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SAZETAK

Reaktivni oblici kiseonika (ROK) se neprekidno stvaraju
u bioloskim sistemima. Kada proizvodnja ROK nadmasi
antioksidativnu odbranu nastaju oksidativni stres i
molekularna oSte¢enja. Najreaktivniji ROK je hidroksilni
(OH*) radikal, koji velikom brzinom reaguje sa susednim
molekulima, dovodeci do oksidacije proteina, lipida i
nukleinskih kiselina.

Ispitivana je mogucnost oporavka promena spontanih
Siljak potencijala Retzius-ovih nervnih Ccelija pijavice
(RNCP) u  oksidativnom stresu, izazvanom kumen
hidroperoksidom u prisustvu , cistaca* hidroksilnog
radikala, manitola (5 mmol/l). Nadeno je da kumen
hidroperoksid (CHP), u koncentraciji od 1.5 mmol/l dovodi
do prolongiranja akcionih potencijala i pojave repetitivne
aktivnosti, pracene smanjenjem ekscitabilnosti Retzius-ovih
nervnih celija.

Neurotoksicni  efekat CHP na spontanu Siljak
elektrogenezu RNCP redukovan je primenom manitola, $to
ukazuje na znacaj hidroksilnog radikala u ovom modelu
oksidativnog stresa.

Kljucne reci: oksidativni stres, kumen hidroperoksid,
manitol, pijavice, neuroni.

UvOoD

Dok reaktivni oblici kiseonika i azota deluju kao
signalni molekuli u fizioloskim koncentracijama (1),
preterana koli¢ina tih molekula uzrokuje oksidativnu
modifikaciju proteina, nukleinskih kiselina i lipida.
Aerobni organizmi su neprekidno izlozeni oksidativnom
stresu, pa su razvili razne zaStitne, antioksidativne
sisteme, ali u odredenim uslovima reaktivni oblici
kiseonika se stvaraju u kolicinama koje prevazilaze
antioksidativni kapacitet dovodeci do oksidativnog stresa.
Medutim, odgovor neurona na oksidativni stres nije
jedinstven u celom mozgu. Dok su mnogi neuroni veoma
otporni na oksidativna oS$tecenja, postoje odredene
populacije neurona koje su osetljive (2).

Slozeni zaStitni sistemi sprecavaju, ograniavaju ili
»popravljaju‘ oSte¢enja tkiva nastala dejstvom slobodnih
radikala (3). Da bi sprecilo ili umanjilo Stetno dejstvo
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slobodnih radikala razvijeni su mnogi ne samo enzimski
sistemi: superoksid dizmutaza (SOD), katalaza, glutation
peroksidaza, glutatin-S-transferaza nego i1 neenzimski
sistemi (vitamin E, vitamin C, glutation, manitol).

Sistemi antioksidativne zastite deluju na vise nivoa:
uklanjaju kiseonik ili smanjuju njegovu koncentraciju,
uklanjaju jone metala koji su katalizatori u reakcijama
oksidativnog stresa, uklanjaju superoksidni radikal,
vodonik peroksid i druga reaktivna jedinjenja kiseonika,
vezuju slobodne radikale (kao $to su hidroksil-, alkoksil- i
peroksil- radikali).

Vodonik peroksid (H202) je neznatno toksican, ali od
njega nastaje veoma reaktivan hidroksilni (OHe) radikal.
Da bi se sprecilo nastajanje ovog radikala razvijena su dva
nezavisna enzimska sistema. Prvi sistem je katalaza, a
drugi sistem su peroksidaze, u prvom redu glutation
peroksidaza (GSH Px), koja redukuje H202, katalizujuci
njegovu reakciju sa redukovanim glutationom (GSH), pri
¢emu nastaje oksidovani glutation (GSSG) i voda.
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Dokazano je da je deficijencija GSH ukljucena u
patogenezu neurodegenerativnih oboljenja (4). Glutation
je glavni antioksidans u mozgu (5), a njegova
koncentracija je 2-3 mM, §to je znatno viSe nego u krvi i
cerebrospinalnoj te¢nosti (6). Iako se sinteza GSH javlja u
svim ¢elijama u mozgu, glija je bogatija enzimima za
sintezu GSH od neurona. Neuroni takode proizvode GSH
(7, 8).

