,**-p<0,001.
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Tabela 16. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS u slezini Zenki pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SOD CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS
Nz F=11,56 Nz Nz F=3,73 F=5,29 F=8,54
p<0,001 o - p<0,01 p<0,001 p<0,001

B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6¢, V61m)

SOD CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS
Faktor: m>e e>m
faza n.z. F=15,10 n.z. n.z. F=747 n.z. n.z.
ciklusa p <0,001 p < 0,05
Faktor: V>M M>V V>M M>V
doza ) F=4,37 F=8,31 n.z. n.z. n.z. F=22,10 F=22,87
p=0,051 p<0,01 p<0,001 p<0,001
Interakcija n.z n.z n.z n.z n.z F=694 n.z
j Z. Z. Z. Z. Z. p <005 Z.

C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
SOD CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS

F=4,95 F=12,83

n.z. n.p. n.z. n.z. n.p. p<0,01 p<0,001

D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS

F=7,25 F=18,32

n.z. n.p. n.z. n.z. n.p. p<0,01 p<0,001

E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)

SOD CAT GSH-Px GR GST X0 TBARS
n.z n n.z n.z n n.z F=1292
Z. .p. Z. Z. .p. Z. p <0,001

Grupe M6 1 V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno V6e i V6m. n.z. — nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.1.13. Mozak

U poredenju sa kontrolnom grupom, aktivhost XO je bila znacCajno povecana, a
koncentracija neproteinskih —-SH grupa znacajno smanjena 24 sata nakon tretmana ve¢om dozom
ibogaina (Slika 16; Tabela 17). Koncentracija neproteinskih -SH grupa 24 sata nakon tretmana
vecom dozom se znacajno razlikovala i od grupe tretirane manjom dozom koja nije dovela do
smanjenja koncentracije. Sa druge strane koncentracija proteinskih -SH grupa je bila znacajno
veca nakon 24 sata u grupi koja je tretirana vecom dozom u odnosu na grupu koja je tretirana
manjom dozom. Aktivnost XO je bila veca 6 sati nakon tretmana vecom dozom nego nakon
tretmana manjom dozom u metestrusu. Faza estrusnog ciklusa je imala znacajan uticaj na
aktivnost SOD1 i GSH-Px. Aktivnost SOD1 je bila ve¢a u grupi koja je tretirana u metestrusu, a
aktivnost GSH-Px u grupi koja je tretirana u estrusu.
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Slika 16. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u mozgu Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom. Takijev HSD test: * - p < 0,05.
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Tabela 17. Aktivnost antioksidativnih enzima, glutation-S transferaze i ksantin oksidaze, i
koncentracije TBARS, neproteinskih i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih grupa u mozgu Zenki
pacova nakon tretmana ibogainom - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6e, M6m, M24, V6¢, V61, V24)

SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST  XO  TBARs \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
F=2,86 Nz Nz Nz Nz Nz F=2,77 Nz F=332 F=2,85
p<0,05 o o o o ) p<0,05 - p < 0,05 p<0,05
B) Dvofaktorska analiza varijanse (M6e, M6m, V6e, V6m)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
Faktor: m>e e>m
faza F =237 n.z. n.z F=5,06 n.z. n.z. n.z n.z. n.z n.z
ciklusa p<0,01 p < 0,05
Faktor: vV>M
doza n.z. n.z. n.z. n.z. n.z n.z. F =644 n.z. n.z n.z.
p < 0,05
Interakcija n.z. n.z. n.z. n.z. n.z n.z. n.z. n.z. n.z n.z.
C) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, M24, V6, V24)
soD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST X0  TBARS \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n Nz Nz n n.z F=3,63 n.z F=4,64 F=3,47
.p. Z. Z. .p. Z. p<0,05 Z. <001 p<0,05
D) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M6, V6)
SOD1  SOD2  CAT GSH-Px GR GST X0  TBARs Neproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n.p. n.z. n.z. n.p. n.z n.zZ. F=4,66 n.z. F=347 n.z.
p < 0,05 p < 0,05
E) Jednofaktorska analiza varijanse (K, M24, V24)
soD1  SOD2  CAT GSH-Px GR  GST X0  TBARS \eproteinske Proteinske
-SH grupe  -SH grupe
n Nz Nz n Nz F=2,84 Nz F=8,72 F=4,41
.p. Z. Z. .p. Z. p<0,05 Z. p<0,01 p<0,05

Grupe M6 i V6 su dobijene spajanjem grupa M6e i M6m, odnosno Vée i V6m. n.z. - nije znacajno; n.p. - nije primenljivo.
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4.2. Vazoaktivna svojstva ibogaina

4.2.1. Efektiibogaina na tonus izolovanih krvnih sudova

Pokazano je da ibogain (20 mg/l,) ima relaksantni efekat, odnosno da smanjuje tonus
izolovanih arterija (torakalne aorte i mezenteriCcne arterije pacova) prekontrahovanih
fenilefrinom (Slika 17; Slika 18A; Tabela 18A). Relaksantni efekat ibogaina je bio u znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa stepenom funkcionalne oCuvanosti endotela u oba tipa arterija (Pirsonov
koeficijent korelacije, Tabela 19). Da bi se dalje ispitala uloga endotela, preparati izolovanih
arterija su podeljeni u dve grupe na osnovu funkcionalnog testa ocuvanosti endotela sa
acetilholinom. U grupu sa funkcionalno o¢uvanim endotelom (E+) su svrstani preparati kod kojih
je acetilholin izazivao smanjenje tonusa od 80% ili viSe, dok su ostali preparati svrstani u grupu
bez funkcionalno o¢uvanog endotela (E-) (Slika 17; Slika 18B,C). Dvofaktorska analiza varijanse je
pokazala znacajan efekat ocuvanosti endotela (Tabela 18B), kao i znacajan efekat vremena. Ipak
relaksantni efekti ibogaina nisu u potpunosti posredovani endotelom, poSto je ibogain u
odredenoj meri smanjivao tonus i onih preparata izolovanih arterija kod kojih test sa
acetilholinom nije pokazao nikakvu oCuvanost endotela.
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A) AH

ibogain 20 mg/L

01lg

30 min.

FE

B) AH ibogain 20 mg/L

|OJ1g

| 30 min.
FE FE

I | ibogain 20 mg/L

FE 30 min.

D) ibogain 20 mg/L

FE 30 min.
FE

FE

Slika 17. Reprezentativni zapisi relaksantnog efekta ibogaina (20 mg/l) na tonus izolovanih
arterija pacova prekontrahovanih fenilefrinom: A) torakalna aorta sa funkcionalno ofuvanim
endotelom; B) torakalna aorta bez funkcionalno o¢uvanog endotela; C) mezenteri¢na arterija sa
funkcionalno ocCuvanim endotelom; D) mezenteri¢cna arterija bez funkcionalno ocuvanog
endotela. FE - fenilefrin; AH - acetilholin; isp. - ispiranje.
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Slika 18. Relaksantni efekat ibogaina (20 mg/l) na tonus izolovanih arterija pacova
prekontrahovanih fenilefrinom: A) torakalna aorta i mezentericna arterija - preparati nisu
razdvajani na osnovu testa funkcionalne ocuvanosti endotela; B) torakalna aorta sa i bez
funkcionalno ocuvanog endotela; C) mezentericna arterija sa i bez funkcionalno ocuvanog
endotela. E+ - preparati sa funkcionalno o¢uvanim endotelom; E- - preparati bez funkcionalno
oc¢uvanog endotela.
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Tabela 18. Relaksantni efekat ibogaina na: A) izolovanu torakalnu aortu (n = 17) i B)
mezenteri¢nu arteriju pacova (n = 9) - analiza varijanse.

A) Jednofaktorska analiza varijanse

Torakalna aorta Mezenteri¢na arterija
F=10,07 F=4,599
p<0,001 p<0,01
B) Dvofaktorska analiza varijanse
Torakalna aorta Mezenteri¢na arterija
Faktor: F=10,77 F=4,13
vreme p<0,001 p<0,01
otuvanost F=7,03 F=737
endotela p<0,01 p<0,01
Interakcija n.z. n.z.

n.z. - nije znacajno.

Tabela 19. Pirsonov koeficijent korelacije stepena funkcionalne ocCuvanosti endotela i
relaksantnog efekta ibogaina na: A) izolovanu torakalnu aortu i B) mezenteri¢nu arteriju pacova.

A) Torakalna aorta

5 min. 10 min. 20 min. 30 min.
r=-0,605 r=-0,676 r=-0,633 r=-0,490
rz=0,365 rz=0,457 r2=0,401 rz=0,240
p<0,001 p<0,01 p<0,01 p<0,05

B) Mezentericna arterija

5 min. 10 min. 20 min. 30 min.
r=-0,580 r=-0,627 r=-0,686 r=-0,521
r2=0,337 rz=0,393 rz=0,470 r2=0,272

p<0,05 p<0,05 p<0,05 n.z.

n.z. - nije znacajno.
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4.2.2. Efekti ATP na tonus izolovanih krvnih sudova

Da bi se ispitala eventualna uloga ATP u relaksantnom dejstvu ibogaina, preparati
izolovane torakalne aorte prekontrahovane fenilefrinom su tretirani rastu¢im koncentracijama
ATP u opsegu od 1 do 500 pM (kumulativno do 688 pM) (Slika 19; Slika 20A). Jednofaktorska
analiza varijanse nije pokazala postojanje znacajnih razlika u tonusu (Tabela 20A). Ipak, Pirsonov
koeficijent korelacije je pokazao znacajnu pozitivnhu korelaciju izmedu stepena funkcionalne
ocuvanosti endotela i efekta rastu¢ih koncentracija ATP na tonus izolovane torakalne aorte
(Tabela 21). Zbog toga su preparati u zavisnosti od stepena ocuvanosti endotela podeljeni u dve
grupe na nacin koji je opisan u prethodnom odeljku (Slika 19; Slika 20B). Dvofaktorska analiza
varijanse je pokazala znacajan efekat o¢uvanosti endotela (Tabela 20B), kao i koncentracije, ali i
znacajnu interakciju ovih faktora. U grupi bez ocuvanog endotela, pad tonusa se u najvecoj meri
deSava pri koncentracijama od 1 i 5 pM nakon ¢ega se skoro uopste ne menja i nakon 500 pM ATP
(kumulativno 688 pM) iznosi pribliZzno 95% pocetnog tonusa. U grupi sa oCuvanim endotelom
tonus se u najvecoj meri smanjuje nakon dodavanja koncentracija od 1-20 pM (kumulativno 36
pM) a pri najvecoj koncentraciji od 500 pM ATP (kumulativno 688 pM) iznosi priblizno 75%
pocCetnog tonusa.

A) AH

ATP 1 pM

& o) 50 pM
SPM qgpy,  S0PM

| 0pM ‘ 100 pM 200pM 500pM

FE FE 10 min.

B] ATP1pM  10pM 50 pM 200 pM
AH | 5pM ‘ 20 pM | 100 pM

500 pM

01lg

10 min.

FE

Slika 19. Reprezentativni zapisi relaksantnog efekta ATP (1-500 pM, kumulativno 688 pM) na
tonus izolovane torakalne aorte pacova prekontrahovane fenilefrinom: A) torakalna aorta sa
funkcionalno o¢uvanim endotelom; B) torakalna aorta bez funkcionalno oCuvanog endotela. FE -
fenilefrin; AH - acetilholin; isp. - ispiranje.
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Slika 20. Relaksantni efekat ATP (1-500 pM, kumulativno 688 pM) na tonus izolovane torakalne
aorte pacova prekontrahovane fenilefrinom: A) preparati nisu razdvajani na osnovu testa
funkcionalne ocuvanosti endotela; B) torakalna aorta sa i bez funkcionalno oCuvanog endotela. E+
- preparati sa funkcionalno oc¢uvanim endotelom; E- - preparati bez funkcionalno o¢uvanog
endotela.

Tabela 20. Relaksantno dejstvo ibogaina na izolovanu torakalnu aortu pacova - analiza varijanse;
n=_8.

A) Jednofaktorska analiza varijanse

n.z.

B) Dvofaktorska analiza varijanse

3 F=6,12
Faktor: koncentracija p<0,001
. F=98,12
Faktor: ocuvanost endotela p < 0,001

. F=2,93

Interakcija p<0,01

n.z. - nije znacajno.

Tabela 21. Pirsonov Kkoeficijent Kkorelacije stepena funkcionalne ocuvanosti endotela i
relaksantnog efekta ATP na izolovanu torakalnu aortu pacova.

1pM 5pM 10 pM 20 pM 50 pM 100 pM 200 pM 500 pM

r=-0,609 r=-0690 r=-0,728 r=-0,760 r=-0,783 r=-0,777 r=-0,865 r=-0,744
r2=0,370 r2=0,477 1r*=0530 r2=0,578 1r?=0,612 r2=0,600 r?=0,749 r2=0,554
n.z. n.z. p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,01 p<0,05

n.z. - nije znacajno.
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4.3. Efektiibogaina na kontraktilnu aktivnosti ROS/AOS/redoks
homeostazu izolovanog uterusa

4.3.1. Stimulacija i inhibicija kontraktilne aktivnosti izolovanog uterusa rastu¢im
koncentracijama ibogaina

Ibogain u niZim koncentracijama stimuliSe a u viSim koncentracijama inhibira kontraktilnu
aktivnost glatkih misSi¢nih Celija u izolovanom uterusu pacova (Slika 21). U De Jalonovom
izotoni¢nom rastvoru sa 0,4 mM Ca?*, koncentracija Ca2* je previSe niska da bi se preparat
kontrahovao (Slika 21A). Dodavanje ibogaina (1 mg/1) dovodi do pojave kontrakcija. Sa porastom
koncentracije ibogaina rastu amplituda i frekvencija, i uspostavlja se pravilna fazna kontraktilna
aktivnost. Sa porastom koncentracije ibogaina raste i Sirina pika, odnosno povecava se trajanje
pojedinacnih kontrakcija. U De Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa 0,95 mM Ca2*, preparat
izolovanog uterusa ima pravilnu faznu kontraktilnu aktivnost (Slika 21B). U ovom slucaju nize
koncentracije ibogaina ne dovode do bitnog povecanja amplitude ili frekvencije ali takode dovode
do povecanja trajanja pojedinacnih kontrakcija. Ve¢e koncentracije ibogaina dovode do smanjenja
amplitude koje je pra¢eno porastom frekvencije, i konacno do potpunog prestanka kontraktilne
aktivnosti. Inhibitorno dejstvo ibogaina je reverzibilno, odnosno kontraktilna aktivnost se ponovo
uspostavlja nakon ispiranja preparata.

