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MITOHONDRIJALNA DISFUNKCIJA U MOZGU PACOVA PERINATALNO
TRETIRANIH FENCIKLIDINOM - EFEKAT ANTIPSIHOTIKA

Rezime

Uvod: Shizofrenija je neuropsihijatrijski poremecaj sloZene etiologije, sa globalnom
prevalencom oko 1%. U terapiji shizofrenije Cesto je neophodna dugotrajna primena
tipicnih 1/ili atipi¢nih antipsihotika, koji se razlikuju po efikasnosti i imaju razliCite
nezeljene efekte. Postoji veliki broj hipoteza o poreklu bolesti, ali najveci broj
istrazivanja govori u prilog neurorazvojne hipoteze prema kojoj poremecaj tokom
razvoja mozga dovodi do naruSavanja procesa sinaptogeneze i neurotransmisije, pre
svega dopaminergickog 1 glutamatergickog sistema. Fenciklidin (PCP) je
nekompetitivni antagonist glutamatskih N-metil-D-aspartat receptora i njegova
perinatalna administracija u pacova uzrokuje patofizioloSke promene koje odgovaraju
patoloskim karakteristikama uo¢enim u shizofreniji. Mitohondrije imaju vaznu ulogu u
neurorazvoju i brojne studije povezuju abnormalnosti u strukturi i funkciji mitohondrija
sa razvojem shizofrenije. Disfunkcija mitohondrija moZe rezultirati poremecajem u
produkciji energije i aktivacijom procesa celijske smrti apoptozom i/ili autofagijom.
Poremecaji odvijanja procesa apoptoze i autofagije su dokumentovani kod pacijenata
obolelih od shizofrenije. Novije studije ukazuju na tesnu povezanost ova dva procesa.
Medutim, jo§ uvek ostaje nerazjaSnjeno da li su uocene promene posledica tretmana

antipsihoticima ili karakteristika same bolesti.

Cilj: Utvrdivanje neposrednih i dugotrajnih efekata perinatalne primene fenciklidina,
kao i efekata haloperidola (tipi¢nog antipsihotika) i klozapina (atipi¢nog antipsihotika)
na aktivnost enzima respiratornog lanca, ekspresiju proteinskih markera apoptotoze i
autofagije, zastupljenost pojedinih vrsta celija nervnog sistema i ultrastrukturne

promene u korteksu i hipokampusu pacova.

Materijal i metode: Deset grupa Wistar pacova je subkutano tretirano 2, 6, 9. i 12.
postnatalnog dana (PN) fenciklidinom (10 mg/kg) ili fizioloSkim rastvorom (0.9%
NaCl). Jedna NaCl i jedna PCP grupa su zrtvovane PN13, dok su druge dve NaCl i PCP
grupe zrtvovane PN70. Preostale grupe su zrtvovane PN100. Od PN35 do PN100, jedna



NaCl (NaCl-H) i jedna PCP (PCP-H) grupa su primale haloperidol (1 mg/kg/dan) dok
su druga NaCl (NaCl-K) i PCP (PCP-K) grupa primale klozapin (20 mg/kg/dan)
rastvoren u vodi za pice. Preostale NaCl (kontrola) i PCP grupa su primale vodu za pice
bez rastvorenih supstanci. Aktivnost enzima respiratornog lanca, kompleksa I i citohrom
¢ oksidaze (COX), su odredivane spektrofotometrijski. Ekspresija markera apoptoze
(kaspaza 3 i faktora indukcije apoptoze (AIF)) i markera autofagije (Beklin 1 i p62)
odredivana je tehnikom Western blot u korteksu i hipokampusu. Zastupljenost neurona i
glija Celija ispitivana je odredivanjem ekspresije markera neurona (neuron-specifi¢ni
jedarni protein, NeuN), astrocita (glijalni fibrilarni Kiseli protein, GFAP),
oligodendrocita (mijelin oligodendrocitni glikoprotein, MOG) i mikroglije (jonizovani
kalcijum-vezujuci adapterski protein, Iba 1) u korteksu i hipokampusu tehnikama
Western blot i imunohistohemije. Ultrastrukturne promene detektovane su primenom

transmisione elektronske mikroskopije.

Rezultati: Neposredni efekti perinatalne primene fenciklidina ispitivani su 13.
postnatalnog dana (PN13). Pokazano je da PCP dovodi do povecanja aktivnosti
kompleksa I u hipokampusu i COX u obe ispitivane mozdane strukture ukazujuci na
povecanu aktivnost respiratornog lanca. Ove promene su praéene poveéanom
ekspresijom ezgekutorske kaspaze 3, dok je ekspresija AIF nepromenjena u poredenju
sa kontrolnom grupom. Odredivanjem ekspresije markera autofagije u istom
vremenskom preseku uoceno je povecanje ekspresije p62 u korteksu u poredenju sa
kontrolom ukazuju¢i da je ovaj proces suprimiran. Dugotrajni efekti perinatalne
primene fenciklidina ispitivani su u dva vremenska intervala: PN70 i PN100. Pokazano
je da je u PN70 aktivnost kompleksa I nepromenjena u obe ispitivane mozdane srukture,
a aktivnost COX smanjena u korteksu 1 povec¢ana u hipokampusu Zivotinja perinatalno
tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolom. Sedamdesetog postnatalnog dana, u
pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom, zapazena je i intenzivnija apoptoza izrazena
preko povecanja ekspresije kaspaze 3 u obe mozdane strukture i ekspresije AlF proteina
u korteksu u poredenju sa kontrolom. Ove promene su pracene povecanjem ekspresije
Beklina 1 u hipokampusu i smanjenjem ekspresije p62 u obe ispitivane mozdane
strukture. Ovo ukazuje da perinatalna primena fenciklidina indukuje i proces autofagije

u mozgu odraslih pacova (PN70). Uoceno je da, kod pacova starih sto dana (PN100),



perinatalni tretman fencikidinom kao i primena antipsihotika ne menjaju aktivnost
kompleksa | u mozgu pacova, dok na aktivnost COX uti¢u oba antipsihotika uzrokujuéi
znacajno smanjenje aktivnosti ovog enzima i u korteksu i u hipokampusu u poredenju sa
kontrolom. Dalje 100. PN dana jos$ uvek je, kao i u PN70, prisutno povecanje ekspresije
kaspaze 3 u korteksu PCP grupe. U ovoj strukturi primena haloperidola ne uti¢e na
promene kaspaze 3 koje uzrokuje perinatalni tretman fenciklidinom ali smanjuje
ekspresiju AIF i u NaCl-H i u PCP-H grupama, dok u hipokampusu izaziva smanjenje
oba apoptotska markera nezavisno od perinatalnog tretmana u poredenju sa kontrolnom
grupom zivotinja. Klozapin, s druge strane, ima izrazenije efekte u korteksu gde utice na
poveéanje ekspresije kaspaze 3 i AIF i u zivotinja perinatalno tretiranin  NaCl-om i
PCP-om. Za razliku od PN70, stotog postnatalnog dana se viSe ne uocava promena
ekspresije ni jednog markera autofagije u zivotinja perinatalno tretirnin PCP-om.
Haloperidol takode nije uticao na ovaj proces dok je klozapin izazvao smanjenje
ekspresije markera Beklin 1 nezavisno od perinatalnog tretmana. Zastupljenost neurona
je smanjena u hipokampusu pacova (PN100) perinatalno tretiranih PCP-om i pacova
tretiranih klozapinom, nezavisno od perinatalnog tretmana. Perinatalni tretman PCP-om
redukuje ekspresiju GFAP u mozgu pacova. Haloperidol redukuje ekspresiju GFAP u
korteksu, dok u hipokampusu vrs$i rezerziju promene indukovane perinatalnom
primenom PCP-a. Tretman klozapinom vrsi reverziju redukcije ekspresije GFAP
proteina indukovane perinatalnom primenom PCP-a u obe mozdane strukture. U
korteksu obe klase antipsihotika vrSe reverziju redukcije ekspresije MOG indukovane
perinatalne primenom PCP-a, dok u hipokampusu lekovi pokazuju tendenciju da
suprimiraju poveéanje ekspresije ovog proteina indukovano perinatalnom primenom
PCP-a. Ekspresija Iba 1 proteina, markera mikroglije, je nepromenjena u mozgu pacova
svih eksperimentalnih grupa u poredenju sa kontrolnom, ali je imunohistohemijski
pokazano da perinatalni tretman fenciklidinom i tretman antipsihoticima uzrokuju
morfoloske promene celija mikroglije koje ukazuju na njihovu aktivaciju. U prilog
uocCenih promena uzrokovanih perinatalnim aplikovanjem fenciklidina i tretmanom
antipsihoticima govore i rezultati transmisione elektronske mikroskopije kojima je
potvrdeno prisustvo ultrastrukturnih promena mitohondrija i promena karakteristi¢nih

za apoptozu i autofagiju u mozgu pacova u sva tri vremenska preseka.



Zakljuc¢ak: Dobijeni rezultati ukazuju da perinatalna administracija fenciklidina i
hroni¢ni tretman antipsihoticima indukuju strukturne i funkcionalne promene
mitohondrija i utiCu na procese apoptoze i autofagije. Administracija fenciklidina
rezultuje aktivacijom apoptoze neposredno po aplikovanju, dok se dugoroc¢ni efekti
ogledaju u aktivaciji oba procesa. S druge strane dugotrajni efekti perinatalne primene
fenciklidina praceni PN100 dana se ogledaju u indukciji apoptoze u kortikalnim
regionima, koja je pracena supresijom autofagije U ovom regionu. Tretman
antipsihoticima indukuje apopozu u Kkortikalnim regionima, dok neocekivano
haloperidol suprimira ovaj proces i u korteksu i u hipokamusu. Klozapin uti¢e na
autofagiju nezavisno od perinatalnog tretmana remecu¢i odvijanje prve faze ovog
procesa. Pored remecenja odvijanja procesa kljuénih za odrzavanje homeostaze celija,
antipsihotici ostvaruju efekte i na zastupljenost ¢elija nervnog sistema, implicirajuéi na
kriti¢ki stav prema dugogodi$njem tretmanu antipsihoticima. Uofene promene mogu
biti osnova strukturnih i funkcionalnih defekata uocenih u mozgu obolelih od
shizofrenije. Bolje razumevanje prirode ovih promena moze doprineti rasvetljavanju
patofiziologije shizofrenije i razvoju novih terapijskih strategija, usmerenih na

poboljsanje mitohondrijske funkcije.

Kljuéne reci: fenciklidin, shizofrenija, antipsihotici, mitohondrije, respiratorni lanac,

apoptoza, autofagija, animalni model
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MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION IN THE BRAIN OF RATS
PERINATALLY TREATED WITH PHENCYCLIDINE - EFFECTS OF
ANTIPSYCHOTIC TREATMENT

Abstract

Introduction: Schizophrenia (SCH) is a neuropsychiatric disorder with complex
etiology and global prevalence of 1%. Disease usually requires long-term medication
with typical and atypical antipsychotics, that have different effectiveness and side
effects. There are a number of hypotheses about the origin of SCH, but most research
support neurodevelopmental hypothesis according to which alterations during the brain
development lead to disturbances of synaptogenesis and neurotransmission, primarily
dopaminergic and glutamatergic systems. Phencyclidine (PCP) acts as a non-
competitive antagonist of glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptors, and its
perinatal administration to rats causes pathophysiological changes that mimic some
pathological features of schizophrenia. Mitochondria play a crucial role in the
neurodevelopment and numerous data indicate that abnormalities in mitochondrial
structure and function could be associated with the development of schizophrenia.
Mitochondrial dysfunction may affect energy production and could lead to apoptotic
cell death and/or autophagy. Altered apoptosis and autophagy processes have been
identified in schizophrenia patients. Also, recent investigations indicate that these two
processes are tightly correlated. However, remains unclear whether the observed
changes are consequence of medication or disease itself.

Aim of this study: Assess immediate and long-term effects of perinatal PCP
administration, as well as, the effects of typical (haloperidol) and atypical (clozapine)
antipsycotics on mitochondrial function determining the activity of respiratory chain
enzymes, expression of apoptosis and autophagy markers, density of nervous system

cells and ultrastructural changes in the cortex and hippocampus of the rat brain.

Material and methods: Ten groups of Wistar rats were subcutaneously treated on 2",
6™, 9™ and 12" postnatal days (PN), with either PCP (10 mg/kg) or saline (0.9% NaCl).



One NaCl and one PCP group were sacrificed on PN13; other two NaCl and PCP
groups were sacrificed on PN70. Remaining groups were sacrificed on PN100. From
PN35 to PN100, one NaCl (NaCl-H) and one PCP (PCP-H) group have received
haloperidol (1 mg/kg/day) and other two NaCl (NaCl-K) and PCP (PCP-K) groups have
received clozapine (20 mg/kg/day) dissolved in drinking water. Remaining NaCl
(control) and PCP group received clear drinking water. Activities of respiratory chain
enzymes, complex | and cytochrome ¢ oxidaze (COX), were assessed
spectrophotometrically. Protein expression of apoptosis markers (caspase 3 and
apoptosis inducing factor (AlIF)) and autophagy markers (Beclin 1 and p62) in the
cortex and hippocampus was assessed by Western blot. Density of neuronal and glial
cells was assessed using Western blot and immunohistochemistry determining the
expression of neuronal marker (Neuronal specific nuclear protein, NeuN), marker of
astrocytes (Glial fibrillary acidic protein, GFAP), marker of oligodendrocytes (Myelin
oligodendrocyte glycoprotein, MOG) and marker of microglial cells (lonised calcium
binding adaptor molecule 1, Iba 1). Morphological changes of cortical and hippocampal

ultrastructure were determined by transmission electron microscopy.

Results: Early effects of perinatal PCP administration were assessed on PN13. It has
been shown that perinatal PCP administration increases complex | activity in the
hippocampus, as well as, COX activity in both investigated brain structures indicating
increased activity of respiratory chain. These changes were followed by incresed
expression of executor caspase 3, while AIF expression remains unchanged compared to
control. Determining the expression of autophagy markers at the same time point we
noticed the increase of p62 expression in the cortex comparing to control, indicating that
this process is suppressed. Long-term effects of perinatal PCP administration were
assessed in two time points: PN70 and PN100. It has been shown that on PN70 activity
of complex | remains unchanged in both investigated brain structures, while COX
activity was reduced in the cortex and increased in the hippocampus of PCP perinataly
treated rats compared to control. On PN70, in rats perinataly treated with PCP we
detected intensified process of apoptosis, which is reflected in increase of caspase 3
expression in both investigated brain structures, and increase of AIF expression in the

cortex compared to control. These changes are followed by increased Beclin 1



expression in the hippocampus, and reduced p62 expression in both investigated brain
structures, implying that perinatal PCP administration also induces autophagy process in
the brain of adult rats (PN70). On PN100 it has been observed that perinatal PCP
administration, as well as, antipsychotic treatment do not alter the activity of complex I
in the rat brain, while COX activity was significantly reduced in the cortex and
hippocampus in groups treated with antipsychotics compared to control. Furthermore,
on PN100 increase of caspase 3 expression in the cortex of PCP group was still present.
In the cortex, haloperidol treatment does not affect changes of caspase 3 induced by
perinatal PCP administration. However, haloperidol reduces AIF expression in the
cortex of NaCl-H and PCP-H groups, while in the hippocampus haloperidol reduces
expression of both apoptotic markers independently of perinatal treatment compared to
control group. On the other hand, clozapine has more prominent effects in the cortex
increasing the expression of caspase 3 and AIF both in NaCl and PCP perinatally treated
groups. Unlike PN70, on PN100 we haven’t noticed changes in the expression of
autophagy markers. Haloperidol also does not affect this process, while clozapine
induced decrease of Beclin 1 expression independently of perinatal treatment.
Expression of NeuN was reduced in the hippocampus (PN100) of rats perinatally treated
with PCP, as well as rats, treated with clozapine, independently of perinatal treatment.
PCP perinatally administrated reduces GFAP expression in the rat brain. Haloperidol
reduces GFAP expression in the cortex, while in the hippocampus it reverses changes
induced by perinatal PCP administration. Clozapine treatment reverses reduction of
GFAP expression induced by perinatal PCP administration in both investigated brain
structures. In the cortex, treatment with both typical and atypical antipsychotics reverses
reduction of MOG expression induced by PCP administration, while in the
hippocampus these drugs shows tendency to suppress an increase of MOG expression
induced by PCP. Expression of Iba 1 protein, marker of microglial cells, was unchanged
in the brain of rats from all experimental groups compared to control, although
immunohistochemical analisys showed that perinatal PCP treatment, as well as,
treatment with antipsychotics induce morphological changes of microglial cells
indicating their activation. Detected changes caused by perinatal PCP administration
and antipsychotic treatment are supported by results of transmission electron

microscopy, which confirmed the presence of ultrastructural changes of mitochondria



and changes characteristic of apoptosis and autophagy in the rat brain in all three time
points.

