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Rezime

Poredenje oksidativno-reduktivnog stanja malignih i benignih tumora je kljuéno za
razumevanje uloge reaktivnih vrsta koje nastaju kao derivati kiseonika u patofiziologiji
agresivnih tipova tumora. Poredili smo sisteme antioksidativhe zastite u visokomalignom
tumoru - multiformnom glioblastomu (GBM) i meningeomu, benignom tumoru mozga.

Biohemijskim analizama obuhvaceni su uzorci tumorskog tkiva i krvi 67 pacijenata sa
GBM-om i 67 pacijenata sa meningeomom, kao i uzorak krvi 30 pacijenata koji su Cinili
kontrolnu grupu.

Komponente sistema glutationa, koji je odgovoran za uklanjenje H202 pokazao je niZu
aktivnost/nivo kod GBM-a: glutation peroksidaza (GBM: 9.90 + 0.22; meningeom: 11.78+
0.23 U/mg proteina; P < 0.001), glutation reduktaza (GBM: 3.83 £ 0.13; meningeom: 4.67
+ 0.11 U/mg proteina; P < 0.001); i glutation (GBM: 6.70 £ 0.12; meningeom: 7.58 + 0.14
pmol/g tkiva; P < 0.001). Nasuprot tome, odnos aktivnosti glutation reduktaze i glutationa
u eritrocitima su: GBM > meningeom > kontrolna grupa. Aktivnost superoksid dizmutaze
i katalaze bile su niZze u krvi pacijenata sa malignim tumorom u poredenju sa kontrolnom
grupom.

Celije malignih tumora pokazuju nishodnu reguliciju sistema antioksidaze koji moze
dovesti do poviSenih nivoa H202 u poredenju sa tkivom benignih tumora.



Abstract

Comparison of redox conditions in malignant and benign tumours is essential for
understanding the role of reactive oxygen species in the pathophysiology of aggressive
cancer profiles. We compared antioxidative systems in highly malignant brain tumour -
glioblastoma multiforme (GBM), and in meningioma, a benign brain tumour.

Tumour tissues and blood of 67 GBM patients and 67 meningioma patients and blood of
30 control subjects were analysed via biochemical assays.

Components of glutathione system, which is responsible for H202 removal, showed lower
activity/level in GBM: glutathione peroxidase (GBM: 9.90 + 0.22; meningioma: 11.78+
0.23 U/mg of proteins; P <0.001), glutathione reductase (GBM: 3.83 = 0.13; meningioma:
4.67 £0.11 U/mg of proteins; P < 0.001); and glutathione (GBM: 6.70 £ 0.12; meningioma:
7.58 + 0.14 pmol/g of tissue; P < 0.001). In contrast, the rank order of glutathione
reductase activity and glutathione level in erythrocytes was: GBM > meningioma >
control. Superoxide dismutase and catalase activities were lower in the blood of cancer
patients compared to controls.

Cells of malignant brain tumour show down-regulated antioxidative system which might
result in increased levels of H202 compared to benign tumour tissue.
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| UVvOD

Nas Zivot u kiseoni¢noj/oksidativnoj atmosferi, i oslanjanje humanih c¢elja na
molekulski kiseonik i oksidativno-reduktivne (redoks) procese u pogledu osnovnih
funkcija, kao Sto je celijsko disanje odnosno aktivnost mitohondrija i konverzija energije,
nosi sa sobom odredene rizike. ReC je pre svega o poviSenom nivou oksidacije
biomolekula (npr. proteina, DNK) od strane reaktivnih vrsta koje nastaju kao derivati
kiseonika (tkz. Reactive Oxygen Species — ROS). Nivo oksidacije koji prevazilazi
fizioloSke granice se oznaCava kao oksidativni stres. lako se dugo smatralo da ROS
iskljuivo imaju negativne bioloSke efekte, odnosno da predstavljaju neku vrstu
"neizbeznog zla", u poslednjoj dekadi je prikupljen veliki broj dokaza i o njihovoj
pozivitvnoj ulozi u raznim signalinim putevima. Sveukupno gledavsi, ROS i redoks procesi
ucestvuju u nizu (pato)fizioloSkih procesa, kao $to su:'?

- Celijska proliferacija i diferencijacija, prenos signala, regulacija metabolizma i
meducelijska komunikacija

- citoprotektivni mehanizmi (inflamacija, odbrana od mikroorganizama)

- patofizioloSki fenomeni (starenje, apoptoza, nekroza, kancerogeneza i dr.)

Dakle, za normalnu celijsku funkciju neophodna je regulacija redoks miljea, kako
bi se sa jedne strane sprecio oksidativni stres, a sa druge omoguc¢io normalan redoks
signaling. Ovo predstavlja imperativ za odrZzavanja zdravog fenotipa, kao i samog
prezivljavanja ¢elije. Za regulaciju redoks uslova u nekom tkivu je zaduzen antioksidativni
sistem (AntiOxidative System - AOS) u samom tkivu, kao i AOS u krvi koji puferuje uslove
u tkivu, ali na koga i uslovi u tkivu takode uti¢u.3* AOS se sastoji od niza enzima i malih
molekula koji su medusobno umrezZeni kroz liniju povezanih supstrata i kroz inhibitorne
efekte. Oksidativni stres moze ozbiljno da narusi ¢elijsku homeostazu, da uti¢e na ¢elijsku
proliferaciju i diferencijaciju, a u nekim sluCajevima i na aktivaciju maligne
transformacije.® Tumorske celije pokazuju izmenjen fenotip, koji moze ukljudivati
nedakvatnu AOS, ubrzan metabolizam koji je povezan sa vecom aktivhoséu u
mitohondrijama i u vezi sa tim poviSenu produkciju ROS, promene na drugim izvorima
ROS, i narusene signalne kaskade.®’ Takode, tumorsko tkivo mozZe imati neadekvatnu

prokrvljenost i nivo oksigenacije.? Redoks uslovi se razlikuju za razne vrste tumora, mogu



biti uklju€eni kako u razliCite patofizioloSke promene (uklju€ujuci i promociju proliferacije)
i mogu uticati na efekte i uspeSnost antikancer terapije, odnosno
rezistentnost/susceptibilost tumorskih ¢elija na farmako- i radioterapiju.2°

Na osnovu svega iznetog, ovo istrazivanje ima za svrhu da utvrdi promene u
antioksidativnom sistemu u krvi i tkivu pacijenata obolelih od:

1. Glioblastoma multiforme u odnosu na zdrave ispitanike

2. Meningeoma u odnosu na zdrave ispitanike



I PREGLED LITERATURE

Ukupni redoks status je opSte prihvacen kao glavni faktor u regulaciji funkcije kako
normalne, tako i maligne Celije. Pomeranje redoks ravnoteze ka oksidaciji moze znacajno
povedati proliferativni kapacitet malignih ¢elija.®” Celijsko redoks stanje ima znadajan
uticaj na kontrolu prezivljavanja, apoptoze i ekspresiju tumor supresornih gena.
Oksidaciono stanje u Celiji pogoduje nastanku tumora, dok redukovano redoks okruzenje
pogoduje nastanku apoptoze.” ROS i reaktivne vrste azota (Reactive Nitrogen Species -
RNS) izazivaju promene u Celijskom redoks statusu aktiviraju¢i multiple signalne obrasce,
uCestvuju u regulaciji Celijskog rasta i smrti i indukuju sintezu zastitnih proteina u
normalnim i malignim éelijama.2’” Vecéina mutacija bitna za aktivaciju onkogena ukljucuje
redoks-senzitivna regulativha mesta, $to dovodi do gubitka normalne redoks kontrole
¢elijskog rasta i razvoja.’

Poremecéaj u redoks ravnotezZi Celije dovodi do oksidativhog stresa, Sto je
zapazeno kod razli¢itih tipova kancera. Oste¢enja na DNK nastala razli€itim reaktivnim
oksidativnim vrstama predstavljaju prvi korak ukljuéen u mutagenezu, karcinogenezu i
starenje. ROS-indukovana o$tec¢enja na DNK ukljuCuju jednolanCane i dvolan¢ane
prekide DNK, modifikacije purina, pirimidina ili deoksiriboze, i DNK ukrstanje. Osteéenje
na DNK dovodi do zaustavljanja transkripcije, indukcije “pogresne” transkripcije, i
replikacije sa greSkom indukcijom, a sve navedeno je u vezi sa kancerogenezom.® U
zavisnosti od jaCine oksidativnog stresa, Celija moze da ude u 3 razliCita stanja: tumor,
mutagenezu i apoptozu. Vecina bioloskih efekata antioksidanasa su u vezi sa njihovom
ulogom u uklanjanju slobodnih radikala, iako oni mogu ucestvovati i u modulaciji ¢elijskih
signalnih puteva.!

Smatra se da reaktivne vrste imaju kljuénu ulogu u razvoju karcinoma kod ljudi.
Dobro je poznato da oksidativni stres moze da konvertuje normalne celije u celije sa
kancerskim fenotipom.® Ono $to je jo$ vaznije za ovu studiju, izmenjeni redoks milje je
jedna od karakteristika tumorskog tkiva. Ono definiSe dinamiku progresije kancera,
proliferacije kancer celija, formiranje metastaza, i interakcije sa antikancerskim lekovima
(npr. hemioterapijom) i rezistentost na raditerapiju.®°® Na primer, na razli¢itim tipovima

kancera, utvrdeno je da tumorske celije produkuju mnogo vece koli€¢ine vodonik peroksida



(H202), u odnosu na normalne ¢elije.'! Izmedu ostalog, ovo promovie mutagenezu, jer je
H202 relativno stabilan i lako prolazi kroz lipidne membrane, ukljuCujuci i membranu jedra.
Jedro sadrzi znaCajan nivo bakra, koji je redoks aktivan metal (najvazniji uz gvozde). U
reakciji sa redoks aktivnim metalima, H202 proizvodi hidroksil radikal - najreaktivniju vrstu
u bioloskim sistemima, koja lako os$tecuje DNK.'? Osim toga, dobro je poznato da
tumorsko tkivo pokazuje kontiunalno povecanu produkciju azot oksida (NO, spada u
RNS). Ova reaktivha vrsta mozZe da aktivira matriks metaloproteaze koje razgraduju
vezivno tkivo (npr. bazalnu laminu krvno-mozdane barijere), Cime se promoviSu
metastatski procesi.?

Funkcija AOS je izmenjena u razli¢itim tipovima kancera. AOS se sastoji od
enzima superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GSH-PX) i
glutation reduktaze (GR), dok je najvaznija ne-enzimska komponeta sam glutation (GSH).
O njihovim karakteritikama i funkcijama ce biti viSe reCi u daljem tekstu, a ovde ¢e biti
navedena njihova aktivnost u okviro AOS profila tumorskog tkiva. Subnormalna aktivnost
SOD pokazana je u tkivima tumora pluca (ova studija je uradena smo za jedan SOD tip),**
raka tiroidne Zlezde,'®> kolorektalnih tumora,'® i nekih drugih tipova. S druge strane,
povecana aktivnost ili ekspresija SOD je uocena u tkivu kancera jajnika,!’ malignog i
benignog raka dojke,'® a pokazana je i pozitivha korelacija izmedu klinickog ishoda raka
Zeluca i (povecane) ekspersije SOD u uzocima tkiva dobijenih biopsijom.1° Studija u kojoj
je merena ukupna SOD aktivnost u tumorskom tkivu raka pluca je pokazala povecéanje.?°
Ovo istrazivanje je utvrdilo i znacajno smnjenu CAT aktivnost u tumoru, $to je izgleda
karakteristika Siroko zastupljena i kod drugih tipova kancera.?! Interesantan je nalaz koji
pokazuje da se sa povecanjem ekspesije CAT smanjuje agresivnost fenotipa i povecava
susceptabilnost ¢elja raka na odredene hemioterapijske agenasa.?* GSH i enzimi vezani
za njega su od centralnog znacaja za mutagenezu, DNK sintezu, rast kancerskih celija
kao i za njihovu "multidrug” i radijacionu rezistentnost.?? Naime, iako proizvode velike
koli¢ine H202i drugih ROS, celije raka ne bi mogle da izdrZe oksidativni pritisak koje sebi
namecu, a sa kojim takode mogu biti suoCene i u okviru terapije (npr. efekti radijacione
terapije su pre svega zasnovani na homolizi vode i produkciji hidroksil radikala). U ovome
im upravo pomaze GSH sistem.?? Ovome ¢u posvetiti viSe paZnje kasnije, u kontekstu

tumora mozga.



Tumorsko tkivo indukuje oksidativni pritisak na krv, $to se mozZe videti kroz
izmenjeni AOS profil onkloSkih pacijenata. Na primer, utvrdeno je da nivo GSH u krvi
moZe da se upotrebi kao marker redoks stanja u tumorskom tkivu raka plu¢a.?® Kod raka
cerviksa, uoCena je manja aktivnost SOD, CAT, GSH-Px, kao i smanjen nivo glutationa
(GSH) u krvi.?* U krvi pacijenata obolelih od raka jednjaka i Zeluca uo¢ena je poveéana
SOD aktivnost i smanjena CAT i GSH-Px aktivnost u odnosu na kontrolne vrednosti.?®
PoviSena aktivhost SOD i GSH-Px je utvrdena i u krvi obolelih od kolorektalnog
karcinoma.?® Kod pacijanata sa poodmaklim kancerom plu¢a uocena je povecéana CAT
aktivnost i smanjen nivo GSH u odnosu na krv zdravih kontrola,?” dok je jedna druga
studija ustanovila smanjenu CAT aktivnost, gde je smanjenje bilo posebno ozrazeno kod
pacijenata sa metastazama.?® Aktivnost CAT u krvi obolelih raka debelog creva je takode
povecana, dok je kod obolelih od raka Zeluca smanjena u odnosu na kontrolne
vrednosti.?? Smanjena CAT aktivnost je takode uocena u eritrocitima obolelih od malignog
limfoma3° i raka jetre.3! Aktivnost GSH-Px i nivo GSH je smanjen u krvi obolelih od
cervikalnog karcinoma,®? kao i kod obolelih od raka prostate,333* kod kojih je uocena i
manja GR aktivnost u odnosu na zdrave kontrole.** Zanimljivo je primetiti da je izuzetno
mala paznja posvecena GR, kako u tumorskom tkivu tako i u eritrocitima obolelih. Treba
istac¢i da efekti na nivou AOS u eritrocitima odnosno krvi, zavise od samih redoks
karakteristika tumora, ali svakako i od "intenziteta" interakcije, odnosno od veliine
tumora i prokrvljenosti tkiva, $to barem delom objasnjava razli€itost rezultata dobijenih u
dosadasnjim istrazivanjima.

Centralni nervni sistem (CNS) i tumori koji nastaju u istom svakako nose svoje
specificnosti u odnosu na druge vrste karcinoma. Na primer, mozak je izuzetno dobro
prokrvljen, kao organ koji konzumira velike koli¢eine kiseonika (2% od telesne mase, a
troSi oko 20% kiseonika) vezano za svoju kontinuiranu aktivnost. lako se ne tiCe direktno
teme ovog rada, interesantno je napomenuti da kod tumora mozga, oksidativni stres u
tumoru moze da izazove znacCajna ostecenja okolnog tkiva, jer su neuroni jedan od
nisu adekvatno i sistematski ispitani, a studije su radene na malom broju pacijenata, uz
utvrdivanje aktivnosti pojedinacnih parametara AOS bez analize promena u aktivnosti

antioksidativnih enzimskih komponenti kao celine i njihovog efekta na cirkulaciju. O



ovome Ce se govoriti u posebnom poglavlju, nakon §to se upoznamo sa karakteristikama
i funkcijama ROS i RNS, komponenata AOS, kao i redoks osobinama tumora mozga koji

su ovde od interesa.

2.1. REAKTIVNE VRSTE KISEONIKA | AZOTA

ROS predstavlja grupu reaktvinih jedinjenja koja sadrze kiseonik, i u kojima je
kiseonik od centralnog znacaja za reakcije sa biomolekulima (slicna definicija vazi i za
RNS i ostale grupe). Reaktivne vrste se dele na slobodne radikale i neradikalske vrste. U
skladu sa definicijom, pod slobodnim radikalima se podrazumevaju hemijski entiteti koji
sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona i mogu nezavisno da postoje. Zbog viSka
elektrona u omotacu radikali imaju snaZzan oksidativni potencijal i vrlo su reaktivni.
Radikali kiseonika (Tabela 1) spadaju medu fizioloSki najznacajnije jer sluze kao supstrat
za stvaranje drugih reaktivnih vrsta. Centralno mesto zauzima superoksid anjon radikal
ili superoksid radikal (O2), koji nastaje dovodenjem jednog elektrona na kiseonik u
osnovnom stanju. On je progenitor prakticho svih ROS i nekih RNS. Osnovni izvor su
mitohondrije, odnosno elektronski transport na unutrasnjoj membrani ovih organela, ali
moZe nastati i aktivnoScu razliCitih enzima, kao Sto je ksantin oksidaza i NADPH oksidaza.
Vreme poluzivota Oz u bioloSkom miljeu je oko 10¢s. Kako je naelektrisan ne interaguje
sa membranom, ali moze da bude protonovan do OOH- (oko 3% na pH 7), koji lako izaziva
oksidativna oS$tec¢enja membranskih lipida - lipidnu peroksidaciju. Superoksid radikal
ostvaruje signalnu funkciju tako $to interaguje sa Fe-S centrima nekih enzima. Interakcija
sa metalnim centrima drugih proteina predstavlja osnovni nacin na koji Oz direktno
indukuje oksidativna oStecenja (ireverzibilna inhibicija). Superoksid ne moze da napusti
mitohondrije, ali mozZe (u manjoj meri) Celiju kroz kanale za negativne jone na ¢elijskoj
membrani. Dovodenje dva dodatna elektrona vodi stvaranju H202, a Cetiri dodatna
elektrona (uz protonaciju) dovode do stvaranja vode.Osnovni nac¢in nastanka H20: je od
Oz, kroz aktivnost SOD, ali i neenzimskom dismutacijom, i aktivno$¢u odredenih enzima
kao Sto je dualna oksidaza. Ono S$to je zanimljivo za celike kancera, poveéana
mitohondrijalna aktivhost (vezana za ubrzani metabolizam) dovodi do povecane

produkcije Oz~ i pojatanog "curenja" H202 iz ovih organela. Medutim, jo§ vaZznija je