A) 0,4 mM Ca?*

ibogain
1 mg/l 2mg/l 'Smg/l 10 mg/l 15 mg/l 20 mg/l 40 mg/l 60 mg/1 isp.

N R _QJLJ JU\ MLJJUL MM J

T —

n — l1g
B) 0,95 mM ca? o
ibogain

1mg/l 2Zmg/l 5mg/l 10 mg/1 15mg/1 20 mg/l 40 mg/l 60 mg/1 isp.

e ——

Slika 21. Reprezentativni zapisi efekta rastuc¢ih koncentracija ibogaina (1-60 mg/l, kumulativno
153 mg/l; 2,9- uM) na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova: A) De Jalonov izotonic¢ni
rastvor sa 0,4 mM Ca?* u kom se preparat ne kontrahuje; B) De Jalonov izotoni¢ni rastvor sa 0,95
mM Ca2* u kom preparat ima pravilnu faznu kontraktilnu aktivnost ; isp. - ispiranje.

4.3.2. Uloga 5-HT receptora, ATP i H202

Da bi se ispitala eventualna uloga ATP u stimulatornom efektu ibogaina, odnosno uporedili
efekti ATP i ibogaina, kao i da bi se donekle razjasnili farmakoloSki mehanizmi efekata ibogaina
na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova, prvo su utvrdene modifikacije De Jalonovog
rastvora sa odredenim koncentracijama Ca?* i K* pri kojima preparati izolovanog uterusa imaju
karakteristicnu kontraktilnu aktivnost, a u isto vreme ibogain, u izabranoj koncentraciji, ima
karakteristican efekat. Na taj nacin je postignuta maksimalna reproducibilnost. U takvim uslovima
efekti ibogaina su poredeni sa efektima ATP, kao i sa efektima razlicitih inhibitora/blokatora
receptora/jonskih kanala iz laboratorijske kolekcije. Pokazano je da nema sli¢nosti u efektima
ibogaina i ATP ali da postoji izuzetna slicnost u efektima ibogaina i ketanserina (Slika 22). U De
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Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa 0,4 mM Ca2*, u kom se preparat izolovanog uterusa ne
kontrahuje, nakon dodavanja ibogaina (90 pM) uspostavlja se pravilna fazna kontraktilna
aktivnost. Sa druge strane, dodavanje ATP (90 pM) nema ovakav efekat. U De Jalonovom
izotoniCnom rastvoru sa 0,95 mM Ca?*, u kom preparat izolovanog uterusa ima pravilnu faznu
kontraktilnu aktivnost, ibogain povecava trajanje pojedina¢nih kontrakcija, dok ATP povecéava
amplitudu i frekvenciju bez bitnog efekta na trajanje kontrakcija. U De Jalonovom izotoni¢nom
rastvoru sa 15,6 mM K*, u kom preparat izolovanog uterusa ima pravilnu faznu kontraktilnu
aktivnost, ibogain povecava frekvenciju, dok ATP nema efekat na frekvenciju. I na kraju, u De
Jalonovom izotonicnom rastvoru sa 38,6 mM K*, koji izaziva toni¢nu kontrakciju preparata
izolovanog uterusa, ibogain dovodi do delimi¢ne relaksacije, dok ATP nema efekat.

ibogain 90 uM ATP 90 uM ketanserin 15 uM
=
£
5 I
& 5 min.
[3+]
(€]
=
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Ié‘\na lg
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()
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:.!'G
&5
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\D\ lg
L‘E 5 min.
7
= -
=) —k
0 lg
% 5 min.
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Slika 22. Reprezentativni zapisi efekta ibogaina (90 uM), ATP (90 uM) i ketanserina (15 pM) na
kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova u De Jalonovom rastvoru sa razli¢itim
koncentracijama Ca2*i K*.

Ketanserin (15 uM) u svim koris¢enim rastvorima, odnosno pri svim koncentracijama Ca2*
i K*, u kvalitativnom smislu ima iste efekte kao ibogain (uspostavljanje pravilne fazne kontraktilne
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aktivnosti, povecanje Sirine pika, povecanje frekvencije kalijumskih faznih kontrakcija i delimi¢na
inhibicija kalijumske toni¢ne kontrakcije) (Slika 22). U kvantitativnom smislu, ketanserin svoje
stimulatorne (Slika 23A) i inhibitorne efekte (Slika 23B) ostvaruje pri nesto nizim
koncentracijama od ibogaina (Slika 24; Tabela 22; Tabela 23). Stimulatorni efekti su poredeni u
De Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa 0,4 mM CaZ?* a inhibitorni u rastvoru sa 0,95 mM Ca2+*. PosSto
je Stok ketanserina pravljen rastvaranjem u DMSO, na isti nacin je ispitan i efekat odgovarajucih
finalnih koncentracija DMSO a takode i ibogaina u rastvoru sa odgovaraju¢om koncentracijom
DMSO. Sam DMSO nije imao nikakav efekat na kontraktilnu aktivnost. Sigmoidne krive koje
opisuju stimulatorne i inhibitorne efekte ibogaina (na amplitudu, frekvenciju i povrSinu ispod
krive) sa i bez DMSO se u velikoj meri poklapaju, odnosno prisustvo DMSO u datim
koncentracijama ne utice bitno na efekte ibogaina. Sigmoidne krive koje opisuju stimulatorne i
inhibitorne efekte ketanserina (sva tri parametra) su pomerene u levo u odnosu na ibogainske
krive, odnosno polumaksimalne efektivne koncentracije za ketanserin su niZe. PoSto se pokazalo
da sigmoidni fit nije optimalan nacin za kvantifikovanje inhibitornih efekata ibogaina i ketanserina
ni za jedan od tri ispitivana parametra (amplituda, frekvencija i povrSina ispod krive), uradena je
dvofaktorska analiza varijanse koja je pokazala znacajan efekat tretmana (sva tri parametra)
zahvaljujudi razlikama izmedu efekata ketanserina sa jedne strane i efekata ibogaina (sa i bez
DMSO) sa druge strane. Takode, znacajan je bio i efekat koncentracije, kao i interakcije, za sva tri
ispitivana parametra.

[ako ibogain i ketanserin imaju izuzetno sli¢ne efekte na kontraktilnu aktivnost izolovanog
uterusa pacova, za razliku od ibogaina, ketanserin ne utice na aktivnost antioksidativnih enzima
u kontraktilno aktivnhom izolovanom uterusu. U preparatima izolovanog uterusa koji su se
kontrahovali 2 sata u prisustvu ketanserina (29 puM, ekvimolarna koncentracija 10 mg/l ibogain
hidrohlorida) nije doslo ni do kakvih znacajnih promena u aktivnosti antioksidativnih enzima.
PoSto je Stok ketanserina pravljen rastvaranjem u DMSO, na isti nacin je ispitan i efekat
odgovarajuce finalne koncentracije DMSO koji takode nije doveo ni do kakvih znacajnih promena
(Slika 25; Tabela 24).
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A) 0.4 mM Ca?

ibogain
3x106M 105 M 3x10°M 104 M 3x104M
ketanserin

3x106M  10°M 3x105M 104 M 3x10* M

B) 0.95 mM Ca?*

ibogain
3x10¢ M 3x10°M  10*M 3x104 M 103 M isp.
H 105 M ' ! H '

ketanserin
3x10°M 3><1Q'5 M 10’:4M SX1Q’4M isp.
105M : 1 :

10 min

Slika 23. Reprezentativni zapisi efekta rastucih koncentracija ibogaina i ketanserina na
kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova: A) De Jalonov izotoni¢ni rastvor sa 0,4 mM CaZ2*
u kom se preparat ne kontrahuje; B) De Jalonov izotoni¢ni rastvor sa 0,95 mM Ca2* u kom preparat
ima pravilnu faznu kontraktilnu aktivnost; isp. - ispiranje.
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Slika 24. Stimulatorni i inhibitorni efekat ibogaina i ketanserina na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa pacova: A, C i E) De Jalonov izotoni¢ni rastvor sa 0,4 mM Ca?* u kom se
preparat ne kontrahuje (n = 5); B, D i F) De Jalonov izotonic¢ni rastvor sa 0,95 mM Ca2* u kom
preparat ima pravilnu faznu Kontraktilnu aktivnost (n = 7-10). Stok Ketanserina je pravljen
rastvaranjem u DMSO pa je ispitan efekat odgovarajuce finalne koncentracije DMSO. PoSto nije

bilo efekta, kriva nije prikazana.
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Tabela 22. Stimulatorni i inhibitorni efekat ibogaina i ketanserina na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa pacova - polumaksimalna efektivna koncentracija: A) De Jalonov izotoni¢ni
rastvor sa 0,4 mM Ca2+ u kom se preparat ne kontrahuje; B) De Jalonov izotonic¢ni rastvor sa 0,95
mM Ca?* u kom preparat ima pravilnu faznu kontraktilnu aktivnost.

A) EC50 - stimulacija

Amplituda Frekvencija AUC
l(llalol_fl;;(i)l)l 1,34 x 105 M 4,81 x 105 M 3,78 x 10 M
{ll)lo])gl:\adigo) 1,34 x 105 M 7,47 x 105 M 2,61x 105 M
l((l;egll\r/}ssgr)in 3.80 x 106 M 1,06 x 105 M 9,2 x 106 M
B) EC50 - inhibicija (IC50)

Amplituda Frekvencija AUC
I(?lol_rl;:(i)r)l 837 x 104 M 8,32 x 104 M 1,03 x 103 M
1(201;3;;;10) 9,86 x 10+ M 6,61 x 104 M 1,06 x 103 M
ﬁfﬁlﬁssgr)m 4,16 x 104 M 8,62 x 104 M 1,78 x 10+ M

Tabela 23. Inhibitorni efekat ibogaina i ketanserina na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa
pacova u De Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa 0,95 mM Ca2* u kom preparat ima pravilnu faznu
kontraktilnu aktivnost - analiza varijanse; n = 7-10.

Dvofaktorska analiza varijanse - inhibicija

Amplituda Frekvencija AUC
Faktor: F=31,23 F=19,89 F=314
tretman p<0,001 p<0,001 p<0,001
Faktor: F=89,9 F=51,15 F=173,1
koncentracija p<0,001 p<0,001 p<0,001
Interakcija F=1255 F=753 F=118

p<0,001 p<0,001 p<0,001
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Slika 25. Aktivnost antioksidativnih enzima u kontraktilno aktivnom izolovanom uterusu pacova
u prisustvu ketanserina (29 pM). Stok ketanserina je pravljen rastvaranjem u DMSO pa je ispitan
efekat odgovarajuce finalne koncentracije DMSO.

Tabela 24. Aktivnost antioksidativnih enzima u kontraktilno aktivhom izolovanom uterusu
pacova u prisustvu ketanserina (29 puM) - analiza varijanse; n = 8.

Jednofaktorska analiza varijanse
SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR

n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

n.z. - nije znacajno.
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4.3.3. Uloga B-adrenergickih receptora i Karr kanala u efektima ibogaina na kontraktilnu
aktivnost uterusa

Pokazano je (Odeljak 4.3.1. Slika 21B) kako rastuée koncentracije ibogaina (1-60 mg/I,
kumulativno do 153 mg/l) uticu na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova.
Pretretmani propranololom (5 mg/l) i glibenklamidom (1 mg/1) nisu narusili dvojaki efekat
ibogaina u Krebs Henseleitovom rastvoru, odnosno stimulaciju pri nizim koncentracijama i
inhibiciju pri viSim (Slika 26). Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala znacajan efekat
koncentracije ibogaina na amplitudu, frekvenciju i povrsinu ispod krive (Tabela 25). Nakon
dodavanje 40 mg/1, amplituda i povrsine ispod krive su bile znacajno manje u odnosu na kontrolu,
a nakon 60 mg/l (kumulativno 153 mg/l) kontraktilna aktivnost je prestala. Pretretmani nisu
znacajno uticali na amplitudu i frekvenciju, ali su imali znacajan efekat na povrsinu ispod krive
gde je pretretman propranololom doveo do znacajnog povecanja u odnosu na ibogain. Posto je
Stok glibenklamida pravljen rastvaranjem u DMSO, ispitani su i efekti ibogaina u prisustvu
odgovarajuce finalne koncentracije DMSO i pokazano je da DMSO nije imao znacajan efekat.

Prethodno je pokazano (4.3.1.) i da ibogain u koncentraciji od 10 mg/l stimuliSe
kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova. Ipak, stimulatorni efekat ove koncentracije
ibogaina u velikoj meri zavisi od koncentracije Ca?* u izotoniCnom rastvoru. Pri visokoj
koncentraciji Ca2+ (0,66 g/1) kada je kontraktilna aktivnost veoma visoka (velika amplituda i
frekvencija) stimulatorni efekat izostaje. Takode, dugorocni efekti (tokom 4 sata nakon
dodavanja) primenjene koncentracije ibogaina imaju odredenu vremensku dinamiku koja se
razlikuje u zavisnosti od koncentracije CaZ* (Slika 27; Slika 28A,B; Tabela 26A,B).

U De Jalonovom rastvoru sa niskom koncentracijom Ca%* (0,06 g/1) dodavanje ibogaina je
dovelo do brzog porasta amplitude kontrakcija. Amplitude su bile znacajno vece od kontrolnog
nivoa tokom prvog i drugog sata nakon dodavanja ibogaina (p < 0,01). Tokom naredna dva sata
(do Cetvrtog) amplituda se nije znacajno razlikovala od kontrolnog nivoa (Slika 28A; Tabela 26A).
Takode, doslo je i do porasta frekvencije koja je tokom drugog (p < 0,01) i do Cetvrtog sata (p <
0,05) bila znacajno vec¢a u odnosu na kontrolni nivo (Slika 28B; Tabela 26B). U De Jalonovom
rastvoru sa visokom koncentracijom Ca2* (0,66 g/l) ibogain nije izazvao promenu amplitude
neposredno nakon dodavanja ali je doSlo do znacajnog pada amplitude tokom druga dva sata (p <
0,01). Takode, nije doSlo ni do porasta amplitude, koja je pri ovolikoj koncentraciji Ca2* veoma
visoka, ve¢ do njenog postepenog pada, tako da je tokom drugog sata (p < 0,05) kao i tokom
naredna dva sata (p < 0,01) bila zna¢ajno manja od kontrolnog nivoa.