Conclusion: Obtained data suggest that perinatal PCP administration and chronic
antipsychotic administration induce structural and functional alterations of mitochondria
and affect apoptosis and autophagy processes. Phencyclidine administration results in
activation of apoptosis immediately after its application, while long-term effects are
reflected in the activation of both processes. On the other hand, long-term effects of
perinatal PCP administration observed on PN100 were induction of apoptosis in cortical
regions, followed by suppression of autophagy in the same brain region. Antipsychotic
treatment induce apoptosis in cortical regions, while, unexpectedly, haloperidol
suppresses this process both in the cortex and hippocampus. Clozapine alters autophagy
independently of perinatal treatment by repressing its first steps. Beside alterations of
processes crucial for cell homeostasis, antipsychotics are capable to alter density of
nervous system cells, indicating a critical attitude towards a long-term treatment with
antipsychotics. Noticed alterations may be the basis of structural and functional brain
deficits observed in SCH patients. Understanding the nature of these changes may
contribute to the elucidation of pathophysiology of SCH and may offer new targets for
drug development, directed to improvement of mitochondrial function.

Keywords: phencyclidine, schizophrenia, antipsychotics, mitochondria, respiratory

chain, apoptosis, autophagy, animal model

Scientific field: Medicine

Specific scientific field: Neuroscience
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1. UVOD

1.1. Patofiziologija shizofrenije

Shizofrenija je jedno od najtezih psihijatrijskih oboljenja, koje se najc¢esce javlja
u ranom odraslom dobu izmedu 16. i 25. godine (Mueser i McGurk, 2004).
Etiopatologija oboljenja je izuzetno kompleksna i smatra se da niz genetskih, razvojnih i
sredinskih faktora ucestvuje u procesu koji dovodi do klini¢kog ispoljavanja bolesti
(Lewis i Lieberman, 2000; van Os i sar., 2010). Bolest je simptomatski veoma
heterogena i simptomi se najceS¢e svrstavaju u tri kategorije — pozitivne, negativne i
kognitivne. Pozitivni simptomi su vezani za poremecaje obrade informacije i dozivljaja
stvarnosti i u njih svrstavamo: halucinacije (najcesce auditorne prirode, mada mogu biti
vizuelne, olfaktorne i taktilne prirode), sumanute ideje, poremecaje misljenja i govora,
poremecaj ponasanja. U negativne simptome spadaju alogija (promene u govoru koje
odrazavaju poremecaj misljenja), afektivna =zaravnjenost, apatija (bezvoljnost),
anhedonija (socijalno povlacenje), poremecaj paznje i drugi simptomi (Kay i sar., 1987;
Carpenter i Kirkpatrick, 1988). Bolest karakteriSu i poremecaji kognicije koji se
ogledaju u oSte¢enoj obradi informacija, oslabljenoj paznji, teSkoéama u ucenju i
komunikaciji (Paunovi¢, 2004; Albus i sar., 2006; Goldman-Raki¢, 1994). Shizofreniju
karakteriSe akutna faza u kojoj dominiraju pozitivni simptomi, koja je pra¢ena fazama
remisije psihoza u kojima dominiraju negativni simptomi bolesti. Prisustvo kognitivnih
defekata je pouzdan pokazatelj recidiva i ujedno nepovoljnog dugoro¢nog ishoda bolesti
(Robinson i sar., 2002; Andreasen i sar., 2005).

Shizofrenija je okarakterisana kao neurodegenerativno i neurorazvojno
oboljenje. Krepelin je pocetkom 20. veka okarakterisao shizofreniju kao
neurodegenerativno oboljenje na osnovu klinicke slike obolelih pacijenata, kod kojih se
uoCava pogorSanje stanja sa pojavom simptoma iako su imali naizgled normalno
detinjstvo, tj. bez premorbidnih bihejvioralnih, neurokognitivnih i fizi¢kih anomalija. U
isto vreme u nau¢nim krugovima javlja se ideja da se u osnovi shizofrenije nalazi
poremecaj u neurorazvoju. Istrazivanja ukazuju na krucijalni uticaj i efekte gena, kao i

faktora spoljasnje sredine na neurorazvoj, uzrokuju¢i dijatezu za nastanak shizofrenije.



Studije genske povezanosti ukazuju na moguénost da genetske varijacije u
komponentama neurotransmiterskih sistema mogu dovesti do promena koje rezultuju
promenama u razvoju mozga. Nadalje, pretpostavljeno je da se u osnovi razli¢itih
klini¢kih stadijuma bolesti mogu nalaziti razli¢iti patoloski procesi. Naime,
pretpostavlja se da neurorazvojni mehanizmi leze u osnovi premorbidne faze bolesti,
dok progresivni patofizioloski procesi pocinju sa neurohemijskom disregulacijom, koja
moze rezultirati neurodegeneracijom nakon klinickog ispoljavanja simptoma bolesti

(Lieberman i sar., 2001, 2008).

1.1.1. Poremecaji neurotransmisije u shizofreniji

Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da shizofreniju karakterisu kompleksne
promene neurotransmiterskih sistema i smatra se da su te promene povezane sa
etiopatogenezom bolesti. Prva istrazivanja bila su bazirana na dopaminergickoj
neurotransmisiji, zbog ¢injenice da antipsihotici imaju visok afinitet za dopaminske D,
receptore (Kabebian i Calne, 1979; Carlsson, 1995). Hipoteza dopaminergicke
disfunkcije zasnovana je na hiperaktivnosti dopamina u limbi¢kom sistemu, koja se
povezuje sa ispoljavanjem pozitivnih simptomima bolesti (Laruelle i sar., 1999).
Medutim, negativni simptomi i kognitivna disfunkcija nisu prominentne karakteristike
hiperdopaminergije (Crow, 1980) c¢ime je klinicka slika shizofrenije nepotpuna.
Nedostaci dopaminergicke hipoteze podstakli su dalja istrazivanja u ovoj oblasti i
ispitivanja uloge drugih neurotransmiterskih sistema u patogenezi shizofrenije
(Carlsson, 1995).

Usledile su studije koje su podrzale ideju da je disfunkcija glutamatergickog
glutamatskog sistema primarna patofiziolo§ka promena uocena u shizofreniji (Olney i
Farber, 1995; Tsai i Coyle, 2002; Coyle i sar., 2003; Konradi i Heckers, 2003). Podatak
0 smanjenoj koncentraciji glutaminske kiseline u cerebrospinalnoj tecnosti pacijenata
obolelih od SCH po prvi put je ukazao na defekt glutamatergicke neurotransmisije
(Kim i sar., 1980). Pored toga, post mortem istrazivanjima ustanovljeno je smanjenje
koncentracije glutamata u prefrontalnom korteksu i hipokampusu obolelih od

shizofrenije u poredenju sa zdravim kontrolama (Tsai i sar., 1995).



Glutamatergicka transmisija ima vaznu ulogu kako tokom neurorazvoja tako i u
modulaciji funkcija mozga u kasnijim zivotnim fazama. Efekti glutamata u mozgu
posredovani su sa dva tipa receptora: jonotropnim (glutamat-zavisnim jonskim
kanalima) i metabotropnim receptorima. NMDA (N-metil-D-aspartat) receptori su
predstavnici klase jonotropskih glutamatskih receptora i1 predstavljaju primarnu
terapijsku metu u psihijatrijskim oboljenjima. Navedeni receptori Siroko su
rasprostranjeni u centralnom nervnom sistemu, ali glavna mesta lokalizacije su upravo
one mozdane strukture u kojima su uocene najupadljivije abnormalnosti kod osoba
obolelih od shizofrenije, a to su prefrontalni korteks, limbicki sistem i talamus (Bogerts,
1999; Shenton i sar., 2001). NMDA receptori pokazuju prilicno neuobicajena svojstva.
Kanal u sastavu receptora je istovremeno ligand-zavisni jonski kanal (otvara se
vezivanjem glutamata) i voltazno-zavisni jonski kanal (otvara se nakon depolarizacije
membrane). Na potencijalu mirovanja, kanal NMDA receptora je blokiran jonom Mg,
koji se uklanja tek nakon depolarizacije membrane. NMDA receptori, osim mesta za
vezivanje glutamata, imaju i mesta za vezivanje endogenih aminokiselina mozga —
glicina i D-serina. Glicin reguliSe otvaranje kanala, ali sam ne uzrokuje njegovo
otvaranje (Johnson i Archer, 1987). Pored ovih mesta, NMDA receptorski kompleks
sadrZi regulatorna mesta za poliamine i cink (Zn?") i oksido-redukcione agense, kao §to
je glutation (Waterhouse, 2003). Mesto vezivanja fenciklidina, antagoniste ovog
receptora, nalazi se unutar jonskog kanala NMDA receptora i dostupno je samo kada je
kanal otvoren (Tsai i Coyle, 2002; Waterhouse, 2003).
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Slika 1. Shematski prikaz NMDA receptora. Preuzeto i modifikovano iz Tomek, S.E., Lacrosse, A.L.,
Nemirovsky, N.E., Olive, M.F., 2013. NMDA Receptor Modulators in the Treatment of Drug Addiction.
Pharmaceuticals (Basel) 6 (2), 251-268.

Farmakoloski dokazi o ulozi glutamata u shizofreniji, zasnovani su na otkricu
blokade glutamatskih NMDA receptora pomoc¢u nekompetitivnih antagonista, kao $to su
fenciklidin i ketamin, i njihovog svojstva da indukuju simptome karakteristicne za
shizofreniju kod zdravih osoba (Javitt i Zukin., 1991; Krystal i sar., 1994; Tamminga,
1998). Post mortem studije ukazuju na abnormalnosti u ekspresiji (Dracheva i sar.,
2001) i fosforilaciji (Emamian i sar., 2004) NMDA receptora u prefrontalnom korteksu,
vaznom regionu mozga za ispoljavanje negativnih simptoma bolesti 1 kognitivnu
disfunkciju (Weinberger, 1988). Iz ovih saznanja proistekla je hipoteza o NMDA
receptorskoj hipofunkciji, kao jednoj od mogucih patofizioloskih osnova shizofrenije
(Javitt 1 Zukin, 1991; Tamminga, 1998). Prema ovoj hipotezi, NMDA receptorska
hipofunkcija moze dovesti do prekomerne stimulacije drugih jonotropnih receptora,
aktiviraju¢i kaskadu ekscitotoksi¢nih dogadaja kao Sto su oksidativni stres 1 apoptoza
(Deutsch i sar., 2001). U korist hipoteze o hipofunkciji glutamatskih NMDA receptora
govori i ¢injenica da ona moZe objasniti nekoliko glavnih karakteristika bolesti: ¢itav

dijapazon simptoma (pozitivne, negativne i neorganizovane), pocetak simptoma u ranoj
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mladosti, strukturne promene mozga i kognitivne poremecaje (Paunovi¢, 2004). Smatra
se da se NMDA receptorska hipofunkcija uspostavlja u ranom Zivotnom periodu kao
latentno stanje koje ima potencijal da se aktivira i manifestuje u adolescenciji ili ranom
odraslom dobu, odnosno periodu kada dolazi do maturacionih promena u neuronima

neophodnih da se ispolji patoloski potencijal (Olney i sar., 1999).

1.1.2. Morfoloske promene u shizofreniji

Sve do polovine proslog veka, nije bilo adekvatnih instrumenata za detekciju
morfoloskih promena u mozgu obolelih od shizofrenije. Prvo ispitivanje mozga
tehnikom kompjuterizovane tomografije (CT) je ukazalo na uveéanje bo¢nih mozdanih
komora u mozgu obolelih od shizofrenije (Johnstone i sar., 1976), §to je pobudilo
interesovanje za dalja morfoloska i post mortem istrazivanja (Kovelman i Scheibel,
1984).

Sa razvojem tehnika vizuelizacije, brojne post mortem studije su ukazale na
redukciju volumena hipokampusa (Heckers, 2001; Bogerts i sar., 1993). Takode,
evidentirana je i redukciju volumena prefrontalnog korteksa u poredenju sa zdravim
kontrolama (John, 2009), a detaljnije volumetrijske analize ukazuju da je redukcija
primarno prisutna u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu (Cannon i sar., 2002).
Ovaj region je postao fokus istrazivanja u patofiziologiji bolesti, zbog ¢injenice da je
zaduZen za brojne kognitivne funkcije (Minzenberg i sar., 2009; Barch i Ceaser, 2012).
Uocene su promene normalne asimetrije prefrontalnog korteksa (desno>levo) i
girifikacija kod obolelih od shizofrenije, $to ukazuje da se poremecaj deSava tokom
perinatalnog razvoja (Sallet i sar., 2003; Falkai i sar., 2007; Stanfield i sar., 2008).
Daljim analizama, registrovan je smanjen broj neurona u prefrontalnoj i limbickoj kori,
kao i periventrikularno (Crow i sar., 1989, Benes, 1991, Falkai i sar., 1988). Medutim,
ogranicenje volumetrijskih studija je $to ne preciziraju patoloSku promenu u regionu u
kom je uocena redukcija volumena, niti omogucavaju utvrdivanje prisustva suptilnih
promena, kao §to SU promene povezanosti medu cCelijama (Mueser i Jeste, 2008).
Promene povezanosti ekscitatornih i inhibitornih neurona opservirane su u

prefrontalnom korteksu obolelih od shizofrenije (Volk i Lewis, 2010). Nejasno ostaje i



kako makroskopske abnormalnosti vode razvoju pozitivnih, negativnih i kognitivnih

simptoma karakteristi¢nih za shizofreniju (Mueser i Jeste, 2008).

Konzistentan nalaz svih patoloskih studija je odsustvo glioze u mozgu obolelih
od shizofrenije (Glantz i sar., 2006). Glioza predstavlja proliferaciju glijalnih ¢elija i
uocava se u svim degenerativnim mozdanim bolestima koje nastaju postnatalno.
Odsustvo glioze u mozgu obolelih od shizofrenije ukazuje da se morfoloske promene
najverovatnije dogadaju u tre¢em tromesecju embrionalnog razvoja, pre nego $to glija
dostigne funkcionalnu zrelost da reaguje na ostecenje (Paunovié, 2004) i podrzavaju
opste prihvaéen stav o shizofreniji kao neurorazvojnom poremecaju. Za shizofreniju je
karakteristi¢an gubitak astrocita dokumentovan u raznim kortikalnim i subkortikalnim
oblastima (Steffek i sar., 2008; Williams i sar., 2013). Pored toga, dokumentovan je nizi
nivo iIRNK (informacione ribonukleinske kiseline) glijalnog fibrilarnog kiselog proteina
(GFAP), markera astrocita, naro€ito u regionima bele mase (Webster i sar., 2005;
Garey, 2010). Ono §to ostaje nepoznato je da li je opservirani gubitak astrocita povezan

sa terapijom antipsihoticima ili je posledica same bolesti.

Interesantan nalaz je i smanjenje volumena bele mase i poremecaj integriteta
mijelinskog omotaca kod pacijenata obolelih od shizofrenije u odnosu na zdrave osobe
(Cannon i sar., 1998; Wright i sar., 2000). Neki autori uoc¢enu redukciju volumena bele
mase povezuju sa negativnim simptomima bolesti (Sigmundsson i sar., 2001; Ho i sar.,
2003) i1 kognitivnim poremecajima (Fields, 2008). S druge strane, uoceno je i povecanje
volumena bele mase u mozgu obolelih od shizofrenije (Taylor i sar., 2005). Povecanje
volumena bele mase uoceno je prilikom egzacerbacije psihoza, dok se smanjenje uocava
sa remisijom simptoma (Christensen i sar., 2004). Ovakvi opre¢ni rezultati ukazuju da
se u mozgu deSavaju dinami¢ne promene. Povecanje volumena bele mase mozZe biti
odraz aktivacije nekih procesa u ovom oboljenju, kao na primer: bubrenje mijelina,
nekroza 1 apoptoza oligodendrocita, remodelovanje sinapsi S§to je povezano sa
nastankom psihoza. Sa druge strane, gubitak bele mase moze predstavljati odraz

kompenzatornih promena po principu povratne sprege (Lieberman, 2008).