¢injenica, koja moze delovati paradokasalno, da je produkcija ROS u mitohondrijama
pojaéana u hipoksi¢nim uslovima.3® Vodonik peroksid je glavna signalna vrsta medu
ROS, i jedina za koju je ovakva funkcija Siroko potvrdena. Najvazniji redoks prekidaci
osetljivi na H202 su tiolne (-SH) grupe, koje se modifikuju u tri koraka. Prvi do -SOH je
najvazniji za signalizaciju i reverzibilan je, slede¢i je -SO2H koji je mnogo manje
reverzibilan, i trea ireverzibilna forma je -SOsH, koja €esto predstavlja znak intenzivnog
oksidativnog stresa i uklju€ena je u signalizaciju apoptoze. Duzina poluZivota za H20:2 je
preko 1 s. Dakle relativno je stabilan, a posto nema naelektrisanje moze da difunduje
direktno kroz lipidni dvosloj, a takode postoje kanali - akvaporini, kroz koje moze da se
prenese u vancelijsku sredinu (npr. krv). Osim direktne oksidacije tiolnih grupa, H20:2
mozZe da reaguje se redoks-aktivnim metalima (Fe, Cu). Ova reakcija se zove Fentonava,
i za proizvod ima hidroksil radikal (‘OH), koji je ekstremno reaktivan i gotovo potpuno
neselektivan. Ovaj radikal naj¢eS¢e reaguje sa najblizim biomolekulom izazivajudi
oksidativna ostecenja. Neke reaktivhe vrste mogu da nastanu ne samo redukcijom vec i
dovodenjem energije molekulskom kisoniku. Tako na primer, nastaje singlet kiseonik (*Oz2)

koji nema nesparenih elektrona i nije radikal, ali je i pored toga izuzetno toksi¢an.12:37-3°

Tabela 1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS)

RADIKALI NERADIKALI
O2- Superoksid H202  vodonik peroksid
‘OH Hidroksil HOCI hipohlorna kiselina
RO2 Peroksil O3 ozon
RO Alkosil 102 singlet kiseonik
HO2 Hidroperoksil

Pored slobodnih radikala kiseonika, u organizmu se javljaju i radikali ugljenika
(trinlormetil radikal CCls- i dr.), sumpora (tiol radikali —R-S-), kao i reaktivne vrste azota
(Tabela 2). Od RNS, najvazniji su NO i peroksinitrit. NO predstavlja dobro poznatu
signalnu vrstu, ali kao i kod H202, poviSena produkcija koja rezultira u koncentracijama

koje prevazilaze fizioloSki opseg moze da ima patoloSke efekte. NO je nepolaran i ima



veliki bioloSki radius, tako da lako napusta tkivo i ulazi u cirkulaciju. Enzimi koji produkuju
NO se nazivaju NO sintaze (NOS). Postoje tri vrste neuralna (nNNOS), endotelijalna
(eNOS) i inducibilna (iNOS). INOS u normalnim ¢elijama i pod normalnim uslovima nije
prisutna, medutim kada se njena eksperesija indukuje, dolazi do formiranja velikog broja
kopija ovog enzima, te kada iINOS postoji u ¢eliji to dovodi do nekoliko redova veliine
vece produkcije NO u odnosu na produkciju koju ostvaruju eNOS ili nNOS. Peroksinitrit
je "mracna strana" NO-a. Nastaja u veoma brzoj reakciji NO sa O2". Dalje moze da se
protonuje do peroksiazotne kiseline, koja se zatim dekomponuje na azot dioksid i ‘OH.%?

U organizmima slobodni radikali mogu da nastanu delovanjem raznih enzimskih
i neenzimskih sistema smestenih na celijskim membranama, u citoplazmi, plazma
membrani i krvnim celijskim elementima. Slobodni radikali najve¢im delom nastaju u
mitohondrijama, ali i u peroksizomima, mikrozomima, celijskim membranam, i kao
sporedni  produkti aktivhosti odredenih enzima  (ciklooksigenaze (COX),
lipooksigenaze).*? Neki tipovi ¢elija intenzivno produkuju reaktivne vrste kiseonika, kao
Sto je slu€aj sa inflamatornim ¢elijama (polimorfonuklearni leukociti) i fagocitima

(neutrofili, eozinofili, monociti makrofagi).**

Tabela 2. Reaktivne vrste azota (RNS)

RADIKALI NERADIKALI

NO azot monoksid HNO:2 azotasta kiselina

NO2 azot dioksid N203 azot trioksid
N20a4 azot tetraoksid
NO2* nitronijum (nitril) jon
ONOO- peroksinitrit
ONOOH peroksiazotna kiselina
ROONO alkil peroksinitrit
NO- nitroksil anjon
NO* nitrozil katjon
NO2CI nitril hlorid




2.2. ENDOGENA ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

AOS nastao je tokom evolucije kod svih aerobnih organizama kako bi se sprecila,
ogranicCila ili popravila oSteCenja nastala delovanjem ROS. Antioksidativni zastitni sistem
obuhvata primarnu i sekundarnu antioksidativhu zastitu. Primarna zastita sastoji se od
enzimskih i neenzimskih komponenti.*>42 Ovaj sistem ¢ine enzimi: SOD, CAT, GSH-Px i

GR, Sematski prikazani na slici 1.
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Slika 1. Enzimske komponente sistema zastite od oksidacionih ostecenja
Neenzimske komponente antioksidacionog primarnog zastitnog sistema dele se na:#4°

1. supstance rastvorljive u mastima (liposolubilne): vitamin E (tokoferol), vitamin A
(retinol), provitamin A (karoten), koenzim Q (ubihinon)



2. supstance rastvorljive u vodi (hidrosolubilne): vitamin C (askorbinska kiselina),
mokraéna kiselina, albumin, transferin, ceruloplazmin, feritin, bilirubin, cistein,
histidin i laktoferin.

Sekundarnu antioksidacionu zastitu Cine protein specificne oksidoreduktaze (tiol-

reduktaze),*® protein-ADP-ribozil-transferaze,*’ i ATP i Ca%*-nezavisne proteaze.*®

2.2.1. Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaze (EC 1.15.1.1) €ine glavnu liniju odbrane od toksi¢nosti koju
stvara kiseonik u Zzivim celijama. SOD je metaloprotein koji katalizuje konverziju
superoksid anjon radikala u molekulski kiseonik i vodonik-peroksid. Postoje Cetiri vrste u
zavisnosti od metala koji sadrZze u centru: - koja sadrzi gvozde - Fe SOD, koja sadrzi
mangan - Mn SOD, koja sadrzi bakar i cink - CuZn SOD i ekstracelularna EC SOD.#?
Strukture CuZn SOD je prikazana na Slici 2. U humanim ¢elijama su zastupljene CuZn
SOD (u citoplazmi) i Mn SOD (u mitohondrijama). U eritrocitima (nemaju organele) je
prisutna CuzZn SOD koja ima funkciju da ukloni superoksid nastao autooksidacijom
oksihemogolobina.#® U endotelu, ovaj enzim igra veoma vaznu ulogu u zastiti NO od

destrukcije od strane superoksida, ¢ime sprecava i nastanak ONOO".%°

Slika 2. Trodimenziona struktura CuZn SOD
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Reakcija dismutacije Oz koju SOD katalizuje izgleda ovako:
SOD
202 +2H —> H202+ 02

Brzina enzimske reakcije iznosi 2x10° mol*sec?, §to je za oko 10 puta brze od
spontane dismutacije superoksida njon radikala pri normalnom pH. Vazno je nhapomenuti
da proizvod H202, koji pretstavlja proizvod SOD aktivnosti, moze da ireverzibilno inhibira
CuZn SOD. Vodonik peroksid mozZe da redukuje bakar u Cu?* u aktivnom centu ovog
enzima do Cu*. Jednovalentni bakar ulazi u Fentonovu reakciju sa H202 pri ¢emu dolazi
do lokalizovane produkcije OH- koji izaziva oksidaciju histidina u aktivnom centru.5!
Formira se 2-oksohistidin ¢ime je SOD funkcija ugasena,> a enzim ¢ak moZe da pokaze

pro-oksidativnu aktivnost.>?

2.2.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (EC 1.11.1.6) (Slika 3.) katalizuje redukciju vodonik-peroksida u vodu i
molekulski kiseonik sa konstantom brzine "katalazne" reakcije od 10" mol-tsec. Katalaza
moze da vrsi i oksidacije H-donora uz utroSak jednog molekula vodonik peroksida sa
konstantom brzine "peroksidazne" reakcije (spore) od 10%2-10% mol'sec?. Da Ii ¢e
katalaza katalizovati brzu-"katalaznu" ili sporu-"peroksidaznu" reakciju, zavisi od brzine

nastajanje vodonik peroksida kao i od koncentracije donora vodonika.>®

Slika 3. Trodimenziona struktura CAT
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Aktivnost CAT se odvija kroz sledece reakcije:*?

CAT
2H202 — 2H20 +0O2

"Katalazna" reakcija

CAT
AH2+ H2O2 — A + 2H20

"peroksidazna” reakcija

CAT je kljucni enzim u eritrocitima odgovoran za uklanjanje kako egzogenog H20:>
(npr. poreklom iz tumorskog tkiva, disfukcionalnog endotelijuma, ¢éelija ukljuc¢enih u
inflamaciju), tako i endogenog H202 (proizvedenog Kkorz auto-oksidaciju
oksihemoglobina).6:5” Okolno tkivo mozZe ostvariti efekat na CAT aktivnost u eritrocitima

kroz pojac¢anu emisiju NO, koji je inhibitor ovog enzima.58

2.2.3. Glutation peroksidaza (GSH-Px)

Glutation redoks ciklus predstavlja glavni put redukcije organskih hidroperoksida
u kome centralno mesto zauzima enzim glutation peroksidaza (EC 2.2.5.1.18) (Slika 4).
Prisutna je u svim ¢elijama kiCmenjaka.
Postoji nekoliko oblika ovog enzima: selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GSH-Px),
koja redukuje H202 do vode i organskih hidroperoksida uz prisustvo GSH kao drugog
supstrata, zatim selen-nezavisna forma koja koristi samo organske hidroperokside kao
supstrat i pripada familiji enzima glutation-S-transferaza (GST), koja katalizuje reakciju
konjugacije GSH sa raznim organskim jedinjenjima, kao i enzim fosfolipid-
hidroksiperoksid glutation peroksidaza (PH GSH-Px), koja reaguje samo sa fosfolipidnim
hidroperoksidima.>®
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Osnovne reakcije GSH-Px aktivnosti su sledece:*?
GSH-Px
2GSH +H202 —* GSSG + 2H20

GSH-Px
2GSH + ROOH —» GSSG + ROH + H20

Slika 4. Trodimenziona struktura GSH-Px

U eritrocitima GSH-Px ima specifi€nu ulogu da zastiti celisku membranu pre svega,
ali i hemoglobin od oksidativnih oste¢enja. Ona uklanja H202 koji ulazi kroz membranu
(egzogeni), kao i H202 koji nastaje kroz auto-oksidaciju hemoglobina vezanog za
membranu. Osim toga, za zastitu membrane je esencijalna sposobnost GSH-Px da
uklanja lipidne hidroperokside, Cime se zaustavlja lanCana reakcija lipidne

peroksidacije.®’

2.2.4. Glutation reduktaza (GR)

Enzim glutation reduktaza (EC 1.6.4.2) redukuje oksidovani glutation (GSSG) u
redukovani, uz prisustvo NADPH (Slika 5). Redukovani NADPH se obezbeduje preko
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pentozo-monofosfatnog puta u kome u metabolizmu glukoze ucestvuju enzimi glukozo-
6-fosfat-dehidrogenaza (G-6-PD), kao i 6-fosfo-glukonat-dehidrogenaza, (6-PGD), pri
¢emu iz glukoze nastaje ribulozo-5-fosfat.! Kod sisara je smestena u citosolu i
mitohondrijama a glavna metaboliCka uloga GR je da odrzava glutation u redukovanom
obliku (Slika 5).89 Zanimljivo je da ONOO- inhibira GR. Ovo se ostvaruje kroz nitraciju dva
tirozinska aminkiselinska ostatka koja se nalaze na mestu vezivanja GSSG. Ovo
spreava vezivanje supstrata i smanjuje kataliticku efikasnost GR za oko 10° puta.®!

Reakcija koju GR katalizuje je:

GR
GSSG + NADPH+H — 2GSH + NADP

Slika 5. Trodimenziona struktura GR

Osim za potrebe aktivnosti GSH-Px, odrzavanje fizioloSkog nivoa GSH je vazno i
za neenzimsko uklanjanje ROS. U eritrocitima, u slu€aju supresovane kuplovane GSH-
Px/GR aktivnosti, dolazi do oksidativnih osteéenja na membrani, hemolize i degradacije
hema.263 Tumorske c¢elije mogu da koriste ovaj sistem za uklanjanje razli¢itin lekova i
njihovih metabolita. U mnogo slu¢ajeva, GSH sistem je deregulisan, Sto pretstavlja jedan

od uzroka "multidrug" rezistentnosti.%
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2.3. SIGNALNA TRANSDUKCIJA | ROS

Celije su osetljive na razligite signale u svojoj okolini, na koje reaguju i koje
integriSu. Signalna transdukcija na c¢elijskom nivou podrazumeva kretanje signala kroz
Celiju od spolja ka unutra. To je visoko specijalizovan celijski sistem koji integriSe, prenosi
i umnozava vancelijsku informaciju sadrzanu u hemijskom signalu. Hemijski signali su
najéesce prirodni celijski produkti - hormoni, citokini, neurotransmiteri i faktori rasta.®®
Biohemijska osnova za pretvaranje vanceliskih signala u unutarcelijski dogadaj je dugo
predmet interesovanja.

Mehanizmi koji su u osnovi ROS posredovane signalne transdukcije ukljucuju
direknu promenu faktora transkripcije i kinaza i indirektnu modulaciju signalnih proteina
bogatih cisteinom i osetljivih na redoks celijsku signalizaciju. U datom signalnom proteinu,
dejstvo slobodnih radikala indukuje ili gubitak funkcije ili sticanje funkcije ili promenu
funkcije. Osnovni principi H202 signalinga kod sisara su u velikoj meri opisani. Oni
obuhvataju:%6-68 (i) Inaktivaciju fosfataza, gde oksidacija odredenog cisteinskog lokusa,
odnosno -SH grupe do -SOH, spre€ava enzim da prihvati fosfat. U nekim sluajevima se
formira disulfidna veza, koja ima za ulogu da spreci dalju oksidaciju (do -SOsH), ¢ime se
izbegava ireverzibilna inaktivacija; (i) Aktivaciju ili inhibiciju kinaza. Na primer, H20:2
aktivira Src kinazu, koja indukuje promene na citoskeletu i omogucava Celijsku migraciju;
(iii) Aktivaciju ili derepresiju transkripcionih faktora. NF-kB, p53, HIF-1a, protein aktivator-
1 (AP-1), protein aktivator-2 (AP-2), i p21 ras imaju redoks-senzitivne -SH grupe u
domenu preko koga se vezuju za DNK. Ovi faktori imaji kljuénu ulogu u kontroli ¢elijske
proliferacije, ¢elijske diferencijacije i morfogeneze. Ovde je posebno od znacaja da H202-
indukovana oksidacija tiolnih grupa na DJ-1 i KEAP1 (koji je inhibitor Nrf2) rezultuje u
derepresiji Nrf2-regulisane transkripcije niza enzima koji su uklju¢eni u antiksenobioticki
i citoprotektivni odgovor. Jedan od tih enzima je i GST, koji je integrativni deo GSH
sistema i ima vaznu ulogu u nastanku rezistentnosti kancer c¢elija na terapeutike i
zracenje.%* Interesantno je napomenuti da je transkripcioni faktor NF-kB oktiviran
oksidacijom tiolnih grupa, dok se IkB kinaza inhibira od strane H202, Sto zajedno
funkcioniSe kao bifazni redoks-senzitivni mehanizam; (iv) Aktivaciju jonskih kanala, kao

8to su ATP-zavisni K* kanali; (v) Modifikaciju aktivnosti niza drugih proteina.
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Verovatno najznacajniji efekat ROS-a na signalne puteve je posmatran kroz
MAPK signalni put (protein kinaze-aktivatori mitoze).®® MAPK put (slika 6.) podrazumeva
aktivaciju nuklearnih transkripcionih faktora (NF-kB, AP-1, p53 idr.). Ovi faktori kontroliSu
ekspresiju pojedinih gena koji popravljaju ostecenu DNA, zaustavljaju proliferaciju
oStecenih celija i indukuju apoptozu. Nuklearni transkripcioni faktor NF- kB je uklju¢en u
inflamatorni odgovor. AP-1 je odgovoran za celijski rast i diferencijaciju.®® P53 je nuklearni
faktor Cija je klju€na uloga zastita ¢elije od tumurogeneze, indukuje apoptozu u Celiji koja
je ostecena i zato se Cesto naziva "tumor supresor”. Mutacija u p53 dovodi do njegove
inaktivacije sto je pronadeno kod viSe od polovine karcinoma kod ljudi. P53 aktivira UV
zragenje, y-zracenje, hipoksija i drugo.”® Generisanjem ROS u ¢eliji, p53 indukuje
ekspresiju p85 koji ima ulogu signalnog molekula u ROS-posredovanoj p53-zavisnoj
apoptozi. Postoje rezultati koji pokazuju da pod normalnim/niskim oksidacionim stresom
dolazi do ekspresije antioksidacionih gena $to je pod kontrolom niske koncentracije p53.7*
U slu€aju jakog oksidacionog stresa postoje visoke koncentracije p53, dolazi do

formiranja ROS i p53 posredovane apoptoze.’

inflammatory cytokines
environmental stress (e.g. metals)
_-— O growth factors

receplor tyrosine
kinase (RTKs)

Growth, Differentiation, Growth,
nucleus Differentiation, Growth, Differentiation, Biological
Development Inflammation, Development = response
Apoptosis

ELK-1 ATF-2 NF-IL6 SAP-1 c-Jun
Slika 6. MAPK signalni put
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2.4. APOPTOZA | ROS

Apoptoza ili programirana celijska smrt je neophodna kako za pravilan razvoj tako

i unistenje (smrt) celije, Sto je bitno za celokupni integritet organizma. Odluka ¢éelije da li
¢e uéi u apoptozu se zasniva na balansu izmedu pozitivnih signala, koji su neophodni za
kontinuirano prezivljavanje (faktori rasta, interleukin 2) i primanja negativnih signala
(povecana koncentracija oksidanasa unutar Celije, ostecenje DNA, kao i drugi Stetni efekti
izazvani zracenjem i hemio terapijom).”? Postoje 3 razli¢ita mehanizma koji uvode celiju
u apoptozu:’3

1. Unutrasniji ili mitohondrijalni signali

2. Spoljasnji signali preko death receptora

3. apoptoza indukujuci faktor (AlF)

mitohondrija
respiracija

Fas L/TNF

Prokaspaza-8 GSH

CuZn SOD
‘ NO /
Kaspaza-8
\ Kaspaza-9 4= Apoptozom -

Kaspaza-3

DNK p53, AP-1, NF,B

fragmentacija ‘

transkripcija gena

Slika 7. Interakcije ROS i RNS sa putevima apoptoze

Mehanizam apoptoze preko unutrasnjih signala podrazumeva unutarasnja
oStecenja celije koja mogu biti indukovana od strane ROS, zracenja i dr. Oksidativna
oSte¢enja mogu pokrenuti Bcl-2, protein koji se nalazi na spoljadnjoj mitohondrijskoj
membrani, da aktivira protein Bax koji formira jonski kanal na spoljasnjoj mitohondrijskoj
membrani i tom prilikom se oslobada citohrom c. Oslobadanje citohroma c je klju¢an
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dogadaj jer dolazi do njegove agregacije sa proteinom Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1). Ovaj kompleks se vezuje i aktivira jednu proteazu, kaspazu-9.74
Kaspaza-9 dalje ativira efektorske kaspaze (3 i 7) i dolalazi do digestije strukturnih
proteina u citoplazmi, degradacije DNA i fagocitoze celije (slika 7).