U De Jalonovom rastvoru sa niskom koncentracijom Ca2* pretretmani glibenklamidom i
propranololom su znacajno uticali na efekte ibogaina na kontraktilnu aktivnost izolovanog
uterusa (Slika 28C,D; Tabela 26C,D). Pretretman propranololom je spreio porast amplitude
nakon dodavanja ibogaina. Amplituda se tokom prva dva sata zadrZala na pocetnom nivou a
tokom poslednja dva sata je bila niZa od 50% pocetnog nivoa i znacajno se razlikovala u poredenju
sa grupom koja je tretirana samo ibogainom (p < 0,001). Oba pretretmana su sprecila porast
frekvencije nakon dodavanja ibogaina. Frekvencija je u oba slucaja tokom drugog sata (p < 0,001)
i tokom poslednja dva sata (p < 0,001) bila znac¢ajno niZa u poredenju sa grupom Kkoja je tretirana
samo ibogainom.

U De Jalonovom rastvoru sa visokom koncentracijom Ca2* samo je propranolol uticao na
promene kontraktilne aktivnosti nakon dodavanja ibogaina (Slika 28E,F; Tabela 26E,F).
Pretretman propranololom je sprecio pad amplitude tokom poslednja dva sata (p < 0,001) dok
glibenklamid nije imao nikakav efekat. Ni jedan od pretretmana nije znacajno uticao na promenu
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frekvencije pa je tokom eksperimenta doslo do znac¢ajnog pada kao i u grupi koja je tretirana samo
ibogainom.

A) 150 B) 250 -
_ __ 200+
g g
g £ 1504
= 2 100
£ £
® 50
0
0 20 40 60
koncentracija (pg/ml) koncentracija (pg/ml)
—= ibogain (uH,0)
=~ ibogain (u DMSO)
=+~ glibenklamid (u DMSO) + ibogain
—+ propranolol + ibogain

koncentracija (pg/ml)

Slika 26. Efekat ibogaina (1, 2, 5, 10, 15, 20, 40 i 60 mg/l, kumulativno 153 mg/1) sa ili bez
pretretmana propranololom (5 mg/l) ili glibenklamidom (1 mg/l) na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa: A) amplituda kontrakcija uterusa; B) frekvencija kontrakcija uterusa; C)
povrsSina ispod krive (AUC). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina * standardna greska
aritmeticke sredine. Takijev HSD test: *p < 0,05; n=7.

Tabela 25. Efekat ibogaina (1, 2, 5, 10, 15, 20, 40 i 60 mg/l, kumulativno 153 mg/1) sa ili bez
pretretmana propranololom (5 mg/l) ili glibenklamidom (1 mg/l) na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa - analiza varijanse (n = 7): A) amplituda kontrakcija uterusa; B) frekvencija
kontrakcija uterusa; C) povrsina ispod krive (AUC).

Dvofaktorska analiza varijanse

A) Amplituda B) Frekvencija C) AUC
Faktor: Nz Nz F=472
tretman - - p<0,01
Faktor: F=51,93 F=5,04 F=27,56
koncentracija p<0,001 p<0,001 p<0,001
Interakcija n.z. n.z. n.z.

n.z. - nije znacajno.
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Slika 28. Efekat ibogaina (10 mg/l) sa ili bez pretretmana propranololom (5 mg/l) ili
glibenklamidom (1 mg/1) na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova tokom 4 sata, u De
Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa niskom ili visokom koncentracijom Ca2+: A) amplituda
kontrakcija uterusa; B) frekvencija kontrakcija uterusa; C) amplituda, 0,06 g/1 Ca2* sa ili bez
pretretmana; D) frekvencija 0,06 g/1 Ca2* sa ili bez pretretmana; E) amplituda 0,66 g/l Ca?* sa ili
bez pretretmana; F) frekvencija 0,66 g/1 Ca2*. Takijev HSD test: * p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001;

n=7.
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Tabela 26. Efekat ibogaina (10 mg/l) sa ili bez pretretmana propranololom (5 mg/l) ili
glibenklamidom (1 mg/1) na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova tokom 4 sata, u De
Jalonovom izotoni¢nom rastvoru sa niskom ili visokom koncentracijom Ca%* - analiza varijanse (n
= 7): A) amplituda kontrakcija uterusa; B) frekvencija kontrakcija uterusa; C) amplituda, 0,06 g/1
Ca?* sa ili bez pretretmana; D) frekvencija 0,06 g/1 Ca?* sa ili bez pretretmana; E) amplituda 0,66

g/1 Caz*saili bez pretretmana; F) frekvencija 0,66 g/I Ca2+.

Dvofaktorska analiza varijanse

A) Amplituda B) Frekvencija
Faktor: F=5,99 .z
koncentracija Caz* p<0,05 '
Faktor: F=13,69 nz
vreme p <0,001 -
. F =459 F=13,50
Interakcija p<001 p<0,001
C) Amplituda D) Frekvencija
Faktor: F=23,00 F=13,10
tretman p<0,001 p<0,001
Faktor: F=24,30 F=10,30
vreme p<0,001 p<0,001
. F=7,25 F=6,40
Interakcija p<0,001 p <0,001
E) Amplituda F) Frekvencija
Faktor: F =444 n.z
tretman p<0,01 o
Faktor: F=795 F=23,00
vreme p<0,001 p<0,001
. F=3,03
Interakcija p <005 n.z.

n.z. - nije znacajno.
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4.3.4. Uloga -adrenergickih receptora i Karr kanala u efektima ibogaina na aktivnost
antioksidativnih enzima

Ibogain u koncentraciji od 10 mg/l doveo je do promena u aktivnosti antioksidativnih
enzima u kontraktilno aktivnim izolovanim uterusima pacova (Slika 29; Slika 30; Tabela 27).
NajizraZenija promena je veliko povecanje aktivnosti CAT u obe vremenske tacke (2 i 4 sata nakon
dodavanja ibogaina u izotoniCni rastvor) i pri obe koncentracije Ca?*. Pretretmani beta
blokatorom propranololom i inhibitorom Karp kanala glibenklamidom su sprecili ibogain da
dovede do bilo koje znacajne promena u aktivnosti antioksidativnih enzima.

U De Jalonovom rastvoru sa niskom koncentracijom Ca2+ aktivnost CAT je bila visSestruko
povecana a aktivnost SOD1 smanjena 2 sata nakon dodavanje ibogaina. Nakon 4 sata aktivnost
CAT je i dalje bila viSestruko povecana, a povecana je bila i aktivnost GSH-Px. Aktivnost GR je bila
smanjena, dok se aktivnost SOD1 viSe nije znacajno razlikovala od kontrolne grupe. Ibogain nije
doveo do znacajnih promena u aktivnostima SOD2. U De Jalonovom rastvoru sa visokom
koncentracijom CaZ* ibogain je takode izazvao viSestruko povecanje aktivnosti CAT nakon 2 sata.
Za razliku od niske koncentracije Ca2* ovde je ibogain znacajno smanjio aktivnost obe SOD. Nakon
4 sata aktivnost CAT je i dalje bila povecana, a povecana je bila i aktivnost GSH-Px. Aktivnost SOD1
se vratila na pocetni nivo ali je aktivnost SOD2 i dalje bila znacajno niza od kontrole. Aktivnost GR,
iako naizgled smanjena, nije se znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu.

Pretretman propranololom je sprecio sve promene u aktivnostima antioksidativnih enzima
do kojih je doveo ibogain (Slika 29; Tabela 27A). Osim toga, sam propranolol je uticao na aktivnost
antioksidativnih enzima, odnosno izazvao je povecanje aktivnosti SOD2 nakon 2 i 4 sata pri niskoj
koncentraciji Ca2*. U uterusima koji su tretirani ibogainom, pretretman propranololom je doveo
do znacajnog povecanja aktivnosti SOD2 nakon 2 sata pri niskoj koncentraciji CaZ*, kao i do
povecanja aktivnosti GR nakon 4 sata pri obe koncentracije Ca2*.

Pretretman glibenklamidom je takode sprec¢io sve promene u aktivnostima
antioksidativnih enzima do kojih je doveo ibogain (Slika 30; Tabela 27B). Slicno propranololuy,
glibenklamid je pri niskoj koncentraciji Ca2+* doveo do povecanja aktivnosti SOD2 nakon 2 sata, ali
4 sata nakon tretmana aktivnost se vratila na pocetni nivo. Pri visokoj koncentraciji Ca2+
glibenklamid je smanjio aktivnost SOD1 nakon 2 sata i SOD2 nakon 4 sata. U uterusima koji su
tretirani ibogainom, pretretman glibenklamidom je doveo do znacajnog povecanja aktivnosti GR
nakon 4 sata pri visokoj koncentraciji Ca%*.
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Slika 29. Aktivnost antioksidativnih enzima u uterusima koji se kontrahuju u De Jalonovom
rastvoru sa niskom (0,06 g/1) ili visokom koncentracijom Ca2+ (0,66 g/1) u prisustvu ibogaina (10
mg/1) saili bez pretretmana propranololom (5 mg/1). Takijev HSD test: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p<0,00L;n="7.
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Slika 30. Aktivnost antioksidativnih enzima u uterusima koji se kontrahuju u De Jalonovom
rastvoru sa niskom (0,06 g/1) ili visokom koncentracijom Ca2+ (0,66 g/1) u prisustvu ibogaina (10
mg/1) saili bez pretretmana glibenklamidom (1 mg/1). Takijev HSD test: * p < 0,05; **p < 0,01; ***
p<0,00L;n="7.
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Tabela 27. Aktivnost antioksidativnih enzima u uterusima koji se kontrahuju u De Jalonovom
rastvoru sa niskom (0,06 g/1) ili visokom koncentracijom Ca?* (0,66 g/1) u prisustvu ibogaina (10
mg/1) sa ili bez pretretmana A) propranololom (5 mg/1) i B) glibenklamidom (1 mg/l) - analiza
varijanse; n = 7.

A) Dvofaktorska analiza varijanse - propranolol

Ca%* 0,06 g/1 Ca%* 0,66 g/1
SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR
Faktor: F=192 F=198 F=25.2 F=83 F=165 F=129 F=183 F=125 F=108

tretman p<0,001 p< 0,001 p<0,001 n.2. p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

Faktor: F=269 F=13,0
n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z.

vreme p<0,001 p<0,001
Interakciia F =463 F=676  ~~ F=779 F=284 i L, F=220
) p<0,01 p=<0,001 2 5<0,001 p<0,05 Z. Z. Z <0001 Z.

B) Dvofaktorska analiza varijanse - glibenklamid
Caz+ 0,06 g/1 Caz+ 0,66 g/1
SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR SOD1 SOD2 CAT GSH-Px GR
Faktor: F=17,7 F=522 F=196 F=86 F=125 F=287 F=140 F=982 F=17.2

tretman p<0,001 p< 0,01 p<0,001 n.z. p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

Faktor: Nz 0z F=6,5 Nz Nz 0z F=228 F=189 Nz

vreme n.z. 2 “ p<0,05 - - ™ p<0,001 p<0,001 o

Interakciia F=10,7 F=3,7 Nz F=866 F=629 F=153 F=68 Nz F=233 F=284
J p<0,001 p<0,05 ™ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 ™ p<0,001 p<0,05

n.z. - nije znacajno.
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5. DISKUSIJA

Ibogain je pluripotentan molekul koji svoje delovanje in vivo ostvaruje u dva pravca:
metabolickom, izazivajuéi praznjenje rezervi ATP i posledi¢no povecanje intenziteta energetskog
metabolizma praéeno poveéanjem proizvodnje ROS i naruSavanjem redoks homeostaze; i
farmakoloskom, delovanjem na viSe tipova receptora, koji je zapravo i bio predmet prvih
izuCavanja ibogaina kao antiadiktivnog i halucinogenog agensa. Cilj disertacije je stoga bio da se
utvrdi razlika izmedu udela ova dva mehanizma i da se istraze efekti ibogaina na fiziolosku
homeostazu. Osim toga, literaturni podaci o predklini¢kim ispitivanjima ibogaina na jedinkama
Zenskog pola su oskudni, a dostupni podaci o studijama slucaja i klini¢kim ispitivanjima takode se
odnose mahom na muskarce. Iako su zavisnici, kao i korisnici ibogaina, preteZzno muskog pola,
utvrdeno postojanje polnih razlika u bioloSkoj raspolozivosti ibogaina i Cinjenica da su Zene
sklonije neZeljenim reakcijama na farmakoloska sredstva bili su jasan razlog da ovo istrazivanje
bude izvedeno na Zenkama.

U ovoj doktorskoj disertaciji je potvrdeno da su ibogain i njegov primarni metabolit
noribogain u vecoj koncentraciji prisutni u sistemskoj cirkulaciji Zenki, odnosno da je bioloSka
raspoloZivost ibogaina kod Zenki 2-3 puta veéa nego kod muZjaka (Vidonja Uzelac i sar. 2019a;
Prilog 1). Odgovor antioksidativnog sistema zastite na ibogain je izrazito tkivno specifi¢an. To je
posledica distribucije ibogaina po tkivima koju odlikuju velike razlike u koncentracijama, ali i
posledica metabolickih osobenosti datih tkiva (Hough i sar. 1996; Kontrimaviciute i sar. 2006;
Kubiliene i sar. 2017). Slika o odgovoru antioksidativnog sistema zaStite se dodatno usloZnjava
kada se u obzir uzmu razli¢ite doze i vremenski intervali. Histopatoloskom analizom je pokazano
da je hepatotoksi¢nost, kao i renalna toksi¢nost ibogaina relativno blaga, ali i da je
kardiotoksi¢nost mnogo ozbiljnija. Sréane aritmije i iznenadni srcéani zastoj su najozbiljnije
neZeljene reakcije na ibogain (Hoelen i sar. 2009; Pleskovici sar. 2012; Paling i sar. 2012; Meisner
i sar. 2016; Litjens i Brunt 2016; Koenig i Hilber 2015), zbog Cega se preporucuje pracenje rada
srca u duZzem vremenskom periodu nakon primene ibogaina. Ranija istrazivanja su uglavnom bila
usmerena na ulogu kalijumovih kanala (Litjens i Brunt 2016) i adrenergicki sistem (Maas i
Strubelt 2006), dok ovo istraZivanje ukazuje na kardiotoksi¢nu nekrozu kao moguc¢i mehanizam
neZeljenog dejstva ibogaina na srce koji moze da dovede do srcanog zastoja. Pokazano je i da
ibogain utiCe na tonus izolovanih arterija, Sto bi mogao da bude jo$ jedan od pravaca buducih
istrazivanja. Ovaj rad otvara i pitanje vremena tretmana kod Zenki/Zena i uticaja reproduktivnog
ciklusa na metabolicko/farmakolosko dejstvo ibogaina i ukazuje na znacaj fiziolosSkog i
hormonskog statusa u trenutku terapije. Ex vivo eksperimenti u ovoj doktorskoj disertaciji su
pokazali da farmakoloski efekti ibogaina mogu biti samo delimi¢no posredovani ATP i promenama
u redoks ravnoteZi, a dominantno su vezani za direktnu interakciju sa receptorima, narocito
serotoninskim. Antagonist 5-HT2 receptora, ketanserin pokazuje veliku sli¢cnost sa ibogainom u
delovanju na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova, i ukazuje na glavni mehanizam
njegovog delovanja. Sa druge strane, ibogain za razliku od ketanserina moZe da narusi redoks
ravnoteZu Sto je praceno promenama aktivnosti sistema antioksidativne zastite. U ovoj doktorskoj
disertaciji je pokazana i uloga (-adrenergickih receptora i Karp kanala u regulaciji aktivnosti
antioksidativnih enzima. Naime, ibogain pod odredenim uslovima dovodi do viSestrukog porasta
aktivnosti CAT i u manjoj meri GSH-Px, dok blokada (-adrenergic¢kih receptora i Karp kanala
sprecava ovakav efekat ibogaina.