Uz ova dva konvencionalna enzima za otklanjanje
H202 odgovorni su i peroksiredoksini, nova familija
antioksidativnih enzima koji katalizuju redukciju H202,
organskih hidroperoksida, kao i peroksinitrita (ONOO-) (9).

Kako za najreaktivniji slobodni radikal, OHe radikal ne
postoje direktni (enzimski i neenzimski) zastitni sistemi,
antioksidansi trebalo bi da sprece njegovo generisanje iz
superoksidnog radikala (02" ) i H202 (npr. vezujuéi
prelazne metale, posebno bakar i gvozde, koji su
neophodni za stvaranje ovog radikala).

S druge strane, od izuzetnog je znacaja otklanjanje
ovog radikala. Manitol je opisan kao cista¢ (eng.
scavenger) hidroksilnog radikala (10). Sagsoz i saradnici
(2002) su nasli da manitol i vitamin C smanjuju
ishemi¢no-reperfuziona oSte¢enja, za razliku od
verapamila (11). Slicne rezultate su objavili Gunel i
saradnici (1998) na modelu intestinalnih reperfuzionih
ostecenja (12). Oni su pokazali da manitol i vitamin C, za
razliku od ostalih antioksidanasa, smanjuju koncentraciju
malonildialdehida (MDA), kao markera oksidativnog
stresa.

Antioksidativna odbrana neurona je znacajna za
njihovu dugovecnost. Papadia i saradnici (2008) su
pokazali da sinapticka aktivnost, posredstvom NMDA
receptora, pojacava antioksidativnu odbranu, kroz
promene tioredoksin-peroksiredoksin sistema. Sinapticka
aktivnost poboljsava aktivnost tioredoksina, olaksava
redukciju oksidisanih peroksiredoksina i poboljSava
otpornost na oksidativni stres (13).

Medutim, s obzirom na to da endogena antioksidativna
odbrana nije uvek i potpuno delotvorna, a sa druge strane
izloZenost Stetnim spoljasnjim faktorima se povecava,
egzogeni antioksidansi mogli bi da smanje oksidativna
oSte¢enja. Naime, terapijska upotreba veéine tih
antioksidanasa je ograni¢ena, s obzirom na to da ne
prolaze krvno-mozdanu barijeru. Novi antioksidansi koji
bi se koristili kod akutnih i hroni¢nih neuroloskih bolesti
morali bi da ispune neophodan uslov da posle sistemske
primene mogu pro¢i krvno-mozdanu barijeru (14).
Manitol ne prolazi krvno-mozdanu barijeru (15), ali
ispoljava snazno antiedematozno dejstvo, a sa druge strane
ispoljava protektivno dejstvo u oksidaciji posredovanoj
hidroksilnim radikalom.

CILJ RADA

Cilj ovog rada je da se ispita moguc¢nost oporavka
promena spontane aktivnosti Retzius-ovih nervnih ¢elija
pijavice (RNCP) Haemopis sanguisuga, nastalih
delovanjem kumen hidroperoksida, u prisustvu manitola.

MATERIJAL I METODE

Preparat

Eksperimenti su izvodeni na Retzius-ovim nervnim
¢elijama pijavica Haemopis saguisuga. Ganglijski lanac
pijavice se sastoji od 21 segmentne ganglije, a svaka
ganglija sadrzi 350 ili viSe ¢elija koje su odvojene u Sest
grupa vezivnim omota¢em. U centralnom delu ganglije
nalaze se dve dzinovske éelije, pre¢nika 40-60 um, koje je
otkrio Gustav Retzius i opisao ih kao ’colossal cells’, a
koje su u njegovu Cast nazvane Retzius-ove ¢elije (16).

