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SAZETAK

Oksidativni stres je u osnovi razliCitih fizioloskih i
patofizioloskih procesa nervnog sistema, kao Sto je ishemi-
ja, trauma i neurodegenerativna oboljenja. Poznato je da
reaktivni oblici kiseonika dovode do izmene funkcije pro-
teina, ukljucujuci jonske kanale. Voltazno-zavisni kalijums-
ki kanali imaju znacajnu ulogu u kontroli trajanja akcionih
potencijala, oslobadanju neurotransmitera i hormona, Ca-
zavisnoj plasticnosti sinapsi, epileptickim praZnjenjima neu-
rona. Dokazano je da reaktivni oblici kiseonika moduliraju
aktivnost razlicitih tipova kalijumskih kanala.

U ovom radu je ispitivan uticaj organskog hidroperoksi-
da, kumen hidroperoksida (CHP) na membranski potenci-
jal i spontanu aktivnost, kao i izlazne ispravijacke K+ struje
Retziusovih nervnih Celija pijavice (RNCP), Haemopis san-
guisuga. Nadeno je da CHP izaziva vremenski i dozno zav-
isnu promenu membranskog potencijala RNCP i prolongi-
ranje akcionih potencijala, sa pojavom repetitivne aktivnos-
ti usled nastajanja naknadnih depolarisucih potencijala,
pracenog promenama oblika akcionog potencijala, pri cemu
on dobija plato i postaje slican srcanom. U ogledima sa
nametnutim naponom nadeno je da CHP blokira kasne
ispravijacke Ca2+ aktivisane K+ struje RNCP i to kako njenu
brzu tako i sporu komponentu.

Kljucne redi: oksidativni stres, Retziusove nervne Celije

pijavice, kumen hidroperoksid, kasna ispraviljacka Ca2+
aktivisana K+ struja

UvVOD

Tako postoji veliki broj eksperimentalnih dokaza da
reaktivni oblici kiseonika uti¢u na elektri¢nu aktivnost
ekscitabilnih celija, uglavnom sréanih (1,2,3,4,5) do
danas raspolazemo ograni¢enim informacijama §to se
tice dejstva reaktivnih oblika kiseonika na neurone.

ABSTRACT

Oxidative stress has been implicated in a variety of phys-
iological and pathophysiological processes as ischemia, trau-
ma or neurodegenerative diseases. Reactive oxygen species
are known to affect the function of a variety of proteins,
including membrane channels, in both detrimental and pro-
tective ways. Voltage-gated potassium currents play crucial
roles in modifying neuronal, cellular and network excitabili-
ty and activity. Potassium currents control action potential
duration, release of neurotransmitters and hormones, Ca2+-
dependent synaptic plasticity and epileptiform burst activity.
Many types of cloned K+ channels have been snown to be
modulated by reactive oxygen species.

We studied the effects of organic hydroperoxide, cumene
hydroperoxide (CHP) on the resting membrane potential,
spontaneous spike activity and depolarizing outward potassi-
um current in the leech Retzius nerve cells (LRNC)
(Haemopis sanguisuga). Exposure of the leech Retzius nerve
cells to cumene hydroperoxide induced dose and time depen-
dent membrane depolarization with a marked prolongation
of spontaneous repetitive activity. In the voltage clamp exper-
iments, fast and slow calcium-activated outward potassium
currents were suppressed by cumene hydroperoxide. The data
presented in this study clearly demonstrate that suppression
of calcium-activated outward potassium currents is respon-
sible for prolongation of spike potential in the leech Retzius
nerve cells.

Key words: oxidative stress, leech Retzius nerve cells,

cumene hydroperoxide, calcium-activated outward potassi-
um currents

Poznato je da oStecenje Celija slobodnim radikalima
nije slu¢ajno razaranje integriteta membrane, veé
izmena aktivnosti membranskih komponenti koje je
moguce precizno identifikovati. Membranski lipidi i
proteini su zbog svog strukturnog i funkcionalnog
znacaja u membranama, prvi na udaru reaktivnih obli-
ka kiseonika, pa su stoga mesta na jonoizmenjivackim
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proteinima i jonskim pumpama podlozna dejstvu
radikala.