Koncentracije ibogaina i noribogaina u krvnoj plazmi izmerene u ovom eksperimentu su u
skladu sa merenjima dobijenim u drugim istraZivanjima. Kod sisara, nakon oralnog tretmana,
ibogain se konvertuje u svoj takode aktivni primarni metabolit noribogain (12-hidroksiibogamin)
u procesu koji se odlikuje kompleksnom tkivno specificnom farmakokinetikom (Mash i sar. 2000).
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Zbog svoje lipofilne prirode ibogain se akumulira u masnom tkivu i mozgu i polako oslobada u krv.
U krvi ibogain biva brzo zamenjen noribogainom koji se eliminiSe sporije od ibogaina (Mash i sar.
2000; Alper 2001). Raniji radovi pokazuju da nema znacajnije razlike u farmakokinetici izmedu
muzjakaiZenki (Jeffcoatisar. 1994). Pik koncentracije, povrSine ispod krive odnosa koncentracije
i vremena, odnosno bioloska raspoloZivost nakon oralne primene su vece kod Zenki u poredenju
sa muZjacima (Jeffcoat i sar. 1994; Pearl i sar. 1997; Upton 1995 u revijskom radu Alper 2001),
kod pacova dva do tri puta (Jeffcoat i sar. 1994), ali je apsorpcija oralne suspenzije kod pacova
generalno promenjiva i nekompletna (Upton 1995 u revijskom radu Alper 2001). U ovom
eksperimentu, proporcije Zenki kod kojih su ibogain i noribogain detektovani u svakoj
eksperimentalnoj grupi su vrlo slicne u odnosu na muZzjake (Vidonja Uzelac i sar. 2019a), Sto
ukazuje na sli¢nu farmakokinetiku. S druge strane, koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi
su bile 2-3 puta vece kod Zenki u poredenju sa muzjacima (Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Prilog 1)
Sto potvrduje polne razlike u bioloskoj raspoloZivosti oralno unetog ibogaina. Dalje, koncentracije
noribogaina su bile nekoliko puta vece nego koncentracije ibogaina u obe vremenske tacke, 6 i 24
sata nakon ingestije. Ranija istraZivanja su pokazala da ibogain svoje farmakoloske i fizioloSke
efekte ostvaruje relativno brzo (Paskulin i sar. 2010; Nikoli¢ Koki¢ i sar. 2015a), pa rezultati naseg
eksperimenta koji je za vremenske tacke postavio 6 i 24 sata mogu biti posledica brzog delovanja
ibogaina, ali i delovanja noribogaina tokom duZeg vremenskog perioda, bar do 24 sata. Podaci o
delovanju noribogaina na ¢elijskom, molekularnom ili biohemijskom nivou su veoma oskudni,
izuzev podataka o farmakoloskim svojstvima. Stoga bi efekti noribogaina posredovani
receptorima i/ili izvesni indirektni metabolicki efekti takode mogli biti dodatni faktori koji uticu
na promenu ROS i redoks homeostaze.

Ibogain izaziva promene u energetskom metabolizmu celija i prethodni rezultati na
muZjacima pacova su pokazali znacajnu glikogenoliticku aktivnost koja je povezana sa uticajem
ibogaina na metabolizam glukoze (Vidonja Uzelac i sar. 2019a), bez uticaja na potroSnju hrane i
vode. Rezultati ovog istrazZivanja ukazuju da je i kod Zenki glikogenoliticki potencijal ibogaina
ispoljen, ali u manjem stepenu nego kod muZjaka. Ovo bi mogla biti posledica razlika u
hormonskom statusu jer je u istraZivanjima na Zivotinjama pokazano da estrogen smanjuje
oksidaciju glukoze, glukoneogenezu i glikogenolizu, i povecava oksidaciju masnih kiselina u jetri i
skeletnim miSi¢ima (Peterson i sar. 2007). Visoka glikogenoliticka aktivnost u jetri (procenjena
intenzitetom PAS bojenja) je ispoljena u 6 od 10 ispitanih Zivotinja nakon 6 sati od tretmana, iu 5
od 9 posle 24 sata, ukazujuc¢i na individualne razlike u glikogenolitickim efektima ibogaina. [ako
udeo glikogen pozitivnih celija ukazuje na glikogenoliticku aktivnost kod pacova tretiranih
ibogainom, nije nadena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrole. Procenti ¢elija koje
pokazuju glikogenolizu su u skladu sa rezultatima nadenim kod muzjaka pacova (Vidonja Uzelac i
sar. 2019a) i sugerisu da ibogain indukuje glikogenolizu i kod Zenki. I pored toga nivoi glukoze u
krvi tretiranih Zivotinja nisu bili statisticki znacajno drugaciji od kontrola. Takode, efekat ibogaina
nije bio pracen znacajnim promenama u potrosnji hrane, dok je potros$nja vode bila znacajno
povecana jedino 24 sata nakon tretmana manjom dozom. Sve zajedno, ovi rezultati ukazuju da
upotreba ibogaina per os u dozama od 1mg/kg i 20mg/kg uzrokuje promene u metabolizmu
glukoze, ali rezerve glukoze i homeostatski kapacitet nisu znacajno naruseni. Sa druge strane ovi
rezultati ne iskljucuju moguénost da se znacajne promene nivoa metabolizma glukoze deSavaju
ranije tokom prvih 6 sati nakon ingestije i da ne mogu biti detektovani posle 6 i 24 sata.

Ibogain dozno zavisno narusava ROS homeostazu (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar.
2012). Rezultati naSeg istraZivanja pokazuju da nema promena u aktivnosti antioksidativnih
enzima u eritrocitima 6 ili 24 sata posle bilo koje od primenjenih doza ibogaina. Promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima u eritrocitima takode nisu zabeleZene ni kod muzjaka (Vidonja
Uzelac i sar. 2019a). Prethodno istrazivanje in vitro (Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015a) je pokazalo da
ibogain dovodi do povecanje aktivnosti SOD1 i GR u eritrocitima i do oslobadanja ATP jedan sat
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posle inkubacije pune krvi sa 10 ili 20 uM ibogaina in vitro. Medutim, koncentracije ibogaina u
plazmi Zenki pacova 6 sati posle per os primene su bile uglavnom ispod granice detekcije (0,2 ng/1
ili 0,644 nM) kod Zivotinja tretiranih manjom dozom (1 mg/kg), i 7,6 ng/L (24,5 nM) u proseku
kod Zivotinja tretiranih ve¢com dozom (20 mg/kg). Ove koncentracije ibogaina su najverovatnije
suvise niske da bi ostvarile znacajnije efekte na sistem antioksidativne zastite ili oslobadanje ATP
iz eritrocita in vivo. Kubiliene i sar. (2017) su pokazali da se maksimalna koncentracija i ibogaina
i njegovog primarnog metabolita noribogaina u krvi miSeva postiZe za samo 30 min. Izostajanje
efekta na antioksidativne enzime u eritrocitima posle 6 sati moze takode biti posledica brzog
metabolizma ibogaina, pa postoji mogucnost da su se takvi efekti ispoljili mnogo ranije. Literaturni
podaci ukazuju da su koncentracije ibogaina u punoj krvi veée nego u plazmi i da bi za ovu razliku
mogli biti odgovorni trombociti koji sluZe kao depo ibogaina u krvi (Glick i Maisonneuve 1998).
Medutim, ne postoje podaci o koncentraciji ibogaina niti noribogaina u eritrocitima kao ni o
efektima noribogaina na antioksidativne enzime u eritrocitima.

U jetri, prema prikazanim rezultatima, 6 sati nakon ingestije ibogaina dolazi do izvesnog
povecanja koncentracije neproteinskih tiola, Sto bi se moglo objasniti kao redoks regulacija koja
ukljucuje glutation i ostale male molekule koji sadrze -SH grupe, a u koje spadaju i metabolicki
kofaktori kao Sto su koenzim A (ukljuCen u biosintezu i degradaciju masnih kiselina). U slucaju
praznjenja rezervi ATP i pomeranja Celijskog redoks stanja prema oksidativnom, povecanje
sinteze neproteinskih molekula koji sadrze -SH bi moglo predstavljati adaptivni odgovor.
Medutim, kako sinteza GSH zahteva energiju i redukujuce agense (ATP, NADPH) ¢ini se da
povecanje koncentracije tiola u ovom slucaju ne dolazi od povecanja sinteze GSH ve¢ od drugih
klasa tiola i metabolickih izvora. Kako u ovom eksperimentu nema razlike u aktivnosti enzima
zavisnih od GSH (GPx, GR i GST) ¢ini se da ukupni metabolizam glutationa nije promenjen. [ako
postoje literaturni podaci o brzom efektu ibogaina in vitro, ¢ini se da u in vivo eksperimentu ove
disertacije znatan deo antioksidativnog odgovora u jetri nastupa kasnije. Aktivnost CAT je
povecana 24 sata posle tretmana manjom dozom ibogaina Sto ukazuje na intenzivno uklanjanje
H202, dugo nakon eliminacije ibogaina i skoro potpune eliminacije noribogaina iz plazme. Uz to,
aktivnost XO u isto vreme je niZa sugeriSuci nizi katabolicki metabolizam purinskih nukleotida.
Kod muZjaka, aktivnost XO pod dejstvom ibogaina je povecana, Sto moZe da ukazuje na
intenzivnije katabolicke procese u jetri muzjaka, istovremeno sa povecanjem koncentracije
lipidnih peroksida (Vidonja Uzelac i sar. 2019a). Prethodni rezultati su pokazali da se nakon
tretmana ibogainom povecanje ekspresije SOD dogada nakon 24 sata u mozgu muZjaka pacova i
posle 6 sati u kvascu (Paskulin i sar. 2006; Paskulin i sar. 2010). Cini se da ibogain podstice
razliCite energetske metabolicke procese kako bi se obnovile rezerve ATP, a koje su pracene
promenama aktivnosti antioksidativnih enzima. Kako nismo nasli statistic¢ki znac¢ajne promene u
rezervama glikogena kod Zenki pacova posle oralne primene ibogaina €ini se da nije doSlo ni do
intenzivne resinteze glikogena. Sa druge strane, ibogain iz plazme se akumulira u adipoznom tkivu
(Hough i sar. 1996) i mogao bi i u ovom tkivu da izazove praznjenje rezervi ATP, Sto bi moglo biti
praceno oslobadanjem masnih kiselina u krv. Masne kiseline se mogu koristiti za obnavljanje
rezervi ATP u jetri, preko B-oksidacije u peroksizomima sto je pra¢eno stvaranjem H202 (Foerster
i sar. 1981). Stoga, povecanje aktivnosti CAT (koja se uglavnom i nalazi u peroksizomima) se moze
pripisati i ovim procesima. Indikator lipidne peroksidacije, koncentracija TBARS, je bila najveca
24 sata nakon tretmana ve¢om dozom ali se nije znacajno razlikovala od kontrole. Dakle efekti
ibogaina na jetru Zenki pacova uoceni u ovom istrazivanju se razlikuju od rezultata dobijenih na
muZjacima (Vidonja Uzelac i sar. 2019a), Sto ide u prilog polnoj razlic¢itosti molekularnih i
fizioloskih mehanizama dejstava ibogaina. Cini se da kod muZjaka ibogain u jetri primarno
stimuliSe metaboliCke procese vezane za glikogen, Sto nije slucaj kod Zenki, kod kojih bi procesi
vezani za lipide mogli da imaju znacajniju ulogu.
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Histopatoloska analiza je pokazala dilataciju centralne vene i manjih grana vene porte u
jetri Zenki pacova posle tretmana ibogainom za obe doze u oba vremenska intervala. UoCene
promene su relativno niskog intenziteta i mogu biti reverzibilne. Kod muZjaka koji su na isti nacin
tretirani ibogainom nisu uocene nikakve histopatoloSke promene u jetri (Vidonja Uzelac i sar.
2019a; Vidonja Uzelac 2019). Hepatotoksi¢nost kod Zenki pacova je joS jedna bitna razlika u
efektima ibogaina u odnosu na muzjake koja bi mogla biti posledica vece bioloske raspoloZivosti
ibogaina i noribogaina ili vece osetljivosti Zenki.

U bubrezima, obe doze ibogaina dovode do smanjenja aktivnosti GR, Sto moZe biti posledica
manje dostupnosti NADPH koja traje bar 24 sata. Sli¢ni rezultati su nadeni kod muZjaka (Vidonja
Uzelac i sar. 2019b) ukazujuci na slicne metabolicke efekte ibogaina i procese u bubrezima.
PoviSena aktivnost CAT u bubrezima 6 sati posle tretmana ibogainom ukazuje na povecanu
proizvodnju H202. Povecanje intenziteta metabolickih procesa u bubrezima ukljuCuje i porast
aktivnosti X0. Ovo nam ukazuje na povecan katabolizam purinergickih nukleotida i povecanu
razgradnju adenina Sto nije bio slucaj u jetri. Porast aktivnosti XO je veci pri viSoj dozi ibogaina.
Sve zajedno, Cini se da su bubrezi izloZeni znacajnom oksidativnom opterecenju 6 sati nakon
primene ibogaina, posebno pri vecoj dozi koja potencijalno dovodi i do manjeg povecanja
koncentracije tiola. To bi mogla biti posledica poveéanja koncentracije glutationa ali i drugih malih
molekula koji sadrze -SH grupe. Posle 24 sata, aktivnost XO je takode bila viSa nego u kontrolnoj
grupi, a aktivnost GR je i dalje bila niza ukazuju¢i da su katabolicki procesi i dalje aktivni. NiZa
aktivnost GR u bubrezima, koja je uo¢ena i kod muzjaka posle primene ibogaina, ukazuje da su
smanjena dostupnost NADPH i sporiji metabolizam GSH zajednicki za oba pola.