1.1.3. Animalni modeli psihijatrijskih oboljenja

Za proucavanje neurobioloske osnove bolesti kompleksnih heterogenih
psihijatrijskih oboljenja od izuzetnog znacaja su animalni modeli (Jones i sar., 2011).
Pored toga, animalni modeli su klju¢ni u istraZivanjima ¢iji je cilj bolje razumevanje
samih mehanizmama bolesti, ali i dizajniranje novih terapeutika (Wilson i Terry, 2010).
Za razliku od analiza na humanoj populaciji oni omogucavaju brze praéenje progresije
bolesti, ali i proucavanje strukturnih i molekularnih promena koje leZe u osnovi razvoja
bolesti. Povrh svega, animalni modeli pruzaju mogucénost konstruisanja novih
terapeutika ispitivanjem novih meta i mehanizama delovanja (van der Staay i sar.,

2009), ali i njihovo testiranje pre primene u humanoj populaciji (Jones i sar., 2011).

Do sada je procenjeno da postoji oko dvadesetak animalnih modela shizofrenije
(Carpenter i Koenig, 2008). Idealni animalni model bi trebalo da oponasa simptome,
etiologiju, biohemijske parametre kao i odgovor na terapiju datog oboljenja (McKinney
i Bunney, 1969). Takode, idealan model bi trebao da bude brz, lak, jeftin i jednostavan
za reprodukovanje (Gobira i sar., 2013). Ukoliko su simptomi i tok oboljenja kod
zivotinja isti kao i kod coveka, takav animalni model se naziva homologim, dok se
modeli kod kojih su animalni i humani simptomi oboljenja sli¢ni ali razli¢ite etiologije
nazivaju izomorfnim (Treit, 1985). Za psihijatrijska oboljenja uspostavljanje
izomorfnog animalnog modela je veoma teSko jer je nekada tesko utvrditi izomorfno
ponasanje zivotinje, ukoliko ono kao takvo uopste i postoji (Tkacs i Thompson, 2006).
Od izuzetne vaznosti je da model indukuje promene koje su stabilne tokom vremena
¢ime se zadovoljava kriterijum oponasanja fenomena bolesti i omoguc¢ava predvidanje

odgovora na terapiju (van der Staay, 2006).



1.1.4. Fenciklidin — od farmakologije do modelovanja shizofrenije

Fenciklidin (phencyclidine, PCP) je sinteti¢ka supstanca, Cija sinteza je otpocela
dvadesetih godina proslog veka (Kotz i Merkel, 1926). Po svojoj hemijskoj strukturi
fenciklidin (1-(1-fenilcikloheksil)piperidin, C17H2sN) pripada grupi arilcikloheksilamina
(slika 2). U cistoj formi je bezbojan do belicast kristalni prah molekulske mase 243,38.
Fenciklidin je slaba organska baza rastvorljiva u vecini
organskih rastvarata i vodenim rastvorima Kkiselina. =
Fenciklidin hidrohlorid je bela kristalna supstanca, |

N N
molekulske tezine 279,83. Ova so je rastvorljiva u vodi 1 ><
~

etanolu, slabo rastvorljiva u hloroformu, dok se u etru

gotovo uopste ne rastvara (Mozayani, 2003).

Slika 2. Hemijska struktura fenciklidina

Trideset godina nakon sinteze uocena su njegova odlicna anesteticka i
analgetska svojstva uz odsustvo cirkulatorne ili respiratorne depresije, sto je dovelo do
toga da se 1963. godine uvede u humanu upotrebu kao nebarbituratni nenarkoti¢ni
anestetik pod nazivom Sernyl. Medutim, fenciklidin veoma brzo postaje poznat po
negativnim postoperativnim reakcijama nazvanim fenomen budenja (emergence
phenomenon), koji karakteriSsu halucinacije, paranoja, agitacija, dezorijentisano
ponasanje i poremecaj govora. Uoceni negativni efekti uslovili su povlacenje
fenciklidina iz humane upotrebe iste godine (Steinpreis, 1996), ali je ipak ostao u
upotrebi kao ilegalni narkotik poznatiji pod razli¢itim nazivima kao $to su 4ngel dust,
Hog, Rocket fuel (Morris i sar., 2005; Mozayani, 2003).

Fenciklidin se moze uneti uobifajenim intravenskim ili oralnim nacinima
administracije, no njegova upotreba kao narkotickog sredstva ukazala je na dodatne
nacine unoSenja. Naime, on se moze uneti i inhalacijom, insuflacijom, intravenski u
formi vodenog rastvora, transdermalnom apsorpcijom, kao i oralnom, rektalnom i
vaginalnom apsorpcijom. Interesantno je da se fenciklidin veoma brzo apsorbuje bez
obzira na nacin administracije, dok brzina dejstva zavisi od nacina administracije.
Najbrze dejstvo ima intravenska administracija, nakon svega nekoliko sekundi, sa

dostizanjem maksimalne koncentracije nakon 10 minuta. Inhalacijom fenciklidina efekti



se javljaju nakon par minuta, sa dostizanjem maksimalne koncentracije nakon 5-30
minuta. Slican efekat se postize insuflacijom (“uSmrkavanjem®). Efekti fenciklidina
nakon oralne primene u vidu kapsula uocavaju se nakon 20-40 minuta, dok se

maksimalna koncentracija dostize nakon 90 minuta (Mozayani, 2003).

Osim od nacina administracije, efekti fenciklidina zavise i od doze koja se unosi.
Oralni unos 2-6 mg fenciklidina dovodi do letargije, halucinacija, dezorjentacije i
gubitka koordinacije. Unos vece doze (7,5 mg) dovodi do posrtanja pri hodu i
produzenim vremenom reakcije na fenciklidin, a pri oralnom unosu visoke doze (20
mg) moze do¢i do anestezije i kome. Inhalacija 2-5 mg fenciklidina uzrokuje nistagmus.
Doza od 7 mg uzrokuje poremecaj pamcenja i ataksiju, a doza od 8-9 mg dovodi do
analgezije. Pri dozi od 15 mg wuocavaju se kolaps 1 prostracija. Intravenska
administracija niskih doza (0,8-1 mg) uzrokuje stanje koje korisnici opisuju kao ,,high*,
dok pri dozi od 15 mg nastupa opSta anestezija. Veoma visoke doze (>50 mg) mogu

dovesti do epileptickog napada (Lundberg i sar., 1976; Mozayani, 2003).

1.1.4.1. Efekti fenciklidina na zivetinje i ljude

Nakon svog pronalaska i sinteze, fenciklidin je prvobitno testiran na primatima.
Doze do 5 mg/kg telesne tezine (t.t.) se kod Zivotinja smatraju niskim dozama.
Umerenim dozama se smatraju doze od 5-10 mg/kg t.t., dok se doze od 10-50 mg/kg t.t.
smatraju visokim dozama za zivotinje. Primenom nizih doza fenciklidina (0,03 mg/kg)
Zivotinja se dovodi u posebno stanje u kom je budna ali istovremeno disocirana od
spoljasnje sredine, §to je uslovilo svrstavanje fenciklidina u klasu disocijativnih
anestetika. Pri visim dozama prisutna je rigidna katatonija, sliéna onoj uo¢enoj kod

obelelih od shizofrenije (Chen i Weston, 1960).

Efekte fenciklidina je moguce pratiti kod Zivotinja 1 oni su vezani za promene
kognitivnih 1 nekognitivnih  funkcija. Na bihejvioralnom nivou, perinatalna
administracija fenciklidina glodarima remeti lokomorotnu aktivnost (Wang i sar., 2001,
Depoortere i sar., 2005), senzornomotorno sprovodenje (Wang i sar., 2001, 2003;
Takahashi i sar., 2006), i dovodi do kognitivne disfunkcije (Andersen i Pouzet, 2004;
Depoortere i sar., 2005; Sircar i Soliman, 2003).



Kod ljudi fenciklidin ima sposobnost da produkuje razli¢ite bihejvioralne
promene. S obzirom da ima anesteticko dejstvo, dovodi do ataksije i pojacava dejstvo
depresora centralnog nervnog sistema (CNS), kao §to su barbiturati i alkohol. S druge
strane, fenciklidin ispoljava efekte sli¢ne psihostimulansima, kao $to je amfetamin, zbog
sposobnosti da poveéa krvni pritisak, temperaturu i puls (Mozayani, 2003). Takode,
povecava lokomotornu aktivnost, dovodi do stereotipnog ponasanja i ataksije, klacenja

glave, hodanja unazad i kruzenja (Steinpreis, 1996).

Sezdesetih godina proslog veka fenciklidin je postigao veliku popularnost kao
narkoticko sredstvo. Tada je uo¢eno da pojedina¢ne doze fenciklidina dovode do pojave
psihoza, halucinacija, afektivnog zaravnjavanja, poremecaja misljenja, kognitivne
disfunkcije 1 socijalnog povlacenja (Luby i sar., 1959; Krystal i sar., 1994), odnosno
izaziva simptome karakteristiCne za pacijente koji boluju od shizofrenije, ¢ime je
privukao paznju na sebe i zauzeo vazno mesto U neuronaukama. Bihejvioralne promene
koje izazivaju razliCiti psihotomimetici su heterogene zavisno od toga koji je
psihotomimetik primenjen. Medutim, za razliku od drugih psihostimulansa fenciklidin
je sposoban da indukuje i pozitivne i negativne simptome shizofrenije, kao i kognitivnu
disfunkciju (Javitt i Zukin, 1991; Tamminga, 1998). Pozitivni simptomi shizofrenije
koji mogu biti indukovani fenciklidinom su paranoja, halucinacije, impulsivnost,
neorganizovanost misli i nasilno ponasanje (Javitt i Zukin, 1991), a negativni simptomi
prouzrokovani fenciklidinom su emotivna nestabilnost i socijalna izolacija (Jentsch i
Roth, 1999; Javitt, 1987). Takode, fenciklidin je sposoban da oponasa i kognitivne
aspekte shizofrenije, kao §to su nemoguénost odrzavanja kognitivnog seta, blokada

misli i nepravilna verbalizacija (Luby i sar, 1959).

1.1.4.2. Fenciklidinski animalni model shizofrenije - Perinatalna primena

fenciklidina

Imajué¢i u vidu da shizofreniju karakteriSu kompleksne promene vise
neurotransmiterskih sistema, kao i ¢injenicu da psihotomimetici deluju na
neurotransmiterske sisteme — glutamatergicki, dopaminergicki i serotonergicki, dovele

su do pojave farmakoloskih modela shizofrenije (Gobira i sar., 2013).
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Epidemioloske studije ukazuju da izlaganje neonatusa nepovoljnim sredinskim
faktorima, tokom perioda gestacije ili u perinatalnom periodu, poveéava rizik za razvoj
shizofrenije. RazliCiti poremecaji kao Sto su infekcije, neuhranjenost, akuSerske
komplikacije (hipoksija), samo su neki od poremecaja koji povecavaju rizik za razvoj
bolesti i ukazuju na neurorazvojno poreklo shizofrenije (Lewis i Levitt, 2002). Pored
toga, poznato je da glutamat reguliSe migraciju, diferencijaciju i prezivljavanje neurona
tokom razvoja (Komuro i Rakic, 1993; Guerrini i sar., 1995). Cinjenica da NMDA
receptor ucestvuje u kontroli strukture i neuroplasti¢nosti (Scheetz i Constantine-Paton,
1994; Brooks i sar., 1997), dovela je do povecanog interesovanja nau¢nika za animalne
modele shizofrenije zasnovane na perinatalnoj primeni antagonista NMDA receptora
(Lipska i Weinberger, 2000). Zivotinje se najéesée tretiraju tokom prve dve nedelje
zivota, koje kod glodara odgovaraju treCem trimestru trudnoée kod ljudi, odnosno
periodu kada izlaganje virusnim i sredinskim faktorima povecava verovatnocu za razvoj

shizofrenije u adultnom dobu (Clancy i sar., 2001).

Administracija fenciklidina moze biti akutna, hroni¢na ili subhroni¢na. Akutna
administracija fenciklidina uzrokuje bihejvioralne promene kod glodara, kao Sto su
hiperlokomocija (Kalinichev i sar., 2008), socijalno povlacenje (Sams-Dodd, 1995),
poremecaj prepulsne inhibicije (Mansbach i Geyer, 1989) i kognicije (Egerton i sar.,
2005). Medutim, smatra se da hroni¢na primena fenciklidina mnogo vernije imitira
simptome bolesti (Jentsch i Roth, 1999). Glavna kritika fenciklidinskog animalnog
modela zasnivanog na hroni¢noj administraciji fencikidina je ta §to se lek aplikuje
odraslim zivotinjama, ¢ime se ne reprodukuje indukujuéi faktor bolesti, odnosno
neurorazvojno poreklo shizofrenije. Perinatalni fenciklidinski model shizofrenije
pokusava da odgovori na ovo pitanje. Razli¢iti timovi su razvili razliite varijante
subhroni¢nog tretmana fencikidinom, koje se uglavnom razlikuju u varijacijama perioda
administracije, dozi, polu i soju glodara. Brojni dokazi ukazuju da primena fenciklidina
tokom perinatalnog perioda indukuje trajne bihejvioralne promene u odraslom dobu
(Mouri i sar., 2007). Vazno je napomenuti da se primenom fenciklidina u tokom
perinatalnog perioda konstruise animalni model koji predstavlja kombinaciju
neurorazvojne hipoteze shizofrenije i hipoteze o NMDA receptorskoj hipofunkciji. Nasa
dosadasnja istrazivanja na ovom animalnom modelu shizofrenije su pokazala da

perinatalna aplikacija fenciklidina glodarima ostvaruje neposredne i dugotrajne efekte
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redukujuéi nivoe glutationa i remeteci antioksidativnu zastitu (Radonji¢ i sar., 2010;
Stojkovi¢ i sar., 2012), bazalnu temperaturu pacova (Radonji¢ i sar., 2008), a uoceno je i
da redukuje zastupljenost glavnih klasa interneurona u mozgu pacova (Radonji¢ i sar.,

2013).

1.2. Poremeéaj mitohondrijalnog metabolizma i procesa apoptoze i autofagije u

mozgu obolelih od shizofrenije

Brojne studije ukazuju da mitohondrijalna disfunkcija moze imati ulogu U
patogenezi shizofrenije. Mozdano tkivo, koje je visoko energetski zavisno tkivo, sadrzi
veéi broj mitohondrija i stoga je osetljivije na poremecaj energetskog metabolizma
(Magistretti i Allaman, 2013). Takode, dokazano je da glutamatergicka neurotransmisija
zavisi od homeostaze kalcijuma (Ca®") i adekvatnog funkcionisanja mitohondrija
(Smaili i sar., 2011). Mitohondrije su ukljucene u viSe esencijalnih procesa u razvoju i
normalnom funkcionisanju mozga, kao $to su produkcija energije, regulacija Celijskog
ciklusa, apoptoza, stvaranje slobodnih radikala (reaktivnih kiseoni¢nih vrsta). Pored
toga, generiSuéi energiju i reguli§uéi homeostazu Ca®*, mitohondrije su krucijalne u
kontroli fundamentalnih procesa neuroplasti¢nosti, neuralne diferencijacije, oslobadanja
neurotransmitera i remodelovanja dendrita i sinapsi (Nicholls i Budd, 2000; Levy i sar.,
2003; Kann i Kovacs, 2007; Cheng i sar., 2010). Stoga mozemo zakljuciti da bi
poremecaj funkcionisanja mitohondrija mogao da dovede do remeéenja nekog od ovih
procesa, §to bi rezultiralo abnormalnom aktivnoscu ¢elija ili ¢ak ¢elijskom smréu (Ben-
Shachar, 2002). Takode, uofeno da je mitohondrijalna disfunkcija povezana sa
oste¢enjem elektron transportnog lanca i predstavlja vazan faktor u patogenezi razli¢itih
neuropsihijatrijskih oboljenja, ukljucujuci i shizofreniju (Fattal i sar., 2006; Rezin i sar.,
2009).