Od svih organa, nervni sistem je najpogodniji za
Ovo svojstvo nervnog sistema uslovljeno je ¢injenicom
da mozak sadrZi velike koli¢ine polinezasi¢enih masnih
kiselina (6) kao i da je njegova metabolicka aktivnost
izuzetno visoka, tako da je troSi oko 20% celokupnog
kiseonika. U toku éelijske respiracije 1-3% elektrona

izbegne transportni lanac elektrona u mitohondrija-
ma i reakcijom sa kiseonikom proizvede izvesnu
koli¢inu slobodnih radikala. Neki delovi mozga, poseb-
no bazalne ganglije akumuliraju gvozde, $to ih cini
veoma osetljivim na hroni¢ni oksidativni stres. S druge
strane cerebrospinalna te¢nost poseduje mali kapacitet
za vezivanje gvozda. Aktivnost katalaze u mozgu je
niska, a on sadrZi jedino umerene koli¢ine glutatioin
peroksidaze. Reaktivni oblici kiseonika imaju znacajnu
ulogu u nekim patoloskim stanjima centralnog nervnog
sistema (CNS-a), bilo da direktno o$tecuju tkiva ili je
njihova proizvodnja posledica oStecenja tkiva.
Oksidativni stres moze znatno pogorsati akutne insulte
(npr. ishemiju), a slobodni radikali takode ucestvuju u
hroniénim neurodegenerativnim stanjima kao S$to je
Parkinsonova bolest i familijarna amiotrofi¢na lateral-
na skleroza, oboljenje povezano sa mutacijom gena za
Cu/Zn superoksid dizmutazu (SOD). Sayre i saradnici
(7) istiu da senilni plakovi kod Alzheimerove bolesti
sadrze redoks-aktivne prelazne metale vezane za tzv.
tau protein.

Mehanizmi oStecenja neurona slobodnim radikali-
ma su razliiti: ekscitotoksi¢nost, metabolicki
poremecaji 1 poremecaji homeostaze intracelularnog
kalcijuma (8).

Reaktivna priroda slobodnih radikala, kao i njihov
kratak poluZivot oteZavaju proucavanje u Zivom tkivu.
Idealan nacin za ispitivanje slobodnih radikala u in vivo
uslovima bio bi da se simulira njihovo endogeno
stvaranje, a pri tome ne uzrokuju druge nezeljene
posledice. To nije jednostavno. Mnogo je jednostavnije
to uraditi u in vitro uslovima.

Ispitujuéi dejstvo slobodnih radikala na jonske stru-
je u pretkomorskim ¢elijama zabe Tarr i Valenzeno (9)
su pokazali da oksidativni stres u pocetku produzava
akcioni potencijal, a u drugoj fazi skraduje tako da
sréani akcioni potencijal poprima oblik Siljak potenci-
jala i postaje slican nervnom.

Barrington (3) je ukazala na moguénost da su kalci-
jumski i kalijumski kanali povezani sa sporom izlaznom
strujom najverovatnija mesta za oSte¢enja slobodnim
radikalima. Kada se govori o moguéim mehanizmima
koji su u osnovi izmene elektri¢ne aktivnosti Matsuura
i Shattok (5) su pokazali da oksidativni stres smanjuje

provodljivost membrane u mirovanju za K+ i povecava
aktivnost Ca2+ zavisnih neselektivnih jonskih kanala.

Istrazivanja Soto i sar. (10) su pokazala da reaktivni
oblici kiseonika inhibiraju Ca2+- aktivisane K+ kanale.