U bubrezima su prisutne blage do umerene histopatoloske promene na nivou proksimalnih
tubula koje su izraZenije nakon tretmana vecom dozom ibogaina. Analiza urina nije pokazala
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Slicne promene su pronadene i kod muZzjaka
(Vidonja Uzelac i sar. 2019b), sa tom razlikom $to je veca doza izazvala uglavnom blage promene
posle 6 sati, dok je kod svih Zenki koje su tretirane u estrusnoj fazi ve¢a doza izazvala umerene
patoloSke promene. To nam ukazuje da bi i renalna toksicnost ibogaina, pod odredenim
okolnostima, mogla biti nesSto vec¢a kod Zenki nego kod muzjaka.

U srcu Zenki pacova, ibogain je takode izazvao promene u aktivnostima antioksidativnih
enzima koje bi se mogle smatrati odgovorom na promene u koncentraciji ROS i redoks procese.
Posto nema znacajnih promena u pokazateljima oksidativnih oStecenja u odnosu na kontrolnu
grupu, uocene promene bi mogle da ukazuju na prolazno naruSavanje redoks homeostaze.
Jednokratni oralni tretman ibogainom je doveo do znacajnog smanjenja aktivnosti
antioksidativnih enzima SOD1 i GR nakon tretmana ve¢om dozom u oba vremenska intervala.
Aktivnost CAT i GSH-Px su bile donekle smanjene 6 odnosno 24 sata nakon tretmana ve¢om
dozom. UocCene su i razlike u koncentraciji neproteinskih —-SH grupa i TBARS izmedu pojedinih
tretiranih grupa, koje ukazuje na prolazni disbalans u redoks homeostazi. U prethodnim
istraZivanjima je pokazano da su efekti ibogaina tkivno specifi¢ni, kao i da zavise od doze i
vremena koje je proteklo od tretmana (Vidonja Uzelac i sar. 2019a; Vidonja Uzelac i sar. 2019b;
Vidonja Uzelac 2019). Promene uocene u srcu se takode odlikuju odredenom vremenskom
dinamikom i zavisnoS¢u od doze, pri Cemu se izdvaja smanjenje aktivnosti SOD1, GSH-Px i GR 24
sata nakon tretmana vecom dozom. Ipak veca doza i duZe vreme delovanja nisu dovele do jasnih
indikacija oksidativnih oSte¢enja u srcu (odsustvo razlika u koncentraciji -SH grupa i TBARS u
odnosu na kontrolu). Takode, efekti ibogaina na enzimski sistem antioksidativne zaStite u srcu,
jetri i bubrezima, ne prate dosledno neki generalni obrazac u smislu zavisnosti od doze i vremena,
veC postoje veoma izraZene razlike izmedu tkiva.

NajvaZzniji histopatoloski nalaz u ovom istraZivanju je prisustvo nekroze kardiomiocita
nakon tretmana ibogainom. Ovaj kardiotoksi¢ni efekat ibogaina je bio zavisan od doze, odnosno
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veca doza je dovela do izraZenije, tj. difuzne nekroze. Dakle u eksperimentalnim grupama u kojima
je bila znacajno smanjena aktivnost SOD i GR, i u manjoj meri CAT i GSH-Px, bila je prisutna i
difuzna nekroza, Sto ukazuje na potencijalnu blokadu aktivnosti koja moze biti posledica visoke
koncentracije ROS, koja prevazilazi kapacitet antioksidativne odbrane. Manja doza, koja nije
uticala na aktivnost antioksidativnih enzima, je kod nekih Zivotinja dovela do fokalne nekroze, dok
je kod nekih Zivotinja nekroza bila odsutna. Ipak treba imati u vidu da je histoloska analiza radena
na relativno malom delu kaudo-lateralnog zida leve komore. NajceS¢a mesta na kojima nastaju
fokalne lezije su papilarni misi¢i leve komore i subendokardialni miokardium (Miller i Gal 2017),
tako da na osnovu rezultata naseg eksperimenta ne moZemo da iskljuimo moguc¢nost da je
nekroza (makar fokalna) prisutna u miokardu svih tretiranih Zivotinja. Iako je nekroza
kardiomiocita uoCena kod skoro svih tretiranih pacova, ni u jednom preparatu nije primecen
zapaljenski proces u miokardu (nije bilo infiltracije zapaljenskih ¢elija izmedu kardiomiocita),
odnosno primena ibogaina je izazvala akutnu nekrozu kardiomiocita bez pridruzene inflamacije.
Akutne src¢ane lezije se uglavnom odlikuju rastrkanim degenerativnim promenama malih grupa
¢elija, za razliku od ishemijske povrede srca za koju je karakteristicna koagulaciona nekroza
velikih regiona miokarda. Ovakve lezije se zovu miocitoliza. OSte¢enje Celija u ovom slucaju nije
posledica smanjene perfuzije nego direktnog oStecenja kardiomiocita putem biohemijskih ili
metabolickih mehanizama (Lau i Fishbein 2022; Schlatmann i Becker 1977). Kardiotoksi¢na
nekroza je ireverzibilan proces indukovan ozbiljnim narusavanjem homeostaze kardiomiocita
putem viSe mehanizmima, koji ukljucuju visoku koncentraciju ROS, narusenu Ca2+ signalizaciju,
inhibiciju sinteze proteina, i druge. Agensi koji naj¢eS¢e izazivaju akutnu Ccelijsku smrt
kardiomiocita spadaju u kategoriju simpatomimetika, kao Sto je kokain, ali i mnogi drugi agensi
kao Sto su kateholamini, interleukin-2, ciklofosfamid, emetin, litijum, fenotiazini, antimoni i
jedinjenja koja sadrze arsen (Lau i Fishbein 2022). Osim nekroze kardiomiocita, ibogain je izazvao
i vaskulitis, i to u vecoj meri kod Zivotinja tretiranih veCom dozom, kao i perikarditis kod tri
Zivotinje.

Osim kod tkiva sa karakteristicno intenzivnim metabolizmom, ibogain je narusio
homeostazu i u drugim ispitivanim tkivima. Odgovor na nivou antioksidativnih enzima je tkivno
specifican, nije ni vremenski ni dozno zavisan. U ileumu su obe doze ibogaina dovele do smanjenja
aktivnost GSH-Px u oba vremenska intervala. U plu¢ima je manja doza smanjila aktivnost SOD1 i
GR nakon 6 sati, a velika doza je smanjila aktivnost CAT nakon 6 i 24 sata, i koncentraciju
proteinskih -SH grupa nakon 6 sati. U slezini je ibogain izazvao smanjenje aktivnosti CAT, GST i
X0 u nekim grupama, ali i povecanje koncentracije TBARS u vecini tretiranih grupa. U mozgu, 24
sata nakon tretmana velikom dozom, doSlo je do povecanja aktivnosti XO i smanjenja
koncentracije neproteinskih -SH grupa, koja je takode bila zna¢ajno manja nego kod Zivotinja
tretiranih malom dozom. Smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima moZe se tumaciti na dva
nacina: ili smanjenjem prisustva oksidativnog pritiska ili inhibicijom koja je posledica prisustva
ROS koji prevazilazi kapacitet antioksidativne odbrane i vodi ka nekrozi ili apoptozi. Ovo bi se
generalno moglo primeniti na rezultate dobijene nakon tretmana ibogainom u ileumu, plu¢ima i
slezini. U mozgu, visoka aktivnost XO pokazuje na intenzivnu degradaciju purinskih nukleotida, a
smanjenje slobodnih neproteinskih tiola i pomerenost ka oksidovanom stanju.

U uterusu je veca doza ibogaina izazvala smanjenje aktivnosti SOD1 nakon 6 sati samo kod
Zivotinja tretiranih u estrusu, a aktivnosti CAT nakon 6 sati samo kod Zivotinja tretiranih u
metestrusu, kao i nakon 24 sata. Ovaj rezultat jasno ukazuje na uticaj faze ciklusa na metabolicke
efekte ibogaina u uterusu. Razumljivo je da promene u aktivnostima antioksidativnih enzima u
uterusu zabeleZene u in vivo eksperimentu nisu uporedive sa onima u ex vivo eksperimentu. Za
razliku od ex vivo eksperimenta, per os tretman ibogainom je praden odredenom
farmakokinetikom, odnosno metabolisanjem ibogaina u noribogain, njihovom raspodelom po
tkivima i eliminacijom. [ako nemamo podatak o koncentraciji ibogaina i noribogaina u uterusu, na
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osnovu koncentracija izmerenih u plazmi i literaturnih podataka o raspodeli ibogaina
(Kontrimaviciiite i sar. 2006) moZemo pretpostaviti da su koncentracije ibogaina kojima je izloZen
uterus u in vivo eksperimentu manje od onih u ex vivo eksperimentu.

Faza estrusnog ciklusa (estrus ili metestrus) u trenutku tretmana je znacajno uticala na
efekte ibogaina na neke od merenih parametara u razli¢itim tkivima. U srcu i bubrezima, na
primer, faza ciklusa nije imala skoro nikakav bitan efekat, dok je sasvim ocekivano najveci efekat
bio u uterusu gde su zabeleZene znacajne razlike u aktivnostima SOD1, CAT, GSH-Px i GR u
zavisnosti od faze estrusnog ciklusa. Primeéena je i jedna interesantna pravilnost u ovim
razlikama. Naime, u tkivima u kojima je postojala znacajna razlika, aktivnost enzima koji u€estvuju
u eliminaciji O2* je bila veca kod Zivotinja tretiranih u metestrusu, i to SOD1 u uterusu, plu¢ima i
srcu, i SOD2 u mozgu. Sa druge strane, aktivnost enzima koji ucestvuju u razgradnji H202, zatim
GST, X0 i koncentracija neproteinskih -SH grupa su bili ve¢i kod Zivotinja tretiranih u estrusu. Ovo
se konkretno odnosi na CAT u uterusu, bubregu i plu¢ima; GSH-Px u uterusu, ileumu i mozgu; GR
u uterusu; GST u slezini; XOD u jetri i ileumu; neproteinske -SH grupe u jetri i plu¢ima. Jedini
izuzetak je aktivnost CAT u slezini koja je bila ve¢a u metestrusu. Naravno, bez odgovora je ostalo
pitanje kakve bi promene bile u preostale dve faze estrusnog ciklusa. Uticaj reproduktivnog
ciklusa Zenki na metabolizam ukazuje na jasnu potrebu za ispitivanje tog uticaja na nivou
fizioloSkih efekata farmakoloski aktivnih jedinjenja koja osim klasicnog farmakoloskog nivoa
dejstva apsorpcija-interakcija sa receptorima-eliminacija/ekskrecija imaju i izraZene efekte na
¢elijski metabolizam.

Kontraktilna aktivnost glatkih miSi¢nih ¢celija je osetljiva na promene u unutarcelijskoj
(Ohya i Sperelakis 1989; Okashiro i sar. 1992; Koh i sar. 1998; Tinker i sar. 2014) i vancelijskoj
(Matsuo i sar. 1997; Mounkaila i sar. 2005; Kwoni sar. 2015; Babou Kammoe i sar. 2021)
koncentraciji ATP. PotroSnja unutarcelijskih rezervi energije moZe da dovede do narusSavanja
pravilnog ritma i reverzibilne inhibicije kontraktilne aktivnosti, dok porast vancelijske
koncentracije ATP stimuliSe kontraktilnu aktivnost uterusa. Kontraktilna tkiva su osetljiva i na
promene u nivoima ROS, naroc¢ito H202. Sve ovo Cini izolovana kontraktilna tkiva dobrim modelom
za ispitivanje farmakodinamike ibogaina, odnosno efekata kako na kontraktilnu aktivnost tako i
redoks ravnoteZu. Zbog toga su u ovom istraZivanju koriS¢ena dva modela, izolovani uterus i
izolovane arterije pacova.