Metoda

Posle anesteziranja pijavice 10% ectanolom, one su
disekovane, preparisan je ventralni pigmentni sinus u
kome se nalazi ganglijski lanac, a zatim je lanac od Cetiri
ganglije premesStan u specijalnu komoricu u kojoj je
preparat ekvilibrisan u fizioloskom rastvoru 20-30
minuta.

Za registrovanje spontane elektri¢ne aktivnosti RNCP
koristila se standardna tehnika intracelularnog
registrovanja pomocu mikroelektroda. Mikroelektrode su
pravljene pomocu selenoidnog izvlacivaca ili pulera
(Industrial Science Associated Inc.), a zatim punjene
rastvorom 3 M KCl. U eksperimentima su koris¢ene
mikroelektrode otpora izmedu 5 i 15 MQ. Elektrode su
ubacivane u celije pomoc¢u mehani¢kog mikromani-
pulatora. Indiferentna elektroda od Ag-AgCl postavljena
je u posebno kupatilo i preko elektrolitnog mosta od 3 M
KCl uspostavljena je veza izmedu indiferentne elektrode i
rastvora u kome se nalazio preparat.

Preko pojacivaca ’Bioelectric Instrument DS2C’ sa
negativnim kapacitetom 1 velikim ulaznim otporom
uspostavljana je veza izmedu mikroelektroda i
osciloskopa ’Tektronix 564’. Analogni signal je zatim
konvertovan u digitalni pomocu A-D konvertera, a podaci
su skladisteni na disku kompjutera.

Rastvori

U eksperimentima je koris¢en kumen hidroperoksid
(CHP) (Sigma Chemical Co., St. Luis, MO, USA), koji je
dodavan Ringerovom rastvoru za pijavice u koncentraciji
od 1.5 mmol/l, dok je manitol (Sigma Chemical Co., St.
Luis, MO, USA) rastvaran u Ringerovom rastvoru u
koncentraciji od 5 mmol/I.
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Tabela 1. — Dejstvo manitola na promene trajanja i amplitude spontanih Siljak potencijala izazvanih 1.5 mmol/l CHP.
Manitol je primenjivan rastvoren u Leech Ringeru u_koncentraciji od 5 mmol/l, u trajanju od 30 min. Rezultati su
predstavljeni kao XtSD repetitivna aktivnost.

TRAJANJE(ms) i AMPLITUDA (mV) AKCIONIH POTENCIJALA RNCP
Eegcn Smin | 10 min ISmin | 20 min Fonin | Cporavak
Ringer 20 min
9, ‘ .[127.82+65.9°
15 mmoln  |10-36£1.18 [ 16.09+3.15( 20.64+4.4 | 41+11.27" |68.72:23.04 p<0.0] 23.43+4.61
CHP -
n=11 48.45+2.32 | 40.64+0.7 | 42.45+3.5|42.64+4.83" | 41.93+4.39° 39;‘;3'15? 46.28+7.99
1.5mmol/L 49.77+15.47
CHP+ |9:66:0.73 [13.77:2.77 |21.6343.38|28.85:29.01 [32.7511.45 | ™ o 1| 21.45+6.87
S 47.89+4.31
manitol  [48.89:4.23 |45.33+4.55 [45.68+4.74| 47.223.36 | 47.45+3.46 ['PO—O; 49.17+4.17
n=9 )
REZULTATI Prethodno je u kontrolnim eksperimentima ispitano

Tabela 1 ilustruje dejstvo CHP u koncentraciji od 1.5
mmol/l na trajanje spontanih iljak potencijala RNCP.
CHP je produzio akcione potencijale (Sto se pokazalo
statisticki znacajnim — p<0.01) i doveo do pojave ranih i
kasnih naknadnih depolarizacija, kao i repetitivnih
praznjenja. Takode je dolazilo do promena oblika akcionih
potencijala (dobijali su plato i postajali slicni sr¢anim).
Ispiranjem CHP repetitivna praznjenja su se izgubila ve¢
za 2-3 minuta po vracanju celija u Ringerov rastvor za
pijavice, medutim, nijedna ispitana Celija nije pokazala
kompletan oporavak. Ovi efekti na spontanu aktivnost
nastajali su bez promena u potencijalu mirovanja.