Osnovni izvor energije u mozgu je energija nastala procesom oksidativne
fosforilacije na mitohondrijalnom respiratornom lancu. Respiratorni lanac je lociran u
unutras$njoj membrani mitohondrija 1 €ini ga serija od pet velikih enzimskih kompleksa,
nazvanih kompleks I-V (Slika 3). Kompleksi su lateralno mobilni, ne formiraju rigidnu

strukturu 1 prisutni su u ekvimolarnim odnosima sa specificnom topoloskom
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organizacijom (Topisirovi¢, 2005). Kompleks | je flavoprotein NADH-koenzim Q
reduktaza, koji se sastoji od 26 subjedinica. Ovaj flavoproteinski kompleks predstavlja
mesto na kom se NADH reoksiduje odajuci svoje elektrone, koji se prenose do koenzim
Q (ubikvinon, CoQ). Kompleks Il je sukcinat-CoQ reduktaza, sa¢injen od 5 subjedinica.
Ovaj kompleks katalise prenos elektrona sa sukcinata na CoQ. Koenzim Q je glavni
primalac elektrona sa svih dehidrogenaza koje kao koenzime imaju FAD, ali veoma
Cesto posrednim putem. Kompleks Il je CoQ-citohrom c¢ reduktaza i ucestvuje u
prebacivanju elektrona sa redukovanog CoQ na citohrom c, periferni membranski
protein slabo vezan za spolja$nju stranu unutra$nje membrane mitohondrija. Citohrom c
oksidaza (kompleks 1V, COX) katalizuje finalnu reakciju respiratornog lanca - prenos 4
elektrona sa redukovanog citohroma ¢ na molekulski Kiseonik (O,) (Boekema i Braun,
2007; Topisirovi¢, 2005). Kompleks V je protein na kom se sintetiSe adenozin 5’-
trifosfat (ATP) i naziva se F,F;-ATP sintaza. Ovaj enzim se sastoji od dve subjedinice:
Fo 1 F1. Fo deo enzima se sastoji od 12 subjedinica i lociran je u unutra$njoj membrani
mitohondrija. Ova subjedinica predstavlja kanal za translokaciju protona. F; deo enzima
se sastoji od 5 subjedinica — tri a, tri B i po jedna p, & i €. Ovaj deo enzima je uronjen u
matriks mitohondrija i ima funkciju ATP sintaze (Topisirovi¢, 2005; Jonckheere i sar.,
2012). Energija dobijena u elektron transportnom lancu se Koristi za transfer protona
kroz unutrasnju membranu mitohondrija ¢ime se stvara elektrohemijski gradijent. Ovaj
gradijent funkcioniSe kao izvor potencijalne energije za sparivanje adenozin difosfata
(ADP) i neorganskog fosfora (P;) i stvaranje ATP-a, koji se dalje koristi za aktivaciju
jonskih pumpi koje odrZavaju potencijal mirovanja membrane i sintezu makromolekula

I neurotransmitera (Wallace, 1994; Topisirovi¢, 2005).
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Slika 3. Mitohondrijalni  respiratorni  lanac.  Preuzeto iz  Sazanov, L.A., 2015.
A giant molecular proton pump: structure and mechanism of respiratory complex I. Nature Reviews
Molecular Cell Biology 16, 375-388.

Ulogu oksidativne fosforilacije u patogenezi shizofrenije po prvi put je
pretpostavio Takahashi 1954. godine, uocivsi redukciju unosa kiseonika u mozgu
obolelih od shizofrenije (Takahashi, 1954). Istrazivanja koja su usledila doprinela su
teoriji o disfunkciji mitohondrija u shizofreniji. Post mortem analizama razli¢itih
mozdanih regiona pacijenata obolelih od shizofrenije uocena je redukcija broja i
volumena mitohondrija (Kung i Roberts, 1999; Uranova i sar., 2001), kao i promene u
funkcionisanju mitohondrija, koje se ogledaju u hipoplaziji mitohondrija, poremecaju
odvijanja procesa oksidativne fosforilacije i izmenjenoj ekspresiji mitohondrijskih gena
(Ben-Shachar, 2002). Dokumentovan je poremecaj energetskog metabolizma mozga i
pojacana produkcija slobodnih radikala kod obolelih od shizofrenije (Prabakaran i sar.,
2004). Disfunkcija mitohondrija se ogleda u prekomernom unosu kalcijuma u ¢eliju, $to
dovodi do pojacane produkcije slobodnih radikala (Clay i sar., 2011). U trombocitima
periferne Kkrvi i post mortem uzorcima mozga pacijenata obolelih od shizofrenije uo¢ene

su promene u aktivnosti enzima respiratornog lanca, narocito kompleksa | i citohrom c
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oksidaze (Rajasekaran i sar., 2015; Prabakaran i sar., 2004; Maurer i sar, 2001; Dror i
sar., 2002). Povecana aktivnost kompleksa I uocena je analizom trombocita pacijenata
sa shizofrenijom u poredenju sa zdravim kontrolama (Ben-Shachar i sar., 2007).
Promene aktivnosti enzima respiratornog lanca uocene su i na ketaminskom animalnom
modelu shizofrenije (de Oliveira i sar., 2011). Faizi i saradnici (2014) su dokazali da
intraperitonealna administracija ketamina odraslim pacovima tokom pet uzastopnih
dana dovodi do pojacane produkcije slobodnih radikala, koji uzrokuje kolaps

membranskog potencijala mitohondrija.

Disfunkcija mitohondrija, usled poremec¢aja u funkcionisanju jednog ili vise
kompleksa respiratornog lanca i pojacane produkcije slobodnih radikala, moze
rezultirati ~ promenom  propustljivosti  membrane, opadanjem  unutraSnjeg
mitohondrijskog membranskog potencijala, osmotskim bubrenjem matriksa, rupturom
spoljasnje membrane mitohondrija i oslobadanjem citohroma ¢ u citoplazmu. Na ovaj

nacin aktivira se ¢elijska smrt procesom apoptoze (Sas i sar., 2007; Faizi i sar., 2014).

1.2.1. Apoptoza

Apoptoza je visoko regulisan proces programirane Celijske smrti esencijalan za
rani embrionalni razvoj i tkivnu homeostazu (Lee i sar., 2012; Los i sar., 2002). Otkrice
ovog mehanizma tokom 20. veka dovelo je do napustanja teorije stare skoro Citav vek 0
pasivnom procesu Celijske smrti (Surova i Zhivotovsky, 2013). Apoptoza je najbolje
opisana forma programirane celijske smrti, koja se jo$ naziva i tip I ¢elijske smrti. Za
apoptozu je karakteristicno smanjenje volumena celije praceno kondenzacijom
hromatina i intranukleozomska fragmentacija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK).
Kada c¢elija ude u proces programirane Celijske smrti povecava se gustina citoplazme,
organele se smanjuju, citoskelet razgraduje i dolazi do pupljenja plazma membrane.
Nakon toga nastupaju fragmentacija jedra i citoplazme na manje fragmente koji se
nazivaju apoptotska tela. Procesom fagocitoze nastala apoptotska tela se degraduju
(Wyllie i sar., 1980; Fadeel i Orrenius, 2005). Ultrastrukturne promene koje se deSavaju
tokom apoptoze omogucavaju detekciju ovog procesa mikroskopskim metodama
(Dikranian i sar., 2001).
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Veliki broj stimulusa moze aktivirati proces apoptoze u mozgu. Medu njima su
glutamatska ekscitotoksi¢nost, mitohondrijska disfunkcija, prekomerni fluks kalcijuma i
oksidativni stres, faktori koji su povezani sa patofiziologijom bolesti (Glantz i sar.,
2006). Naj¢es¢i put aktivacije apoptoze u nervnom sistemu je mitohondrijski put, tzv.
unutrasnji put apoptoze (Yuan i Yankner, 2000). Ovaj put karakterise aktivacija
kaspaza, familija cistein proteaza, kojih je do sada identifikovano 14 u sisarskim
¢elijama. Kaspaze se sintetiSu u inaktivnoj formi u vidu zimogena, a aktiviraju se nakon
proteoliti¢kog isecanja (Li i Yuan, 2008). Citohrom c, koji se u zdravim ¢elijama nalazi
u intramembranskom prostoru mitohondrija, prilikom aktivacije procesa apoptoze se
oslobada u citosol i formira kompleks sa adapterskim proteinom Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor-1) i prokaspazom 9, formirajuci veliki proteinski kompleks
koji se naziva apoptozom (Slika 4). Ovaj proteinski kompleks aktivira prokaspazu 9 i
aktivirana forma ovog enzima je sposobna da aktivira egzekutorsku kaspazu 3 isecajuci
neaktivnu formu (prokaspazu 3) do aktivirane forme (Acehan i sar., 2002), koja sada
aktivira proces fragmentacije DNK (Sas i sar., 2007).

Proapoptotski
stimulus

ATP

Kaspaza 3

Slika 4. Shematski prikaz kaspaza-zavisnog mitohondrijskog puta apoptoze. Preuzeto i modifikovano iz

Li, Z., Sheng, M., 2012. Caspases in synaptic plasticity. Molecular Brain 5, 15.

Pored kaspaza-zavisnog puta apoptoze, otkriveno je da se ovaj proces celijske
smrti moze odvijati i bez uces¢a kaspaza. Godine 1996. Guido Kroemer i njegovi

saradnici su otkrili faktor indukcije apoptoze (apoptosis-inducing factor, AIF), prvi
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protein sposoban da indukuje apoptozu na kaspaza-nezavisan na¢in (Zamzami i sar.,
1996; Susin i sar., 1999). Naziv ovog proteina poti¢e od njegove sposobnosti da izazove
apoptotsku jedarnu morfologiju (kondenzacija hromatina i DNK fragmentacija) ali bez

ucestvovanja kaspaza u tom procesu (Joza i sar., 2001).

Faktor indukcije apoptoze je flavoprotein oksidoreduktaza od 62 kDa, lociran u
intramembranskom prostoru, dok je N-terminusom usidren u unutra$nju membranu
mitohondrija (Otera i sar., 2005; Sevrioukova, 2011). lako se prvobitno smatralo da je
prisutan samo u intramembranskom prostoru mitohondrija, Yu i saradnici (2009) su
pokazali da se u mozgu oko 30% ukupnog mitohondrijskog faktora indukcije apoptoze
nalazi sa citoplazmatske strane spolja$nje membrane mitohondrija. Takode, smatra se da
AIF ne ucestvuje u svim procesima celijske smrti, ve¢ da to zavisi od tipa ¢elije i
stimulusa (Sevrioukova, 2011). Brojni dokazi ukazuju da ima krucijalnu ulogu u
¢elijskoj smrti neurona i nekih tumorskih ¢elija (Norberg i sar., 2008; Wang i sar., 2004;
Cheung i sar., 2005).

Kao i u slu¢aju kaspaza-zavisnog puta apoptoze, tako i put posredovan faktorom
indukcije apoptoze zapocinje poveCanom permeabilno$¢u spoljaSnje membrane
mitohondrija (Moubarak i sar., 2007). Mehanizam translokacije faktora indukcije
apoptoze iz mitohondrija u jedro je veoma kompleksan i nije u potpunosti definisan. S
obzirom da ovaj protein N-terminusom ukotvljen u unutra$nju membranu mitohondrija,
prvi korak je proteoliza N-terminusa. Studije su pokazale da u ovome ucestvuje kalpain,
kalcijum-zavisna mitohondrijalna cistein proteaza (Sevrioukova, 2011; Polster i sar.,
2005; Cao i sar., 2007). Ono $to je jo$ uvek nepoznanica je nacin na koji AIF napusta
mitohondriju. Jedna od pretpostavki je da disregulacija unutaréelijskog kalcijuma i
opadanje mitohondrijskog membranskog potencijala, dovodi do rupture spoljasnje
membrane mitohondrija. Druga pretpostavka je da poru na spoljaSnjoj membrani
mitohondrija pravi proapoptotska Bcl-2 familija proteina bez promene membranskog
potencijala mitohondrija (Sevrioukova, 2011). Po oslobadanju iz mitohondrija u citosol,
faktor indukcije apoptoze se translocira u jedro i dovodi do kondenzacije hromatina
pracene isecanjem DNK na fragmente vece od 50kb (Artus i sar., 2010). S obzirom da

faktor indukcije apoptoze nema nukleaznu aktivnost, pretpostavlja se da direktno
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interaguje sa DNK remeteci strukturu hromatina i/ili regrutovanjem proteaza i nukleaza
(Susin i sar., 1999, 2000).

Zbog ove korelacije izmedu deficijencije faktora indukcije apoptoze i oksidativnog
stresa, pretpostavljeno je da on ima antioksidativnu ulogu (Klein i sar., 2002; Vahsen i
sar., 2004). In vitro istrazivanja nisu potvrdila ovu pretpostavku (Churbanova i
Sevrioukova, 2008). S druge strane, rezultati genetskih analiza su dali kontradiktorne
rezultate, ukazujué¢i da faktor indukcije apoptoze moze dovesti do povecanja
(Apostolova i sar., 2006), smanjenja (Pospisilik i sar., 2007) ili da uopste nema efekata
(Vahsen 1 sar., 2004) na nivo slobodnih radikala u c¢eliji. IstraZzivanja bazirana na
upotrebi knockout/knockdown modela ukazuju da faktor indukcije apoptoze indirektno
reguliSe energetsku homeostazu i oksidativnu fosforilaciju u mozgu. Deficijencija
faktora indukcije apoptoze utiCe na stabilnost elektron transportnog lanca, remeteci
aktivnost kompleksa koji ga ¢ine. Medutim, jo§ uvek ostaje nerazjasnjen naéin na koji
faktor indukcije apoptoze uti¢e na elektron transportni lanac (Polster, 2013). lako ovaj
protein nije u direktnoj vezi ni sa jednim kompleksom respiratornog lanca i nema
efekata na njihovu transkripciju (Vahsen i sar., 2004; Palmisano i sar., 2007), studije
ukazuju da regulise formiranje, stabilnost i funkcionisanje kompleksa | respiratornog
lanca (Vahsen i sar., 2004; Klein i sar., 2002; Sevrioukova, 2011). Stoga su promene
ovog faktora u vezi sa funkcionisanjem prvog enzimskog kompleksa u respiratornom
lancu mitohondrija. Moguée je da faktor indukcije apoptoze remecenjem aktivnosti
kompleksa | posredno remeti aktivnost i ostalih kompleksa resptiratornog lanca, sto za
posledicu ima disfunkciju mitohondrija i abnormalnu produkciju energije u mozdanom

tkivu.

Otkri¢e da postnatalna administracija razli¢itih antagonista NMDA receptora
indukuje ¢elijsku smrt apoptozom u razli¢itim regionima mozga glodara ukazalo je na
potencijalni znacaj neurorazvojnih promena u patofiziologiji shizofrenije (Ikonomidou i
sar., 1999; Jevtovi¢-Todorovi¢ i sar., 2003; Wang i sar., 2001; Wang i Johnson, 2005).
Jednokratni tretman fenciklidinom (10 mg/kg s.c.) sedmog postnatalnog dana, kao i
ponovljena administracija fenciklidina sedmog, devetog i jedanaestog postnatalnog

dana, indukuje neurodegeneraciju pra¢enu apoptotskim promenama u frontalnom
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korteksu (Wang i Johnson, 2005; Wang i sar., 2003). Post mortem istrazivanja (Jarskog
I sar., 2004) i istrazivanja bazirana na postnatalnoj administraciji ketamina ili
fenciklidina pacovima (Scallet i sar., 2004; Wang i Johnson, 2007; Anastasio i sar.,
2009) ukazuju na promene aktivnosti i ekspresije kaspaze 3 u mozgu. Usledile su brojne
post mortem analize i studije na animalnim modelima, ali jo§ uvek nije utvrdeno da li se
apoptoza uocena u shizofreniji odvija pored kaspaza-zavisnog puta i/ili kaspaza-

nezavisnim putem posredstvom faktora indukcije apoptoze.

1.2.2. Autofagija

Autofagija je evolutivno visoko ocuvan proces Kkoji omogucéava ravnotezu
izmedu sinteze, degradacije i recikliranja ¢elijskih komponenti, reguliSuci na taj nacin
prezivljavanje ¢elija (Mizushima, 2007). Pored toga, autofagija je ukljucena u vise
fizioloskih procesa, a neki od njih su normalan razvoj, ¢elijska homeostaza i supresija
tumora (Mizushima i Levine, 2010). Autofagija ima ulogu u odrZavanju homeostaze
uklanjaju¢i osteCene proteine i Celijske organele onemogucavaju¢i njihovo
nagomilavanje u c¢eliji. Stoga su dugo proucavane promene ili defekti u odvijanju
procesa autofagije u neurodegenerativnim oboljenjima i kancerima (Nixon, 2006;
Ravikumar i sar., 2010). Medutim, autofagija je veoma bitan proces u visoko osetljivim
¢elijama, kao $to su neuroni. Blokada ovog procesa u neuronima dovodi do celijske
smrti i neurodegeneracije kod glodara, sto ukazuje da autofagija ima vaznu ulogu u

regulaciji homeostaze u neuronima (Hara i sar., 2006; Mortensen i sar., 2010).