NO-zavisna apoptoza je u asocijaciji sa smanjenjem koncentracije kardiolipina,
smanjene aktivnosti elektron transportnog lanca i oslobadanje citohroma c. NO moze biti
medijator apoptoze, a isto tako mozZe delovatii kao antiapoptozni signal, u zavisnosti od
nivoa oksidansa, odnosno antioksidansa. On predominantno reguliSe put odreden
Celijskim tipom. Na primer, pretpostavlja se da je NO-om uzrokovana apoptoza u
vaskularnoj glatkoj muskulaturi posredovana nagomilavanjem ciklicnog GMP, dok
intracelularno povecéanje ciklicnog GMP, kao odgovor na NO aktivaciju, inhibira apoptozu
na PC12 celijama i hepatocitima. ONOO- nastao u interakciji NO i superoksida ima
snazan pro-apopti¢ni efekat. ONOO- je potentan oksidant koji izaziva DNA fragmentaciju
i p53-zavisnu apoptozu (slika 8). U prilog tome govori i podatak da je nakupljanje
tumorskog supresornog proteina p53 krucijalni, rani dogadaj kod NO posredovane

apoptoze.’>76
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Slika 8. Sematski prikaz signal transdukcionih puteva NO indukovane apoptoze
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2.5. TUMORI MOZGA

2.5.1. Podela tumora prema WHO klasifikaciji

Tumori centralnog nervnog sistema se dele na:”’
Tumore neuroepitelnog tkiva

Tumore kranijalnih i spinalnih nerava
Tumore porekla meninga

HematopoetiCne neoplazme

Tumore germinativnih celija

Ciste i lezije nalik tumorima

Tumore selarne regije

Lokalne ekstenzije regionalnih tumora

© © N o o s~ wDdPE

Metastatske tumore

Tumori neuroepitelnog tkiva predstavljaju signifikantnu promenu koju obi¢no
podrazumevamo kao primarne mozdane tumore. Termin "glioma" se obi¢no koristi za sve
glijalne tumore od "low-grade" glioma do "high-grade" glioma i podrazumeva samo
tumore koji vode poreklo od astrocita. Glioblastom multiforme pripada ovoj grupi tumora
porekla astrocita i klasifikovan je kao gradus IV od ukupno Cetiri gradusa, s tim da postoje
dve varijacije:

a.) Glioblastom gigantskih ¢elija (Giant cell glioblastoma)

b.) Gliosarkom
Tumori porekla meninga mogu se podeliti u Cetiri podgrupe:

1. Tumori meningotelnih celija:

A) Meningeomi

- Meningotelni

- Fibroblasticni

- Tranzicionalni (miksni)
- Psamomatozni

- Angiomatozni
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B)

Mikrocisticni

Sekretorni

Clear cell

Hordoid
Limfoplazmacitima bogat
metaplasti¢ni

Atipi€ni meningeomi

C) Anaplasti¢ni (maligni) meningeomi

. Mezenhimni tumori (neminingotelni tumori):

A)

B)

Beningne neoplazme

Osteokartilaginozni tumori

Lipomi

Fibrozni histiocitomi

drugo

Maligne neoplazme

Hemangiopericitom

Hondrosarkom, varijitet mezenhimni hondrosarkom

Maligni fibrozni histiocitom

Rabdomiosarkom

Meningealna sarkomatoza

Drugo (veoma retko javlja se primarni mozdani sarkom koji moze biti rezultat
sarkomatozne promene ve¢ postoje€ih tumora, kao Sto su menigeomi,

glioblastomi ili oligodendrogliomi)

. Primarne melanociti¢ne lezije

Difuzna melanoza
Melanocitom
Maligni melanom primarno u CNS-u i njegova varijanta meningealna

melanomatoza

. Tumori neodredene histiogeneze

Hemangioblastom (kapilarni hemangioblastom)
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2.5.2. Mozdani tumori — klinicka slika

Najcesca klinicka slika predstavljena je progresivnim neuroloskim deficitom (68%),

obi¢no motornom slabos¢u (45%). Glavobolja kao simptom javlja se u (54%), a epilepti¢ni
napad u (26%).78-80

Klini¢ka slika kod supratentorijalnih tumora

Znaci i simptomi:

1.

Prouzrokuju poviSenje intrakranijalnog pritiska:

Zbog mas-efekta tumora i/ili edema nastalog tumorskim rastom

Zbog blokade likvorne cirkulacije (hidrocefalus), rede se javljaju kod supra-
tentorijalnih tumora osim kod bolesnika koji imaju koloidnu cistu ili kada tumor

zahvata unutrasnjost lateralnih komora

. Prouzrokuju progresivni fokalni deficit ukljuujuéi slabost i disfaziju (37-58%)

kod pacijenata sa tumorom naj¢esc¢e u levoj mozdanoj hemisferi:
Zbog destrukcije mozdanog parenhima tumorskom invazijom
Zbog kompresije mozdanog parenhima tumorskom masom i/ili peritumorskim

edemom i/ili krvarenjem

3. Glavobolja

4. Epilepti¢ni napad - nije uobi¢ajeno da bude prvi simptom mozZzdanog tumora,

posebno kod pacijenata starijih od 20 godina. Veoma retko se javlja kod tumora

zadnje lobanjske jame ili selarne regije.

5. Mentalni status menja se u pravcu depresije, letargije, apatije i konfuznosti

6. Simptomi koji lice na TIA (tranzitorni ishemijski atak) mogu biti prouzrokovani:

Okluzijom krvnih sudova tumorskim ¢éelijama

Krvarenjem u tumoru

Fokalnim epileptiCnim napadima

U specifi€nim situacijama kod pituitarnih tumora mogu biti prisutni:
Simptomi endokrine disfunkcije

Krvarenje u hipofizi

Nazolikvoreja
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Klini¢ka slika kod infratentorijalnih tumora

Epilepti¢ni napad je veoma redak za razliku od supratentorijalnih tumora:

1.

Najc¢esc¢i simptomi i znaci kod tumora zadnje lobanjske jame prouzrokovani su
povisenim intrakranijalnim pritiskom (posledica konsekutivnhog hidrocefalusa) i
ukljuCuju:

Glavobolju

Mucninu i povracanje, kao posledicu porasta intrakranijalnog pritiska ili zbog
direktne stimulacije vagusnih jedara u area postrema ("centar za povrac¢anje")
Edem papile - javlja se u 50-90% sluCajeva i €eS¢i je kod tumora Kkoji
kompromituju cirkulaciju likvora

Poremecaiji hoda/ataksija

Vrtoglavica

Diplopije koje nastaju direktnom kompresijom $estog kranijalnog nerva ili usled
porasta intrakranijalnog pritiska

Znaci i simptomi prouzokovani mas-efektom u razli€itim lokalizacijama zadnje
lobanjske jame:

Lezije u cerebelarnoj hemisferi prouzrokuju ataksiju ekstremiteta, dismetriju i
intencioni tremor

Lezije u vermisu cerebeluma dovode do pojave hoda na Sirokoj osnovi,
trunkalne ataksije i titubacije

Lezije mozdanog stabla mogu dati poremecaj viSe kranijalnih nerava i dugih
puteva i na njih se moZe posumnjati kada se pojavi nistagmus, posebno

rotacionog ili vertikalnog tipa

Fokalni neuroloski deficit povezan sa mozdanim tumorima

Javlja se kao posledica infiltracije zahvaéenog dela mozga rastom tumora i usled

destrukcije zahvacenih struktura.

Frontalni lobus: abulija, demencija, promene li¢nosti. Cesto bez lateralizacije,
dok su apraksija, hemipareza ili disfazija (kao posledica zahvacenosti

dominantne hemisfere) Cesta pojava

22



Temporalni lobus: sluSne i vidne halucinacije, déja vu fenomen, poremecaiji
pamcenja. Kontralateralna gornja kvadrantanopsija mozZe se detektovati
testiranjem vidnog polja

Parijetalni lobus: kontralateralni motorni i senzorni poremecaji, homonimna
hemianopsija. Agnozija i apraksija su Ceste kod zahvacenosti dominantne
hemisfere

Okcipitalni lobus: kontralateralni defekt u vidnom polju, aleksija - posebno kod
infiltracije korpusa kalozuma tumorom

Zadnja lobanjska jama - deficit kranijalnih nerava, ataksija (trunkalna ili

apendikularna)

Glavobolja kod mozdanih tumora

Javlja se sa ili bez poviSenog intrakranijalnog pritiska. Podjednako se javlja kod

pacijenata sa primarnim ili metastatskim tumorom. Jutarnje glavobolje opisuju se kao vise

izrazene verovatno kao posledica hipoventilacije tokom perioda sna. PogorSavaju se

kasljanjem, naprezanjem ili u 30% zbog prinudnog poloZajem glave. Povezanost

glavobolje sa muc¢ninom i povra¢anjem u 40% prisutno je zbog hiperventilacije tokom

povracanja. Navedene cCinjenice sa fokalnim neuroloskim deficitom razlikuju glavobolje

prouzrokovane mozdanim tumorom od ostalih. Glavobolje u 77% pacijenta sa mozdanim

tumorom mogu se opisati kao tenzione glavobolje, u 9% kao migrenozne glavobolje i

samo u 8% kao klasi¢ne glavobolje prouzrokovane mozdanim tumorom. Dve trecine ovih

pacijenata ima poviseni intrakranijalni pritisak.

Etilogija glavobolja uzrokovanih tumorom mozga

Glavobolje kod mozZdanih tumora javljaju se kao kombinacija sledecih faktora:

1.

Povecani intrakranijalni pritisak moze biti prouzrokovan
Tumorskim mas-efektom

Hidrocefalusom (opstruktivnim ili komunikantnim)
Tumorskim mas-efektom povezanim sa edemom mozga
Tumorskim mas-efektom povezanim sa krvarenjem

Invazijom ili kompresijom struktura koje poseduju nervne zavrSetke
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- Dura

- Krvni sudovi

- Periost

3. Sekundarni problemi sa vidom

- Diplopija kao posledica disfunkcije nerava koji kontroliSu ekstraokularne misice

a.) Direkthom kompresijom na okulomotorijus, trohlearis i abducens

b.) Ispadi abducensa kao posledica intrakranijalne hipertenzije

c.) Intranuklearna oftalmoplegija prouzrokovana infiltracijom ili kompresijom
mozdanog stabla

- TeSkoca sa fokusiranjem zbog infiltracije ili kompresije optickog nerva

4. Ekstremnom hipertenzijom prouzrokovanom poviSenim intrakranijalnim
pritiskom

5. Psihogena glavobolja - izazavana distresom zbog gubitka funkcionalnih

sposobnosti, naro€ito kod smanjenih radnih sposobnosti

Profilakti¢ka antikonvulzivna terapija kod tumora mozga
Kod pacijenata sa tumorom mozga njih 20-40% ima epilepticne napade u trenutku
kada se tumor dijagnostikuje. Kod tih pacijenta indikovano je zapocinjanje
antiepilptiCne terapije, ali je kroz brojne studije dokazano da profilaktic¢ko uvodenje
antiepileptika nije sprecilo pojavu epilepti¢nih napada koja je statisti¢ki znacajna.
PreporuCuje se da se antiepileptiCna terapija ne uvodi profilakticki kod novo-
dijagnostikovanog tumora, s tim da je posle operacije potrebno uvesti anti-

epilpticnu terapiju, Cak i ako se ne oCekuje pojava epilpticnih napada.

Hemoterapija kod mozdanih tumora
Primena hemoterapije kod mozdanih tumora najviSe zavisi od prolaska leka kroz
krvno-mozdanu barijeru. Krvno-mozZdana barijera predstavlja prepeku na putu
hemoterapeutskog leka i na taj naCin §titi tumor od njegovog uticaja. Nekada
priroda tumora pomaze leku da premosti krvno-mozdanu barijeru i to:8?
1. Neki tumori centralnog nervnog sistema mogu parcijalno da prekinu krvno-

mozdanu barijeru, posebno maligni gliomi
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2. Lipofilna jedinjenja (agensi rastvorljivi u mastima; npr. nitrozoureja) mogu lako
proc¢i krvno-mozdanu barijeru

3. Selektivna intraarterijska (intrakarotidna) injekcija prouzrokuje povecanu
lokalnu koncentraciju leka koji lakSe prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru uz
redukovanu sistemsku toksicnost

4. Krvno-mozdana barijera moze biti jatrogeno prekinuta (npr. aplikacijom
manitola) prilikom primene hemoterapeutskog leka

5. Krvno-mozdana barijera moze biti premoSc¢ena intratekalnom primenom
hematoterapeutika ili aplikacijom direktno u lateralnu mozdanu komoru.

6. Biorazgradljivi polimer (vafer) sadrzi hematoterapeutski lek koji moze biti

direktno implantiran

2.5.3. Glioblastoma multiforme (WHO Gr V)

Glioblastom multiforme je najCesci i najmaligniji primarni tumor mozga astrocitnog
porekla.®? Histoloski parametri ukazuju da neki od sledecih nalaza ukazuju na prirodu i
poreklo tumora:

- pojava gemistocitiCnih astrocita

- Neovaskularizacija sa endotelnom proliferacijom

- Polja nekroze

- Pseudopalisadi sa okolnim poljima nekroze
Infratentorijalni glioblastom multiforme veoma je redak i predstavija subarahnoidnu
diseminaciju supratentorijalnog tumora. Glijalni fibrilarni kiselinski protein (GFAP) je
imunopozitivan kod svih astrocitoma.

Gliomi mogu imati cistichu centralnu nekrozu, ali mogu posedovati i cisticnu
komponentu bez polja nekroze. Sadrzaj ciste razlikuje se od cerebrospinalne te¢nosti
(likvora) i obi¢no je ksantohroman. Cisticna komponenta javlja je kod glioblastoma
multiforme, ali je naj¢es¢a karakteristika pilociticnog astrocitoma. Astrocitomi su najcescée
lokalizovani u beloj masi (centrum semiovale) i prate puteve bele mase tokom svog
Sirenja. Kalcifikacije i ciste javljaju se kod 10-20% svih anaplasti¢nih astrocitoma.
Radiolo$ka prezentacija glioblastoma na CT-u i MRI veoma je tipi¢na i prepoznatljiva. Na
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CT-u uocCava se jasna kruzna ograni¢enost od okolnih struktura, gde se centralna nekroza
ispoljava smanjenim denzitetom. Takode, poznato je da van takozvanog prstena

tumorske Celije se mogu naci i na udaljenosti od nekoliko santimetara.

Slika 10. Frontalni glioblastom multiforme na sagitalnoj MR endokranijuma
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Slika 11. Frontalni glioblastom multiforme na koronarnoj MR endokranijuma

Manje od 10% recidivantnih glioblastoma javlja se na udaljenom mestu od
primarne lokalizacije. Gliomi se Sire u sledec¢im pravcima:
1. Sirenjem kroz belu masu
a.) Korpus kalozum — Sirenjem iz tela korpusa kalozuma nastaju bilateralni
frontalni glioblastomi poznati kao "butterfly" gliomi — gliomi oblika leptira, a
Sirenjem iz splenijuma korpusa kalozuma zahvacena su oba parijetalna
lobusa tumorom
b.) Cerebralni pedunkul — zahvacene sredisSnje strukture
c.) Kapsula interna
d.) Fasciculus uncinatus
e.) Intertalami¢ni pripoj obuhvata bilateralne talami¢ne gliome
2. Putem cerebrospinalne teCnosti - 10-25% glioma S$iri se meningealnim i

transventrikularnim tipom Sirenja
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Slika 12. Glioblastom multiforme na aksijalnoj ravni CT endokranijuma

Gliomi se veoma retko Sire sistemski. Multiple gliomatozne mase mogu se videti u

nekoliko situacija:

1. Konvecionalni glioblastom koji se Siri na neki od navedenih nacina

2. Gliomatoza mozga - predstavlja difuzni, infiltrativni astrocitom koji invadira celu
mozdanu hemisferu i mozdano stablo

3. Meningealna gliomatoza - nastaje diseminacijom glioma putem likvora), sli¢no
kao i karcinomatoza meningi. Javlja se kod 20% pacijenata sa glioblastomom
i tada se vida u formi kranijalne neuropatije, radikulopatije, mijelopatije,
demencije i/ili komunikatnog hidrocefalusa

4. Multipli primarni gliomi se javljaju rede i to u 2-20% i tada su udruzZeni sa
neurofibromatozom i tuberoznom sklerozom, a rede sa multiplom skelerozom

i progresivnom multifokalnom leukoencefalopatijom

Kod multiplih glioma nije indikovano operativno le€enje i intersticijalno zraenje,

ve¢ iradijacija celog mozga i konkomitantna hemoterapija.
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Slika 13. Glioblastom multiforme na aksijalnoj ravni MR endokranijuma.