S obzirom na to da je dokazano da CHP uti¢e na
trajanje i amplitudu akcionih potencijala RNCP, ispitana je
i mogucnost oporavka ovih promena pod uticajem
antioksidansa, manitola. Manitol, rastvoren u fizioloSkom
rastvoru za pijavice u koncentraciji od 5 mmol/l,
primenjen je neposredno posle 1.5 mmol/l CHP.

50
40
30
AP (mV)
20

10

dejstvo manitola na akcione potencijale Retzius-ovih
ganglijskih ¢elija pijavice (i odabrana koncentracija) kako
bi se iskljucila mogucnost dejstva samog antioksidansa na
ove elektrofizioloske karakteristike. Manitol je poznat kao
,cistac“ OHe radikala, koji je u ovom modelu
oksidativnog stresa jedan od pretpostavljenih posrednika.

U Tabeli broj 1 predstavljene su srednje vrednosti
trajanja i amplitude spontanih $iljak potencijala RNCP
izlozenih CHP, sa manitolom ili bez manitola. Manitol je
ispoljio dobar zastitni efekat na pojavu nefizioloskih,
repetitivnih praznjenja (nisu se javila ni kod jedne od 9
ispitanih ¢elija), mada je dolazilo do prosirenja akcionih
potencijala. Srednje vrednosti trajanja $iljak potencijala
posle 30 minuta ekspozicije RNCP dejstvu CHP i manitola
su bile 49.77£15.47 ms, S$to se statisti¢ki znatno
razlikovalo od srednje vrednosti trajanja akcionih
potencijala  registrovanih u  odsustvu manitola

(127.82+65.9 ms).

CHP

CHP-
MANITOL

O kontrola (Leech Ringer) M CHP/CHP+MAN WM oporavak (20 min)

SI. 1. — Efekat manitola (MAN) u koncentraciji od 5 mmol/l (n=10) na promene amplitude akcionih potencijala
izazvane 1.5 mmol/l CHP-om. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti amplitude akcionih potencijala ekspoziciji
RNCP dejstvu CHP (u prisustvu ili odsustvu manitola) u vremenu od 30 minuta.
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SI. 2. — a) Originalna registracija spontanih siljak potencijala Retzius-ovih nervnih Celija registrovanih u Leech
Ringeru, 20 i 30 minuta po ekspoziciji izolovane ganglije 1.5 mmol/l CHP-om, kao i za vreme oporavka.

b) Originalna registracija spontanih Siljak potencijala Retzius-ovih nervnih celija registrovanih u Leech Ringeru, 15,
25 i 30 minuta po ekspoziciji izolovane ganglije 1.5 mmol/l CHP-u i 5 mmol/l manitolu, kao i za vreme oporavka.

Amplituda akcionih potencijala se odrzavala stabilnom
u toku 30 minuta izlaganja Retzius-ovih ganglijskih ¢elija
istovremenom dejstvu CHP 1 manitola (slika 1).

Na slici 2 predstavljena je originalna registracija
jednog eksperimenta antioksidativnog dejstva manitola na
promene trajanja, amplitude akcionih potencijala i pojavu
nefizioloskih praznjenja Retzius-ove nervne celije,
izazvanih 1.5 mmol/l CHP-om. U ovom slucaju ne dolazi
do pojave repetitivnih praznjenja, iako antioksidativni
efekat manitola nije kompletan, jer se akcioni potencijali
prosiruju i u njegovom prisustvu.

DISKUSIJA

13

Manitol je poznat kao ,Cistac” (scavenger) OHe
radikala, a kako je u ovom modelu oksidativnog stresa
jedan od pretpostavljenih posrednika OHe radikal,
pokusali smo da RNCP zatitimo od njegovog §tetnog
dejstva primenom manitola. Manitol primenjen u
Ringerovom rastvoru za pijavice u koncentraciji od 5
mmol/l, ispoljava zastitni efekat na pojavu nefizioloskih,
repetitivnih praznjenja, izazvanih 1.5 mmol/l CHP-om.