Istrazivanja na ovom polju u poslednjih deset godina dovela su do toga da se
autofagija smatra i tipom programirane celijske smrti, koju karakteriSu akumulacije
autofagnih vakuola u umiru¢im ¢elijama (Maiuri i sar., 2007). Prekomerna aktivnost
autofagije moze voditi samounistenju i ¢elijskoj smrti, dok sa druge strane i nedovoljna
aktivnost ovog procesa takode doprinosi ¢elijskoj smrti. Na bazalnom nivou autofagija
je aktivna i ulestvuje u odrzavanju celijske homeostaze. Medutim, pod dejstvom

razlicitih stimulusa, proces moze biti aktiviran kako bi se ¢elije adaptirale na promene

(Lee, 2012).
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Proces autofagije podrazumeva formiranje autofagnih vezikula koji se odvija
kroz tri faze — inicijaciju, elongaciju i degradaciju, uz naknadno fuzionisanje sa
lizozomima formirajuéi na taj nacin autofagolizozom (Slika 5) (Glick i sar., 2010). Sam
proces je veoma kompleksan i ukljucuje veliki broj proteina. Inicijacija autofagije
podrazumeva formiranje membranozne strukture, koja se naziva fagofora. Fagofora je
prekursor autofagozoma (Wang i sar., 2011). Poreklo fagofore je jo§ uvek tema debate.
Nije u potpunosti rasvetljeno da li potice od membrane endoplazmati¢nog retikuluma,
Goldzi kompleksa, mitohondrija ili plazma membrane Kklatrin-posredovanom
endocitozom (Axe i sar., 2008; Geng i sar., 2010; Hailey i sar., 2010; Ravikumar i sar.,
2010).

— —

/1’—‘ o — —
\\
Lizozom i
Celijska membrana

1
@ o)
Fagofora Oo/

Autofagozom

Autofagolizozom

Citoplazma

Slika 5. Shematski prikaz procesa autofagije. Preuzeto i modifikovano iz Klionsky i sar., 2012.
Guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring autophagy in higher eucaryotes.
Autophagy 4 (2), 151-175.

Beklin 1 je prvi identifikovan protein uklju¢en u proces autofagije u sisarskim

¢elijama (Kihara i sar., 2001). Ovaj protein je ukljuCen u inicijaciju autofagije i

formiranje autofagozoma regrutovanjem membrane (Cao i Klionsky, 2007). Ova
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membrana progresivno prerasta u dvomembransku vezikulu, koja se naziva
autofagozom, u kojoj je odvojen ¢elijski otpad (Wang i sar., 2011). Jedan od glavnih
markera autofagije je familija mikrotubula asociranih proteina lakog lanca 3
(microtubule-associated protein 1 light chain 3; LC3) (Wu i sar., 2006). LC3 se
isecanjem na C-terminusu prevodi u LC3-1 formu, Kkoja se dejstvom
fosfatidiletanolamina prevodi u LC3-Il. Ova forma se vezuje za unutrasnju membranu
autofagozoma (Mizushima, 2007). Stoga je broj autofagozoma u korelaciji sa nivoom
LC3-1l (Nakatogawa i sar., 2007; Kabeya i sar., 2000). Protein p62 (sequestosome 1;
SQSTM1) je ligand LC3 proteina i njegova degradacija je pozitivno korelisana sa
procesom autofagije. Kako se p62 razgraduje u procesu autofagije, brojne studije su
pokazale korelaciju izmedu inhibicije autofagije i povecanog nivoa p62 proteina
(Mizushima i Hara, 2006; Pankiv i sar., 2007). Stoga, p62 moze biti koris¢en kao
marker autofagije, a ¢injenica da ima manje difuznu lokalizaciju od LC3 proteina, Cini
ga boljim markerom za laksu identifikaciju malih autofagnih vezikula (Pankiv i sar.,

2007).

Nakon formiranja, autofagozom se fuzioniSe sa lizozomom formirajuci
autofagolizozom (Lee, 2012). Proces fuzionisanja je posredovan mikrotubulama,
citoskeletnim elementima, koji dovode ove dve vezikule u bliski kontakt (Ghavami i
sar., 2014). U finalnom koraku dolazi do razgradnje citoplazmatskih komponenti u
autofagolizozomima. Stoga je aktivnost lizozoma neophodna za njihovu degradaciju.
Poremecaj lizozomalnih enzima, kao Sto je katepsin, indukuje blokadu degradacije
autofagijom (Renna i sar., 2011). Vazno je napomenuti da defekt u bilo kom koraku
tokom procesa autofagije dovodi do abnormalnog nagomilavanja komponenti citosola
Sto dovodi do razvoja bolesti. Stoga svaki korak autofagije mora biti precizno regulisan

kako bi se degradacija odvijala efikasno (Lee, 2012).

Najnovije studije ukazuju na poremecaj odvijanja procesa autofagije U mozgu
obolelih od shizofrenije (Merenlender-Wagner i sar., 2015). Ovi autori su uocili
smanjen nivo iRNK Beklin 1 proteina u hipokampusu obolelih od shizofrenije, koji se
ne uocava u limfocitima periferne krvi pacijenata. Redukcija IRNK Beklin 1 proteina u

hipokampusu je potvrdena i na misjem animalnom modelu (ADNP*/" knockout misevi).
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Medutim, nedostaju istrazivanja defekata ovog procesa na animalnim modelima

zasnovanih na postnatalnoj administraciji antagonista NMDA receptora glodarima.

Poznato je da abnormalnosti u odvijanju procesa autofagije vode aktivaciji
apoptoze (Debnath i sar., 2005; Lum i sar., 2005), Sto ukazuje na potencijalnu
medusobnu povezanost ova dva procesa. Sve se viSe pretpostavlja da bliska veza
izmedu ova dva procesa zaista postoji jer oba mogu biti aktivirana slicnim signalima
(Marquez i Xu, 2012; Kang i sar., 2011). Novije studije ukazuju da bi odgovor mogao
da lezi u Beklin 1 proteinu. Moguce je da je ovaj protein neka vrsta premosnice izmedu
ova dva procesa, s obzirom da on sadrzi BH3 domen kao ostali apoptotski molekuli
(Kang i sar., 2011) i da je promena njegove ekspresije praena promenom ekspresije
Bcl-2 proteina, anti-apoptotskog proteina (Merenlender-Wagner i sar., 2015). Danas se
smatra da ovaj protein predstavlja odlucujuéi faktor po pitanju toga da li ¢elija ulazi u
apoptozu ili autofagiju (Kang i sar., 2011). Medutim, Beklin 1 nije neophodan za
odvijanje apoptoze, iako se zna da inhibira ovaj proces Celijske smrti mada precizan

mehanizam delovanja nije utvrden (Yue i sar., 2003; Kang i sar., 2011).

1.3. Uticaj antipsihotika na mitohondrijski metabolizam i procese apoptoze i

autofagije

Antipsihotici su lekovi koji se koriste u terapiji svih mentalnih poremecaja
psihoti¢ne strukture, ukljucujuéi i shizofreniju (Miyamoto i sar., 2005). Pojava prvih
antipsihotika pedesetih godina proslog veka predstavljala je revoluciju u terapiji
shizofrenije. Do danas sintetisano je preko 60 antipsihotika, koji se klasifikuju u dve
kategorije: tipicne (lekovi prve generacije) 1 atipiCne (lekovi druge generacije)
antipsihotike (Tandon i sar., 2010). U tipi¢ne antipsihotike izmedu ostalog spadaju
haloperidol, hlorpromazin i trifluoperazin, dok su neki izraziti predstavnici atipi¢nih
antipsihotika klozapin, risperidon, olanzapin i aripiprazol (Seeman, 2002). Dejstvo
antipsihotika je zasnovano na ¢injenici da su oni blokatori dopaminskih receptora i da
sprecavaju vezivanje prirodnog liganda dopamina za receptor, Cime se blokira
dopaminska neurotransmisija. Pored dopaminskih receptora, antipsihotici se vezuju i za

receptore drugih neurotransmiterskih sistema (Tandon i sar., 2010). Antipsihotici prve
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generacije ostvaruju svoje dejstvo blokirajuc¢i dopaminske D; receptore, za koje se jace
vezuju nego prirodni agonisti (Seeman, 2002). Takode, uoceno je da postoji korelacija
izmedu terapijske doze i afiniteta za vezivanje za D, receptore (Miyamoto i sar., 2005).
Ova klasa antipsihotika je karakteristi¢éna po tome da uzrokuje akutne ekstrapiramidalne
simptome i diskinezije, ukljucujuéi tardivnu diskineziju (Nasrallah i Tandon, 2009).
Ukoliko su prisutni, ovi nezeljeni efekti terapije su veoma neprijatni za pacijenta i ¢esto
su razlog nepridrzavanja prepisane terapije (Gaebel, 1997). Antipsihotici druge
generacije imaju manji afinitet prema D, receptorima, a jaCe se vezuju za serotoninske
5HT receptore (Nandra i Agius, 2012). Poznato je da obe generacije antipsihotika uticu
na pozitivne simptome, ali atipi¢ni antipsihotici poboljSavaju negativne simptome i
kognitivne poremecaje, vrSe prevenciju relapsa i uzrokuju u manjoj meri
ekstrapiramidalne simptome (Tandon i sar., 2008; Miyamoto i sar., 2005). Primenu ovih
antipsihotika cesto prate metabolicki nusefekti, a neki od njih su gojaznost,
hiperglikemija i dislipidemija (Miyamoto i sar., 2005; Nandra i Agius, 2012).

Klozapin je prvi antipsihotik druge generacije sintetisan 1959. godine od strane
Schmutz i saradnika (Seeman, 2014), a u klinicku praksu je uveden Sezdesetih godina
proslog veka. Ovaj lek ispoljava visok afinitet za serotoninske 5SHT2 receptore, dok je
u leenju negativnog sindroma u odnosu na tipi¢ne antipsihotike. Cinjenica da ne
uzrokuje ekstrapiramidalne nusefekte takode se smatra posledicom viSeg afiniteta za
serotoninske nego za dopaminske receptore (Miyamoto i sar., 2005). Pored toga,
klozapin je jedinstven lek zbog efikasnosti u lecenju pacijenata rezistentnih na klasi¢nu
terapiju (Tuunainen i sar., 2002; Miyamoto i sar., 2005), ¢ak i pored ¢injenice da je
jedan od neZeljenih efekata ovog leka agranulocitoza koja se javlja kod 0,5-1%
pacijenata (Alvir i sar., 1993). Zbog vecée efikasnosti klozapina u odnosu na
antipsihotike prve generacije u leCenju pacijenata rezistentnih na terapiju, doslo je do
postepene pojave i ostalih predstavnika druge generacije antipsihotika. Smatralo se da je
ovih 13 antipsihotika daleko uspesnije u terapiji od 51 antipsihotika prve generacije, pa
su stoga nazvani atipi¢nim (Tandon i sar., 2010). Medutim, istrazivanja na pacijentima
sa prvim epizodama bolesti upucuju na odsustvo benefita leCenjem antipsihoticima
druge generacije nad leGenjem antipsihoticima prve generacije (Kahn i sar., 2008;

Sikich i sar., 2008; Davidson i sar., 2009). Uoceno je da antipsihotici druge generacije
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prednjace po efikasnosti i tolerabilnosti u odnosu na antipsihotike prve generacije, ali da
je korist ovih agenasa po pitanju svih simptoma bolesti, pozitivnih i negativnih,
skromna u najboljem slu¢aju (Leucht i sar., 1999; Geddes i sar., 2000). Studije ukazuju i
da medu antipsihoticima druge generacije postoji razlika u efikasnosti, pa su klozapin,

risperidon i olanzapin superiorniji od ostalih lekova iz ove klase (Davis i sar., 2003).

lako se shizofrenija smatra neurorazvojnim poremecajem, prisutni su dokazi da
je ona takode progresivno i potencijalno neurodegenerativno oboljenje. S obzirom da su
antipsihotici sposobni da moduliraju hemijsku neurotransmisiju i na taj nacin redukuju
simptome bolesti, mogucée je da imaju ulogu i u neuroprotekciji i neurotoksi¢nosti
(Gassé i sar., 2012). Stoga se postavlja pitanje da li su promene uocene u mozgu
obolelih od shizofrenije posledica tretmana antipsihoticima ili posledica same bolesti.
Takode, razumevanje mehanizama dejstva antipsihotika doprinosi boljem razumevanju

shizofrenije.

Proucavanje dejstva antipsihotika na animalnim modelima je od vaznog nau¢nog
znacaja (Lipska 1 Weinberger, 2000). Medutim, ono §to predstavlja problem kod ovih
studija je doziranje antipsihotika, koje je kod Zivotinja otezano jer glodari imaju brzi
metabolizam i poluzivot leka je kra¢i 4-6 puta nego kod ¢oveka (Kapur i sar., 2003).
Tako je poluzivot haloperidola kod glodara 1,5h dok je kod coveka 12-36h, dok je
poluzivot klozapina kod glodara takode 1,5h naspram 6-7h kod ¢oveka (Bezchlibnyk-
Butler i Jeffries, 1999). Stoga se mora primeniti drugacije doziranje nego jednom do
dvaput dnevno kao $to je t0 najces¢i slucaj tretmana kod ljudi (Kapur i sar., 2003).
Takode, mora se optimizovati doza i postizanje stabilne koncentracije u plazmi. Zbog
toga se za hroni¢an tretman koristi lek rastvoren u vodi u koju se dodaje siréetna

kiselina koja omogucava stabilnu koncentraciju rastvorenog antipsihotika (Terry 1 sar.,
2005).

Posledice dugotrajne terapije antipsihoticima, mozda cak i viSedecenijske, na
enzimsku aktivnost su jo§ uvek nepoznate (Maurer i sar., 2001). Pretpostavlja se da
antipsihotici mogu doprineti nestabilnosti mitohondrija i promeni funkcije ovih
organela. Sto se ti¢e enzima respiratornog lanca, Whatley i saradnici (1996) su pokazali
da nema razlike u aktivnosti citohrom c oksidaze izmedu le¢enih i neleCenih pacijenata

obolelih od shizofrenije. Medutim, naredne godine je otkriveno da antipsihotici uti¢u na
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aktivnost enzima respiratornog lanca. Primena razliitih antipsihotika progresivno
smanjuje aktivnost kompleksa | u korteksu zdravih osoba, pri ¢emu je ovaj efekat dozno
zavisan (Maurer i Moller, 1997). Inhibicija aktivnosti kompleksa | posredstvom
antipsihotika haloperidola i klozapina je potvrdena i u mozgu pacova, s’ tim da klozapin
ostvaruje inhibitorno dejstvo pri visim koncentracijama od haloperidola (Burkhardt i
sar., 1993). Uoceno je da primena haloperidola redukuje aktivnost kompleksa | u mozgu
odraslih pacova bez obzira da li se primenjuje hroni¢no ili akutno, §to se ne uocava
nakon primene klozapina (Prince i sar., 1997). Medutim, oba antipsihotika uzrokuju
povecéanje aktivnosti citohnrom c¢ oksidaze u prefrontalnom korteksu. Ovo povecanje je
prisutno i u hipokampusu zivotinja tretiranih klozapinom. Skorije studije na pacijentima
potvrduju da su obe Kklase antipsihotika sposobne da inhibiraju mitohondrijski

respiratorni lanac (Casademont i sar., 2007).