Suprotno tome, Coetzee i sar. (11) su pokazali da
oksidativni stres inhibira Na+-Ca?+ izmenjivacke struje
u intaktnim ventrikularnim miocitima zamorca
izloZzenim bengal crvenilu, a mehanizam dejstva slo-
bodnih radikala na Na+- Ca2*+ izmenjiva¢ je modi-
fikacija tiol grupa. Ovo je u suprotnosti sa ranijim
nalazima (3,12) da oksidativni stres aktivira Na+- Ca2+
izmenu.

Beresewicz i Horackova (13), produzenje akcionog
potencijala, rane i kasne naknadne depolarizacije, u
prvoj fazi oksidativhog stresa izazvanog H,0,
objasnjavaju pojacanjem TTX-senzitivnih Na+ struja.
U drugoj fazi ovog modela oksidativnog stresa dolazi
do skraéenja akcionog potencijala (u osnovi kojeg
moze biti pojacanje spore izlazne K+ struje), pojave
depolarizacije, kao i ekstrasistola.

Reaktivni oblici kiseonika reaguju sa sulfhidrilnim
grupama proteina remeteci na taj nacin njihovu funkci-
ju. S tim u vezi oksidativni stres inhibiSe Na+/K+
ATPazu, $to je dokazano brojnim studijama (14,15).

Pored mogucih direktnih dejstava slobodnih
radikala na membranske komponente, promene u jon-
skoj raspodeli mogu povratno da utiCu na funkcije
ekscitabilnih éelija, kao $to su razli€iti transmembrans-
ki procesi i sistemi sekundarnih glasnika (16,17).

CILJ RADA

Kako dejstvo reaktivnih oblika kiseonika nije u
dovoljnoj meri izuavano na nervnom sistemu i malo je
literaturnih podataka o uticaju oksidativnog stresa na
membranski i akcioni potencijal, kao i jonske struje
nervnih éelija, cilj ovog rada bi bio da se ispita efekat
kumen hidroperoksida, na potencijal mirovanja, zatim
i trajanje, amplitudu i oblik akcionih potencijala, kao i
pojavu nefizioloSkih praZnjenja, a da se tehnikom sa
nametnutim naponom ispita efekat CHP na
makroskopske jonske struje, a u prvom redu dejstvo na
izlazne ispravljacke K+ struje.

MATERIJALI I METODE

Svi eksperimenti su izvodjeni na Retziusovim
nervnim Celijama identifikovanih pijavica, Haemopis
saguisuga. Ove dzinovske celije precnika 40-60 pum
nalaze se u centralnom delu ganglije. Membranski
potencijal izmeren u somi ovih ¢elija je niZi u odnosu
na na druge neurone (18, 19) i iznosi izmedu -30 i -
60mV.
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Posle anesteziranja, pijavice su disekovane pod
stereo disekcionim mikroskopom. Za registrovanje
potencijala mirovanja i spontane aktivnosti koristila se
standardna tehnika intracelularnog registrovanja
pomocu mikroelektroda, dok su tehnikom sa nametnu-
tim naponom ispitivani K+ kanali.

U ogledima sa nametnutim naponom su koriSéene
dve mikroelektrode, pri ¢emu je jedna sluzila za protok
konstantne struje, a druga za registrovanje promena
napona Celija. Voltage clamp tehnika koristi negativni
feed-back mehanizam za odrZavanje membranskog
potencijala konstantnim, na odredjenom nivou, dok su
merene struje koje proti¢u kroz membranu. Preparat je
draZen konstantnom strujom, pravougaonim impulsi-
ma Sirine 300-500 ms. Preko pojacivaca Bioelectric
Instrument DS2C sa negativnim kapacitetom i
velikim ulaznim otporom uspostavljana je veza izmed-
ju mikroelektroda i osciloskopa Tektronix 564 .
Analogni signal je zatim konvertovan u digitalni
pomocu A-D konvertera, podaci su skladiSteni na
disku kompjutera.

Kumen hidroperoksid (cumene hydroperoxide,
CHP, 80 %) je posle rastvaranja u 0.01 % dimetilsul-
foksidu dodavan Ringerovom rastvoru za pijavice.
CHP je nabavljen od Sigma Chemical Co., St. Luis,
MO, USA.