Terapija kod Glioblastoma multiforme gr IV

Citoreduktivna hirurgija ili maksimalna resekcija tumora sa zraénom terapijom od 40 Gy
celog mozga i 15-20 Gy lezista tumora je standardna uz primenu adjuvantne
hemoterapije.®® Ekstenzivnost operacije, kao i volumen rezidualnog tumora, pokazali su
se kao signifikantan faktor kada je u pitanju tumorska progresija i srednje vreme
prezivljavanja. Jedna od najvaznijih stvari u terapiji glioblastoma je duzina prezivljavanja
posle primene kombinovane terapije. Takode je bitno da se kod starijih pacijenata od 65
godina proceni $ta je najsvrsishodnije naciniti, jer su brojne studije pokazale da je posle
biopsije tumora i onkoloSke terapije srednje vreme preZivljavanja svega 17 nedelja, u
odnosu na 30 nedelja ukoliko se nacini radikalna hirurSka intervencija i primeni onkoloSka
terapija. Parcijalna resekcija glioblastoma nosi znaCajan rizik od postoperativhog
krvarenja i/ili edema koji moze prouzrokovati hernijaciju mozga. Na osnhovu svega
iznetog, pozeljno je naciniti maksimalnu redukciju tumora kada je to god moguce.

Pacijenti koji nisu kandidati za operativno leCenje su:

1. Glioblastom sa ekstenzivnom infiltracijom dominante hemisfere
2. Lezije sa bilateralnom progresijom (veliki butterfly gliomi)
3. Pacijenti u poodmaklom zivotnom dobu

4. Pacijenti sa niskim Karnofski skorom
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Slika 14. Glioblastom multiforme — patoloski preparat.
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Slika 15. Histoloska grada glioblastoma multiforme

Radioterapija kod pacijenata sa glioblastomom multiforme

UobiCajena doza radioterapije kod malignih glioma je 50-60 Gy. Kada primenimo
zraCenje celog mozga, u poredenju na primenjenu terapiju na samo leziSte tumora, nema
velike razlike u preZzivljavanju, ali su kod fokalne iradijacije znatno redukovani nepovoljni
efekti zraCenja. Moze se primeniti i brahiterapija koja nije pokazala signifikantnu razliku u

odnosu na klasi¢nu zra¢nu terapiju.®*

Hemoterapija kod pacijenta sa glioblastomom multiforme

Terapija koja se danas koristi nije u znacCajnijoj meri povecala duzinu prezivljavanja, ali
vazeci modaliteti primene su da se daje pre, uporedo ili posle radioterapije, ali u svakom
slu€aju posle operativhog zahvata. NajCeSce se koriste Carmustine (BCNU), u dozi
110mg/m? u trajanju od 6 nedelje i Lomistine (CCNU), u dozi od 100 mg/m? prvog dana
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terapije kao primarna hemoterapeutska sredstva. Poslednjih nekoliko godina pocela je
primena Temozolomida (Temodal) kod novootkrivenih glioblastoma multiforme, kao i kod
recidiva nakon operacije i to u dozi od 150 mg/m? u trajanju od 5 dana i takvi ciklusi se
ponavljaju svakih 28 dana.®
Reoperacije recidiva glioblastoma multiforme izvode se kod pacijenata mladeg Zivotnog
doba, koji su u dobroj kondiciji, sa visokim Karnofski skorom. Sama reoperacija nosi rizik
od poviSenog morbiditeta od 5-18%, rizik od infekcije do 3 puta veci u odnosu na prvobitnu
operaciju, a nije redak slucaj da se pojavi i dehiscencija operativne rane.

Prezivljavanje pacijenata leCenih zbog glioblastoma multiforme moze se izraziti

kroz tri statistiCki nezavisna faktora koji utiCu na duzinu Zivota:

1. kod pacijenata mladih od 40 godina prosecno prezivljavanje od 18 meseci se
postize kod 50% pacijenta, kod pacijenata izmedu 40-60 godina iznosi 20%, a
kod pacijenta starijih od 60 godina samo 10%

2. Histoloska verifikacija tumora upucuje na prosecno preZivljavanje od 36 meseci
kod anaplastic¢nih astrocitoma i kod glioblastoma multiforme od 10 meseci

3. preoperativni Karnofski skor odreduje prosecno prezivljavanje od 18 meseci u
34% slu€ajeva ako je Karnofski skor bio iznad 70, dok isti period prezivljavanja
ima samo 13% pacijenata ukoliko im je skor bio manji od 60. Uz svu poznatu
terapiju koju je danas moguce primeniti i ukoliko je preoperativni Karnofski skor
veci od 70, samo 7.6% pacijenata prezivi 5 godina, a ako je Karnofski manji od

60, prezivljavanje od 5 godina je prisutno samo kod 3.2% pacijenata.

2.5.4. Meningeomi

Meningeomi rastu sporo, najceSce su benignih histopatoloskih karakteristika,
ekstra-aksijalne lokalizacije i poti¢u od ¢elija arahnoideje (ne sa dure). Obi¢no je moguce
odstraniti ih u potpunosti. Najcesce lokalizacije su na falksu, konveksitetu ili sfenoidalnoj
kosti. U nekim sluCajevima izazivaju hiperostozu koja se nalazi iznad pripoja, dok su

kalcifikacije vrlo ¢est nalaz. U histoloSkom nalazu dominiraju psamomatozna tela.¢
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Gde god ima arahnoidnih ¢éelija (izmedu mozga i baze lobanje, izmedu mozdanih
komora i duz spinalnog stuba) moguce je naci pripoj meningeoma. Ove neoplazme
obi¢no sporo rastu, imaju cirkumskriptni oblik i ne invadiraju okolne strukture. HistoloSki
maligni tipovi imaju incidencu od 1.7% i tada im je rast veoma brz. Kod neurofibromatoze
mogu se uociti multipli meningeomi i to u 8% slu€ajeva. Poseban entitet su en plaque

meningeomi koji se prostiru na velikoj povrsini.

Epidemiologija meningeoma

Prema dosadasnjim istrazivanjima, kod svih autopsija pacijenata starih preko 60 godina,
menigeomi su pronadeni u 3% nalaza. Od svih primarnih intrakranijalnih neoplazmi na
meningeome otpada 14.3-19%. Vrh incidence javljanja je 45 godina Zivota, a odnos Zena
i musSkaraca je 1.8:1. U decijem uzrastu javljaju se u 1.5% u periodu od 10 do 20 godine.
19-24% meningeoma adolescentnog perioda javlja se kod pacijenata kod kojih je

potvrdena neurofibromatoza tip 1 (Mb Von Recklinghausen).

Lokalizacija meningeoma

Najcesce lokalizacije tumora su parasagitalna 20.8%, konveksitetna 15.2%, tuberkulum
sele 12.8%, sfenoidalni greben 11.9%, olfaktorna 9.8%, falksna 8%, lateralna komora
4.2%, tentorijum 3.6%, srednja mozZdana jama 3%, orbita 1.2%, spinalna 1.2%, u
Silvijevoj fisuri 0.3%, ekstrakalvarijalna 0.3% i multipla 0.9%. Ostale lokalizacije ukljuuju
pontocerebelarni ugao, klivus i foramen magnum.®’
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Slika 16. NajCesc¢e lokalizacije meningeoma
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Kod dece meningeomi su u 28% slu€ajeva intraventrikularni, a nije redak slu¢aj da budu

i u zadnjoj lobanjskoj jami.

1. Meningeomi sa pripojem na krilima sfenoidalne kosti (sfenoidni greben)

- Pripoj na lateralnom krilu sfenoidne kosti (pterionalno) — njih je lako odstraniti i
ponas$aju se kao konveksitetni meningeomi

- Sredi$niji pripoj (alarni tip)
Pripoj na klinoidu: imaju tendenciju da obuhvate unutrasnju karotidnu arteriju i
srednju mozdanu arteriju, kao i kranijalne nerve u regiji gornje orbitalne fisure i
optiCki nerv. Mogu da komprimuju mozdano stablo. Nekada ih nije moguce
odstraniti u potpunosti.

2. Parasagitalni i falks meningeomi (dele se na osnovu invazije gornjeg sagitalnog
sinusa)

- Prednji - pripoj na falksu od etmoidne kosti do koronalne suture. Ima ih 33% i
obi¢no se manifestuju sa glavoboljom i promenama u mentalnom statusu

- Srednji - pripoj na falksu od koronarne do lamboidne suture. Ima ih 50% i obi¢no
se manifestuju Jacksonovim napadima i progresivnhom monoplegijom

- Zadniji - pripoj na falksu od lamboidne suture do torkulara Herophili. Ima ih 20% i
obi¢no se manifestuju sa glavoboljom, problemima sa vidom, fokalnim epilepti¢nim
napadima ili promenama u mentalnom statusu.
Parasagitalni meningeomi mogu se inicijalno manifestovati kontralateralnom

slabosc¢u noge.
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Slika 19. Parijetalni meningeom prikazan na sagitalnoj MR endokranijuma
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3. Olfaktorni meningeomi (mogu biti jako veliki, a pritom asimptomatski) mogu se
manifestovati :

- Foster—Kenedijevim sindromom (anosmija, ipsilateralna opti¢ka atrofija, kontra-
lateralni edem papile)

- Promenama u mentalnom statusu - kompresija ¢eonih reznjeva (apatija, abulija)

- Urinarnom inkontinencijom

- Posteriorno postavljene lezije mogu komprimovati optiCki aparat i prouzrokovati
smetnje sa vidom

- Epilptiénim napadima

Slika 20. Olfaktorni meningeom prikazan na MR endokranijuma u sve tri ravni

4. Tuberkulum sele meningeomi
Pripoj ovih tumora je 2 cm posteriorno u odnosu na pripoj olfaktornih meningeoma.
Ovi tumori su odgovorni za gubitak vida.

5. Foramen magnum meningeomi
Kao i druge lezije foramena magnuma mogu uneti konfuziju zbog nespecifi¢nih
neuroloskih simptoma i znakova. Prema pripoju na foramenu magnumu

razlikujemo: prednje 31%, lateralne 56% i zadnje u 13%. Vecina ih je intraduralna,
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ali mogu biti ekstraduralni ili kombinovani. Teski su za totalnu resekciju, a posebno

Sto mogu anglobirati vertebralnu arteriju sa obe strane.

Histopatoloska klasifikacija meningeoma
Mikroskopski posmatrano, meningeomi imaju veoma raznovrsnu histoloSku gradu na
osnovu koje ih mozZzemo razvrstati u nekoliko histoloSkih podtipova bez prognosti¢kog
znacaja:

- Meningotelni

- Fibrozni (fibroblasti¢ni)

- Tranzicioni

- Angioblasticni

- Atipi€ni meningeomi

- Maligni meningeomi
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Slika 21. HistoloSka grada meingeoma

Ekstremno retko meningeomi stvaraju metastaze van centralnog nervnog sistema.
Vecinu tih metastaza poti¢e od angioblasti¢nih ili malignih meningeoma, a pluca, jetra,
limfni Evorovi i srce su najceS¢a mesta Sirenja.

Da bi dijagnostikovali meningeom, potrebno je naciniti CT ili MRI endokranijuma,
a potom i angiografiju krvnih sudova mozga. Nekada je moguce postaviti taCnu dijagnozu
ve¢ nakon rendgenskog snimka zbog €estih tumorskih kalcifikacija i/ili hiperostoza kosti

ispod koje je pripoj menningeoma.
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Slika 22. Prikaz histoloSke grade razliCitih tipova meningeoma

Terapija meningeoma

1. Hiru8ki tretman je tretman izbora kod simptomatskih meningeoma. Zbog svoje
bogate vaskularizacije mora se voditi raCuna o nadoknadi krvi.

2. Zracna terapija se ne koristi uobi¢ajeno i njena efiksnost u spre€avanju recidiva
je diskutabilna. Kod malignih meningeoma koji se pona$aju invazivno, kod
dobro vaskularizovanih lezija, kod onih koji brzo recidiviraju i kod kojih nije bilo
moguce ih odstraniti u potpunosti, indikovano je primeniti zra¢nu terapiju.

3. Petogodi$nje prezivljavanje pacijenata operisanih od meningeoma je 91.3%.78

Slika 23. Angiografski prikaz vaskularizacije meningeoma pre i posle operacije
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Recidivantni meningeomi
Radikalnost hirurS8kog odstranjivanja meningeoma je glavni prognosticki faktor u
prevenciji pojave recidiva. Simpsonova skala od 5 gradusa resekcije meningeoma nam
pomaze u predvidanju nastanka recidiva.
- Gradus |: makroskopski kompletna resekcija tumora sa ekcizijom duralnog
pripoja i zahvacene kosti (uklju€uje i resekciju sinusa ukoliko je zahvacen)
- Gradus II: makroskopsko kompletna resekcija sa endotermi¢kom koagulacijom
duralnog pripoja meningeoma
- Gradus lll: makroskopski kompletno odstranjivanje tumora bez resekcije
koagulisanog duralnog pripoja ili ekstraduralne ekstenzije i zahvacene kosti
- Gradus IV: Parcijalna resekcija tumora i ostavljanje dela tumora na postojeceoj
lokalizaciji
- Gradus V: Jednostavna dekompresija (biopsija)
Recidiv meningeoma kod totalne resekcije tumora javlja se u 11-15% slu€ajeva, a
u 29% posle parcijalne resekcije. PetogodisSnja incidenca recidiva kre¢e se od 37-85%
posle parcijalne resekcije. Maligni meningeoma imaju o¢ekivano mnogo vecu incidencu
recidiva.
Nakon primene zraCne terapije pojava recidiva varira od svega 4% posle totalne

resekcije meningeoma do 32% posle parcijalne resekcije tumora.

2.6. REDOKS USLOVI U TUMORIMA MOZGA

2.6.1. I1zvori ROS i RNS u glioblastomu i meningeomu i impakt na eritrocite

Generalna karakteristika tumorskih Celija je pove¢ana produkcija H202 i NO, gde
naravno razli€iti tipovi tumora pokazuju svoje specifi€nosti. Zato je vazno prvo ukazati na
izvore ROS i RNS u tumorima mozga, pre svega Glioblastoma multiforme i meningeoma.

Vedi broj studija je postulirao zna€ajno poveéanu aktivnost COX (ciklooksigenaze,
postoje 3 izoforme) u tumorima mozga. COX su enzimi koji su uklju¢en u transformaciju

arahidonske kiseline, a Cija aktivnost kao sporedni proizvod daje Oz. Kod glioma je
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visoka ekspresija COX povezana sa loSom klinickom prognozom.8:8° Ekspresija COX je
znacajno veca u tkivu glioma sa visokim gradusom u odnosu na gliome niskog gradusa,®®
a posebno je izraZzena kod Glioblastoma multiforme.8® Jedna nedavno objavljena studija
je pokazala da se radiosenzitivhost cCelija glioblastoma moze povecati selektivnom
inhibicijom COX-2.°1 Vazno je napomenuti da je ekspresija COX (konkretno COX-2)
regulisana od strane transkripcionog faktora NF-kB, za koga je pokazano da je veoma
vaZzan za proliferaciju i prezivljavanje ¢elija glioblastoma.®? Kod meningeoma su utvrdeni
slicni nalazi. Povecana ekspresija COX-2 pretstavlja univerzalnu karakteristiku
meningeoma. SpecifiCna inhibicija ovog enzima u kultivisanim c¢elijama humanog
meningeoma indukuje usporavanje rasta i apopoptozu.®® Takode je utvrdeno da nivo
ekspresije COX-2 raste sa razvojem agresivnog fenotipa meningeoma: benigni < atipi¢ni
< maligni.®* COX se ve¢ duze vreme ispituje kao target za terapiju oba tumora mozga koji
su ovde od interesa. Iz svega prethodno navedenog, nije potrebno posebno isticati da
povecana COX aktivnost predstavlja osnovu za povecéanu produkciju H202 u tumorskom
tkivu. Visoka produkcija H202 u ¢elijama Glioblastoma multiforme se jasno oslikava u vidu
drasticno povec¢anog nivoa GSSG i smanjenog GSH/GSSG odnosa u poredenju sa
normalnim glijalnim c¢elijama.®® Takode nivo oksidacije proteina u Glioblastomu
multiforme i meningeomu je znac¢ajno povec¢ana u odnosu na normalno refrentno tkivo.%

Drugi izvor ROS u tumorskom tkivu najverovatnije predstavljaju mitohondrije. Osim
ubrzanog metabolizma, karakteristicnog za ¢éelije koje brzo proliferuju, i koje znacajna
koli€ine energije koriste u pripremi za deobe, a koji podrazumeva povisenu aktivnost
mitohondrija i time veéu osnovnu produkciju ROS u njima, postoje i drugi specifi¢ni
mehanizmi. Pre svega, maligni gliomi pokazuju drasticho uveéan broj kopija
mitohondrijalne DNK (mtDNK), $to ukazuje na povecan broj ovih organela.®” Utvrdeno je
da celije glioblastoma pokazuju mutacije na mtDNK, Sto C&ini njihove mitohondrije
disfunkcionalnim, jer mtDNK nosi zapis za subjedinice skoro svih kompleksa uklju€enih u
transport elektrona u okviru oksidativne fosforilacije.®® Greske u transportu elektrona u
mitohondrijama lako mogu da povecaju produkciju ROS.3%¢ Izgleda da produkcija H202 u
mitohondrijama igra esencijalnu ulogu u definisanju agresivnosti glioblastomskih celija,
§to je postulirano i u slu¢aju drugih tipova kancera.®® Jedno istraZivanje je u odstranjenim

glioblastomima odredilo aktivnost Mn SOD i povezalo je sa srednjim vremenom
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prezivljavanja nakon neurohirur§kog zahvata.'®© Uoc¢eno je da su pacijenti sa manjom
koliCinom Mn SOD imaju duzi period prezivljavanja u odnosu na pacijente Cije se
tumorsko tkivo karakteriSe visokim sadrzajem Mn SOD. Povecana ekspresija Mn SOD
ukazuje na povecanu produkciju ROS u mitohondrijama. Inace glioblastomi sa visokim
sadrzajem Mn SOD se takode pokazivali neaktivnost tumor supresora p53.1%° Vazno je
rec¢i da se zbog disfunkcionalnosti mitohondrija, celije glioblastoma u velikoj meri oslanjaju
na glikolizu za produkciju ATP-a.%¢ Kod meningeoma je uocena znacajno povecana
mitohondrijalna aktivhost u odnosu na normalno tkivo, ali je ova aktivnost i prateci nivo
ATP-a nizi u odnosu na glioblastom.®® Produkcija ROS u mitohondrijama moze biti
promovisana i kroz jo$ jedan dosta zanimljiv mehanizam. Naime, celije glioblastoma
pokazuju aktivnost Poli (ADP-Ribozo) Polimeraze 1 (PARP-1), koja je odsutna u
normalnom tkivu CNS. Rezultati jedne studije su bili toliko uverljivi, da je postulirano da
imunohistohemijsko bojenje na PARP1 moze da se Kkoristi za prepoznavanje
glioblastomskih c¢elija.1%? PARP1 je enzim koji popravlja oStec¢enja na DNK i neophodan
je za prezivljavanje tumorskih celija, i kao takav predstavlja potencijalni terapeutski
target.1°2 Medutim ono $to je ovde vazno, a vezano je za PARP1, je Cinjenica da ovaj
enzim kao svoj supstrat koristi Nikotinamid Adenin Dinukleotid (NADH). Velika potroSnja
NADH, usled nestabilosti tumroske DNK, dovodi do smanjenja odnosa izmedu
redukovane i oksidovane forme — NADH/NAD®, a pad u ovom odnosu je jedan od najjacih
stimulusa za produkciju ROS u mitohondrijama.®

Jedan od faktora na kojima je zasnovan bioloski "uspeh" glioma je i supresovanje
imunog odgovora, koji bi trebao da se bori protiv transformisanih ¢elija.1°*1% Na primer,
u histopatoloskim preparatima tkiva glioma se mozZe uociti veoma mali broj T limfocita.
Jedan od mehanizama koji ¢elije tumora mogu koristitu u imunosupresiji predstavlja i
emisija H202. Poznato je da T limfociti poseduju tiolne "prekidace” na svojoj povrsini, Cija
oksidacija dovodi do inhibicije aktivnosti T limfocita, a u krajnjoj liniji i do apoptoze.1%¢
Dakle za obavljanje svoje funkcije T limfociti zahtevaju redukovanu sredinu, protiv ¢ega
se tumorske ¢elije "bore".