Novije studije ukazuju na mogucéu vezu izmedu dugogodiSnjeg tretmana
antipsihoticima i skra¢enog Zivotnog veka pacijenata. Medutim, rezultati ovih studija su
prilicno kontradiktorni, od nalaza da antipsihotici poveéavaju mortalitet (Weinmann i
sar., 2009), do toga da skracuju (Tiihonen i sar., 2009) ili ne uti¢u na Zivotini vek
pacijenata (Ran i sar.,, 2009). Stoga su neophodna dodatna ispitivanja uticaja
antipsihotika prve i druge generacije na prezivljavanje i smrt neurona i da li ti efekti
doprinose razlikama u ekstrapiramidalnim simptomima (Gasso i sar., 2012). Takode,
dugi niz godina se smatralo da su evidentirane progresivne promene volumena mozga
prominentna karakteristika shizofrenije. Medutim, longitudinalna studija zasnovana na
primeni tehnike neurovizuelizacije (magnetna rezonanca visoke rezolucije - MRI) je
utvrdila da postoji korelacija izmedu tretmana antipsihoticima i globalne redukcije
volumena mozga kod obolelih od shizofrenije. Zanimljiv podatak je da redukciju
uzrokuju i tipi¢ni i atipi¢ni antipsihotici (Ho i sar., 2011), $to implicira na kriti¢ni stav
prema dugogodiSnjem tretmanu antipsihoticima. Ovi rezultati su potvrdeni i na
primatima (Dorph-Petersen i sar., 2005). Primati su tretirani 17-27 meseci
haloperidolom 1 olanzapinom u dozama koje u plazmi dostizu nivo kao doze koje se
uocavaju kod obolelih od shizofrenije tretiranim istim lekovima. Kod ovih Zivotinja je
uoCeno smanjenje tezine 1 volumena mozga u odnosu na kontrolne zivotinje.
Redukcijom su bili obuhvaceni svi moZzdani regioni, ali su najzahvaceniji promenom

bili frontalni i parijetani lobus.
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In vitro studije ukazuju da antipsihotici prve generacije, a medu njima i
haloperidol, smanjuju vijabilitet neurona (Gil-ad i sar., 2001), uzrokujuci oksidativni
stres i apoptozu (Galili i sar., 2000; Noh i sar., 2000). Primena haloperidola tokom Sest
nedelja dovodi do degenerativnih ultrastrukturnih promena koje su karakteristicne za
proces apoptoze (Altunkaynak i sar., 2012). Studije su utvrdile da je neurotoksic¢ni
efekat haloperidola dozno zavisan (Reinke i sar., 2004; Agostinho i sar., 2007).
Medutim, opservirano je i neuroprotektivno dejstvo haloperidola na neurotoksi¢nost
izazvanu blokadom NMDA receptora (Zhuravliova i sar., 2007; Gardoni i sar., 2008),
kao i na c¢elijsku smrt indukovanu administracijom ketamina (Keilhoff i sar., 2010).
Slicno dualno dejstvo u celijama ima i atipi¢ni antipsihotik klozapin (Magliaro i
Saldanha, 2009; Dwyer i sar., 2003). Klozapin je sposoban da inhibira efekte
fenciklidina u mozgu pacova (Wang i Liang, 1998; Arvanov i sar., 1997; Arvanov i
Wang, 1999) ali precizan mehanizam kojim deluje na NMDA receptorsku hipofunkciju,
kada je poznato da nema afinitet za ove receptore, ostaje nerazja$njen. Prema Contreras-
Shannon i saradnicima (2013) primena klozapina dovodi do promene membranskog
potencijala mitohondrija, morfologije i volumena mitohondrija u ¢elijama

neuroblastoma.

Postoji moguénost da smanjenje vijabiliteta uzrokovano tretmanom
antipsihoticima nije posledica aktivacije apoptoze, nego poremecaj u odvijanju procesa
autofagije. Efekat antipsihotika na proces autofagije je mnogo manje prouc¢avan nego
efekat istih na procese apoptoze, iako lekovi mogu imati stetan efekat blokirajuci proces
autofagije u neuronima. Jedna od prvih studija koja se bavila proucavanjem veze
autofagije i antipsihotika je pokazala da haloperidol i klozapin smanjuju vijabilitet ¢elija
remeteci uklanjanje autofagozoma i/ili njegovu fuziju sa lizozomima, ¢ine¢i na taj nacin
neurone podloznijim neurodegeneraciji (Park i sar., 2012). Prema ovim autorima,
antipsihotici imaju negativan uticaj na prezivljavanje neurona na vremenski i dozno

zavisan nacin.

Osim na neurone, brojni autori su uoc€ili da antipsihotici imaju efekat i na glija
¢elije. Konopaske 1 saradnici (2008) su pokazali da hroni¢no tretiranje antipsihoticima
haloperidolom ili olanzapinom (oralna primena dva puta dnevno tokom 17-27 meseci) u

mozgu makaki majmuna dovodi do smanjenja broja astrocita, a uocen je slic¢an trend u
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broju oligodendrocita. Takode, pokazano je da pretretman klozapinom, ali ne i
haloperidolom, spre¢ava povecanje ekspresije GFAP indukovano primenom dizocilpina
(MK-801), nekompetitivnog antagoniste NMDA receptora, u cingulatnom i
retrosplenijalnom korteksu pacova (Arif i sar., 2007). Nakon primene haloperidola u
dozi od 1 mg/kg u strijatumu zamoraca se uo¢ava veéi broj glija ¢elija nego u kontrolnoj
grupi zivotinja, kao 1 degeneracija mijelina, dok se ne wuocavaju makrofagi
mikroglijalnog porekla (Altunkaynak i sar., 2012). Dugi niz godina, istrazivanja su
evidentirala gubitak i disfunkciju oligodendrocita u shizofreniji (Uranova i sar., 2004;
Haroutunian i sar., 2007; Martins-De-Souza i sar., 2011; Bernstein i sar., 2015), $to se u
skorije vreme dovodi u vezu sa dugogodisnjom terapijom. Imajuci na umu da su ¢elije
mikroglije uklju¢ene u imunski odgovor u mozgu i da postoje indicije da su infekcije
povezane nastankom shizofrenije (neuroinflamatorna hipoteza), post mortem analize ne
upuéuju na izrazenu mikrogliozu u mozgu obolelih od shizofrenije i ne ukazuju da
terapija ima veliki uticaj na proliferaciju ovih celija (Steiner i sar., 2006, 2008).
Medutim, Cotel i saradnici (2015) su uodili mikroglijalnu proliferaciju i morfoloske
promene koje ukazuju na aktiviranu mikrogliju u mozgu pacova tretiranim
haloperidolom u dozi 2 mg/kg tokom osam nedelja.

Iako pomenute studije ukazuju da tretman antipsihoticima utice na ¢elije CNS-a,
nedostaju istrazivanja efekata antipsihotika nakon primene antagonista NMDA
receptora, tj. na animalnim modelima shizofrenije, koja bi mogla da doprinesu boljem
razumevanju veze hroni¢ne primene psihofarmaka i shizofrenije. Pored toga, od
posebnog interesa je utvrditi uticaj tipi¢nih 1 atipiénih antipsihotika na fukciju
mitohondrija i procese apoptoze i autofagije, kako bi se razgranicili efekti antipsihotika

od karakteristika same bolesti.
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2. CILJEVI

I Ispitivanje neposrednih (PN13) i dugotrajnih (PN70) efekata perinatalne primene

fenciklidina na:

mitohondrijski metabolizam odredivanjem aktivnosti enzima respiratornog lanca
(kompleksa I i citohrom c oksidaze),

proces apoptoze, odredivanjem ekspresije kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze
(AIF),

proces autofagije, odredivanjem ekspresije Beklina 1 i p62 proteina, i
ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu mozga pacova primenom

transmisione elektronske mikroskopije.

Il Ispitivanje dugotrajnih efekata perinatalne primene fenciklidina i efekata hroni¢ne

primene tipi¢nog antipsihotika haloperidola i atipi¢nog antipsihotika klozapina (PN100)

na:

mitohondrijski metabolizam odredivanjem aktivnosti enzima respiratornog lanca
(kompleksa I i citohrom c oksidaze),

proces apoptoze, odredivanjem ekspresije kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze
(AIF),

proces autofagije, odredivanjem ekspresije Beklina 1 i p62 proteina,
ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu pacova, kao i

zastupljenost ¢elija centralnog nervnog sistema u korteksu i hipokampusu mozga
pacova primenom markera neurona (NeuN), astrocita (GFAP), oligodendrocita
(MOG) i mikroglije (Iba 1).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su koris¢eni pacovi muskog pola soja Wistar. Zivotinje su

dobijene iz uzgajalista Instituta za biomedicinska istrazivanja Galenika u Beogradu.
3.2. Tretiranje Zivotinja

Skotne zenke Wistar pacova su pojedina¢no ¢uvane u kavezima sa 12-Casovnim
ciklusom svetlo-mrak, sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Po ko¢enju, u roku od 24
sata, mladunci iz viSe legala su nasumi¢no pomesani. Eksperimentalne Zivotinje su
tretirane 2, 6, 9 i 12. postnatalnog (PN) dana fenciklidinom ili fizioloskim rastvorom
natrijum hlorida (0,9% NaCl) subkutanom (s.c.) administracijom. Fenciklidin
hidrohlorid (Sigma) je rastvoren u sterilnim uslovima u 0,9% NaCl u koncentraciji od
Img/ml i aplikovan eksperimentalnim Zivotinjama u dozi od 10 mg/kg telesne teZine

(t.t). Kontrolnoj grupi je u istoj zapremini subkutano aplikovan 0,9% NaCl.
Formirano je deset grupa eksperimentalnih Zivotinja:
1) NaCl-PN13 grupa (n=16) — perinatalna administracija NaCl-a; Zivotinje su Zrtvovane

13. PN dana.

2) PCP-PN13 grupa (n=16) — perinatalna administracija PCP-a; Zivotinje su zrtvovane
13. PN dana.

3) NaCI-PN70 grupa (n=16) — perinatalna administracija NaCl-a; zivotinje su zrtvovane
70. PN dana.

4) PCP-PN70 grupa (n=16) — perinatalna administracija PCP-a; zivotinje su zrtvovane
70. PN dana.

5) NaCl-PN100 grupa (n=21) — perinatalna administracija NaCl-a; od 35. PN dana do

100. PN dana pacovi su dobijali pijacu vodu u koju je dodata siréetna kiselina (finalna
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koncentracija 1 mM) u istovetnoj koncentraciji koja se Koristi za rastvaranje

antipsihotika (haloperidola i klozapina). Zivotinje su Zrtvovane 100. PN dana.

6) PCP-PN100 grupa (n=21) — perinatalna administracija PCP-a; od 35. PN dana do
100. PN dana pacovi su dobijali pijacu vodu sa rastvorenom kiselinom kao i prethodna

grupa, nakon ¢ega su 100. PN dana Zrtvovani.

7) NaCl-H grupa (n=21) — perinatalna administracija NaCl-a; od 35. PN dana do 100.
PN dana pacovi su bili tretirani haloperidolom (H) (Krka, Slovenija) koji je rastvoren u
vodi za pi¢e u dozi 1 mg/kg t.t/dan (Steward i sar., 2012). Haloperidol je rastvaran u
0,1M sirc¢etnoj kiselini, a potom razblazen (1:100) za dnevnu administraciju leka u vodi
za pice (Terry i sar., 2007). Doziranje leka je bilo u skladu sa proseénom dnevnom
potroSnjom vode u odnosu na telesnu tezinu zivotinje. Lek je oralno administriran

tokom devet nedelja (do 100. PN dana), nakon ¢ega su zivotinje zrtvovane.

8) PCP-H grupa (n=21) — perinatalna administracija PCP-a; od 35. PN dana do 100. PN
dana pacovi su bili tretirani haloperidolom po istom principu kao prethodna grupa.

Zrtvovanije Zivotinja je sprovedeno 100. PN dana.

9) NaCl-K grupa (n=21) — perinatalna administracija NaCl-a; od 35. PN dana do 100.
PN dana pacovi su bili tretirani klozapinom (K) (Sandoz, Nemacka) koji je rastvoren u
vodi za pi¢e u dozi 20 mg/kg t.t/dan (Steward i sar., 2012). Klozapin je rastvaran u 0,1
M sircetnoj kiselini, a potom razblazen (1:100) za dnevnu administraciju leka u vodi za
pice (Terry i sar., 2007). Doziranje leka je bilo u skladu sa prose¢nom dnevnom
potrosSnjom vode u odnosu na telesnu teZinu Zivotinje. Lek je oralno administriran

tokom devet nedelja (do 100. PN dana), nakon ¢ega su Zivotinje Zrtvovane.

10) PCP-K grupa (n=21) — perinatalna administracija PCP-a; od 35. PN dana do 100.
PN dana pacovi su bili tretirani klozapinom po istom principu kao prethodna grupa,

nakon ¢ega su 100. PN dana Zrtvovani.

Sve eksperimentalne procedure su bile odobrene od strane Eticke komisije za
zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i
Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine — Uprava za veterinu (dozvola broj
323-07-04083/2016-05/4).
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3.3. Biohemijske analize

3.3.1. Izolovanje struktura za odredivanje enzimske aktivnosti

Za odredivanje enzimske aktivnosti koriS¢eno je po Sest Zivotinja iz svake
eksperimentalne grupe. Wistar pacovi su zrtvovani 13, 70. i 100. PN dana cervikalnom
dislokacijom i dekapitacijom. Po dekapitaciji, glave su trenutno zamrzavane u te¢nom
azotu, a zatim ¢uvane U zamrziva¢u na -85°C. Mozdane strukture (prefrontalni korteks i
hipokampus) su preparisane na hladno i homogenizovane u hladnom puferisanom
saharoznom medijumu (0,25 M/L saharoza, 10 mmol/L K/NaPO, pufer pH 7,0 i 1
mmol/L EDTA) kako bi se sprovelo subcelularno frakcionisanje mozdanih regiona po
metodi Whittakera i Barkera (1972). Homogenizacijom usitnjeno tkivo je potom
centrifugirano 15 minuta na 1000G. Supernatant je odvojen i ¢uvan na +4°C. Talog je
resuspendovan u saharoznom medijumu i centrifugiran 15 minuta na 1000G. Dobijeni
supernatanti su spojeni i predstavljaju nepreci§¢enu sinaptozomalnu frakciju koja sadrzi
membranske vezikule (mikrozome) nastale od glatkog i granulisanog endoplazmati¢nog
retikuluma, Goldzi aparata i Celijske membrane, kao i sve solubilne komponente
citoplazme. Talog je resuspendovan u dejonizovanoj vodi i ostavljen tokom 60 minuta
na +4°C uz povremeno mesanje. Ovako resuspendovan talog je centrifugiran 15 minuta
na 1700G. Dobijeni supernatant predstavlja nepreci§¢enu mitohondrijalnu frakciju i
sadrzi mitohondrije, lizozome i peroksizome. Nepreci§¢ena mitohondrijalna frakcija je

koriS¢ena za dalje odredivanje enzimskih aktivnosti.

3.3.2. Odredivanje sadrZaja proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana spektrofotometrijski po metodi
Lowry-a i saradnika (1951). Kao standard je koris¢en kristalizovani serumski albumin
goveceta (BSA) (Sigma Aldrich, Nemacka). Koli¢ina proteina u uzorku odredivana je
neposredno po ekstrakciji. Razblazivanjem sa saharoznim medijumom koncentracija

proteina u svim uzorcima je svedena na priblizno 1 mg/ml.
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3.3.3. Odredivanje aktivnosti kompleksa I

Aktivnost kompleksa I je odredivana u nepre¢is§¢enoj mitohondrijskoj frakciji po
metodi Janssen i saradnika (2007), pracenjem reakcije u kojoj kompleks I oksiduje
NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) 1 stvoreni elektroni redukuju
decilubihinon, sinteticki analog ubihinona. Redukovani decilubihinon, decilubihinol,
dalje prenosi elektrone do 2,6-dihloroindofenola (DCIP; Sigma Aldrich, Nemacka),
plavo obojenog jedinjenja koje se redukcijom obezbojava. Intenzitet redukcije 2,6-
dihloroindofenola se prati spektrofotometrijski na talasnoj duzini 600 nm. S obzirom na
to da elektrone koje prenose druge NADH-zavisne dehidrogenaze ne prihvata
decilubihinon, redukcija 2,6-dihloroindofenola se moze smatrati gotovo iskljucivo
posledicom aktivnosti kompleksa I. Reakcija se odvija u prisustvu antimicina A Koji

deluje kao inhibtor kompleksa 111 respiratornog lanca.

Reagensi:

1. 30 mM Kalijum-fosfatni pufer, pH=7,8
51,2 g/L KoHPO,
820 mg/L KH,PO,
2. 5 mM Kalijum-fosfatni pufer, pH=7,4
522,6 mg/L K;HPO,
272,2 mg/L KH,PO,4
3. Govedi serum albumin (BSA)
4. 3 mM 2,6-dihloroindofenol (DCIP) (Mr=290,08) (sc-203269, Santa Cruz, SAD)
5. 3,5 mM Decilubihinon (decilCoQ) u dimetil sulfoksidu (DMSO) (Mr=322,4)
(sc-358659, Santa Cruz, SAD)
6. 50 uM Antimicin-A (sc-202467, Santa Cruz, SAD)
7. 10 mM NADH (Mr=709,4) (N8129, Sigma, Nemacka)
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U epruvetu dodati 850 pl fosfatog pufera pH=7,8, 50 ul BSA, 20 ul DCIP, 20
uL decilCoQ i 20 pL antimicina-A, pa dodati 20 pl uzorka. Inkubirati 3 minuta na 37°C.
Dodati 20 uL. NADH i meriti apsorbancu na 600 nm tokom 4 minuta, u intervalima od
30 sekundi na 37°C.