REZULTATI

S obzirom da je cilj ovog rada u prvom redu
proucavanje efekata kumen hidroperoksida na jonske
kanale, najpre je ispitivano dejstvo kumen hidroper-
oksida na Celijski membranski potencijal. Na tabeli
broj 1 su prikazane srednje vrednosti membranskog
potencijala RNCP izlozenih razli¢itim koncentracija-
ma CHP u toku 25 minuta, posle ¢ega je pracen je opo-
ravak u standardnom rastvoru za pijavice, a u trajanju
od najmanje 20 min.

Analizirajuéi tabelu 1 jasno je da postoji dozna i
vremenska zavisnost promena potencijala mirovanja
RNCP pod dejstvom CHP. Kod svih ispitanih prepara-
ta, dodavanje CHP u medijum u kome se nalazi gangli-
jski lanac sa RNCP je dovodilo do depolarizacije
razli¢itog stepena. Koncentracije CHP od 0.25, 0.51 1
mmol/l, nisu uzrokovale promene potencijala mirovan-
ja u toku 25 min ekspozicije RNCP, dok koncentracije
vecée od 1.5 mmol/l statisticki visoko znacajno izmenile
potencijal (2mmol/l CHP daje prirastaj depolarizacije
od 0.31 mV/min a 3 mmol/l 0.43 mV/min).

Na slici 1 je prikazana originalna registracija spon-
tanih Siljak potencijala RNCP po ekspoziciji Celije

Leech Oporavak
Ringer 2 min 3 min 15 min 20 min 25 min 20 min
0.25mmol/l
CHP -43.40+3.58 -42.7+4 -43.2544.14 | -43.1£3.96 | -42.7+3.85 | -42.35+3.72 -4343.3
n=10 p>0.05
0.5 mmol/l
CHP -43.63£3.36 -42+3.70 -42.5+4.18 | -40.75£3.11 | -40.25+£3.73 | -40.37+4.96 |-39.67+5.03
n=8 p>0.05
1 mmol/l
CHP -46.75+£3.89 -4242.18 -44 54234 |-46.25+£2.38 -46+2 455425 |-46.25+4.02
n=8 p>0.05
1.5 mmol/l
CHP -442+3.11 | -40.66+3.07 | -41.4443.35 |-40.89+3.65 [-41.25+4.02 | -39.88+4.11 [-39.17+5.53
-9 p<0.05
2 mmol/l
CHP -45.34+293 | -44.21+3.34 | -42.8243.85 |-39.45+3.21 |-38.2444.13 | -37.67£2.89 [-36.29+4.04
n=7 p<0.01
3 mmol/l
CHP -42+6.37 -38.446.22 -38.247.33 | -35.445.22 | -33.446.11 -27.8+1.94
n=5 p<0.01

TABELA 1. Dozna i viemenska zavisnost promena potencijala mirovanja RNCP pod dejstvom CHP u koncentraci-
jama od 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 i 3mmol/l u toku 25 minuta ekspozicije. Rezultati su prikazani kaozX O SD. n=broj
Celija.
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dejstvu 1,5 mmol/l CHP. CHP je doveo pojave ranih i
kasnih naknadnih depolarizacija, kao i repetitivnih
praznjenja sa promenama oblika akcionog potencijala,
pri ¢emu on dobija plato i postaje slican sréanom. Ovi
efekti CHP na spontanu S§iljak elektrogenezu nastaju,

a)

bez promena u potencijalu mirovanja.
leln\'l_
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SLIKA 1. A, Repetitivna aktivnost registrovana u u
odgovoru RNCP na 1,5mmol/l CHP

B. Naknadni potencijali registrovani u odgovoru RNCP
na 1,5mmol/l CHP

Za dokazivanje jonskih mehanizama odgovornih za
prosirenje Siljak potencijala i pojavu repetitivnih
praZznjenja ispitivali smo uticaj oksidativnog stresa na
izlazne kalijumske struje koje su vremenski promenjive
1 odgovorne za repolarizaciju akcionog potencijala.
Nadeno je da CHP dovodi do znacdajnog smanjenja
jacine brze i spore komponente izlazne ispravljacke K+
struje.