U dejstvo CHP na spontanu S$iljak elektrogenezu
RNCP moze biti ukljuéeno vise mehanizama. U ogledima
sa nametnutim naponom potvrdeno je da je blokada kasnih
ispravljackih Ca®" aktivisanih K" kanala RNCP odgovorna
za produzeno trajanje akcionih potencijala RNCP, kao i da
je CHP efikasniji oksidans od H202 (17). Neurotoksi¢ni

efekat CHP na spontanu 3iljak elektrogenezu RNCP

redukovan je primenom glutationa, $to ukazuje na znacaj
redukovanog glutationa u zastiti sulfhidrilnih grupa
proteina u oksidativnom stresu izazvanom kumen
hidroperoksidom.

Ispitivanja Jovanovi¢ i saradnika (1997) pokazala su
da su nervne ¢elije pijavice otporne na oksidativni stres
izazvan H202, oksidansom sa dugotrajnim dejstvom. Ovaj
podatak ukazuje na to da OHe nije generisan u ovom
modelu oksidativnog stresa, ili da ganglijske celije
pijavice poseduju efikasan antioksidativni sistem za
detoksikaciju H202 (18, 19).

Modulatorno dejstvo reaktivnih oblika kiseonika i
azota na proteine jonskih kanala moze imati znacajnu
ulogu u opstanku, ali i smrti neurona (20). Do danas nisu
potpuno razjaSnjeni jonski mehanizmi ukljuceni u
promene membranskog i akcionog potencijala izazvani
reaktivnim oblicima kiseonika. Kalijumski kanali su
klju¢ni regulatori nadrazljivosti neurona. Na osnovu
promena u amplitudi i trajanju akcionih potencijala,
pretpostavlja se da su kalijumski kanali najverovatnija
mesta za oSte¢enja izazvana slobodnim radikalima (21).
Kao §to je poznato, kasna ispravljatka K struja vremenski
je promenjiva i zaduzena je za fazu repolarizacije
akcionog potencijala. Ova struja znacajna je jer odreduje
duzinu trajanja akcionog potencijala. U slucaju blokade
kasne ispravljacke K struje u tkivima koja generisu
akcione potencijale kratkog trajanja (1-2 ms), moguce je
registrovati akcioni potencijal koji podse¢a na sréani, sa
platoom, §to je bio slucaj i u nasim eksperimentima.
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Veliki broj eksperimentalnih dokaza ukazuje na
povezanost oksidativnog stresa, neurodegeneracije i
starenja. Elektrofizioloska istrazivanja pokazala su da je
akumulacija reaktivnih oblika kiseonika u toku starenja ili
akutne ekspozicije oksidansima, odgovorna za promene
nadraZljivosti neurona. Oksidacija naponsko zavisnih K*
kanala jedan je od pretpostavljenih mehanizama
funkcionalnog pada neurona tokom starenja (22).
Oksidacija K" kanala u mozgu posredovana reaktivnim
oblicima kiseonika zajedni¢ki je mehanizam starenja, kao
i neurodegenerativnih oboljenja kao $to su Alchajmerova i
Parkinsonova bolest (23).

Oksidativna modifikacija M-tipa K kanala uzrokuje
hiperpolarizaciju i smanjuje okidanje akcionih potencijala
simpatickih neurona u modelu oksidativnog stresa
izazvanog H202 (24).