Povecana ekspresija NOS i produkcija NO u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo
CNS je pokazana u nizu studija, i ¢ak je implicirana korelacija izmedu NOS ekspresije i

stepena maligniteta.°”1% Pokazano je da je u gliomima povecana ekspresija nNOS, i da
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je ovo povecanje posebno izrazeno u tumorima visokog gradusa. U nekim sluCajevima
bila je prisutna i ekspresija INOS. Za meningeome je karakteristicna povecana ekspresija
eNOS u endotelijalnim ¢elijama tumorske vaskulature.l®® Jedno istrazivanje je dalo
intersantan nalaz gde je kod obolelih od glioblastoma doslo do zna€ajnog porasta CAT
aktivnosti samo 7 dana nakon operacije. CAT aktivnost je postala vec¢a u odnosu na
kontrolne vrednosti.'19 Ovaj period je previSe kratak da bi doslo da promene u populaciji
eritrocita kroz eritropoezu, i jasno ukazuje na prisustvo oksidativnog pritiska pre hirurskog
zahvata (ima viSe CAT), kao i na deinhibiciju nakon uklanjanja tumora (ima manje NO,
koji je CAT inhibitor®®). Konacno, uslovi u kojima je poveéana produkcija Oz s jedne
strane, i NO s druge, pogoduju nastanku njihovog proizvoda — ONOO". U vezi sa ovim,
pokazano je da u tkivu glioblastoma postoji poviden nivo nitrovanog tirozina, koji je derivat
ONOO.1 Povecan nivo ONOO- dereguliSe transkripcionu aktivnost p53 u celijama
glioma.'? Ne postoje podaci o produkciji ONOO" u menigneomu.

Pro-oksidativni uslovi u tumorskom tkivu se mogu reflektovati na cirkulaciju,
odnosno na AOS u krvi, ¢iji su enzimi u najvec¢oj meri smesteni u eritrocitima.3113114 Osim
emisije ROS i RNS, i to pre svega onih stabilnijih vrsta i onih koje mogu da produ celijsku
membranu (H202 i NO), tumorska masa moZe da uti€e na redoks stanje u krvi i na druge
nacine.11>116 Na primer, u i oko tumorske mase moze doci do ishemije/reperfuzije, $to je
veoma dobro poznat mehanizam za indukciju ksantin oksidazne produkcije O2.117 Iz
tumorskog i okolnog ostec¢enog tkiva mogu u cirkulaciju da "cure" redoks aktivni metali
(npr. gvozde) i oksidovani lipidi, koji takode mogu uticati na redoks milje u krvi.11°

Veoma mali broj studija se bavio efektima tumora mozga na AOS eritrocita. Rao i
saradnici su pokazali zna¢ajno smanjenu SOD i GR aktivnost u eritrocitima obolelih od
menigeoma (n = 28) u odnosu na kontrole (n = 48).11> CAT je bila niza u meningeomu,
ali ne statisticki signifikantno, dok GSH-Px nije pokazala nikakvu razliku u odnosu na
kontrolne vrednosti. GR aktivnost je bila niza u eritrocitima obolelih od gliomima u odnosu
na meningeome. Nisu uocene znacajne razlike izmedu malignih i benignih tumora mozga
ni za jedan AOS enzim u eritrocitima. Ova studija se nije posebno bavila glioblastomom,
i bilo je uklju¢eno samo 5 pacijenata sa ovim tipom tumora.® Wozniak i kolege su nasli
povecan nivo proizvoda lipidne peroksidacije u serumu, i pove¢anu SOD aktivnost u

eritrocitima obolelih od glioblastoma (n = 9) u odnosu na zdrave kontrole (n = 20).
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Aktivnost CAT se nije razlikovala.''® Aggarwal et al. su utvrdili da je SOD i GR aktivnost
u eritrocitima manja kod obolelih od tumora mozga u odnosu na kontrole, medutim
aktivnosti se nisu razlikovale za maligne i benigne tumore.'® Jedna novija studija na
malom broju pacijenata obolelih od glioma (n = 21) i meningeoma (n = 14) je pokazala da
u je u serumu aktivnost CAT i GSH-Px znacajno veéa u odnsou na serume zdravih
kontrola.''® Medutim problem sa ovom studijom leZi u tome §to se aktivnost ovih enzima
mora odredivati u eritrocitima, a ne u serumu, koji ima znacajno (nekoliko redova veli€ine)
manje AOS enzima u odnosu na eritrocite, a nivo CAT je tako nizak, da se dovodi u
pitanje da li ona i postoji u serumu pod fizioloskim uslovima.'?° Izgleda da je ono $to su
autori nasli u stvari pove¢ano curenje ovih enzima u serum zbog oStecenosti tkiva (u
okolini tumora ili same tumorske mase) ili eritrocita (usled izloZenosti oksidativnom stresu
tokom prolaska kroz tumorsku masu). Konacno, zanimljivo istrazivanje izvedeno na
krvnim sudovima izolovanim iz tumorske mase meningeoma i glioma je pokazalo
znacajno nizu SOD aktivnost za meningeom, medutim ovo nije stavljeno u kontekst
oksidativnog pritiska na endotelijum, ve¢ je objasnjeno endotelijalnom proliferacijom i

strukturnim promenama koje su bile viSe izrazene kod glioma.?*

2.6.2. AOS u glioblastomu i meningeomu

U literaturi je dostupno malo podataka o AOS sistemima u glioblastomu i
meningeomu. Postoje znacajne razlike medu podacima dobijenim u razli€itim studijama,
Sto se moze objasniti generalno malim brojem uzoraka, kao i razli€itim pristupima u
prikupljanju istih (npr. definisanje grupa, razli¢iti gradusi, itd).

Pu i kolege su nasle da je SOD aktivnost u tkivu menigeoma (broj pacijenata - n =
26) i astrocitoma (n = 18) manja u odnosu na normalno mozdano tkivo. SOD aktivnost u
astrocitomu visokog gradusa (n = 10) je bila manja u odnosu na meningeom.?> CAT
aktivnost je bila nekoliko puta veca u tumorskom tkivu (i u meningeomu i u astrocitomu)
u odnosu na normalno tkivo. Meningeom je pokazao znacajno ve¢u GSH-Px aktivnost i
u odnosu na normalno tkivo i u odnosu na astrocitom, u kome se GSH-Px aktivnost nije
razlikovala u odnosu na kontrolne vrednosti.’?> Ovakav profil za Glioblastom multiforme

(CAT povecéana, GH-Px neizmenjena u odnosu na zdravo tkivo) je uoCen u radu Del
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Maestro et al.,*?® dok su za ovaj isti tip tumora Atukeren i kolege uodili manju SOD
aktivnost u odnosu na kontrolno mozdano tkivo.?* Zengin i saradnici su poredili AOS
sisteme astrocitoma (n = 16), meningeoma (n = 14) i peritumoralnog tkiva (kontrole). Za
oba tipa tumora uoc€ena je smanjena SOD i GR aktivnostu odnosu na kontrolne vrednosti.
Koncentracija GSH je bio manja, a nivo lipidne peroksidacije veci u tumorskom tkivu.
Lipidna peroksidacija je bila viSe izrazena kod astrocitoma u odnosu na meningeom.12°
Tanriverdi et al. su uporedili GSH sistem u Glioblastomu multiforme (n = 26),
menigeomu (n = 22) i normalnom mozdanom tkiva. Aktivnost GSH-Px i GR je bila oko 2
puta niza u tumorima u odnosu na kontrole. Glioblastom je u odnosu na meningeom
pokazao nesto nize vrednosti za aktivhost oba enzima.% Celije glioblastoma
pokazuju GST aktivnost koja je slicha normalnoj,'?6127 dok je nivo GSH manji u
glioblastomu u odnosu na normalno tkivo.®®128 Uz pojacanu oksidaciju, potencijalni uzrok
smanjenja nivoa GSH u glioblastomu je uklju€enje cisteina, koji je jedana od tri amino
kiseline koje su neophodne za sintezu GSH, u metaboliCki put specifiCan za celije
glioblastoma. Naime, celije glioblastoma pokazuju poja¢anu ekspresiju enzima cistein
dioksigenaze 1, koja katalizuje reakciju cisteina i molekulskog kiseonika pri Eemu nastaje
cisteinska sulfini¢na kiselina (Cys-SO2H). Ovaj metabolit je ukljuen u nastanak i rast
tumorskih ¢éelija agresivnog profila.1?® Ovo ipak ne znaci da je za glioblastom GSH sistem
nevazan. Jedna studija je na ¢elijama Glioblastoma multiforme pokazala da inhibicija
GSH-Px dovodi do ¢éelijske smrti i poveéane senzitivnosti na oksidativni stres.®® U odnosu
na glioblastom, AOS meningeoma se mnogo viSe oslanja na GSH sistem, na $ta ukazuje
¢injenica da je GST aktivnost u tkivu meningeoma 2-3 puta veéa u odnosu na fizioloSko
mozdano tkivo,'?¢ dok je GSH-Px aktivnost veéa u meningeomu u odnosu na gliome.*?2
Zanimljivo je napomenuti da celije glioblastoma imaju sposobnost da veoma efikasno
odgovore na egzogeni oksidativni pritisak, tako $to povecaju nivo ekspresije AOS enzima
i do nekoliko puta u odnosu na referentne netransformisane celije, kao odgovor na

ekspoziciju radijaciji.*3°
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Il CILJ ISTRAZIVANJA

Polazeci od teorijske pretpostavke ovo istrazivanje ima za cilj da utvrdi:

Da se utvrde promene u aktivnosti enzima antioksidativhe zastite u erirocitima i
plazmi:

a. pacijenata sa glioblastomom u odnosu na zdrave ispitanike

b. pacijenata sa meningeomom u odnosu na zdrave ispitanike
Da se utvrde promene u aktivnosti enzima antioksidativne zastite u eritocitima i
plazmi pacijenata sa glioblastomom u odnosu na pacijente sa meningeomom.
Da se utvrde promene u aktivhosti enzima antioksidativnhe zastite u tkivu
glioblastoma u odnosu na tkivo meningeoma.
Da se uporedi aktivnost antioksidativnhog enzimskog zastitnog sistema u krvi i tkivu

pacijenata obolelih od glioblastoma i meningeoma.
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IV MATERIJAL | METODE

Ovo prospektivno istrazivanje obavljeno je u period od 2004. do 2009. godine na Institutu
za neurohirurgiju Klinickog centra Srbije i Institutu za klinicku farmakologiju, farmakologiju

i toksikologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu

4.1. Ispitivane grupe

U ovom istrazivanju analizirani su uzorci periferne venske krvi i tumorskog tkiva
glioblastoma ili meningeoma 134 ispitanika oba pola, starosti od 18 do 70 godina. Na
osnovu precizno postavljene dijagnoze (CT ili MRI i histopatoloSke analize tkiva) ispitanici

su bili podeljeni u dve istrazivane grupe operisanih pacijenata:

| grupa — oboleli od malignog tumora mozga — glioblastoma (n = 67)

Il grupa — oboleli od benignog tumora mozga — meningeoma (n = 67)

Kontrolnu grupu je cCinilo 30 zdravih ispitanika, adekvatnog uzrasta i pola,
nepusaca koji u poslednjih 6 meseci nisu uzimali vitamine, dodatke u ishrani ili lekove sa

antioksidantnim dejstvom.

4.2. 1zbor u€esnika ispitivanja

Odabir pacijenata izvrSen je na Institutu za neurohirurgiju Klinickog centra Srbije
na osnovu:

Kriterijuma za uklju€ivanje u ispitivanje:
e postavljene dijagnoze (CT ili MRI i histopatoloSke analize tkiva)
Kriterijuma za neukljuCivanje u ispitivanje:

e hroni¢na oboljenja koja mogu poremetiti redoks ravnotezu,

e virusna infekcija,
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e terapija lekovima sa antioksidantnim dejstvom
e kontinuirana suplementacija vitaminima

e puSenje.
Tip operativnog le€enja Glioblastoma multiforme | meningeoma

e makroskopski totalna resekcija tumora
e subtotalna resekcija tumora

e biopsija tumora

4.3. Neurohirurske procedure

Kod svih pacijenata sa dijagnostikovanim Glioblastomom multiforme lociranih u
predelu centralnog sulkusa, koji su predhodno snimljeni na nuklearnoj magnetnoj
rezonanaci (MRI) nacinjena je operativna resekcija tumora. Pored potvrde postojanja
tumora u i oko motorne zone ispred centralnog sulkusa, registrovano je i postojanje
atrofiCnih promena mozdanog parenhima i ozZiljine promene posle cerebrovaskularnog
insulta. U cilju postizanja jasne preoperativnhe orijentacije, a naroCito u slu€ajevima
prisutnog infiltrativnog rasta tumora, bez postojanja vidljive granice tumora prema
okolnom mozgu, izvrSili smo merenje rastojanja centralnog sulkusa ( najduzi sulkus na
visokim parijetalnim presecima) u odnosu na koronarnu suturu na snimcima MRI, na
oshovu kojih je postavljena dijagnoza i planirana operacija.

Svi pacijenti su operisani u op$toj anesteziji, koriS¢na je opSta intravenska
anestezija, bez dodavanja isparljivih anestetika. Za indukciju anestezije koris¢eni su u
bolusu propofol (1-2 mg/kg) i fentanil (5-10 ug/kg). Anestezija je odrZzavana kontinuiranom
administracijom propofola (75-125ug/kg). Intraoperativna analgezija je postignuta
remifentanilom (0,25 pg/kg/min). Neuromuskularni blokatori su koriS¢eni jedino pri
intubaciji (rocuronium 0.3-0.4 mg/kg ili mivacurium 0.2mg/kg), ali ne tokom same
operacije (neuromuskularna blokada je bila efektivna samo 15-25 minuta tokom
intubacije).

Planiranje kraniotomije se zasnivalno na topografskim orijentirima lobanje i

rezultatima neuroradioloSke dijagnostike, radi identifikacije koronarne suture, i
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preoperativnoj proceni udaljenosti centralnog sulkusa od nje na osnovu snimka NMR.
ProfilaktiCki je preoperativno svakom pacijentu ordiniran antibiotik (Nilacef 2 g na 12h),
Dexametason u pojedinacnoj dozi od 8mg iv na 6h i antikonvulzivna terapija Mazepin
3x200 mg.

Tokom svih operacija je sprovedena elektrokortikostimulacija prikazane povrsine
mozga, radi anatomskog lociranja M1 segmenta motornog korteksa. Za
elektrostimulaciju korteksa su koriSéene 3-kontakt strip elektrode (AD-Tech® strip
elektrode, AD Tecnic, WI, SAD). Elektrode su postavljane na mozdani korteks upravno,
Sto podrazumeva ugao od priblizno 65° izmedu elektrode i povrSine mozga. U toku
procedure elektrokortikostimulacije (ES) menjane su vrednosti jaCine struje, frekvence i
trajanja pulsnog talasa, do dobijanja motornog odgovora. Po identifikaciji motornog polja,
merena je udaljenost od koronarne suture i vrSeno je uporedivanje sa vrednostima
dobijenim na osnovu preoperativhog merenja rastojanja centralnog sulkusa od koronarne

suture na MRI snimku.

Slika 24. Identifikacija cerebralnog motornog korteksa direktnom elektrostimulacijom
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Radikalnost operativne resekcije tumorskog tkiva je rangiran u tri stepena: biopsija,
subtotalna i radikalna. Tokom operacije uzeti materijal tumora je poslat na histoloSku
analizu.Kod svih pacijenata je sprovedena postoperativni snimak mozga MRI ili CT u
periodu od mesec dana do 4 meseca, a nalaz je kvantifikovan kao radikalna operacija

bez prisutnog resta tumora ili prisutan rest tumora.

Slika 25. Radikalna operacija sa intaktnim cerebralnim korteksom

4.4, Histopatologija

HistoloSka klasifikacija svih ispitivanih tumora u ovoj studiji se zasniva na
Klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (WHO) iz 2002. godine.3! Prema Svetskoj
zdravstvenoj organizaciji, WHO gradus | meningeomi se razlikuju prema devet histoloSkih
podtipova beningnih meningeoma uklju€ujuci tranzicionalni meningeom. Skoro svi
podtipovi gradusa | pokazuju prisustvo vimantina, epitelijalnog membranskog antigena,
dezmoplakina. Jedina Siroko zastupljena (ali ne univerzalna) mikroskopska karaktaristika
je formiranje kruznih grupacija celija, koje se zatim kalcifikuju i formiraju zrnasta tela

("psammoma bodies"). Vrednost ove klasifikacije beningnih meningeoma sa devet
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histoloSkih podtipova je kontraverzna jer ne postoji signifikantna prognosti¢ka razlika u
odnosu na klini¢ko ponasanje. Tumori klasifikovani kao Glioblastom (gradus IV) po ovoj
istoj klasifikaciji u ovoj studiji pokazuju polja nekroze sa prisutnim okolnim ¢elijskim
pseudopalisadima (pseudopalisading necrosis) i mikrovaskularnom hiperplazijom, koje

predstavljaju karakteristike po kojima se Glioblastoma multiforme razlikuje od astrocitoma
nizih gradusa.
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Fibroblasticni Pseudomatozni Meningeotelijalni Tranzicionalni

Slika 27. Prikaz histoloSke grade razlicitih tipova meningeoma
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4.5. Biohemijske procedure

4.5.1. Odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima iz eritocita

Biohemijska procedura uzorkovanja krvi
Od svih ispitanika uzeto je po 5 mL periferne venske krvi heparinizovanim Spricem (0.2 ml
heparina). Eritrociti i plazma su razdvojeni centrifugiranjem (10 min na 5000 rpm, 4°C) lzdvojeni
eritrociti su ispirani tri puta fizioloSkim rastvorom uz centrifugiranje (10 min. na 5000 rpm, 4°C), i
tako pripremljeni uzorci su zaledeni na -82°C. Pred pocetak rada uzorci su odmrznuti i u njima
je odredivana aktivnost enzima SOD, CAT, GSH-Px, i GR.