Na slici 2 je predstavljen jedan eksperiment gde je
RNCP stimulisana impulsima trajanja 650 ms u pravcu
depolarizacije od holding potencijala od -76 mV preko
razli¢itih nivoa potencijala do test potencijala od +4
mV. Izlazne K+ struje su registrovane u TRIS Ringeru,
10 minuta po dodavanju 1 mmol/l CHP kao i za vreme
oporavka struja u TRIS Ringeru. CHP je oslabio brzu,
kao i sporu komponentu Ca2+ aktivisanih K+ struja.

1mmol/l CHP Recovery

TRIS Ringer

B A e—— -/ ™
asmy | LS Y b N
6 my _i & I I L

Hmv | _f_ {:Mi_
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v

SLIKA 2. Originalna registracija Ca2+ aktivisanih
izlaznih ispravljackih kalijumskih struja RNCP u TRIS
Ringeru, 10 minuta po dodavanju 1 mmol/l CHP, kao i

u toku oporavka Celije

DISKUSIJA

Do danas nisu potpuno razja$njeni svi jonski meha-
nizmi ukljuéeni u promene membranskog i akcionog
potencijala  izazvane  slobodnim  radikalima.
Pretpostavlja se, na osnovu promena u amplitudi i tra-

janju akcionih potencijala da su kalcijumski i kalijums-
ki kanali najverovatnija mesta za oStefenja izazvana
slobodnim radikalima (3).

Malo je literaturnih podataka o dejstvu oksida-
tivnog stresa na spontanu aktivnost nervnih Celija,
uglavnom se odnose na efekte slobodnih radikala na
sr¢ane akcione potencijale.

Mehanizam depolarizacije RNCP pod dejstvom
CHP nije u potpunosti razjasnjen jer u njemu mogu
uzeti ucesSCe razliCiti faktori. Dosadas$nji eksperimen-
talni podaci ukazuju du su ulazni ispravljacki K+ kanali
i Na+/K+ ATPaza najverovatnije odgovorni za promene
potencijala mirovanja u oksidativnom stresu.

Jedna od moguénosti je da CHP utice na aktivnost
ulaznih ispravljackih kalijumskih kanala (koji su
znacajni za potencijal mirovanja i zavrSnu fazu repolar-
izacije akcionog potencijala), dovode¢i do njihove
inhibicije. Matsuura i Shattock (5) su dokazali slabljen-
je ulazne i izlazne struje ventrikularnih miocita u
oksidativnom stresu. Oksidativni stres depolariSe celije
redukcijom ulazne ispravljacke K+ struje i povecanjem
Ca2+ aktivisane membranske provodljivosti.

Tokube i saradnici (20) su u eksperimentima sa
nametnutim naponom nasli da H,O, inhibiSe ulazne
ispravljacke kalijumske, kasne ispravljacke kalijumske
struje i L-tip Ca2+ struja. U suprotnosti sa naSim
eksperimentalnim nalazima da CHP depolarie RNCP,
postoje literaturni podaci da peroksidi hiperpolarisu
membranski potencijal ekscitabilnih ¢elija. Nasi raniji
eksperimentalni nalazi (21), su pokazali da vodonik
peroksid (H,0,) ¢es¢e dovodi do prolaznih promena
potencijala mirovanja u smislu nastajanja tranzitorne
hiperpolarizacije, nego trajne hiper- ili depolarizacije
membranskog potencijala RNCP.

Jedno od moguéih objasnjenja hiperpolarizacije je
aktivacija Ca2+ zavisnih K+ kanala. Tako, Seutin i
saradnici (22) isticu da H,O, hiperpolarise celijsku
membranu aktivacijom Ca2+ zavisnih K+ kanala.