Istrazivanja Tarra i Valenzena (1991) pokazala su da
reaktivni oblici kiseonika stvoreni fotoaktivacijom bengal
crvenila uti¢u na trajanje i amplitudu akcionih potencijala
(25). Akcioni potencijali su u po¢etku produzeni, a zatim
se skracuju. Oni su izvestili da se u ovom modelu
oksidativnog stresa pored slabljenja vremenski i naponsko
zavisnih natrijumskih, kalijumskih i kalcijumskih struja,
pojacava vremenski nezavisna struja (Iieak). Nasi eksperi-
mentalni nalazi dejstva CHP na RNCP su jednim delom
kompatibilni nalazima Tarra i Valenzena (Sto se tice
inhibicije Ik), medutim, nismo nasli skraenje trajanja
spontanih §iljak potencijala, ve¢ progredijentno prosirenje.

Studiraju¢i elektrofiziolosku osnovu jonskih promena
u oksidativnom stresu izazvanom 100 uM H202,
Barrington i saradnici (1988) na izolovanim miocitima
registrovali su tri-etapnu promenu akcionih potencijala
(26). Najpre je dolazilo do povecanja amplitude i trajanja
akcionog potencijala, iza koga je sledila pojava ranih i
kasnih naknadnih depolarizacija, da bi se celija zatim
depolarisala.

Skracenje trajanja akcionih potencijala u drugoj fazi
oksidativnog stresa povezano je sa aktivacijom kasnih K*
struja (27). Produzeno trajanje akcionih potencijala
ventrikularnih miocita zamorca u prvoj fazi oksidativnog
stresa objasnjava se aktivacijom TTX zavisnih Na" kanala
vodonik peroksidom, pri ¢emu je L tip Ca’" kanala
neostecen.

Firek i Beresewicz (1990) pokazali su da H20:2
indukuje elektrofizioloske promene ventrikularnih miocita
zamorca, Sto je posledica intracelularnog generisanja OHe
radikala u tzv. Fentonovoj reakciji (28). Izlaganje miocita
dejstvu 0.6 mmol/l H202 dovodi po pocetnog povecanja
amplitude i trajanja akcionih potencijala, pracenog
rapidnim skraéenjem i smanjenjem amplitude, pojavom
naknadnih depolarizacija i na kraju smanjivanjem
ekscitabilnosti ¢elija.

U suprotnosti sa ovim nalazima jonskih mehanizama
ukljucenih u izmene akcionih potencijala izazvanih
slobodnim radikalima su eksperimentalni rezultati Warda i
Gilesa (1997). Oni su pokazali da H202 produzava trajanje
akcionih potencijala usporavanjem inaktivacije TTX
zavisnih Na* kanala ventrikularnih miocita (29).

Jabr i Cole (1993) istrazivali su vremenski zavisne
promene potencijala mirovanja i oblika akcionog
potencijala ventrikularnih miocita po intracelularnoj
aplikaciji dihidroksi-fumari¢ne kiseline i FeCI3/ADP, a za
registrovanje jonskih struja koristili su patch clamp
tehniku (30). Izvestili su da promene potencijala
mirovanja i akcionog potencijala prolaze kroz tri faze. U
prvoj fazi nastaje depolarizacija, produzenje akcionih
potencijala i smanjenje aktivnosti ulazne ispravljacke K"
struje. U drugoj fazi razvijaju se kasne naknadne

depolarizacije, ,triger aktivnost, usled aktivacije
tranzitorne ulazne struje, sa prekidanjem procesa
repolarizacije. Tre¢u fazu karakteriSe skracivanje

akcionog potencijala, hiperpolarizacija i smanjena
ekscitabilnost ¢elija. U osnovi ovih promena je aktivacija
ATP zavisnih K* struja.

ZAKLJUCAK

Rezultati nasih istrazivanja pokazali su da manitol
ispoljava protektivni efekat u oksidativnom stresu
izazvanom kumen hidroperoksidom. Antioksidativno
dejstvo manitola nije kompletno, jer i u njegovom
prisustvu dolazi do prosirenja i smanjenja amplitude
akcionih potencijala RNCP, medutim, repetitivna
praznjenja se ne pojavljuju. Ovi nalazi ukazuju na znacaj
manitola u otklanjanju hidroksilnih radikala u
oksidativnom stresu izazvanom kumen hidroperoksidom.
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