Biohemijske analize radene su na: Institutu za kliniCku farmakologiju,
farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu na aparatu
spektrofotometar HeAios Beta—UNICAM, Velika Britanija.

Odredivanje aktivnosti enzima iz eritrocita

Alikvoti tri puta ispranih eritrocita su lizirani. U delu lizata odredena je koli¢ina hemoglobina
(Hb) metodom Drabkin & Austin,**? a lizati su koriSéeni za odredivanje aktivnosti enzima
antioksidacione zastite (CAT, GSH-Px, GR). Za odredivanje aktivnosti Cu/Zn SOD bilo je

neophodno prvo ukloniti hemoglobin metodom Tsuchihashi-ja.13?

Adrenalinska metoda za odredivanje aktivnosti SOD
Metoda koju smo koristili u nasem radu pripada grupi metoda "negativnog" tipa, jer se prati
smanjenje brzine autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od O2. Ovu
metodu su postavili Misra i Fridovich.'** Prisutna SOD uklanja Oz i pri tome inhibira reakciju
autooksidacije adrenalina. Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski
preko promene apsorbance na 480 nm. Porast apsorbance na 480 nm potiCe od
akumulacije adrenohroma.

Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dela porasta
apsorbcije. Procenat inhibicije koristi se kao mera kataliticke aktivnosti enzima. Brzina

autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima uzima se kao referentna (kontrolna), a brzina
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autooksidacije u prisustvu SOD, odnosno proteina u citosolu predstavlja deo referentne

vrednosti.

RASTVORI:
1. Adrenalin, 3x104 M u 0.1 M HCI .
Rastvor se priprema neposredno pre merenja.

2. Karbonatni pufer, pH 10.2 , sastava:

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U 3.2 mL reakcione smeSe koju Cine: 3 mL karbonatnog pufera, pH 10.2 i 0.1 mL
rastvora adrenalina, dodavano je 0.01 mL ranije pripremljenog supernatanta. Autooksidacija
adrenalina pracena je u toku Cetiri minuta na 480 nm. Reakcija je stabilna u temperaturnom
opsegu od 26-30°C. Uporedo je radena i kontrolna reakcija. Procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na kontrolnu reakciju
autooksidacije adrenalina korisc¢en je za izraunavanje SOD aktivnosti.

Koli¢ina SOD izrazena je u jedinicama SOD aktivnosti po g Hb (jedinica (U)/g Hb).
Jedinica SOD aktivnosti definisana je kao zapremina, odnosno koli€ina proteina koja
uzrokuje 50% inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta
apsorpcije.

IzraCunavanje je uradeno po sledecoj jednacini:

2(AK — AA)XR
VxHbxAK

SOD-1=

AK - promena apsorpcije kontrolne reakcije u minuti

AA - promena apsorpcije reakcije sa uzorkom u minuti

V - zapremina uzorka koji se sipa u reakcionu smesu (mL)

Hb - koli¢ina hemoglobina (g /100 mL lizata)

R - razblazenje.
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Odredivanje aktivnosti CAT
Aktivnost CAT u lizatu odredivana je po metodi Beutler-a.'*®> Metoda se sastoji u
spektrofotometrijskom pracenju brzine razgradnje H202 u prisustvu CAT na 230 nm. Na toj

talasnoj duzini H202 apsorbuje svetlost.

RASTVORI:
1. Pufer, pH 8.0 , sastava:
TrisHCI .............. 1M
EDTA ...cooveeee 5mM
2. H2Oa......, 10 mM

Tacna koncentracija H202 odredivana je na sledeci nacin: u odnosu na apsorpciju
razblazenog rastvora pufera (1:10), kao nula, oclitavana je apsorpcija rastvora
sastavljenog od 0.9 mL razblazenog pufera i 0.1 mL razblazenog 30% rastvora H20:2
(2:100). Koncentracija H202 izraCunavana je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta, koji je
za H202 na 230 nm 0.071, po formuli:

_ M
0,071

Dobijena koncentracija je potom razblazivana do 10 mM.

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U kvarcnu kivetu u kojoj se nalazi 50 uL pufera dodavano je izmedu 5i 50 pL uzorka
(zavisno od aktivnosti katalaze). Reakcija pocinje dodatkom 1 mL 10 mM rastvora H202 (10
mM). Pad apsorpcije pracen je na 230 nm u toku 3 minuta. Aktivnost je izrazavana u jed/mg
Hb, a jedinica je definisana kao koli¢ina redukovanog H202, izrazena u mM, u minuti.
IzraCunavanie je radeno prema sledecoj jednacini:

3 AAXRx100
~0,071xHbxV

e /A - promena apsorpcije u minuti,
e R -razblaZenje,

e V- zapremina uzorka (mL) i
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e Hb - koli¢ina Hb (g/100 ml lizata ).

Odredivanje aktivnosti GSH-Px
Aktivnost GSH-Px odredivana je po modifikovanoj metodi Paglia i Valentine.'*® Metoda se

zasniva na sledecoj reakciji:

2GSH +H,0, —21PX, GssG + Hp /G_R\ZGSH

NADPH +H NADP "

Ovom metodom se prati potroSnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz GR na 340
nm. Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije pokazala se veoma

reproduktivnom u poredenju sa drugim metodama odredivanja GSH-Px aktivnosti.

RASTVORI:
1. Fosfatni pufer pH 7.0...........cece... 05M
2. NADPH u 1% NaHCOes................. 0.2 mM
3. GSH. 103 M
4. t-butil hidroperoksid....................... 0.03 M

5. GR (TYPE Il spec. akt. 105 IU/mg proteina).

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U staklenu kivetu dodaje se 1.6 mL vode, 0.3 mL pufera, 0.6 mL rastvora NADPH,
0.3 mL rastvora GSH, 0.1 mL t-butil hidroperoksida i oko 0.05 mL uzorka, preraCunati tako
da bude 5% (m/m) Hb. Reakcija otpocinje dodatkom GR u koli€ini od 105 IU/mg proteina.
Reakcija se odvija na temperaturi od 37°C. Apsorpcija se o€itava na 340nm od prvog do
Cetvrtog minuta. Uporedo se radi i kontrolna reakcija. U kiveti kontrolne reakcije nalaze se

svi reagensi osim uzorka.
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Aktivnost GSH-Px se izraGunava na sledeéi nadin:

_ (AA—AB)X100
6.22x0.833

GSH - Px

e AA-promena apsorpcije /min za uzorak i
e /B-promena apsorpcije/min za kontrolnu reakciju.

Rezultati se izrazavaju u umol NADPH/min/g Hb.

Odredivanje aktivnosti GR
Odredivanje aktivnosti GR radeno je po metodi Glatzle i saradnika.'®” GR katalizuje

redukciju oksidovanog glutationa sa NADPH:

NADPH +H' + GSSG —SR = NADP' + 2GSH

Oksidacija NADPH se prati merenjem promene apsorpcije na 340 nm.

RASTVORI:
1. Fosfatni pufer pH 7,4................ 05M
2. EDTA. ., 05M
3. GSSG...ooiicieeee e 2mM
4. NADPH.......coooiiiiiiiecee e 0.1 mM.

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U spektrofotometrijsku kivetu sipa se 0,6 ml fosfatnog pufera, 0,1 ml GSSG, 0,1 ml
uzorka i vode do 3 ml (2ml). Reakcija otpocCinje dodatkom 0,1 ml NADPH. Optimalna
temperatura reakcije je 37°C. Prati se promena apsorpcije u toku 3 minuta, a aktivnost
izraCunava pomocu jednacine:

_ (AA—AB)x10°x3
6.22xVxHb

GR

54



e AA-promena apsorpcije/minuti u uzorku,
e /B-promena apsorpcije/minuti u kontrolnom uzorku,
e V-zapremina uzorka i

e Hb-koli¢ina hemoglobina (9/100 ml lizata).

Aktivnost se izrazava u pmol NADPH /min /g Hb.

4.5.2. Odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima iz tkiva glioblastoma i meningeoma

Od svih obolelih ispitanika tokom hiruskog zahvata izvadena tumorska masa
glioblastoma ili meningeoma bice koriS¢ena za histopatoloski nalaz, a deo mase od 1g
za odredivanje aktivnosti enzima SOD, CAT, GPX, GR. Tumorsko tkivo glioblastoma ili
meningeoma do eksperimentalne procedure Cuvace se na -82°C .

Priprema uzoraka i kompletna biohemijska analiza bi¢e uradena na Institutu za
klinicku farmakologiju, farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu na
aparatima: spektrofotometar HeAios Beta—UNICAM, Velika Britanija; homogenizator T18
Basic-Ultra Turrax, Brazil IKA; sonifikator UW2070, Bandelin, Nemacka; ultracentrifuga
UP65, Iskra HKG.

Priprema uzoraka tkiva
Uzeto tkivo mase od 1g se macerira i homogenizuje u saharoznom puferu pH 7.4 (0.25 M
saharoza, 0.05 M TRIS HCI i ImM EDTA) blinder homogenizerom, 3 puta po 10 sekundi,
po metodi Rossi-ja i saradnika,'® i de Waziers-a i Albrecht-a.'*® Uzorci su potom
sonifikovani 3 puta po 15 sekundi pri jac¢ini od 10 kHz.14°

Za odredivanje koli€ine glutationa iz sonifikata je izvrSeno taloZenje proteina
sulfosalicilnom kiselinom (0.5 ml sonifikata i 0.25 ml 10% sulfosalicilne kiseline) uz
centrifugiranje 10 minuta na 5000 rpm. Preostali sonifikat je centrifugiran u ultracentrifugi
90 minuta na 37500 rpm i 4 °C , a zatim je izdvojen supernatant koji je dalje zamrznut na -
82 °C do odredivanja koli¢ine proteina i enzimske aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px, i GR-a.
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Odredivanje koncetracije proteina u tkivima
Koncentracija proteina u tkivima pacova odredivana je po metodi Lowry-ja i saradnika.#!
Vrednosti se ocitavaju sa standardne krive poznatih koncentracija rastvora govedeg

albumina i izrazavaju se u mg proteina po g tkiva.

Odredivanje aktivnosti SOD

Metoda koju smo koristili u naSem radu pripada grupi metoda "negativnog" tipa, jer se prati
smanjenje brzine autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od O2.
Prisutna SOD uklanja Oz~ i pri tome inhibira reakciju autooksidacije adrenalina.*** Brzina
autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski preko promene apsorbance na 480
nm. Porast apsorbance na 480 nm poti¢e od akumulacije adrenohroma.

Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dela porasta
apsorbcije. Procenat inhibicije koristi se kao mera kataliticke aktivnosti enzima. Brzina
autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima uzima se kao referentna (kontrolna), a brzina
autooksidacije u prisustvu SOD, odnosno proteina u citosolu predstavlja deo referentne

vrednosti.

RASTVORI:
1. Adrenalin, 3x10* M u 0.1 M HCI .
Rastvor se priprema neposredno pre merenja.
2. Karbonatni pufer, pH 10.2 , sastava:
Na2COs ....... 0.05M

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U 3.2 mL reakcione smeSe koju ¢ine: 3 mL karbonatnog pufera, pH 10.2 i 0.1 mL
rastvora adrenalina, dodavano je 0.01 mL ranije pripremljenog supernatanta. Autooksidacija
adrenalina pracena je u toku Cetiri minuta na 480 nm. Reakcija je stabilna u temperaturnom
opsegu od 26-30°C. Uporedo je radena i kontrolna reakcija. Procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na kontrolnu reakciju

autooksidacije adrenalina korisc¢en je za izraunavanje SOD aktivnosti.
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Koli¢ina SOD izrazena je u jedinicama SOD aktivnosti po mg proteina. Jedinica
SOD aktivnosti definisana je kao zapremina, odnosno koliina proteina koja uzrokuje 50%
inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta apsorpcije.
IzraCunavanije je uradeno po sledec¢oj jednacini:

2(AK — AA)XR
VxLawxAK

SOD-1=

AK - promena apsorpcije kontrolne reakcije u minuti

AA - promena apsorpcije reakcije sa uzorkom u minuti

V - zapremina uzorka koji se sipa u reakcionu smesu (mi)

Law - koli¢ina proteina (mg / ml lizata)

R - razblazenje.

Odredivanje aktivnosti CAT
Aktivnost katalaze u sonifikatu odrelivana je po metodi Beutler-a.1*®> Metoda se sastoji u
spektrofotometrijskom pracéenju brzine razgradnje vodonik-peroksida u prisustvu katalaze

na 230 nm. Na toj talasnoj duzini vodonik-peroksid apsorbuje svetlost.

RASTVORI:
1. Pufer, pH 8.0, sastava:
TrisHCI ......... 1M
EDTA ............. 5 mM
2. H2Oa........., 10 mM

Tacna koncentracija vodonik-peroksida odredivana je na slede¢i nacin: u odnosu na
apsorpciju razblazenog rastvora pufera (1:10), kao nula, o€itavana je apsorpcija rastvora
sastavljenog od 0.9 mL razblazenog pufera i 0.1 mL razblaZzenog 30% rastvora H202
(1:100). Koncentracija H202 izraCunavana je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta, koji je za
H202 na 230 nm 0.071, po formuli:

A A

0,071
Dobijena koncentracija je potom razblazivana do 10 mM.
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EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U kvarcnu kivetu u kojoj se nalazi 50 uL pufera dodavano je izmedu 5 i 50 uL uzorka
(zavisno od aktivnosti katalaze). Reakcija po€inje dodatkom 1mL 10 mM rastvora vodonik-
peroksida. Pad apsorbance pracen je na 230 nm u toku 3 minuta. Aktivnost je izraZzavana u
jed/mg proteina odn. jed./ g sveZe mase, a jedinica je definisana kao koli¢ina redukovanog
H202, izraZzena u uM, u minuti. Izracunavanje je vrSeno prema sledecoj jednacini:

AAxXR
CAT =

0,071 x Low x V

* AA - promena absorbance u minuti
* R - razblazenje
*V - zapremina uzorka (ml)

* Low - koli¢ina proteina ( mg/ ml sonifikata ).

Odredivanje aktivnosti GSH-Px
Aktivnost glutation-peroksidaze odredivana je po metodi Tamure i saradnika.'*?2 Metoda se

zasniva na sledecoj reakciji:

GSH-Px GR
2 GSH + H202 - <> H20 + GSSG --neremeev > 2GSH
NADPH-+H* %ADP+

Ovom metodom se prati potroSnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz glutation
reduktazu na 340nm. Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije
pokazala se veoma reproduktivnom u poredenju sa drugim metodama odredivanja GSH-

Px aktivnosti.
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RASTVORI:

1. Fosfatni pufer pH 7.0...................... 05 M
2. NADPH u 1% NaHCOs................... 0.2mM
3. GSH.oiiiicec e 102 M
4. NANS . 1 mM
5.EDTA oo 1mM

6. t-butilhidroperoksid..............ccccc..... 0,03 M
7. GR (TYPE Il spec. akt. 105 IU/mg proteina).

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U staklenu kivetu spektrofotometra dodaje se 1.5 mL vode, 0.3 mL rastvora GSH,
0.6 mL rastvora NADPH, 0.1 mL NaNs, 0.1 mL EDTA, 0.3 mL fosfatnog pufera, 0.1 mL t-
butilhidroperoksida i oko 0.05 mL uzorka. Reakcija otpocinje dodatkom 105 IU/mg proteina
GR. Reakcija se odvija na temperaturi 37°C. Absorpcija se oCitava nha 340nm, a reakcija
traje 150 sekundi. Uporedo se radi i kontrolna reakcija. U kiveti kontrolne reakcije nalaze se

svi reagensi osim uzorka. Aktivnost GSH-Px se izraunava na sledeci nacin:

(AA - AB ) x 3x103

GSH-Px=
6,22 XV x Low

* AA-promena apsorbance/min za uzorak

* AB-promena apsorbance/min za kontrolnu reakciju.

*V - zapremina uzorka u mi

* Low — koncentracija proteina u mg/mi

Rezultati su izrazeni u nmol NADPH/min/mg proteina, odn. nmol NADPH/min/g vlazne

mase.
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Odredivanje aktivnosti GR
Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze radeno je po metodi Glatzle et al.'*” Metoda se
zasniva na pracenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim katalizuje
redukciju oksidovanog u redukovani glutation.

NADPH + H* + GSSG --------- > NADP* + 2GSH

Oksidacija NADPH se prati merenjem promene apsorbance na 340nm.

RASTVORI:
1. Fosfatni pufer pH 7.4............... 05 M
2. EDTA. ., 0.5mM
3.GSSG...oiiiee e 2 mM
4. NADPH.......cooovviiieiiie e 0.1 mM.

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U spektrofotometrijsku kivetu sipa se 0,6 ml fosfatnog pufera, 0,1 ml GSSG, 0,1 ml
uzorka i vode do 3 ml (2ml). Reakcija otpocinje dodatkom 0,1 ml NADPH. Optimalna
temperatura reakcije je 37°C. Prati se promena apsorbance u toku 3 minuta, a aktivhost
izraCunava pomocu jednacine:

(AA-AB)x3x 103

GR =
6,22 x V X Low

* AA-promena absorbance/minuti u uzorku

* AB-promena absorbance/minuti u kontrolnom uzorku

* V- zapremina uzorka (ml)

* Low- koli€ina proteina ( mg/ ml sonifikata)

Aktivnost je izrazena u nmol NADPH/min/mg proteina,odn. nmol NADPH/min/g vlazne

mase.
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Odredivanje GSH

GSH je u plazmi i u supernatantima ekstrakcije tkiva odredivan metodom Akerboom &
Sies.1*3 Bioloski uzorak se prvo oslobodi proteina upotrebom sulfosaliciine kiseline i
centrifugiranja (5000 rpm/10 min). Metoda koristi redukciju kojom GSH redukciju DTNB

(5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoicna kiselina)) prevodi u TNB.