Molarni apsorpcioni koeficijent DCIP na 600 nm je 19,1 mM™cm™.
Aktivnost komleksa I izraziti kao U/g proteina, pri ¢emu 1 U kompleksa odgovara 1

umol redukovanog DCIP u minutu.
3.3.4. Odredivanje aktivnosti citohrom c oksidaze

Aktivnosti citonrom C oksidaze (kompleksa 1V), terminalne komponente
respiratornog lanca, odredivana je spektrofotometrijski u nepreéisé¢enoj mitohondrijskoj
frakciji po metodi Hess i Pope (1953). Metoda se zasniva na oksidaciji ferocitohrom C
do fericitohroma C posredstvom citohrom c oksidaze, $to je praceno smanjivanjem
ekstinkcije tokom 3-5 minuta na 550 nm. Uzorci se pripremaju sa deoksiholatom ili

nekim drugim deterdZentom (za deoksiholat finalna koncentracija mora biti 0,75 %)

Reagensi:

1. 0,05 M Kalijum fosfatni pufer pH=7,1

A) K;HPO, 4,4 g /500 ml vode

B) KH,PO, 680 mg/ 100 ml vode
2. 2,5x10™° M citohroma ¢ - 3,25 mg (0,00325 g) / 10ml kalijum fosfatnog
pufera
3. 1 mM Na,S,0, (natrijum ditionat)

1,75 mg (0,00175 g) / 10 ml reagensa 2

4. 7,5% deoksiholat 300mg / 4ml vode (za 0,75% 90 mg/ 12 ml vode)

Ekstinkcioni molarni koeficijent za redukovani citohrom ¢ na 550 nm je 23,94.

Molekulska tezina citohroma c iz govedeg srca je 12384.
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U kivetu sipati 0,95 ml pripremljenog (redukovanog) rastvora citohroma c. Potom
dodati 0,05 ml uzorka i energi¢no promuckati. Pratiti promenu ekstinkcije u toku 3

minuta na talasnoj duzini 550 nm.

IzraCunavanje:

AEgzmin mg citohroma c

X 3061 =

, mg proteina
Y proteina u uzorku gp

3.4. Odredivanje ekspresije proteina tehnikom Western blot

Ekspresija kaspaze 3, faktora indukcije apoptoze (AIF), Beklin 1, p62 proteina,
kao i markera neurona (NeuN), astrocita (GFAP), oligodendrocita (MOG) i mikroglije
(Iba 1), odredivana je tehnikom Western blot. Po pet zivotinja iz svake eksperimentalne
grupe je zrtvovano cervikalnom dislokacijom i1 dekapitacijom, nakon ¢ega su mozdane
strukture (prefrontalni korteks i hipokampus) preparisane na hladno i homogenizovane u
RIPA puferu za liziranje (300 mM NaCl, 15 mM Tris-HCI (pH=7,4), 0,2% SDS, 2%
Na-deoksiholat, 2% Triton X-100, 100 mM fenilmetilsulfonil fluopid, 200 mM Na-
ortovanadat i koktel inhibotora proteaza). Zatim je homogenat tkiva je centrifugiran 15
minuta na 18000G na +4°C. Odvojeni supernatant predstavlja celijski lizat koji se
koristi za dalje analize. Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana metodom po
Bradford-u (1976).

Jednake koli¢ine proteina iz svakog uzorka (50 pg po bunari¢u) su razdvojene
elektroforezom na 10% - 15% SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE gelu) u trajanju
od skoro 120 minuta na 120V, a zatim je izvrSen transfer proteina sa gela na
nitroceluloznu membranu (Bio-Rad, SAD). Membrane su potom inkubirane u 5%
nemasnom mleku u TBS-T (100 mM Tris baza, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20,
pH=7,6) radi blokiranja nespecifi¢nih mesta vezivanja. Po blokiranju, membrane su
inkubirane preko no¢i na +4°C sa slede¢im primarnim antitelima: kaspaza 3 (1:1000,

zecje poliklonsko, AnaSpec Inc, SAD), AIF (1:1000, zecje poliklonsko, AnaSpec Inc,
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SAD), Beklin 1 (1:1000, ze¢je monoklonsko, Cell Signaling Technology, SAD), p62
(1:5000, ze¢je poliklonsko, Cell Signaling Technology, SAD), NeuN (1:1000, misje
monoklonsko, Millipore, SAD), GFAP (1:2000, zecje poliklonsko, DAKO, Danska),
MOG (1:1000, ze¢je monoklonsko, Abcam, Velika Britanija), Iba 1 (1:250, kozje
poliklonsko, Abcam, Velika Britanija). Po isteku inkubacije, viSak primarnog antitela je
uklonjen ispiranjem u TBS-T, a zatim su membrane inkubirane sa odgovaraju¢im HRP-
obelezenim sekundarnim antitelom (1:2000, anti-ze¢je, anti-miSje ili anti-kozje,
Southern Biotech, SAD) tokom 60 minuta. Visak sekundarnog antitela je uklonjen na
isti nac¢in kao viSak primarnog antitela. Membrane su zatim izlozene aktiviranom
luminol radnom rastvoru (aktivira ga 30% H,0;) tokom 2 minuta na sobnoj temperaturi
i vizuelizacija specifiénih proteinskih traka je izvrSena upotrebom ChemiDoc MP
sistema (Bio-Rad, SAD). Sve membrane su ,,stripovane” (uklonjena su vezana antitela) i
inkubirane sa anti-B-Aktin antitelom (1:10.000, misje monoklonsko, Sigma-Aldrich,
Nemacka) kako bi se proverilo da li su svi bunari¢i podjednako napunjeni. Stripovanje
membrana je izvrSeno inkubiranjem u puferu koji sadrzi glicin, Tris bazu i Tween-20
(pH=2,2), koje prati inkubacija u fosfatnom puferu i TBS-T. Ekspresija proteina je
kvantifikovana denzitometrijski upotrebom softvera ImageQuant 5.2 i izrazena je u

odnosu na B-Aktin.

3.5. Ispitivanje morfoloskih promena metodom transmisione elektronske

mikroskopije

Za ispitivanje morfoloSkih promena u mozgu pacova je Zrtvovano po pet
Zivotinja 1z svake eksperimentalne grupe. Uzorci korteksa 1 hipokampusa su iseceni 1
fiksirani u 3% rastvoru glutaraldehida (Merck, Nemacka) u 0.1 M kakodilathom puferu
pH=7,4 (Merck, Nemacka) preko noéi na +40°C. Nakon osmifikacije i dehitratacije u
etanolu, ise¢ci mozga su uronjeni u Epon (Merck, Nemacka). Pomoc¢u dijamantskog
noza na Leica Ultracut UCT EM FCS ultramikrotomu su iseceni ultratanki preseci, koji
se sakupljaju na bakarnim mrezicama i boje uranil acetatom i olovo citratom (SERVA
Electrophoresis, Nemacka). Ise¢ci Su analizirani pomocu FEI Morgagni 268D

transmisionim elektronskim mikroskopom (FEI Europe, Holandija) i slikani pomoéu
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Mega View Il Soft Imaging System digitalne kamere (Olympus Soft Imaging Solutions,

Nemacka).

3.6. Imunohistohemijska analiza

3.6.1. Priprema tkiva za imunohistohemijske studije

Za imunohistohemijska ispitivanja po 5 zivotinja iz Sest eksperimentalnih grupa
(PN100) je anestezirano 3,6% hloral hidratom (Sigma Aldrich, Nemacka) (10 ml/kg t.t.;
intraperitonealno  (i.p.)) 1 zatim perfundovano sveze pripremljenim 4%
paraformaldehidom (SERVA, Nemacka) (ohladenim na +4°C). Mozgovi su izvadeni iz
lobanja i ostavljeni 24h u 4% paraformaldehidu posle ¢ega su prebaeni u rastuci
gradijent saharoze (10%, 20% i 30%) u 0,1 M fosfatnom puferu pH=74
(krioprezervacija). Mozgovi su trenutno zamrzavani na -80°C uranjanjem u 2-
metilbutan (Fluka Biochemika, SAD).

Prilikom secenja tkiva kaudalni pol svakog mozga je pri¢vrséen za kriostatski
nosa¢ koriS¢enjem kriostatskog medijuma (Killik, Italija). Ventralna povr§ina mozga je
orjentisana ka secivu i serijski koronalni preseci debljine 25 um za imunohistohemijske
analize su seCeni na kriostatu Leica (Leica Instruments, Nemacka). Preseci su sakupljani
na specijalnim SuperFrost Plus plo¢icama (Menzel Braunschweig, Nemacka). Kako
stereoloSke analize zahtevaju brojne preseke proucavanih struktura i upotrebu serijskih
preseka, sakupljanje preseka je uvek vrseno na isti na¢in. Na kraju seCenja na svakoj
plocici je bilo po 4 preseka koji su udaljeni 250 um (slika 6). Preseci su do trenutka

bojenja cuvani u zamrzivacu ha -20°C.
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Slika 6. Shematski prikaz standardizovanog nacina sakupljanja uzoraka na staklenim plodicama za
imunohistohemijske analize. Bojenje isec¢aka iz jednog reda (npr. 1, 11, 21,...) sa odredenim antitelom

omogucava procenu ¢elijske populacije koristeci prostorno razdvojene preseke strukture od interesa.

3.6.2. Opsti protokol za imunohistohemijsko bojenje

Pre bojenja, vrSeno je demaskiranje antigena inkubiranjem plocica tokom 30
minuta na +80°C (u staklenoj kiveti u vodenom kupatilu) u 0,01 M citratnom puferu
pH=6. Po zavrSetku inkubacije, plofice su ostavljene da se ohlade na sobnoj
temeperaturi. Zatim je izvrSeno nespecificno blokiranje 1h na sobnoj temperaturi
koriste¢i Vectastain Elite Avidin/Biotin Kompleks kit (ABC kit; Vector Laboratories,
SAD). Po isteku vremena predvidenog za blokiranje, plo¢ice su inkubirane sa
odgovaraju¢im primarnim antitelom (24h na +4°C). Plo¢ice su inkubirane u dobro
zatvorenim vlaznim komorama. Kori§¢ena su sledeca primarna antitela: anti-NeuN
(1:1000, misje monoklonsko, Millipore, Nemacka), anti-GFAP (1:200, zecje
poliklonsko, DAKO, Danska), anti-MOG (1:200, misje monoklonsko, Abcam, Velika
Britanija) i anti-lba 1 (1:500, zec¢je poliklonsko, Abcam, Velika Britanija). Nakon 24h,
plocice su 3 puta po 15 min ispirane PBS-om pre stavljanja odgovarajuceg sekundarnog
antitela (anti-misje/anti-zec¢je/anti-kozje). Nakon reakcije sa sekundarnim antitelima
sledila je inkubacija sa 3,3’-diaminobenzidinom (DAB) koji je hromogeni supstrat za
peroksidazu, Sto dovodi do pojave precipitata braon boje na mestu prisustva antigena.
Obojeni isecci su analizirani svetlosnom mikroskopijom uz pomo¢ mikroskopa

Olympus BX41 sa kamerom C-5060 wide zoom i softvera Olympus DP-Soft.
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3.7. Statisti¢ka analiza

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standarna greSka (S.E.M).
Statisticka obrada podataka vrSena je pomocu programa OriginPro 8.1 odgovaraju¢im
statistickim testovima, pre svega jednofaktorskom analizom varijanse - univarijantna
analiza ispitivanja uticaja odabranog prediktora za zavisnu varijablu — ANOVA,
pracenom Bonfferoni post hoc testom. Podaci za pojedine parametre su podvrgnuti T
testu za dva nezavisna uzorka. Ukoliko je verovatnoca da je nulta hipoteza (Ho: postoji
razlika izmedu posmatranih veli¢ina) tac¢na, bila jednaka ili manja od 5% (p<0,05),
razlika je smatrana statisticki zna¢ajnom. Rezultati su prikazivani grafickim stubicastim

i linijskim dijagramima. Grafi¢ki prikaz rezultata uraden je u programu OriginPro 8.1.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje neposrednih efekata perinatalne primene fenciklidina u korteksu i

hipokampusu pacova (PN13)

4.1.1. Neposredni efekat perinatalne primene fenciklidina na aktivnost enzima

respiratornog lanca — kompleksa I i IV u korteksu i hipokampusu pacova

Aktivnost enzima respiratornog lanca, kompleksa | i citohrom c oksidaze
odredivana je spektrofotometrijski neposredno nakon perinatalnog tretmana natrijum
hloridom ili fenciklidinom (PN13) u neprecis¢enoj mitohondrijskoj frakciji korteksa i
hipokampusa pacova. Statisticka analiza rezultata ukazuje da neposredno nakon
aplikacije fenciklidina dolazi do znacajnog povecanja aktivnosti kompleksa |
respiratornog lanca u hipokampusu (t=-2.37; df=10; p<0,05) u poredenju sa kontrolnom
grupom Zivotinja, dok se u korteksu ne uocavaju znacajne promene aktivnosti ovog
enzima (t=0.025; df=10; p>0,05). Studentov T test je ukazao da aplikacija fenciklidina
dovodi do povecéanja aktivnosti citohom c oksidaze u korteksu (t=-2.64; df=10; p<0,05)
I hipokampusu (t=-7.07; df=10; p<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja
(Tabela 1).

Tabela 1. Neposredni efekat perinatalne primene fenciklidina na aktivnost kompleksa | i citohrom ¢
oksidaze u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13). Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost+S.E.M za metodoloski definisan broj Zivotinja.

Kompleks I Citohorom c oksidaza

(U/mg proteina) (mmol/mg proteina/60min)

NaCl PCP NacCl PCP

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Korteks 54.784+3.97 54.514+9.97 8.53+1.03 10.714£0.7*
Hipokampus 48.7146.67 74+8.36* 4+0.5 10.41+0.75*

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom
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4.1.2. Neposredni efekat perinatalne primene fenciklidina na ekspresiju kaspaze 3 i
faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu i hipokampusu pacova

Upotrebom tehnike Western blot odredivana je ekspresija kaspaze 3 i faktora
indukcije apoptoze (AIF), markera procesa apoptoze, u korteksu i hipokampusu pacova
perinatalno tretiranih fenciklidinom (PN13). Analiza dobijenih rezultata ukazuje na
visoko statisticki znac¢ajno povecanje ekspresije kaspaze 3 u korteksu (t=-11.97; df=8;
p<0,01) i hipokampusu (t=-13.3; df=8; p<0,01) pacova perinatalno tretiranih
fenciklidinom u odnosu na kontrolnu grupu (grafik 1).
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Grafik 1. Ekspresija kaspaze 3 u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13) perinatalno tretiranih
natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoceno je povecanje ekspresije
kaspaze 3 u obe ispitivane mozdane strukture u grupi perinatalno tretiranoj fenciklidinom u poredenju sa
kontrolnom grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Analizom rezultata nije utvrdena promena ekspresije faktora indukcije apoptoze
(AIF) neposredno nakon perinatalne primene fenciklidina ni u korteksu (t=0.04; df=8;
p=0.969) ni u hipokampusu (t=1.39; df=8; p=0.203) pacova u poredenju sa kontrolnom
grupom Zivotinja (grafik 2).
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Grafik 2. Ekspresija faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13)
perinatalno tretiranih natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota ne uo¢ava se
promena ekspresije ovog proteina u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa
kontrolnom grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.1.3. Neposredni efekat perinatalne primene fenciklidina na ekspresiju Beklin 1 i
p62 proteina u korteksu i hipokampusu pacova