Pokazali smo da ibogain ima relaksantno dejstvo na izolovanu aortu i mezenteri¢nu
arteriju pacova. Dobijeni rezultati ukazuju i na mogu¢e mehanizme vazorelaksantnog dejstva
ibogaina in vitro, ali i na eventualne mehanizme vazorelaksantnog dejstva in vivo. PoSto je ibogain
lipofilni molekul koji lako prolazi kroz ¢elijske membrane, u preparatu krvnog suda moze ostvariti
svoje dejstvo kako u ¢elijama endotela tako i u glatkim miSi¢nim ¢elijama. Glavni mehanizam
vazodilatacije, narocito u velikim krvnim sudovima, je relaksacija glatkih misi¢a u zidu krvnog
suda izazvana dejstvom NO oslobodenog iz ¢elija endotela u odgovoru na razlic¢ite stimuluse,
ukljuCujuci neuralne i humoralne signalne molekule kao Sto su acetilholin, bradikinin, ATP, pa i
hipoksija i stres. Vezivanje odgovarajucih signalnih molekula za receptore na ¢elijama endotela
dovodi do ulaska Ca2* koji se vezuje za kalmodulin i aktivira NO sintazu. NO je dobro rastvorljiv i
uvodji, i ulipidima pa lako difunduje u okolne endotelske i glatke miSi¢ne Celije. NajvaZniji signalni
put u vazorelaksantnom delovanju NO je aktiviranje rastvorljive guanilat ciklaze u glatkim
miSi¢nim Celijama koje je praceno povecanjem koncentracije cGMP-a. cGMP aktivira protein
kinazu C (PKC) koja fosforiliSe veliki broj proteina ukljuenih u regulaciju unutarcelijske
koncentracije Ca2* i osetljivosti na Ca?*, a takode izaziva hiperpolarizaciju ¢elijske membrane
posredstvom K* kanala, i tako dovodi do relaksacije glatkih misi¢nih ¢elija (Vanhoutte i sar. 2017;
Kriiger-Genge i sar. 2019; Hall i Hall 2020). Ibogain interaguje sa velikim brojem receptora,
transportera i enzima, a njegova primarna ciljna molekulska struktura u farmakoloSkom smislu
su svakako 5-HT receptori.
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Prikazani rezultati pokazuju da relaksantno dejstvo ibogaina zavisi od oCuvanosti endotela.
Na osnovu toga se moZe pretpostaviti da je dejstvo ibogaina posredovano aktivacijom sinteze NO
i drugih vazorelaksantnih molekula u ¢elijama endotela. Poznato je da su u endotelu prisutni 5-HT
receptori. Raniji radovi su pokazali da endotelni 5-HT receptori posreduju u relaksaciji razlicitih
tipova krvnih sudova, kao Sto su svinjska vena kava (Sumner i sar. 1991), jugularna vena zamorca
(Gupta 1992), svinjska pulmonalna arterija (Glusa i Roos 1996; Glusa i Pertz 2000) i svinjska
koronarna arterija (Molderings i sar. 1989). Pokazano je i da 5-HT receptori aktiviraju i
konstitutivne i inducibilne NO sintaze, u razli¢itim tipovima ¢elijskih linija (Manivet i sar. 2000).
Sve navedeno ukazuje da bi jedan od mehanizama relaksantnog dejstva ibogaina mogao biti
posredovan njegovim vezivanjem za 5-HT receptore u endotelu koji aktiviraju sintezu NO koji
zatim difunduje u glatke miSi¢ne celije i izaziva njihovu relaksaciju. Funkcija NO u krvnim
sudovima je sinergisticki povezana sa vazodilatatornim prostaglandinima i hiperpolarizacijom
zavisnom od endotela (EDH, eng. endothelium-dependent hyperpolarization). NO ima
dominantnu ulogu u vazodilataciji relativno velikih krvnih sudova, dok EDH ima dominantnu
ulogu u manjim krvnim sudovima. Ve¢i broj molekula, medu kojima je i ADP, bi mogli da budu
vazni EDHF ali skorija istraZivanja su pokazala da je H202 jedan od najznacajnijih EDHF. Na primer
H202 proizveden u endotelu funkcioniSe kao jedan od klju¢nih EDHF u koronarnoj mikrocikrulaciji
(Larsen i sar. 2008; Garland i Dora 2017; Vanhoutte i sar. 2017; Ikumi i sar. 2020; Nappi i sar.
2022). Glavni izvor H202 u endotelu je NOX4. H202, kao i NO, svoje vazodilatatorno dejstvo
ostvaruje aktiviranjem PKG ali i alternativnim c-GMP nezavisnim putem. PKG funkcioniSe kao
redoks senzor, tj. aktivhost ovog enzima je direktno redoks regulisana. U prisustvu H202 dolazi do
oksidacije dve cisteinske —-SH grupe i formiranja disulfidne veze izmedu dve subjedinice izoforme
PKG-la i aktivacije njene kinazne aktivnosti usled povecanja afiniteta za supstrat (Burgoyne i sar.
2007; Prysyazhna i sar. 2012; Friederich-Persson 2017). Tako da je moguce da ibogain ostvaruje
svoje vazorelaksantno dejstvo i preko modulacije redoks stanja endotela, prvenstveno sa H202 i
ADP kao medijatorima.

U glatkim miSi¢nim celijama su prisutni razliciti podtipovi 5-HT receptora ¢ija aktivacija
moZe proizvesti suprotne efekte. Na primer, za 5-HT2s je poznato da posreduje u kontrakciji
glatkih misi¢a (Wouters i sar. 2007), a 5-HT4 i 5-HT7 posreduje u njihovoj relaksaciji (Prins i sar.
1999; Terrén i Falcon-Neri 1999; Wouters i sar. 2007). Raniji radovi su pokazali da: 5-HT2a
posreduje u kontrakciji iseCaka svinjskog Zeluca (Janssen i sar. 2002) i kontrakciji glatkih miSi¢a
disajnih puteva goveda (Da Costa Guevara i Trejo 2021), ali kod ljudi i zamorca ta kontrakcija je
pracena relaksacijom (Campos-Bedollai sar. 2008). 5-HT18/5-HT1p su prisutni u glatkim miSi¢nim
Celijama renalne arterije zecCeva i povezani su sa aktivacijom MAP kinaze (Hinton i sar. 2000).
Dakle efekti ibogaina na neko ciljno tkivo zavise od podtipova 5-HT receptora koji su prisutni u
datom tkivu i od njihove relativne zastupljenosti. Interakcija ibogaina sa 5-HT receptorima u
glatkim miSi¢nim Celijama bi svakako mogla da bude jedan od puteva relaksantnog delovanja
ibogaina na arterije i to bi mogao da bude predmet daljih istraZivanja.

Prisustvo ibogaina izaziva pad tonusa arterija koji se odlikuje odredenom vremenskom
dinamikom, odnosno tonus se zna¢ajno menja tokom vremena. ZapazZenoj vremenskoj dinamici
promene tonusa verovatno doprinosi plejotropna priroda ibogaina koji interaguje sa velikim
brojem signalnih puteva i dovodi do brojnih promene u metabolizmu ¢elije, kao $to su promena
koncentracije ATP i energetskog metabolizma. Pokazano je da je redoks signalizacija izuzetno
vazna za regulisanje aktivnosti ¢elija endotela (Song i Zou 2014), pa bi i ovo mogao biti jedan od
mehanizama kojim ibogain uti¢e na tonus krvnih sudova.

Aorta se svrstava u elastiCne arterije a mezenteric¢na arterija u elasticno-misSi¢ne arterije.
Posto nisu uocene znacajne razlike u ponasanju ova dva tipa krvnih sudova u prisustvu ibogaina,
moguce je da oni poseduju slicne setove receptora i signalnih puteva sa kojima interaguje ibogain.
Takode, postoji mogu¢nost da su ovi receptori i signalni putevi prisutni i u drugim tipovima krvnih
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sudova. Zbog toga bi bilo interesantno ispitati dejstvo ibogaina na miSi¢ne arterije, kao Sto je
renalna arterija, kao i na druge manje arterije i vene.

U ranijim radovima je pokazano da eritrociti oslobadaju ATP iz membranski vezanih depoa
(Chu i sar. 2012) pod dejstvom razliCitih vrsta stimulusa (Ellswort i sar. 2009). Eritrociti imaju
nekoliko membranski vezanih depoa ATP (Chuisar. 2012). Efekat ibogaina na nivo ATP u ¢elijama
je brz i deSava se u roku od nekoliko minuta (Paskulin i sar. 2010). Oslobadanje ATP iz eritrocita
u vancelijski prostor je jedan od postuliranih mehanizama prenosa signala kojim se reguliSe
snabdevanje kiseonikom prema lokalnim potrebama tkiva na nivo malih krvnih sudova (Ellswort
i sar. 2009). Kontrolisano oslobadanje ATP iz eritrocita deSava se u odgovoru na fizioloske i
farmakoloske stimuluse, hipoksiju i hiperkapniju (Bergfeld i Forrester 1992), smanjenje
oksidativnog pritiska (Gonzalez-Alonso i sar. 2002) ili ¢ak mehanic¢ku deformaciju (Sprague i sar.
2001). Kolic¢ina oslobodenog ATP generalno zavisi od intenziteta stimulusa, pa tako zavisi i od
koncentracije ibogaina. Koncentracije ATP izmerene u plazmi 10 min nakon inkubacije krvi sa
ibogainom su bile 86 pM (pri koncentraciji ibogaina od 10 uM) i 126 pM (pri koncentraciji ibogaina
od 20 uM), dok je koncentracija u kontrolnim uzorcima bila 60 pM (Nikoli¢-Kokic¢ i sar. 2015a). U
prikazanom eksperimentu, tretirane su izolovane torakalne aorte rastu¢im koncentracijama
ibogaina i pokazano je da ATP ostvaruje relaksantni efekat skoro iskljucivo u prisustvu endotela.
To bi moglo da znaci da ATP reguliSe protok krvi i u velikim arterijama, a ne samo u malim krvnim
sudovima i to u koncentracijama koje eritrociti oslobadaju u krv kada su izloZeni koncentraciji
ibogaina koja odgovara terapijskoj, odnosno farmakoloski relevantnoj dozi. Stepen relaksacije do
kog dovodi ATP je manji u poredenju s odgovaraju¢om koncentracijom ibogaina, pa bi makar u
torakalnoj aorti ovaj eventualni mehanizam posredovan ATP iz eritrocita, imao manji udeo u
ukupnom vazoaktivnom efektu od direktne interakcije ibogaina sa endotelom i glatkim miSi¢nim
¢elijama. Ipak ovde se mora postaviti pitanje validnosti ekstrapolacija na in vivo sistem. Naime
najveCi deo relaksantnog efekta u naSem eksperimentu je ostvaren pri jako niskim
koncentracijama i malom opsegu promena koncentracija ATP, od 0 do 5, odnosno 20 pM. Hemijski
sastav izotoni¢nog rastvora u kom su izvodeni eksperimenti na izolovanim arterijama se prili¢no
razlikuje od sastava krvi, pa tako ne sadrzi ATP, odnosno pocetna koncentracija je 0, dok je u krvi
pocetna koncentracija ATP bez prisustva ibogaina bila 60 pM. U svakom slucaju ovo je
interesantan potencijalni mehanizam delovanja ibogaina na kardiovaskularni sistem koji zahteva
dalja istrazivanja narocito na nivou malih krvnih sudova koji su odgovorni za veci deo periferne
rezistencije.

Zarazliku od izolovanih arterija i ileuma (Vidonja Uzelac 2019) koji su tretirani ibogainom
u prekontrahovanom stanju, izolovani uterus moZe da ispoljava Siri spektar kontraktilne
aktivnosti, kako toni¢ne tako i fazne, razli¢itog intenziteta u zavisnosti od osobina izotoni¢nog
rastvora, odnosno koncentracija jona. Ovo nam izmedu ostalog omogucava da ispitamo ne samo
inhibitorni nego i stimulatorni efekat ispitivane supstance, odnosno da steknemo bolji uvid u
farmakokinetiku date supstance u ve¢em opsegu koncentracija. Osetljivost kontraktilne aktivnosti
na nivoe ATP i ROS, i moguénost eksperimentalnog manipulisanja razli¢itim reZimima
kontraktilne aktivnosti, uz joS neke prakticne pogodnosti kao Sto su relativno lako izolovanje i
rukovanje preparatom i dovoljno velika koli¢ina tkiva za biohemijska ispitivanja kao Sto je
merenje aktivnosti antioksidativnih enzima, ¢ine izolovani uterus pacova veoma pogodnim
modelom za istovremeno proucavanje farmakodinamike ibogaina, odnosno sprege
kontraktilnosti, energetskog metabolizma i redoks ravnoteZe na koje on utice.

U naSem prethodnom istraZivanju smo pokazali da ibogain ima dvojako dejstvo na faznu
kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova. Niske koncentracije ibogaina stimuliSu
kontraktilnu aktivnost a visoke je inhibiraju (OreS¢anin-Dusi¢isar. 2018). Tada je pretpostavljeno
da bi stimulatorni efekat ibogaina bar delimi¢no mogao biti posledica eventualnog povecanja
vancelijske koncentracije ATP. U istom istrazivanju je pokazano da ibogain dovodi do promena u
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aktivnostima antioksidativnih enzima koje ukazuju na veoma veliki porast nivoa H202 u prisustvu
vecih koncentracija ibogaina. Pretpostavljeno je da bi inhibitorni efekat ibogaina na kontraktilnu
aktivnost bar delimi¢cno mogao da bude posledica naruSavanja redoks ravnoteze. Na kraju
postavlja se pitanje nacina na koji je ibogain doveo do ovako velikog naruSavanja redoks
ravnoteze?

U ovoj disertaciji je, koriS¢enjem eksperimentalnog modela izolovanog uterusa pacova,
pokuSano da se donekle razjasne mehanizmi delovanja ibogaina na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa, odnosno da se utvrdi da li su ti efekti dominantno farmakoloski ili metabolicki,
a zatim i da se istraZze mehanizmi delovanja ibogaina na redoks ravnotezu.

Poredenjem efekata ibogaina i ATP pri razli¢itim eksperimentalnim uslovima (razlicite
koncentracije Ca%* i K* u izotoni¢nom rastvoru) pokazano je da postoje velike kvalitativne razlike
u njihovim efektima. Pokazali smo da ATP moZe da deluje stimulatorno na kontraktilnost
izolovanog uterusa, ali da se stimulatorni (pa i inhibitorni) efekti ibogaina potpuno razlikuju. Za
razliku od ibogaina, pri niskoj koncentraciji Ca?* kada se uterus ne kontrahuje, ATP nema
pejsmejkerski efekat odnosno ne uspostavlja pravilnu kontraktilnu aktivnost. Sa druge strane, pri
vecim koncentracijama Ca%* kada uterus poseduje pravilnu faznu aktivnost, ibogain povecava
trajanje pojedinacnih kontrakcija, tj. usporava repolarizaciju, dok ATP povecava amplitudu i
frekvenciju, bez efekta na brzinu repolarizacije. Efekti ibogaina i ATP se potpuno razlikuju i pri
povecanim koncentracijama K*. Dok ibogain povecava frekvenciju faznih kontrakcija i delimi¢no
relaksira toni¢ne kontrakcije, ATP ne pokazuje ni jedno od ova dva dejstva. Dakle, porast
vancelijske koncentracije ATP nakon dodavanja ibogaina bi mogao da ima samo mali udeo u
efektima ibogaina na kontraktilnu aktivnost, ali stimulatorni efekat se u veoma velikoj meri, ili
iskljucivo, ostvaruje na drugi nacin. Daljim istrazivanjima je pokazano da antagonist 5-HT:
receptora ketanserin, pri svim eksperimentalnim uslovima, ima skoro identicne efekte kao
ibogain u pribliZno ekvimolarnim koncentracijama. Pri niskim koncentracijama Ca2* ketanserin
uspostavlja pravilnu faznu aktivnost, pri viSim koncentracijama Ca?* produzava trajanje faznih
kontrakcija, dok pri povecanim koncentracijama K* povecava frekvenciju faznih kontrakcija i
delimicno relaksira toni¢ne kontrakcije. Dalje je pokazano da ketanserin, kao i ibogain ima dvojak
efekat na kontraktilnost izolovanog uterusa, odnosno da je pri niZim koncentracijama stimuliSe, a
pri viSim inhibira. Kvantitativnim poredenjem stimulatornih i inhibitornih efekata pri rastu¢im
ekvimolarnim koncentracijama ibogaina i ketanserina, dodatno je pokazana velika sli¢nost u
njihovim efektima. Sigmoidne krive koje opisuju stimulatorne efekte ibogaina i ketanserina na
amplitudu, frekvenciju i povrSinu ispod krive imaju isti oblik, odnosno nagib, sto ukazuje na
slicnost u mehanizmima kojima se ovi efekti ostvaruju. Sigmoidna kriva za ketanserin je pomerena
ulevo, tj. ka nizim koncentracijama. EC50 vrednost za ketanserin je priblizno 3-5 puta manja u
poredenju sa ibogainom, odnosno Kketanserin ostvaruje iste efekte pri nesto nizim
koncentracijama.