RASTVORI:
1. Sulfosalicilna kiselina .............. 10%
2. Pufer,pH 6., EDTA (6 mM); NaH2POa4 (125 mM)
3.DTNB...coe e, 6 mM
4. GSH (standard)............ccceee... 4.8 mg/100 mL pufera

Ocitavanje se vrsi u periodu od 150 s, na 30°C i talasnoj duzini od 412 nm.

Konc. St. x Auz
[GSH] = X 1000
Ast X Vuz

Jedinice za koncentraciju GSH u plazmi su pmol/L plazme. Za tkiva se brojilac u razlomku

mnoZi razblaZenjem, a dobijena koncentracija je u jedinicama pmol/g tkiva.

4.6. Statisticka obrada rezultata

lzraCunavanje dovoljnog broja ispitanika u istrazivanju sprovedeno je na osnovu
pilot studije kod 30 ispitanika: 15 sa glioblastomom i 15 sa meningeomom .

Pri analizi podataka primenjene su osnovne metode deskriptivne statistike: srednja
vrednost (X) sa merama disperzije (standardnom greSkom (SE), standardnom
devijacijom (SD), rasponom varijacije Min-Max i vrednostima medijane (Med) i moda
(Mod)).

Normalnost raspodele je testirana Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testom.
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Za testiranje statistiCke znacajnosti i proveru hipoteza su koriSceni slededi
statisticki testovi:

- Studentov t-test (parametrijski test) za zavisne i nezavisne uzorke.

- Analiza varijanse (ANOVA), jednofaktorska i dvofaktorska sa prate¢om a priori
Boniferonijevom t procedurom i post hoc Tuckey HSD, LSD i Dunnett-ovim testom
za viSestruka poredenja medu grupama.

Kvantifikacija povezanosti izmedu varijabli bi¢e utvrdena Pirsonovom linearnom

korelacijom.

Baza podataka i analiza rezultata je izvrSena pomocu softverskog paketa SPSS
10.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL,USA).
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V REZULTATI

Aktivnost enzimskih komponenti superoksid dismutaze (SOD), katalaza (CAT),
glutation peroksidaze (GSH-Px), glutation reduktaze (GR) antioksidativhog zastitnog
sistema odredivane su kod populacije ljudi oba pola, starosti od 22 do 76 godina obolelih
od Meningeoma (beningni tumor) i Glioblastoma (maligni tumor). Enzimske aktivnosti su
odredivane i kod populacije zdravih ljudi proseCne starosti od 21 do 53 godina i te

vrednosti su uzete kao kontrolne (Tabela 3).

Tabela 3. Osnovne karakteristike studije.

Zdravi Oboleli Oboleli
(kontrole) meningeom glioblastom
Broj uc¢esnika 32 67 67
Starost
_ 33.2+7.2 59.2+10.2 529+ 115
(srednja vrednost £ S.D.)
Starost (opseq) 21 -53 30-74 22-76
Odnos polova (m/z) 18/15 44/23 38/31
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5.1. Aktivnost enzima u eritrocitima i nivo glutationa u plazmi

MozZe se uoCiti da je aktivnost SOD znacajno manja u eritrocitima obolelih od
glioblastoma i meningeoma u odnosu na zdrave kontrole (Slika 28.; Tabela 4). Nema

razlike u aktivnosti izmedu dva tipa tumora.

p < 0.001
SOD p = 0.036
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Kontrola Meningeom Glioblastom
Slika 28. Aktivnhost SOD u eritrocitima (u eritrocitima je prisutna CuzZn SOD). Statisticki

znacajne razlike i pripadajuce p vrednosti su prikazane na slici.

Tabela 4. Broj¢ane srednje vrednosti SOD aktivnosti (i standardne devijacije) u

eritrocitima izrazene u jedinicama po gramu hemoglobina.

Uzorak Aktivnost S.D.
Kontrola 2455 811
Meningeom 2121 746
Glioblastom 2012 855
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Slika 29. i Tabela 5 pokazuju sli¢an trend kod CAT, dakle smanjen aktivnost u
eritrocitima neuro-onkolo$kih pacijenata, bez razlike izmedu obolelih od Glioblastoma

multiforme i meningeoma.

p < 0.001
CAT p = 0.002

Kontrola Meningeom Glioblastom

Slika 29. Aktivnost katalaze (CAT) u eritrocitima. StatistiCki znaCajne razlike i

pripadajuée p vrednosti su prikazane na slici.

Tabela 5. Broj¢ane srednje vrednosti CAT aktivnosti (i standardne devijacije) u

eritrocitima izrazene u jedinicama (x 1000) po gramu hemoglobina.

Uzorak Aktivnost S.D.
Kontrola 15.88 3.51
Meningeom 12.48 4.72
Glioblastom 12.26 3.83
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Nema razlike u aktivnosti GSH-Px izmedu bilo koje dve grupe uzoraka (Slika 30;
Tabela 6).

GSH-Px
14

121 l

104

U/g Hb

Kontrola Benigni t. Maligni t.

Slika 30. Aktivhost GSH-Px u eritrocitima.

Tabela 6. Broj¢ane srednje vrednosti GSH-Px aktivnosti (i standardne devijacije) u

eritrocitima izraZzene u jedinicama po gramu hemoglobina.

Uzorak Aktivnost S.D.
Kontrola 11.72 1.54
Meningeom 11.46 2.28
Glioblastom 11.39 2.14
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Najkompleksniji profil je dobijen za GR aktivnost, gde su uocene signifikantne
razlike izmedu svih parova uzoraka. Aktivnost je pokazala sledeci trend: kontrola <

meningeom < glioblastom (Slika 31; Tabela 7).

b < 0.001
b < 0.001
GR o < 0.001
8-
7-

U/g Hb

Kontrola Meningeom Glioblastom

Slika 31. Aktivnost GR u eritrocitima. Statisti¢ki znacajne razlike i pripadajuée p

vrednosti su prikazane na slici.

Tabela 7. Broj¢ane srednje vrednosti GR aktivnosti (i standardne devijacije) u

eritrocitima izraZzene u jedinicama po gramu hemoglobina.

Uzorak Aktivnost S.D.
Kontrola 4.28 0.79
Meningeom 5.30 1.14
Glioblastom 6.78 1.44
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Za koncentraciju GSH u plazmi se moze uoditi isti trend kao za GR u eritrocitima:
kontrola < meningeom < glioblastom (Slika 32; Tabela 8). Uzevsi u obzir sve rezultate,
jasno je da u krvi obolelih kako od glioblastoma tako i od meningeoma dolazi naruSavanja

redoks ravnoteze u krvi, a promene su izrazenije kod glioblastoma.

p < 0.001
p < 0.001

GSH p = 0.001

101

umol/L plazme
(o))

Kontrola Meningeom Glioblastom

Slika 32. Koncentracija GSH u plazmi. StatistiCki znacajne razlike i pripadajuée p

vrednosti su prikazane na slici.

Tabela 8. Broj¢ane srednje vrednosti nivoa GSH (i standardne devijacije) u plazmi

izrazene u mikromolima po L plazme.

Uzorak Koncentracija S.D.
Kontrola 5.25 0.86
Meningeom 8.18 1.73
Glioblastom 9.22 1.71
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5.2. Aktivnost enzima i nivo glutationa u tumorskom tkivu

Slika 33. i Tabela 9. pokazuju da tkivo glioblastoma ima neSto manju aktivnost
SOD u odnosu na meningeom, ali nema statisticke signifikantnosti (p = 0.07; granica

signifikantnosti p < 0.05).

SOD

1600+ {

1000+ ‘

U/mg proteina
S

400+

Meningeom Glioblastom

Slika 33. Aktivhost SOD u tumorskom tkivu.

Tabela 9. Broj¢ane srednje vrednosti SOD aktivnosti (i standardne devijacije) u

tumorskom tkivu izraZene u jedinicama po miligramu proteina.

Oboljenje Aktivnost S.D.
Meningeom 1409 265
Glioblastom 1313 345
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Katalaza u tkivu tumora ne pokazuje razli€itu aktivnost za glioblastom i meningeom
(Slika 34; Tabela 10).

CAT

120 1

100 1

U/mg proteina

20 1

Meningeom Glioblastom

Slika 34. Aktivnost CAT u tumorskom tkivu.

Tabela 10. Broj¢ane srednje vrednosti CAT aktivnosti (i standardne devijacije) u

tumorskom tkivu izraZene u jedinicama po miligramu proteina.

Oboljenje Aktivnost S.D.
Meningeom 91.0 25.6
Glioblastom 92.4 20.7
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Aktivnost GSH-Px u glioblastomu je zna€ajno niZza u odnosu na tkivo meningeoma
(Slika 35; Tabela 11).

p <0.001

GSH-Px
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40-

201

Meningeom Glioblastom
Slika 35. Aktivhost GPx u tumorskom tkivu. StatistiCki zna€ajna razlika i pripadajuc¢a p

vrednosti je prikazana na slici.

Tabela 11. Broj¢ane srednje vrednosti GPx aktivnosti (i standardne devijacije) u

tumorskom tkivu izraZene u jedinicama po miligramu proteina.

Oboljenje Aktivnost S.D.
Meningeom 117.8 18.8
Glioblastom 99.0 18.3
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Isti trend je uoCen i za aktivhost GR (Slika 36; Tabela 12).

p < 0.001

GR
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Meningeom Glioblastom

Slika 36. Aktivnhost GR u tumorskom tkivu. StatistiCki zna€ajna razlika i pripadajuca p

vrednosti je prikazana na slici.

Tabela 12. Broj¢ane srednje vrednosti GPx aktivnosti (i standardne devijacije) u

tumorskom tkivu izraZene u jedinicama po miligramu proteina.

Oboljenje Aktivnost S.D.
Meningeom 46.7 9.2
Glioblastom 38.3 10.7
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Koncentracija GSH u tkivu glioblastoma je zna€ajno niza u odnosu na meningeom
(Slika 37; Tabela 13).

GSH p < 0.001

umol/g tkiva

0

Meningeom Glioblastom
Slika 37. Nivo GSH u tumorskom tkivu. StatistiCki zna€ajna razlika i pripadajuc¢a p

vrednosti je prikazana na slici.

Tabela 13. Broj¢ane srednje vrednosti koncentracije GSH (i standardne devijacije) u

tumorskom tkivu izraZzene u mikromolima po g proteina.

Oboljenje Koncentracija S.D.
Meningeom 7.58 1.11
Glioblastom 6.70 0.96
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5.3. Korelaciona analiza

Korelacija aktivnosti AOS enzima u krvi

Enzimi antioksidative zastite u eritrocitima predstavljaju povezani sistem, jer zajedno
ucCestvuju u regulaciji redoks stanja krvi, ali i zato Sto su njihovi supstrati povezani.
Superoksid koga uklanja SOD, se dismutira do H202, koga uklanjaju CAT i GSH-Px. GR
obnavlja drugi supstrat GSH-Px-a, a to je glutation, prevodeci ga iz oksidovane (GSSG)
u redukovanu formu (GSH). GSH nije samo supstrat GSH-Px-a ve¢ mozZe i samostalno
da vrSi popravku okidativnih izmena (npr. oksidovani cisteini na proteinima, direktno
uklanjanje slobodnih radikala). S druge strane glavni progenitor svih reaktivnih vrsta
kiseonika je superoksid. Ukupno sa ovog stanoviSta mozZe se oCekivati da u fizioloSkim
uslovima enzimi antioksidativne zastite rade koordinisano, odnosno da izmedu aktivnosti

odredenih komponeti sistema postoji korelacija.

Tabela 14. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite u
eritrocitima i nivoa GSH u plazmi zdravih osoba (kontrola). Crvenim su obeleZzene r

vrednosti koje su statisti¢ki znacajne (p < 0.05).

Enzim SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD - 0.184 0.073 0.247 0.430
CAT 0.184 - 0.190 0.308 -0.145
GSH-Px 0.073 0.190 - 0.565 0.103
GR 0.247 0.308 0.565 - 0.302
GSH 0.430 -0.145 0.103 0.302 -

U kontrolnim uzorcima statistiCki zna¢ajna korelacija je utvrdena izmedu aktivnosti
GSH-Px i GR, kao i aktivnosti SOD u eritrocitima i nivoa GSH u plazmi (Tabela 14). Veza
izmedi usko povezanog para enzima (GSH-Px/GR) se mogla ocekivati. Otsustvo
pozitivne korelacije izmedu GR i GSH se moze objasniti €injenicom da koncentracija GSH
u plazmi zavisi od najmanje dva proces - potro$nje usled aktivnosti GSH-Px i direktnih

reakcija sa radikalskim vrstama, i njegove "reciklaze" kroz aktivnost GR. Pozitivha
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korelacija SOD/GSH se moze objsaniti Cinjenicom da su oba targetirana od strane istog

ROS-a. Konkretno, H202 smanjuje koncentraciju GSH kroz oksidaciju, a takode moZze da

inhibira SOD.

Tabela 15. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite u

eritrocitima i nivoa GSH u plazmi obolelih od menigneoma. Crvenim su obelezene r

vrednosti koje su statistiCki znacajne (p < 0.05).

Enzim SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD - 0.260 0.104 0.070 0.041
CAT 0.260 - 0.221 0.164 0.205
GSH-Px 0.104 0.222 - 0.227 0.089
GR 0.070 0.164 0.227 - -0.008
GSH 0.041 0.205 0.089 -0.008 -

U krvi obolelih od meningeoma, statistiCki znaCajna korelacija je utvrdena samo
izmedu aktivnosti SOD i CAT (Tabela 15). MozZe se uociti da je kohezija AOS u Kkrvi

obolelih od meningeoma naruSena. Kroz korelaciju izmedu SOD i CAT aktivnosti

implicirana je uloga Oz, €ije potpuno eliminisanje iz sistema zahteva i SOD i jedan od

nacina za uklanjanje H202 (u ovom slu€aju enzim CAT).

Tabela 16. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite u

eritrocitima i nivoa GSH u plazmi obolelih od glioblastoma.

Enzim SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD - 0.073 -0.073 0.151 -0.028
CAT 0.073 - 0.135 0.157 0.201
GSH-Px -0.073 0.135 - -0.068 -0.021
GR 0.151 0.157 -0.068 - -0.028
GSH -0.028 0.201 -0.021 -0.028 -
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U krvi obolelih od glioblastoma statisti¢ki zna¢ajna korelacija je nije utvrdena niti u
jednom paru enzima (Tabela 16). Dok u krvi obolelih od meningeoma, dolazi do promene

u redoks ravnoteZi, kod obolelih of glioblastoma ova ravnoteza se izgleda potpuno gubi.

Korelacija aktivhosti AOS enzima u tumorima

Redoks stanje u tkivu je strogo regulisano, jer s jedne strane ROS ucestvuju u signalinm
kaskadama, a sa druge njihova produkcija iznad odredenog fizioloSkog nivoa vodi do
patoloSkog stanja oznaCenog kao oksidativni stres. Za ocCekivati je, u ovom smislu, da su
komponente antioksidativnog enzimskog sistema na neki naCin povezane, odnosno

koordinisane.

Tabela 17. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite i nivoa

GSH u tkivu meningeoma.

Enzim SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD - 0.045 -0.080 -0.095 0.044
CAT 0.045 - 0.070 -0.109 0.010
GSH-Px -0.080 0.070 - 0.017 0.136
GR -0.095 -0.109 0.017 - -0.173
GSH 0.044 0.010 0.136 -0.173 -

Medutim, kao $to se moze videti iz Tabele 17, ovakva koordinacija ne postoji
(nema znacajne korelacije) u tkivu meningeoma. Situacija se Cini jo$ loSijom u tkivu
glioblastoma (Tabela 18). Ovde se moze uoCiti negativna korelacija izmedu aktivnosti
SOD i CAT, dva enzima direktno povezana u nizu otklanjanja reaktivnih vrsta kisoenika

(02~ — H202). Dakle, tamo gde je SOD aktivnost pove¢ana, CAT aktivnost je smanjena.

76



Tabela 18. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite i nivoa

GSH u tkivu glioblastoma. Crvenim su obelezene r vrednosti koje su statistiCki znacajne

(p < 0.05).
Enzim SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD - -0.403 0.147 0.062 -0.121
CAT -0.403 - 0.026 0.024 -0.162
GSH-Px  0.147 0.026 - 0.017 -0.173
GR 0.062 0.024 0.017 - -0.037
GSH -0.121 -0.162 -0.173 -0.037 -

Korelacija tumori/eritrociti

Odredivanje korelacije u aktivnosti enzima antioksidativne zastite u eritrocitima i u

tumorskom tkivu predstavlja poku$aj da se ustanovi na koji nacin se patolosko stanje u

CNS reflektuje na redoks uslove u krvi.

Tabela 19. prikazuje korelacione koeficijente izmedu aktivnosti enzima u

eritrocitima obolelih od meningeoma i u samom tkivu tumora. Moze se videti da korelacije

ima samo po jednom parametru. Naime, negativho koreliraju GSH-Px aktivnost u

eritrocitima i nivo GSH u tumoru.

Tabela 19. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite u tkivu

meningeoma i u eritrocitima obolelih od meningeoma. Crvenim su obeleZene r vrednosti

koje su statistiCki zna¢ajne (p < 0.05).

Tkivo meningeoma

SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD 0.183 -0.051 0.095 0.115 0.084
CAT 0.180 0.029 0.101 -0.206 0.019
Eritrociti  GSH-Px 0.059 0.143 0.079 0.048 -0.273
GR -0.103 0.027 0.122 -0.067 -0.078
GSH 0.183 -0.022 0.222 -0.109 0.102
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Analiza pokazuje da aktivnost SOD u eritrocitima pozitivho korelira sa aktivho$c¢u

ovog enzima u tkivu glioblastoma.

Tabela 20. Korelacioni koeficijenti (r) za aktivnosti enzima antioksidativne zastite u tkivu
gliobCastoma i u eritrocitima obolelih od glioblastoma. Crvenim su obeleZene r vrednosti

koje su statistiCki zna€ajne (p < 0.05).