Depolarizacija izazvana CHPom bi mogla nastati i
usled inhibicije Na+/K+ ATPaze ¢elijske membrane
RNCP. Shattock i Matsuura (5) su studirali dejstvo
oksidativnog stresa na aktivnost Na+/K+ ATPaze izolo-
vanih ventrikularnih miocita, tehnikom nametnutog
napona, i nasli su da oksidativni stres inhibise aktivnost
pumpe.

ViSe mehanizama mozZe biti ukljueno u dejstvo
CHP na spontanu §iljak elektrogenezu RNCP. U ogled-
ima sa nametnutim naponom je potvrdeno da je bloka-
da kasnih ispravljackih Ca2+ aktivisanih K+ kanala
uzrok nastanka produzenog trajanja akcionih potenci-
jala RNCP. Kao §to je poznato kasna ispravljacka K+
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struja je vremenski promenjiva i repolariSe akcioni
potencijal, a znacajna je jer odreduje duZinu trajanja
akcionog potencijala. U slucaju blokade ove struje u
onim tkivima koja generiS$u akcioni potencijal koji traje
vrlo kratko (1-2 ms) moguce je registrovati akcioni
potencijal koji podseca na srcani, sa platoom.

Matsuura i Shattock (5) su u ogledima sa nametnu-
tim naponom dokazali slabljenje ulazne i izlazne stru-
je. Pokazali su da oksidativni stres dovodi do smanjen-
ja provodljivosti membrane u mirovanju za K+, a
povecane provodljivosti Ca2+ aktivisanih neselektivnih
kanala, tako da nivo intacelularnog Ca?+ raste pri
duzem izlaganju Celija dejstvu oksidativnog stresa.

Sli¢ne rezultate dejstva 100 uM H,0, na akcione
potencijale izolovanih miocita su prikazali Barrington i
saradnici (3). Oni su registrovali tri-etapnu promenu
akcionih potencijala. 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.

Skraenje trajanja akcionih potencijala u drugoj
fazi oksidativnog stresa je povezano sa aktivacijom kas-
nih K+ struja (13). Produzeno trajanje akcionih poten-
cijala ventrikularnih miocita zamorca u prvoj fazi
oksidativnog stresa objaSnjavaju aktivacijom TTX zav-
isnih Na+ kanala vodonik peroksidom.

U suprotnosti sa ovim nalazima jonskih mehaniza-
ma ukljucenih u izmene akcionih potencijala izazvanih
slobodnim radikalima su eksperimentalni rezultati
Warda i Gilesa (23). Oni su pokazali da H,O,
produzava trajanje akcionih potencijala usporavanjem
inaktivacije TTX zavisnih Na+ kanala ventrikularnih
miocita.

Oksidativni stres indukuje trazitorne izlazne struje
koje mogu biti odgovorne za naknadne depolarizacije,
pojavu nefizioloSkih praznjenja i automatizma. Ove
struje aktivira depolarizacija ¢elije posle perioda hiper-
polarizacije (24).

ZAKLJUCAK

Ispitivan je uticaj oksidansa sa dugotrajnim
dejstvom, CHP, na potencijal mirovanja i spontanu
aktivnost RNCP tehnikom intracelularnog registrovan-
ja, a takode je tehnikom sa nametnutim naponom ispi-
tivano njihovo dejstvo na izlazne ispravljacke K+ stru-
je. Nadeno je da CHP dovodi do depolarizacije Celijske
membrane i prolongiranja akcionih potencijala bez
promene potencijala mirovanja. CHP blokira kasne
ispravljacke Ca2+ aktivisane K+ struje RNCP, §to bi
moglo biti u osnovi produZenog trajanja akcionih
potencijala.

Zaklju€eno je da reaktivni oblici kiseonika mogu
imati znacajnu ulogu u nastanku delijske repetitivne
aktivnosti prekidajuéi proces repolarizacije.
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