Kada je u pitanju inhibitorni efekat viSih koncentracija, takode se uocava velika slicnost
izmedu ibogaina i ketanserina. Ketanserin i ovaj efekat ostvaruje pri nesto nizim koncentracijama
od ibogaina. Obzirom na osobenosti eksperimentalnog modela i promene kontraktilnosti pri
izabranim eksperimentalnim uslovima i pri izabranom opsegu koncentracija ibogaina, kvalitet
sigmoidnih krivih ne dozvoljava validno izracunavanje i poredenje EC50, pa je znacajnost ovih
razlika ispitana i potvrdena dvofaktorskom analizom varijanse. Za razliku od ibogaina, inkubacija
kontraktilno aktivnog izolovanog uterusa sa ketanserinom u koncentraciji od 29 puM (ekvimolarna
koncentracija 10 mg/1 ibogain hidrohlorida) nije dovela ni do kakvih promena u aktivnosti
antioksidativnih enzima. Dakle, ketanserin ostvaruje skoro identi¢ne efekte na kontraktilnost
izolovanog uterusa kao i ibogain, bez ikakve naznake da pri tom dovodi do znacajnog porasta
unutarcelijske koncentracije H202. Na osnovu toga moZemo da isklju¢imo porast unutarcelijske
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koncentracije H202 kao znacajan faktor u relaksantnom dejstvu ibogaina, u ovakvim
eksperimentalnim uslovima.

Na osnovu ovoga mogu se izvesti dva zakljucka. Prvi, da ibogain svoje neposredne
farmakoloske efekte na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa najverovatnije ostvaruje
interakcijom sa receptorima za koje deli visok afinitet sa ketanserinom, a to su na prvom mestu
serotoninski receptori, narocito 5-HT2. Drugi zakljucak je da ibogain dovodi do promena u redoks
ravnoteZi i aktivnosti antioksidativnih enzima u izolovanom uterusu pacova putevima koji ne
ukljucuju receptore za koje deli visok afinitet sa ketanserinom.

U ovoj disertaciji je pokazano da su ROS/redoks procesi koje pokrece ibogain posredovani
B-adrenergickim receptorima i Karp kanalima. To je postignuto upotrebom selektivnog
antagoniste 1 i f2-adrenergickih receptora propranolola i blokatora Karp kanala glibenklamida,
jer je ranije pokazano da su ovi receptori i jonski kanali modulatori cirkulacije ROS u ¢elijama.

Kada je izolovani uterus tretiran rastu¢im koncentracijama ibogaina, pretretmani
propranololom i glibenklamidom nisu narusili dvojaki efekat ibogaina, odnosno njegovo svojstvo
da stimuliSe kontraktilnu aktivnost pri niZim koncentracijama i da je inhibira pri visim. Blokada
B-adrenergickih receptora propranololom ili Kare kanala glibenklamidom nije znacajno uticala na
amplitudu i frekvenciju, ali je blokada (-adrenergickih receptora povecala povrsinu ispod krive, u
odnosu na sam ibogain. Kako bi bila ispitana uloga (-adrenergickih receptora i Karp kanala u
efektima ibogaina na redoks ravnotezu, izolovani uterusi su inkubirani u prisustvu ibogaina 10
mg/ml (29 pM) sa ili bez pretretmana propranololom i glibenklamidom. Identi¢ni
eksperimentalni postupci su sprovedeni pri dve razliCite koncentracije Ca%* u izotoni¢nom
rastvoru, odnosno pri niskom i visokom intenzitetu pocetne kontraktilne aktivnosti. Aktivnost
antioksidativnih enzima je merena 2 i 4 sata nakon tretmana ibogainom. Takode, parametri
kontraktilne aktivnosti su praceni 4 sata.

Pri niZoj koncentraciji Ca%* ibogain je doveo do povecanja kontraktilnosti izolovanog
uterusa. Dva sata nakon dodavanja ibogaina i amplituda i frekvencija su bili poveéani. Cetiri sata
nakon dodavanja ibogaina amplituda se vratila na pocetni nivo ali je frekvencija i dalje bila ve¢a u
poredenju sa netretiranim kontrolama, pa se moZe smatrati da je efekat ove koncentracije
ibogaina bio stimulatoran. Posto je do povecanja kontraktilne aktivnosti, a pre svega amplitude,
doslo neposredno nakon dodavanja ibogaina, uo¢ena stimulacija kontraktilnosti se moZe pripisati
direktnim farmakoloskim efektima ibogaina, odnosno najverovatnije interakciji sa 5-HT
receptorima. Sa druge strane najveci porast frekvencije se ostvaruje mnogo kasnije, odnosno
nakon 2 sata, $to bi se moglo pripisati metabolickim efektima ibogaina. Naime, ranija istrazivanja
su pokazala da ibogain dovodi do potrosnje ili oslobadanja ATP neposredno nakon primene, kao i
do porasta intenziteta oksidativnog metabolizma koji je pra¢en porastom koli¢ine ROS u ¢elijama
(PasSkulin i sar. 2012; Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015a). U literaturi je ve¢ opisano da ibogain pojacava
spontanu kontraktilnu aktivnost glatkih miSi¢a, kao i da je ova pojava povezana sa P2X
purinoceptorima (Mundey i sar. 2000). Takode je pokazano da ATP i/ili sli¢ni purini indukuju
kontrakcije glatkih miSi¢a aktivirajuci signalne puteve koji dovode do povecanja unutarcelijske
koncentracije i mobilizacije CaZ* (Zizzo i sar. 2007; Zizzo i sar. 2008). Posto je u ovoj disertaciji ve¢
pokazano da dodavanje ATP pri skoro identi¢nim eksperimentalnim uslovima (slicna
koncentracija CaZ* i ve¢ uspostavljena kontraktilna aktivnost) dovodi do znacajnog povecanja
frekvencije, moguce je da je i ovaj ,zakasneli” porast frekvencije u odredenoj meri posledica
porasta intenziteta energetskog metabolizma. Dalje, pretretmani propranololom i
glibenklamidom, odnosno blokada (-adrenergickih receptora i Karp kanala su sprecili da ibogain
dovede do povecanja frekvencije kontrakcija, Sto bi moglo da ide u prilog ovoj pretpostavci. Za
membranske Karp kanale se smatra da bi mogli da predstavljaju vezu izmedu unutarcelijskih
energetskih molekula sa elektricnom aktivnoS¢u (Akrouh i sar. 2009). Na primer, u ¢elijama
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pankreasa kada je metabolizam visok, smanjena aktivnost Katp kanala pospesuje depolarizaciju
membrane, i pokrece Celijske odgovore (Ashcroft 2005). Sa druge strane, 3-adrenergicki receptori
mogu da interaguju strukturno i funkcionalno sa purinergickim receptorima, pa bi indirektni
uticaj na purinergicke signalne puteve mogao da bude jedan od nacina na koje blokada (-
adrenergickih receptora sprecava uoceni porast frekvencije. Pretretman propranololom je takode
doveo i do smanjenja amplitude 4 sata nakon dodavanja ibogaina, Sto bi se isto moglo dovesti u
vezu sa metabolickim efektima.

Kao i u ranijim eksperimentima, pri visokoj koncentraciji Ca?* ibogain nije uticao na
kontraktilnu aktivnost neposredno nakon dodavanja. Pri ovakvim eksperimentalnim uslovima
amplituda i frekvencija su vec visoke pa dodavanje ibogaina (10 mg/ml, 29 uM) nema neposredni
efekat. Sa druge strane, tokom 4 sata koliko je trajao eksperiment, ibogain je delovao inhibitorno
na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa. Pri tome, nije doveo do znacajnih promena
amplitude ali jeste do znacajnog smanjenja frekvencije. Pokazalo se i da su efekti pretretmana bili
razliciti u zavisnosti od spoljasnje koncentracije Ca2+. Kada je u pitanju amplituda, propranolol je
sprecio da dodavanje ibogaina dovede do njenog smanjenja, odnosno blokada (-adrenergickih
receptora u prisustvu visoke koncentracije Ca2?* i ibogaina omogucava odrzavanje visoke
amplitude kontrakcija. Ipak, treba imati u vidu da su ovde razlike u amplitudi, u apsolutnim
vrednostima, prilicno male. Kada je u pitanju frekvencija, pretretmani propranololom i
glibenklamidom nisu imali nikakav efekat, odnosno pad frekvencije je isti kao i u njihovom
odsustvu. PosSto indukcija kontraktilne aktivnosti izolovanog uterusa dodavanjem Ca2* u
izotoni¢ni rastvor omogucéava stabilne kontrakcije i unutaréelijske nivoe Ca2+, izgleda da
metabolicki efekti ibogaina i eventualne promene u koncentraciji i/ili lokalizaciji ATP nemaju
stimulatorni efekat na kontraktilnost. Prema rezultatima prethodnih istrazivanja, vreme
praZznjenja rezervi ATP je oko jedan sat nakon dodavanja ibogaina (Paskulinisar. 2010), a u ovom
eksperimentu ibogain je pri visokim koncentracijama Ca?* doveo do pada intenziteta kontrakcija,
tj. frekvencije u istom vremenskom periodu. Moguce je i da su drugi Celijski procesi, odnosno
efektori doveli do smanjenja kontraktilnosti. Odredenu ulogu u ovoj pojavi bi mogao da ima i H202.
Na osnovu aktivnosti antioksidativnih enzima mogli bismo da zaklju¢imo da je koncentracija H202
povecana pri obe koncentracije Ca2+, 2 i 4 sata nakon tretmana, u vreme kada dolazi do smanjenja
kontraktilne aktivnosti. Ipak ovo smanjenje kontraktilne aktivnosti je znac¢ajno samo pri visokoj
koncentraciji Ca2*.

Dakle u ovom eksperimentu aktivnost CAT je bila povecana 2 i 4 sata nakon dodavanja
ibogaina. Sta vise, 4 sata nakon dodavanja ibogaina, aktivnost oba antioksidativna enzima koji
katalizuju redukciju H202 (CAT i GSH-Px) je bila povecana. Takode, aktivnost SOD1 je bila
smanjena 2 sata nakon dodavanja ibogaina pri obe koncentracije Ca2*. I ovo ide u prilog
pretpostavci o visokoj koncentraciji H202 jer je poznato da aktivnost SOD moZe biti inhibirana
porastom koncentracije proizvoda reakcije koju katalizuje, odnosno H202 (Silverman i Nick 2002).
Pri visokoj koncentraciji CaZ*, osim SOD1 smanjena je i aktivnost SOD2 Sto ukazuje na povecanje
koncentracije H202 u mitohondrijama. Na osnovu aktivnosti antioksidativnih enzima, moZze se
zakljuciti da je intenzitet oksidativnih procesa nakon inkubacije sa ibogainom veoma visok pri
¢emu je u prisustvu visoke koncentracije Ca%* jo$ viSi i sa neSto drugacijom dinamikom. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa naSim prethodnim rezultatima koji su pokazali da ibogain dovodi do
povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima (Orescanin-Dusi¢ i sar. 2018) koje nije bilo
posledica njihove povecane biosinteze nego posledica promena na posttranslacionom nivou.
PosSto su prethodna istrazivanja (Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012; Nikoli¢-Kokic¢ i sar.
2015a) pokazala da se redoks aktivnost ibogaina ne ostvaruje direktnim vezivanjem za receptore
koji posreduju u psihoaktivnim/neuralnim efektima ibogaina, i da deluje kao pro-antioksidant, u
ovom istrazivanju je fokus bio na njegovim efektima na antioksidativne enzime i ROS/redoks
procese posredovane receptorima. Nakon ranijih istrazZivanja koja su pokazala da ibogain utice na
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metabolicke puteve povezane sa ATP i ROS (Paskulin i sar. 2006; Paskulin i sar. 2010; Paskulin i
sar. 2012; Nikoli¢-Koki¢ i sar. 2015; Orescanin-Dusi¢ i sar. 2018; Vidonja Uzelac i sar. 2019a;
Vidonja Uzelac i sar. 2019b; Vidonja Uzelac 2019), u ovom eksperimentu smo ponovo pokazali da
njegova primena znacajno povecava aktivnost antioksidativnih enzima u relativno kratkom
vremenskom periodu. Naime, ATP se vezuje za P2Y2 receptore i tako aktivira DUOX1-zavisnu
proizvodnju H202 koji dalje aktivira ATP-zavisnu celijsku signalizaciju (Hristova i sar. 2014).
Ranije je pokazano da ibogain deluje delimi¢no preko purinergickih signalnih puteva (Mundey i
sar. 2000) ali u to vreme nije bio poznat uticaj ibogaina na metabolizam ATP. Sa druge strane,
adrenergicki receptori su povezani sa ROS signalizacijom putem aktiviranja Nox i proizvodnje O2*-
(Xuisar.2011; Di Lisaisar.2011). Blokada $-adrenergicke signalizacije propranololom verovatno
je smanjila signalnu ulogu proizvodnje H202 i sprecila kompenzatorno povecanje aktivnosti CAT i
GSH-Px. Osim toga, postoji sprega mitohondrijskih i citoplazmati¢nih reaktivnih vrsta kiseonika i
azota (poreklom od NADPH oksidaze) koja je regulisana Karp kanalima (Daiber 2010; Wenzel i sar.
2008). Blokiranje ovih kanala glibenklamidom je sprecilo porast nivoa H202 pa su i aktivnosti CAT
i GSH-Px ostale na kontrolnom nivou. Aktivnost CAT je regulisana tirozin-kinaznim c-Alb/Arg
signalnim putem Kkoji favorizuje fosforilaciju CAT i povecanje njene aktivnosti prilikom porasta
koncentracije H202 do odredenog nivoa (Cao i sar. 2003). Koordinisana ekspresija i/ili nishodna
regulacija CAT u peroksizomima i GSH-Px u citoplazmi su izgleda pod kontrolom FoxO
regulatornih elemenata (Klotz i sar. 2015). Ovo ukazuje da su primenjeni pretretmani sprecili
porast koncentracije H202 u viSe Ccelijskih odeljaka istovremeno. Dakle pretretmani bilo
propranololom ili glibenklamidom, odnosno blokada razli¢itih receptora pre dodavanja ibogaina,
smanjila je proizvodnju H20:2 i aktivnosti CAT i GSH-Px su ostale na kontrolnom nivou. Poznato je
da endogeni agonisti -adrenergickih receptora deluju kao otvaraci Karp kanala, pa bi to moglo da
bude jedno od objasnjenja uocene pojave, odnosno moguce je da se u ovom slucaju blokadom (-
adrenergickih receptora smanjuje provodljivosti Karp kanala. Prikazani rezultati ukazuju da se
pro-antioksidativno dejstvo ibogaina postiZe Celijskim ROS procesima koji ukljuc¢uju Karp kanale,
kao i adrenergi¢ku/purinergi¢ku/Nox signalizaciju. Sta vise, visoke potrebe za energijom nakon
praznjenja rezervi ATP izazvanih ibogainom pokreéu intenzivno Celijsko disanje u
mitohondrijama koji uklju¢uju kontrolu membranskog potencijala, jonsku izmenu i Ca2+
regulisane procese u kojima mitohondrijski Karp kanali igraju znacajnu ulogu omogucavajuci
uspostavljanje optimalnog nivoa ATP. ROS (02 i H202) su sastavni deo tih procesa. Ibogain izaziva
znacajne poremecaje nivoa ATP i ROS koji su praceni regulisanjem aktivnosti antioksidativnih
enzima Sto za uzvrat reguliSe dinamiku ROS u smeru optimalne redoks/H202 signalizacije i zaStite
od oksidativnih oSteenja. Promene u antioksidativnoj zastiti ukazuju da ibogain naruSava
energetsku, redoks i ROS homeostazu u celijama Sto je u saglasnosti sa ranijim istraZivanjima
(Paskulin i sar. 2010; Paskulin i sar. 2012; Oresc¢anin-Dusi¢ i sar. 2018). U oba rezima kontraktilne
aktivnosti uterusa koji su ovde ispitivani (pri niZoj i viSoj koncentraciji Ca2+) aktivnost SOD1 je
bila smanjena nakon 2 sata, a aktivnost GSH-Px povecana nakon 4 sata, Sto ukazuje na povecanu
koncentraciju H202 u ¢elijama. Poznato je da H202 inhibira SOD1 i tako smanjuje sopstvenu
proizvodnju (Hodgson i Fridovich 1975; Mavelli i sar. 1983). Povecana aktivnost GSH-Px mogla bi
biti posledica povecane koncentracije H202. Sa druge strane, nizak nivo NADPH u celijama
pogoduje smanjenju aktivnosti GR (Deponte 2013). Niska aktivnost GR 4 sata nakon izlaganja
ibogainu mogla bi da bude upravo posledica smanjene koncentracije NADPH koji se pojacano trosi
za uspostavljanje optimalnog nivoa ATP. Moguée je da su pretretmani propranololom i
glibenklamidom sprecili ove procese i tako sprecili znacajne promene aktivnosti antioksidativnih
enzima $to ukazuje na znacajnu ulogu (-adrenergickih receptora i Karp kanala u regulaciji ROS
homeostaze i delovanja ibogaina.