Tkivo glioblastoma

SOD CAT GSH-Px GR GSH
SOD 0.380 -0.109 -0.172 0.151 -0.017
CAT 0.077 0.240 0.006 0.139 -0.117
Eritrociti  GSH-Px 0.047 0.004 -0.009 0.060 -0.016
GR 0.135 -0.116 -0.086 -0.105 -0.219
GSH 0.074 0.142 0.068 -0.017 -0.026

Korelaciona analiza ukazuje da postoji veza izmedu redoks stanja u tumorskom
tkivu i u krvi. Cini se da se ova veza razllikuje kod meningeoma i kod glioblastoma.
Medutim ovi se rezultati moraju uzeti sa izvesnom dozom rezerve, jer pokazuju korelaciju
izmedu (tumorskog) tkiva u kome aktivnost enzima i koli¢ina redukovanog glutationa
zavise i od inhibitora, odnosno prevodenja u oksidovanu formu (GSSG), ali i od de novo
sinteze. Sa druge strane, AOS sistem u eritrocitima primarno zavisi od inhibitorskih
efekata, a u mnogo manjoj meri od promene nivoa enzima koja zahteva promene na

nivou eritropoeze.
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VI DISKUSIJA

Reaktivne vrste (ROS i RNS) i enzimi AOS su ukljuCeni u mehanizme
kancerogeneze, proliferacije tumorskih cCelija, razvoja razliitih profila agresivnosti, i
otpornosti na hemio- i radioterapiju.62%:71.9299.103 Redoks parametri su od posebnog
znaCaja u patologiji tumora mozga i drugih tkiva (npr. pluéa) koja se karakteriSu
intenzivnom potroSnjom kiseonika - progenitora vecine reaktivnih vrsta. Ova studija se
fokusirala na Glioblastoma multiforme koji predstavlja najmaligniji primarni tumor mozga,
i na meningeome koji su najéesc¢e benigni. U kontekstu relevantnosti redoks parametara
u definisanju agresivnosti tumorskih celija, poredenje ova dva tipa tumora je od velike
vaznosti. Tretman glioblastoma nakon citoreduktivne hirurgije, ukljuCuje radioterapiju i
aplikaciju citostatika. Medutim, Celije glioblastoma su se pokazale kao veoma rezistentne.
Konkretno, intenzivna radioterapija mozZe produziti vreme preZivljavanja za svega
nekoliko meseci, dok su pokuSaji razvoja hemioterapeutskog pristupa u leCenju
glioblastoma opisani u literaturi kao dug i veoma razocaravajuc¢i poduhvat.#* Zato se
ulazu veliki napori da se poveca senzitivhost Celija glioblastoma na terapiju, gde je
poseban fokus na adjuvansima za redoks targete.?1:°1.103.145 Konacéno, izmenjeni redoks
uslovi u tumorskoj masi mogu da se reflektuju na stanje u krvi, odnosno u eritrocitima.
3113114120 Apaliza AOS u krvi je svakako korisna u ispitivanju redoks mehanizama
ukljuenih u patologiju tumora mozga (surogat markeri), ali moze potencijalno naci i
primenu i za razvoj markera za dijagnostikovanje, pracenje progresije i utvrdivanja
efekata terapije.?3113145-148

U okviru diskusije, prvo ¢emo se osvrnuti na AOS profile u eritrocitima obolelih od
Glioblatoma multiforme, meningeoma i zdravih subjekata, zatim ¢emo uporediti AOS u
dva tipa tumorskog tkiva. Vazno je napomenuti da iako odredena veoma mala koli¢ina
podataka postoji na ovu temu, nasa studija je prva koja se usresredila i jasno definisala
kao cilj poredenje Glioblastoma multiforme (kao primera malignog tumora mozga) i
meningeoma (primer benignog tumora mozga). Osim toga, naSe studija jedina
zadovoljava svojom sistemati¢noScu, kao i statistickom snagom, gde je kada se uzmu u
obzir sve dosadasnje redoks studije na bilo kom tipu tumora mozga, ovo najveca

sistematska studija sa brojem ucesnika/uzoraka dovoljnim da ispuni uslove stroge
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biostatistiCke analize, gde je na osnovu preliminarnih rezultata na po 15 uzoraka iz svake
grupe utvrdeno da najmanji broj uzoraka po grupi neophodan za adekvanu statistiku
iznosi 67, koliko u€esnika smo i imali u studiji.

Krv obolelih od Glioblastoma multiforme i meningeoma pokazuje oc€igledan otklon
od fizioloSkog redoks stanja. U oba slu€aja je uo€eno znacajno smanjenje aktivnosti SOD
i CAT, a povecan nivo GR i GSH. GSH-Px je pokazala identi¢ne aktivnosti u svim
grupama uzoraka. Prvi zaklju€ak koji se iz ovoga moze izvesti je da u tumorskom tkivu
postoje patoloSki redoks proces koji se reflektuju na eritrocite tokom kontakta u okviru
tumorske cirkulacije. Analiza AOS eritrocita se razlikuje u odnosu na analizu u tkivima,
jer eritrociti nemaju de novo sintezu enzima, te se svaka smanjena aktivnost primarno
moZe pripisati direktnoj inhibiciji. 3113114120 Aktivacija enzima se moZe povezati sa
deinhibicijom, ali se rezultati ne smeju posmatrati jednozna¢no, odnosno moraju se
postaviti u odredeni (pato)fizioloSki kontekst. U skladu sa navedenim, iz dobijenih
rezultata moze se izvesti da se tkiva glioblastoma i meningeoma karakteriSu pove¢anom
produkcijom H202 i NO, koji "cure" u cirkulaciju i uticu na AOS u eritrocitima. Konkretno,
H20:2 je inhibitor SOD (i to specificno CuZn SOD koja je karakteristicna za eritrocite),51-52
dok je NO inhibitor CAT.%® U ovakvim uslovima, sa inhibiranim enzimima zaduzZenim za
zastitu, kako od endogenog oksidativnog stresa (kroz auto-oksidaciju oksiHb), tako i od
H20: koji dolazi iz spoljne sredine (ij. tkiva), mora doéi do kompenzacije. Kako razvoj
tumora mozga nije akutni dogadaj, odnosno zahteva odreden duzi vremenski period, ima
dovoljno vremena da promenjeni redoks uslovi u krvi utiCu na proces eritropoeze,'*° te
da se eritrociti zamene novom generacijom koja je bolje opremljena za borbu sa tumor-
indukovanim oksidativnim stresom. Ovde se vidi poStovanje odredene fizioloSke "logike".
Naime, povecan nivo CAT ne bi imao efekta, jer bi i vece koliCine CAT bile barem
delimi¢no inhibirane. Zato se kompenzacija javlja u vidu poveéanja GR aktivnosti, i sa tim
u vezi vis§im nivoom GSH, koji moze H202 da uklanja kroz aktivnost GSH-Px, ali i direktnim
skevindzingom (ovo vazii za ROS, a i NO se moze vezati za GSH).! Vazno je napomenuti
da ONOO" koji je inhibitor GR ne moze da napusti tkivo zbog negativne Sarze. Vedi nivo
GR i GSH u krvi obolelih od Globlastoma multiforme u odnosu na meningeom jasno
ukazuje da je kod glioblastoma neophodna jaa kompenzacija, odnosno da je oksidativni

pritisak koji ovo tumorsko tkivo vrSi na nivo eritrocita veéi. Ukratko, u glioblastomu se
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produkuje vise H202 (a verovatno i NO) u odnosu na tkivo meningeoma. Pretpostavljeni
veci oksidativni pritisak je u skladu i sa korelacionom analizom, koja je pokazala da je
AOS sistem viSe naruSen u krvi obolelih od Glioblastoma multiforme u odnosu na
meningeom.

Gde se ovi rezultati nalaze u odnosu na prethodne studije? Wozniak i kolege su
nasli pove¢anu SOD aktivnost u eritrocitima obolelih od glioblastoma (n = 9) u odnosu na
zdrave kontrole (n = 20). Aktivnost CAT se nije razlikovala.'1° Rao i saradnici su pokazali
smanjenu SOD i GR aktivnost u eritrocitima obolelih od menigeoma (n = 28) u odnosu na
kontrole (n = 48).115 CAT je bila niza u meningeomu, ali ne statisticki signifikantno, dok
GSH-Px nije pokazala nikakvu razliku u odnosu na kontrolne vrednosti. U kontekstu
poredenja maligni vs. benigni tumori mozga, nisu uo¢ene znacajne razlike u AOS.115118
Dakle po pitanju CAT i GSH-Px prethodni rezultati su slicni naSim. Rezultati za SOD se
nisu slagali medu studijama, $to se mozZe objasniti i malim brojem uzoraka i moguce
neadekvatnom primenom biohemijskog eseja za SOD, gde se zahteva visoka stru¢nost i
paznja. Kona¢no razlike u nalazima za GR, s obzirom da je reC o kompenzatorskim
procesima, mogu poticati od razliCitog perioda trajanja oboljenja.

Sto se tie tkiva, ovde smo se ogranig&ili na poredenje AOS sistema u tumorskom
tkivu Glioblastoma multiforme i meningeoma. Smatrali smo da kadaveri¢no tkivo dobijeno
autopsijom ne predstavlja adekvatnu kontrolu. Peritumorsko tkivo je predstavljalo
mogucu alternativu, ali s obzorom na blizinu tumora, verovatno je kao i krv izloZzeno
oksidativnom pritisku, te bi koris¢enjem vrednosti za AOS enzime moglo da dode do
pogresne interpretacije. Dok se SOD i CAT nisu razlikovali u aktivnosti u glioblastomu i
meningeomu, rezultati su pokazali da je GSH sistem, odnosno aktivnosti GSH-Px i GR
kao i nivo GSH znacajno Siftovan ka manjim vrednostima u glioblastomu. Korelaciona
analiza pokazala je da u meningeomu ne postoji veza izmedu bilo kog para AOS
komponenata. U glioblastomu uogena je zna€ajna negativna korelacija izmedu SOD i
CAT aktivnosti. Dakle ve¢a SOD aktivnost za sobom povla¢i manju SOD aktivnost, i
obratno, manja SOD aktvnost ide u paru sa ve¢om CAT aktivnoScu. Ovo je jako zanimljiv
nalaz u kontekstu studije koja je pokazala da se glioblastomi mogu podeliti u dve grupe
prema sadrzaju SOD koji su povezani sa "boljom" (manje SOD) i "loSijom" prognozom

(viSe SOD).1° Nasi rezultati pokazuju da je vi§a aktivnost SOD povezana sa smanjenom
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CAT aktivnoscu, Sto jasno vodi do hiperprodukcije H202 u toj grupi (subtipu) glioblastoma.
Ukratko, €ini se da je veéa produkcija H202 u glioblastomu povezana sa "loSijom"
prognozom, odnosno kracim periodom prezivljavanja pacijenata obolelih od glioblastoma.

Vratimo se na GSH sistem u glioblastomu. Smanjena GR aktivnost u tkivu
glioblastoma u odnosu na meningeom moze da implicira poveéanu produkciju ONOO-,
GR inhibitora.>! lako ovo moze predstavljati jedan od osnova za uocenu razliku, ¢ini se
da nije dominantan, jer kod glioblastoma nije re€ o izolovnoj inhibiciji jednog enzima, ve¢
o0 sistemski suprimiranom c¢itavom GSH sistemu, naravno relativno u odnosu na
meningeom. Nas nalaz je u skladu sa ranijom studijom Tanriverdija i kolega koji su (na
mnogo manjoj populaciji, oko 20 pacijenata po grupi) pokazali da glioblastom u odnosu
na meningeom ima manju GSH-Px i GR aktivnost.®® Medutim aktivnosti su i dalje bile oko
dva puta vece u odnosu na kontrolno tkivo. GSH-Px i GR i troSe i obnavljaju GSH, ali
velika produkcija H202 prevoladuje ovaj sistem, $to rezultuje u tome da nivo GSH bude
manji u glioblastomu u odnosu na normalno tkivo.%>128 Manja aktivhost GSH sistema u
glioblastomu u odnosu na meningeom uoc¢ena ovde, implicira da maligni profil tumorskih
Celija koriguje svoj AOS u cilju promocije produkcije H202. Naravno, odredeni nivo anti-
H202 aktivnosti je neophodan kako bi se sprecila autodestrukcija.®> Drugi potencijalni
uzrok manje aktivnosti GSH sistema u glioblastomu je preusmeravanje cisteina (GSH
progenitora) u metaboliCki put za proizvodnju cisteinske sulfiniCne kiseline, koja je
uklju¢ena u nastanak i rast tumorskih celija agresivnog profila.12°

Osim postuliranja vaznih detalja u mozaiku (redoks) metabolizma najagresivnijeg
tumora mozga - Glioblastoma multiforme, i meningeoma koji je generalno benigan, ali
moZze dobiti maligni profil ili biti pozicioniran na mestu koje spreCava adekvatan
neurohirurski zahvat, nasa studija pruza jo$ dva potencijalno veoma vazna nalaza. Prvi
je specifi¢an profil AOS u krvi obolelih od tumora mozga. Smanjena aktivnost SOD i CAT,
i povecana aktivnost GR (gde je poslednje najvazniji detalj) je AOS profil kakav nismo
mogli da nademo u literaturi za bilo koje neonkolo$ko oboljenje. Ocigledno da potencijal
za razvoj markera za tumore (mozga) postoji, gde bi se odredivanjem AOS profila (eseji
se uz stru¢nu pomo¢ mogu uvesti u kliniCke biohemijske laboratorije) vrSila rana
dijagnostika, prac¢enje uspesnosti terapije i progresija (rasta) tumora. Naravno, ovaj

koncept se mora dalje ispitati i razraditi. Drugi krucijalan nalaz je ogromna produkcija
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H20:2 u glioblastomu, §to H202 €ini vaznim terapijskim targetom. Ovde se mogu upotrebiti
dve strategije: (i) Smanjivanje nivoa H202 u glioblastomu aplikacijom antioksidativnih
agenasa, kao $to je N-acetilcistein, koji direktno reaguje sa H202.150.151 Generalni problem
u terapiji tumora mozga je prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru, koja je kod nekih
pacijenata oStecena, Sto je svakako klinicki loSe, ali omogucava da antioksidanti stignu
do CNS. U okviru ove strategije, mogu se aplicirati i jedinjenja koja promoviSu sintezu
AOS enzima, kao Sto je selen. (ii) Mozemo se protiv glioma boriti njegovim oruzjem,
odnosno okrenuti veliku produkciju H202 na Stetu tumorskih celija. Dok je vodonik
peroksid relativno stabilni modulator (pato)fizioloSkih metaboli¢kih puteva, njegov
proizvod iz reakcije sa redoks aktivnim metalima - OH: je visoko reaktivno, neselektivho
oksidujuce jedinjenje. Dakle ova druga strategija se oslanja na promociju Fentonove
reakcije. Ovo se moze ostvariti ili kroz unos slabo-heliranog gvozda (npr. Fe-EDTA
kompleks) koje je posebno redoks aktivno,'®? ili aplikacijom askorbata koji se inace
ponasa kao antioksidant, ali u prisustvu gvozda promivise Fentonovu reakciju.®3 Ovakav
pristup bi mogao da Steti i zdravim Celijama, ali s obzirom da one pokazuju mnogo manju
produkciju H202, dobro procenjena terapijska doza gvozda i askorbata bi mogla da

indukuje znacajnu produkciju razarajuc¢eg OH- radikala isklju€ivo u ¢elijama glioblastoma.

83



VIl ZAKLJUCCI

Promene u aktivnosti enzima antioksidativne zastite, smanjena aktivnost SOD i
CAT i povedana aktivhost GR u eritrocitima, kao i pove¢an nivo GSH u plazmi
pacijenta obolelih od tumora u odnosu na zdrave kontrole, ukazuje da su eritrociti
pacijenata obolelih od tumora izloZeni poviSenom nivou oksidacije tj. oksidativhom

stresu.

Aktivnost enzima GR u eritocitima i koncentracija GSH u plazmi pacijenata sa
glioblastomom statistiCki je znaCajno ve¢a u odnosu na aktivnost kod pacijenata
sa meningeomom, §to ukazuje da su uslovi u krvi obolelih od glioblastoma u vecoj

meri pro-oksidativni u odnosu na pacijente obolele od meningeoma.

Aktivnost enzima GR i GSH-Px, kao i nivo GSH u tkivu glioblastoma statisticki su

znacajno niZi u odnosu na tkivo meninegeoma.

Korelacionom analizom utvrdili smo da su pozitivhe korelacije izmedju aktivnosti
GPx i GR, kao i aktivnosti SOD i nivoa GSH, koje su karakteristicne za krv zdravih
osoba, naru$ene u krvi pacijenata sa tumorom. Kod obolelih od meningeoma
uocCena je negativna korelacija izmedju aktivnosti GSH-Px u krvi i nivoa GSH u
tumoru. U slu€aju glioblastoma, uo¢ena je pozitivnha korelacija aktivhosti SOD u
eritrocitima sa aktivnoS¢u ovog enzima u tkivu glioblastoma. Konac¢no, uocena je

negativna korelacija izmedu SOD i CAT aktivnosti u tkivu glioblastoma.
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SPISAK SKRACENICA

ROS - reaktivne vrste kiseonika
AOS - antioksidativni sistem
RNS - reaktivne vrste azota
SOD - superoksid dismutaza
EC SOD - ekstracelularna superoksid dismutaza
CAT - katalaza

GSH-Px — glutation peroksidaza
GR - glutation reduktaza

GSH — glutation

GST - glutation S transferaza
CNS - centralni nervni sistem

O2~ — super oksid radikal

OH — hidroksil
RO2— peroksil
RO - alkosil

HO2 — hidroperoksil

H202— vodonik peroksid

HOCL - hipohlorna kiselina
Os—o0zon

1 Oz -singlet kiseonik

DNK — deoksiribonukleinska kiselina
NO — azot monoksid

NO:2 - azot dioksid

HNO: - azotosta kiselina

N20s -- azot trioksid

N204 - azot tetraoksid

NO2" - nitronijum (nitril) jon
ONOO - peroksinitrit

ONOOH - peroksiazotna kiselina
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ROONO - alkil peroksinitrit

NO- - nitroksil anjon

NO™ - nitrozil katjon

NO2CI - nitril hlorid

SH — tiolne grupe ( -SOH, -SO2zH, -SO3H )

Fe — gvozde

Cu — bakar

Mn — mangan

Se —selen

CClz— trihlor metil radikal

-R-S - tiol radikali

NOS - azot monoksid sintaza

NNOS - neuralna azot monoksid sintaza
eNOS - endotelijalna azot monoksid sintaza
INOS — inducibilna azot monoksid sintaza
NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
G-6-PD - glukozo — 6 - dehidrogenaza
6-PGD — 6 — fosfat — glukonat dehidrogenaza
DJ-1 - DJ-1 protein senzor

KEAP1 - Kelch-like ECH-associated protein 1
MAPK — protein-kinaza aktivatori mitoze
ONOO" - anjon peroksinitrita

BCNU — karmustin

CCNU - lomustine

COX - ciklookigenaza

NF-kB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
mtDNK - mitohondrijska DNK

ADP-Riboza - glikohidrolaza

PARP-1 - Poly-ADP-ribose-polymerase 1
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