Rezultati ovog ex vivo istraZivanja na modelu izolovanog uterusa pacova pokazuju da su 3-
adrenergicki receptori kao i Karp kanali ukljuc¢eni u pro-antioksidativno dejstvo ibogaina (Slika
31). Primenom ibogaina kao pro-antioksidativnog agensa u ovom eksperimentu su pokazani neki
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mehanizmi Celijskih procesa posredovanih reaktivnim vrstama kiseonika i regulacije aktivnosti
antioksidativnih enzima, koji potencijalno imaju $iri znacaj, nezavisno od ibogaina.
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Slika 31. Sematski prikaz pretpostavljene uloge B-adrenergickih receptora i Kare kanala u pro-
antioksidativnom delovanju ibogaina.
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6. ZAKLJUCCI

1) Koncentracije ibogaina i njegovog primarnog metabolita noribogaina u krvnoj
plazmi Zenki pacova nakon jednokratnog per os tretmana ibogainom:

¢ Koncentracije ibogaina i noribogaina u plazmi su u skladu sa literaturnim podacima
o farmakokinetici ibogaina. Ibogain u plazmi relativno brzo biva zamenjen svojim
primarnim metabolitom noribogainom koji se eliminiSe znatno sporije.

2) Efekti ibogaina na energetski metabolizam, enzimski sistem antioksidativne zastite
i pokazatelje oksidativnih oSte¢enja u razli¢itim tkivima Zenki pacova nakon
jednokratnog per os tretmana:

e Ibogain udozama od 1mg/kgi20mg/kg uzrokuje promene u metabolizmu glukoze,
ali rezerve glukoze nisu znacajno narusene 6 i 24 sata nakon ingestije.

e Ibogain u razli¢itim tkivima u manjoj ili ve¢oj meri naruSava redoks homeostazu, a
odgovor sistema antioksidativne zaStite je izrazito tkivno specifican. Efekte
ibogaina na aktivnost antioksidativnih enzima ne odlikuje jasna zavisnost od doze
ili trajanja tretmana.

e Faza estrusnog ciklusa (estrus ili metestrus) u trenutku tretmana je znacajno
uticala na efekte ibogaina na neke od merenih antioksidativnih parametara u
razli¢itim tkivima.

3) Efekti ibogaina na histomorfologiju jetre, bubrega i srca Zenki pacova nakon

jednokratnog per os tretmana:

e HistopatoloSke promene u jetri i bubrezima su relativno niskog intenziteta i mogu
biti reverzibilne;

e Ibogain u srcu izaziva akutnu nekrozu kardiomiocita bez pridruzene inflamacije.
Efekat ibogaina je zavisan od doze, odnosno ve¢a doza dovodi do izraZenije nekroze.
Uocene lezije mogle bi da dovedu do potencijalno fatalnih aritmija.

4) Vazoaktivni efekti ibogaina na izolovane krvne sudove pacova:

e Ibogain ima relaksantno dejstvo na prekontrahovanu izolovanu aortu i
mezentericnu arteriju pacova, koje se ostvaruje posredstvom regulacije funkcije
endotela, kao i direktnim delovanjem na glatke miSi¢ne Celije;

¢ Uoceno smanjenje tonusa izolovanih arterija se odlikuje vremenskom dinamikom
koja ukazuje na mogucu ulogu redoks signalizacije.
5) Mehanizmi uticaja ibogaina na kontraktilnu aktivnost izolovanog uterusa pacova:

e Ibogain svoje neposredne farmakoloSke efekte na kontraktilnu aktivnost
izolovanog uterusa ostvaruje interakcijom sa receptorima za koje deli relativno
visok afinitet sa ketanserinom, a to su na prvom mestu 5-HT receptori, narocito 5-
HTa.
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6) Mehanizmi uticajaibogaina na enzimski sistem antioksidativne zaStite u izolovanom
uterusu pacova:

Ibogain dovodi do promena u redoks ravnotezi i aktivnosti antioksidativnih enzima
u izolovanom uterusu pacova putevima koji ne uklju€uju receptore za koje deli visok
afinitet sa ketanserinom;

ROS/redoks procesi koje pokrece ibogain posredovani su [-adrenergickim
receptorima i Karp kanalima. Njihovom blokadom/inhibicijom sprecava se
povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima.

7) Opsti zakljucci:

Rezultati ove disertacije ukazuju na vaznost zastupljenosti jedinki oba pola u
predklinickim i Kklinickim ispitivanjima zbog polnih razlika u bioloskoj
raspoloZivosti ibogaina i noribogaina, metabolickim efektima, kao i hepato- ,
renalnoj i kardiotoksicnosti, koji bi mogli potencijalno da uticu na ishod terapije i/ili
neZeljena dejstva. Naime, u primenjenom eksperimentalnom modelu, ibogain i
njegov primarni metabolit noribogain su u vecoj koncentraciji prisutni u sistemskoj
cirkulaciji Zenki, odnosno bioloska raspoloZivost ibogaina kod Zenki je oko 2-3 puta
veca nego kod muZjaka. Glikogenoliticki potencijal ibogaina je kod Zenki ispoljen u
manjoj meri nego kod muzjaka, dok su hepatotoksi¢nost i renalna toksicnost
relativno niskog intenziteta ali neSto izraZenije kod Zenki nego kod muzjaka.

Ibogain u srcu izaziva akutnu nekrozu kardiomiocita koja bi mogla da bude uzrok
potencijalno fatalnih aritmija.

Najvazniju ulogu u efektima ibogaina na kontraktilnu aktivnost glatkih misi¢nih
¢elija miometrijuma imaju 5-HT receptori. Sa druge strane, efekti ibogaina na
redoks procese u izolovanom uterusu se ostvaruju preko signalnih puteva i
efektorskih mehanizama koji su povezani sa -adrenergickim receptorima i Karp
kanalima, koji imaju vaZnu ulogu u regulaciji koli¢ine ROS i porastu aktivnosti AOS.
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Prilog 1 — Koncentracije ibogaina i noribogaina (mg/1) u plazmi muZjaka i Zenki pacova nakon
per os tretmana ibogainom.

Muzijaci Zenke
Noribogain Ibogain Noribogain Ibogain
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
K n.d. n.d. n.d. n.d. K
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
0.013824 n.d. 0.020353 n.d.
0.011941 0.001059 0.018941 n.d.
0.004235 n.d. 0.011412 n.d.
Me 0.002529 n.d. 0.010235 0.002647 Meé.
0.002118 n.d. 0.007824 n.d.
0.001412 0.000706 0.007824 n.d.
0,010882 0,010823
0,009235 n.d.
0,007059 n.d. M6m
0,006941 n.d.
0,001588 n.d.
n.d. n.d. 0.011235 n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
M24 n.d. n.d. n.d. n.d. M24
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
0.084176 0.001294 0.196000 0.004941
0.079471 0.000471 0.185000 0.006471
V6 0.079294 0.008118 0.157529 0.004471 V6.
0.078588 0.001059 0.154824 0.004353
0.064412 0.000235 0.152059 0.005824
0.037118 n.d. 0.115647 0.019294
0,271706 0,024000
0,231353 0,042529
0,226529 0,005000 V6m
0,170176 0,005412
0,147118 0,022882
0.017059 0.000700 0.032765 n.d.
0.014529 0.001000 0.008235 n.d.
0.001824 n.d. 0.004471 n.d.
V24 0.000471 n.d. 0.002706 0.000765 V24
0.000353 n.d. 0.002118 n.d.
0.000176 n.d. 0.001118 n.d.

Vrednosti niZe od donje granice kvantifikacije (0,2 ng/ml) su oznacene sa n.d. (nije detektovano).
Rezultati eksperimenta na muZjacima su objavljeni u radu Vidonja-Uzelac i sar. (2019a) i
doktorskoj disertaciji Vidonja Uzelac (2019).
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Prilog 2 — Koli¢ina potro3ene hrane (g/h/kg telesne mase) nakon per os trtmana ibogainom;
muzjaci i Zenke.

A)
K M6(e) M24 V6(e) V24
e 2.831 . 3.067 N 3.014
MuZijaci +0213 Videti (B) +0211 Videti (C) + 0135
Fenke 2.303 1.278 2.728 0.757 2.469
+0.467 +0.483 +0.202 +0.377 +0.316
B)
M6-18 h M6-6 h M6-24 h
Musiiaci 3.670 1.596 3.152
) +0.130 +0.798 +0.199
C)
V6-18h V6-6 h V6-24h
Mugiiaci 3.779 1.058 3.126
) +0.252 +0.218 +0.157

Rezultati eksperimenta na muZjacima su objavljeni u radu Vidonja-Uzelac i sar. (2019a) i
doktorskoj disertaciji Vidonja Uzelac (2019).

U navedenom nau¢nom radu i doktorskoj disertaciji koli¢cina konzumirane hrane u
grupama L6 i H6 je prikazana za period od 24 sata, odnosno 18 sati pre tretmana i 6 sati nakon
tretmana ibogainom (B i C). Na taj nacin je u svih pet eksperimentalnih grupa prikazana potrosnja
hrane u periodu od 24 sata. Jednofaktorska analiza varijanse nije pokazala znacaje razlike.

Sa druge strane, u eksperimentu na Zenkama (A) Zivotinje su tretirane nakon Sto
vaginalnim brisom utvrdeno da se nalaze u estrusnoj fazi reproduktivnog ciklusa, pa je potrosnja
hrane pra¢ena samo nakon tretmana. Stoga u eksperimentu na Zenkama, za grupe M6e i V6e nema
podataka o potrosnji hrane tokom 18 sati pre tretmana.

Kod oba pola potrosnja hrane Sest sati nakon tretmana bilo kojom dozom je bila manja u
poredenju sa kontrolom ili grupama koje su Zrtvovane 24 sata nakon tretmana. Razlozi za ovu
pojavu bi mogli da budu: stres, cirkadijalni ritam, prolazno suzbijanje gladi od strane
vode/rastvora ibogaina koji je unet gavaZom, ili eventualno metabolicki, gastrointestinalni i/ili
bihevioralni efekti ibogaina.

Po analogiji sa muZjacima, takode je moguce da se potros$nja hrane tokom 24 sata u
grupama Mé6e i V6e ne razlikuje od drugih grupa, sto bi znacilo da ne postoje polne razlike kada
su u pitanju efekti ibogaina na potrosnju hrane.
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Prilog 3 — Afinitet ketanserina za razlicite ciljne molekule.

Ciljni molekul pKI (pIC50) Farmakodinamika
Receptori

5-HT1a (Covek) 5,0 antagonista
5-HT1B (mis) 8,3 antagonista
5-HT1s (Covek) 52-54 antagonista
5-HT1p (Covek) 7,4-75 antagonista
5-HT2a (Covek) 8,1-9,7 antagonista
5-HT2a (pacov) 8,6 -9,0 antagonista
5-HT2B (Covek) 6,1-6,7 antagonista
5-HT2B (pacov) 5,4 antagonista
5-HT2c (Covek) 6,8-7,5 antagonista
5-HTsa (Covek) 4,7 antagonista
5-HT7 (pacov) 6,6 -6,7 antagonista
5-HT7 (mis) 6,4 antagonista
5-HT7 (Covek) 59-6,5 antagonista
D1 (Covek) 6,7 antagonista
Ds (Covek) 5,6 antagonista
a1a (Covek) 8,2 antagonista
a1s (Covek) 8,2 antagonista
a1p (Covek) 7,8 antagonista
Transporteri

VMAT1 5,8 inhibitor
VMAT2 6,3 inhibitor

VMAT - vezikularni monoaminski transporter. Preuzeto iz The I[UPHAR/BPS Guide to
PHARMACOLOGY

(https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?tab=biology&ligandld=
88); pristupljeno 1.11.2023.
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