Tehnikom Western blot-a odredivana je ekspresija Beklin 1 i p62 proteina,
markera procesa autofagije, u korteksu i hipokampusu pacova neposredno nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom. Perinatalni tretman fenciklidinom ne dovodi do
statisticki znaCajnih promena u ekspresiji Beklin 1 proteina jer statisticka analiza
upotrebom Studentovog T testa nije utvrdila promene ni u korteksu (t=-1.54; df=8;
p=0.161) ni u hipokampusu (t=-1.57; df=8; p=0.155) pacova u poredenju sa kontrolom
(grafik 3).
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Grafik 3. Ekspresija Beklin 1 proteina u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13) perinatalno
tretiranih natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota ne uocava se promena
ekspresije Beklin 1 proteina u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Medutim, statisticka analiza rezultata ukazuje da perinatalna administracija fenciklidina

znacajno povecava ekspresiju p62 proteina u korteksu (t=-8.83; df=8; p<0,01), dok se u

hipokampusu ne uoc¢avaju promene (t=-1.7; df=8; p=0.133) u ekspresiji ovog proteina u

poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (grafik 4).
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Grafik 4. Ekspresija p62 proteina u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13) perinatalno tretiranih

natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoceno je povecanje ekspresije

p62 proteina u korteksu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom grupom,

dok u hipokampusu fenciklidin ne ostvaruje efekat na ekspresiju ovog proteina. Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.1.4. Ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu pacova neposredno

nakon perinatalne primene fenciklidina

Ispitivanje ultrastrukturnin promena u mozgu pacova vrSeno je upotrebom
transmisionog elektronskog mikroskopa. Promene su pracene neporedno nakon
perinatalne primene fenciklidina u korteksu i hipokampusu pacova. Analize dobijenih
rezultata su pokazale da su u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom neuroni
kompaktni, a nukleus i nukleolus visoke elektronske gustine, dok se u citoplazmi teSko
uocavaju organele. Takode, u hipokampalnim regionima mozga ovih zZivotinja uocavaju
se mitohondrije u ranom stadijumu degeneracije. Opservirane mitohondrije su nabubrele
sa dezorganizovanim kristama uz primetno intrakristalno bubrenje, iako naizgled imaju
nepromenjenu spoljasnju 1 unutrasnju membranu. U mozgovima kontrolnih jedinki
uocavaju se neuroni sa euhromatinskim jedrom, sa mitohondrijama normalne strukture i

bez znakova ostecenja ili bubrenja (slika 1 A-D).
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Slika 1. Ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu mladih pacova (PN13) neposredno nakon
perinatalne primene fenciklidina. (A) U kortikalnim regionima kontrolnih Zivotinja, ¢elije ispoljavaju
normalne morfoloske karakteristike, a uocavaju se euhromatinski nukleus i nukleolus. N-nukleus; N-
nukleolus (Bar = 5um). (B) U kortikalnim regionima Zzivotinja perinatalno tretiranih fenciklidinom
uodavaju se tamni, kompaktni neuroni, nukleus i nukleolus visoke elektronske gustine. N-nukleus (Bar =
Sum). (C) U hipokampusu kontrolnih Zivotinja uocavaju se mitohondrije (strelica) sa normalnom
dvostrukom membranom i organizovanim kristama (Bar = 1pum). (D) U hipokampusu pacova perinatalno
tretiranih fenciklidinom uocavaju se mitohondrije koje su u ranoj fazi degeneracije. Spoljasnja i
unutra$nja membrana mitohondrije (strelica) izgledaju normalno, dok su kriste strukturno

dezorganizovane uz intrakristalno bubrenje (Bar = 100nm).
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4.2. Ispitivanje dugotrajnih efekata perinatalne primene fenciklidina u korteksu i
hipokampusu pacova (PN70)

4.2.1. Dugotrajni efekat perinatalne primene fenciklidina na aktivnost enzima
respiratornog lanca — kompleksa I i citohrom c oksidaze u korteksu i hipokampusu

pacova

Dugotrajni efekti perinatalne primene fenciklidina (PN70) na respiratorni lanac
utvrdivani su ispitivanjem aktivnosti prvog i terminalnog enzima respiratornog lanca,
kompleksa 1 i citohrom c oksidaze, u nepre¢is¢enoj mitohondrijalnoj frakciji
homogenata korteksa i hipokampusa pacova. Statistickom analizom rezultata nije
uoCena znacajna promena aktivnosti kompleksa | respiratornog lanca nakon
perinatalnog tretmana fenciklidinom ni u korteksu (t=-0.02; df=10; p=0.984) ni u
hipokampusu (t=2.18; df=10; p=0.0543) u poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja.
Ipak, uoceno je smanjenje aktivnosti citohrom c oksidaze u korteksu (t=5.6; df=10;
p<0.01), kao i povecanje aktivnosti u hipokampusu (t=-7.99; df=10; p<0.01) u grupi
perinatalno tretiranoj fenciklidinom u poredenju sa kontrolom grupom Zzivotinja (Tabela
2).

Tabela 2. Dugotrajni efekti perinatalne primene fenciklidina na aktivnost kompleksa | i kompleksa 1V u

korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN70). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+S.E.M.

Kompleks I Citohorom c oksidaza
(U/mg proteina) (mmol/mg proteina/60min)
NaCl PCP NaCl PCP
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Korteks 35.43+3.35 35.54+4 .31 9.4+0.89 3.87+0.4*

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.2.2. Dugotrajni efekat perinatalne primene fenciklidina na ekspresiju kaspaze 3 i
faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu i hipokampusu pacova

Dugotrajni efekat perinatalne primene fenicklidina na proteinsku ekspresiju
kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze, markera procesa apoptoze, procenjivan je
tehnikom Western blot. Dobijeni rezultati ukazuju na statisticki znacajno povecanje
ekspresije kaspaze 3 u korteksu (t=-4.09; df=8; p<0.01) i hipokampusu (t=-4.14; df=8;

p<0.01) pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u odnosu na kontrolnu grupu

zivotinja (grafik 5).
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Grafik 5. Ekspresija kaspaze 3 u korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN70) perinatalno tretiranih
natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoceno je povecanje ekspresije
ovog proteina u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom grupom.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Takode, analiza rezultata ukazuje na povecanje ckspresije AIF proteina u

korteksu zivotinja perinatalno tretiranih fenciklidinom (t=-5.96; df=8; p<0.01), dok je u

hipokampusu ekspresija ovog proteina nepromenjena (t=-0.08; df=8; p=0.936) u

poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (grafik 6).

Odnos gustina AIF Aktin (%)

150

100

50 4

Korteks

HaCl
C

AlF — —

Aktin e— -—

_PNTD

Hipokampus
2 s

— e GTRDA

LN EEAE]

I E]
Bl rcr

T
Macl P

0

Haorteks

T
Nadl PCF

Hipokampus

Grafik 6. Ekspresija faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN70)

perinatalno tretiranih natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoceno je

povecéanje ekspresije ovog proteina u korteksu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa

kontrolnom grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.2.3. Dugotrajni efekat perinatalne primene fenciklidina na ekspresiju Beklin 1 i
p62 proteina u korteksu i hipokampusu pacova

Dugotrajni efekat perinatalne primene fenicklidina na proteinsku ekspresiju
markera autofagije — Beklin 1 i proteina p62, procenjivan je tehnikom Western blot.
Analiza dobijenih rezultata ukazuje na odsustvo dugotrajnih efekata perinatalne primene
fenciklidina na ekspresiju Beklin 1 proteina u korteksu (t=1.61; df=8; p=0.146) u
poredenju sa kontrolnom grupom Zzivotinja. Sa druge strane, uoceno je statisticki
znacajno povecanje ekspresije ovog proteina u hipokampusu (t=-4.47; df=8; p<0.01)
pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom grupom

Zivotinja (grafik 7).
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Grafik 7. Ekspresija Beklin 1 u korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN70) perinatalno tretiranih
natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoceno je povecanje ekspresije
ovog proteina u hipokampusu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom
grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Statisticka analiza dobijenih rezultata ukazuje na znac¢ajno smanjenje ekspresije
p62 proteina u korteksu (t=2.47; df=8; p<0.05) i hipokampusu (t=2.77; df=8; p<0.05)

zivotinja perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom grupom

zivotinja (grafik 8).
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i hipokampusu odraslih pacova (PN70) perinatalno

tretiranih natrijum hloridom (n=5) ili fenciklidinom (n=5). Analizom imunoblota uoc¢eno je smanjenje

ekspresije ovog proteina u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom u poredenju sa kontrolnom

grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

50



4.2.4. Ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu odraslih pacova kao

posledica dugotrajnih efekata perinatalne primene fenciklidina

Upotrebom transmisione elektronske mikroskopije ispitivane su ultrastrukturne
promene u mozgu odraslih pacova, nastale kao posledica dugotrajnog efekta perinatalne
primene fenciklidina. Mikroskopska analiza kortikalnih i hipokampalnih regiona
ukazuje da je u mozgu pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom izraZena autofagna
aktivnost. U kortikalnim neuronima pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom
uocavaju se brojne autofagne vakuole rasute po citoplazmi, kao i delovi mitohondrija u
stanju raspadanja. U hipokampalnim neuronima ovih Zivotinja uo¢avaju se mitohondrije
u kasnoj fazi degeneracije. Na mikrografijama, uocene mitohondrije Su tamne,
kondenzovane i skupljene, bez jasnih granica izmedu spolja$nje i unutra$nje membrane.
Pored defektnih mitohondrija, mikroskopskom analizom u ovom mozdanom regionu
uocavaju se i znaci aktiviranog procesa autofagije, koji se ogledaju u prisustvu velikog
broja autofagozoma, lizozoma i vezikula rasutih po citoplazmi. Celije mozga kontrolnih
Zivotinja, za razliku od zivotinja tretiranih fenciklidinom, ispoljavaju normalne

morfoloske karakteristike (Slika 2).
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Slika 2. Dugotrajni efekat perinatalne primene fenciklidina na ultrastrukturne promene u korteksu i
hipokampusu odraslih pacova (PN70). (A) U mozgu kontrolnih Zivotinja, Celije ispoljavaju normalne
morfoloske karakteristike, a wuocavaju se euhromatinski nukleus, mala koli¢ina granulisanog
endoplazmati¢nog retikuluma i mitohondrije (strelice). N-nukleus (Bar = 2pm). (B) U kortikalnim
regionima Zzivotinja perinatalno tretiranih fenciklidinom uocava se autofagna aktivnost u tamnim
neuronima. Brojne autofagne vakuole (strelice) su rasute po citoplazmi, a uocavaju se i delovi unistenih
mitohondrija (M) (Bar = 2um). (C) U hipokampalnim regionima pacova perinatalno tretiranih
fenciklidinom uo¢avaju se mitohondrije u kasnoj fazi degeneracije — tamne, skupljene i kondenzovane
bez jasne granice izmedu spolja$nje u unutrasnje membrane (strelice). (Bar = 2um). (D) U ovom
moZdanom regionu uocavaju se i brojni lizozomi (zvezdica) i velike autofagne vezikule rasute po

citoplazmi ¢elija, kao i brojni autofagozomi (strelice). M-mitohondrija; N-nukleus (Bar = 1pm).
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4.3. Ispitivanje dugotrajnih efekata perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne
primene antipsihotika u korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN100)

4.3.1. Efekti perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne primene antipsihotika na
aktivnost enzima respiratornog lanca — kompleksa I i citohrom c oksidaze u

korteksu i hipokampusu odraslih pacova (PN100)

Aktivnosti enzima respiratornog lanca, kompleksa | i citohrom c¢ oksidaze,
utvrdivana je spektrofotometrijskom metodom u neprecisé¢enoj mitohondrijskoj frakciji
korteksa i hipokampusa Sest grupa pacova starih 100 dana. Rezultati ove analize
prikazani su u tabelama 3 i 4. Statisticka analiza rezultata ne ukazuje na promenu
aktivnosti kompleksa | ni u korteksu [Fs30=0.64; p=0.667] ni u hipokampusu
[F530=0.43; p=0.823] pacova starih 100 dana. Ovo ukazuje da izostaju dugotrajni efekti
fenciklidina na aktivnost ovog enzima, kao i efekti tretmana antipsihoticima prve i
druge generacije, nezavisno od vrste perinatalnog tretmana kojoj su zivotinje bile

podvrgnute (Tabela 3).

Tabela 3. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne primene antipsihotika haloperidola i
klozapina na aktivnost kompleksa | u korteksu i hipokampusu pacova starih 100 dana. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost+S.E.M.

Kompleks I

(U/mg proteina)
NaCl PCP NaCl-H PCP-H NaCl-K PCP-K
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Korteks 24.84+£5.19 | 22.25+4.07 | 25.97+1.77 | 29.17+2.52 | 28.00+1.91 | 23.78+2.46

Hipokampus | 23.46+4.24 | 22.76+4.02 | 23.57+3.81 | 27.34+1.23 | 24.7£2.28 | 29.36+6.22

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Ipak, analiza dobijenih rezultata ukazuje na statisticki znacajnu promenu

aktivnosti citohrom c¢ oksidaze u korteksu [Fs30=4.62; p<0.01] i hipokampsu

[Fs30=4.46; p<0.01]. Bonferroni pos hoc testom utvrdeno je znafajno smanjenje

(p<0.05) u PCP-H grupi i grupama tretiranim klozapinom (NaCl-K i PCP-K) u

korteksu, dok je u hipokampusu statisticki zna¢ajno smanjenje (p<0.05) aktivnosti ovog

enzima utvrdeno samo u PCP-K grupi u poredenju sa kontrolnom grupom Zzivotinja

(Tabela 4).

Tabela 4. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne primene antipsihotika haloperidola i

klozapina na aktivnost citohorom c¢ oksidaze u korteksu i hipokampusu pacova starih 100 dana. Rezultati

su prikazani kao srednja vrednost+S.E.M.

Citohrom c oksidaza
(mmol/mg proteina/60 min)

NaCl PCP NaCl-H PCP-H NaCl-K PCP-K
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Korteks 14.24+1.57 | 10.19+1.61 | 10.43+1.48 | 8.69+0.48* | 8.43+0.76* | 6.48+0.94*
Hipokampus | 11.34+1.54 | 8.22+0.82 | 12.62+1.48 | 11.04+1.41 | 7.91+0.94 | 5.68+1.04*

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.3.2. Efekti perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne primene antipsihotika na
ekspresiju kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu i hipokampusu
odraslih pacova (PN100)

Tehnikom Western blot procenjivani su efekti hroni¢ne primene antipsihotika
haloperidola i klozapina na proteinsku ekspresiju kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze
(AIF) u mozgu 100 dana starih pacova perinatalno tretiranih fenciklidinom ili natrijum
hloridom. Analizom dobijenih rezultata uocavaju se statisticki znaCajne promene
ekspresije kaspaze 3 u korteksu [Fs24=8.59; p<0.01] i hipokampusu [Fs24=11.91;
p<0.01]. Post hoc analizom je utvrdeno povecanje ekspresije kaspaze 3 (p<0.01) u
korteksu PCP, PCP-H, NaCl-K i PCP-K grupa Zivotinja u poredenju sa kontrolnom
grupom, dok je u NaCl-K grupi ekspresija pove¢ana i u odnosu na PCP grupu. U
hipokampusu ekspresija je smanjena u grupama tretiranim haloperidolom (p<0.05) u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, bez obzira da li su zivotinje perinatalno tretirane
fenciklidinom ili natrijum hloridom, dok je u NaCl-H grupi ekspresija znacajno
smanjena (p<0.05) i u odnosu na PCP grupu. U grupama tretiranim klozapinom uocava
statisti¢ki znacajno povecanje (p<0.05) ekspresije kaspaze 3 u odnosu na PCP grupu,
nezavisno od perinatalnog tretmana (grafik 9 A i B).
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Grafik 9. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroniénog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju kaspaze 3 u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.

Statisticki znacajne razlike u ekspresiji AIF proteina izmedu eksperimentalnih
grupa detektovane su u korteksu [Fs24=57.47; p<0.01] i hipokampusu [Fs24=10.24;
p<0.01] odraslih pacova (PN100). Bonferroni post hoc test ukazuje na znacajno
povecanje (p<0.01) ekspresije u korteksu u PCP grupi i grupama tretiranim klozapinom
(NaCl-K i PCP-K). U grupi NaCI-K ekspresija ovog proteina je znacajno povecana i u
poredenju sa PCP grupom. U grupama tretiranim haloperidolom (NaCl-H i PCP-H) post
hoc analiza detektuje smanjenje ekspresije (p<0.01) u poredenju i sa kontrolnom
grupom i sa PCP grupom zivotinja. U hipokampusu post hoc analizom znacajno
smanjenje ekspresije (p<0.01) detektovano je u grupama tretiranim haloperidolom u
poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja, dok je ekspresija u PCP-H grupi znacajno

smanjena i u poredenju sa PCP grupom (grafik 10 A i B).
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Grafik 10. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju faktora indukcije apoptoze (AIF) u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova
(PN100). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.3.3. Efekati perinatalne primene fenciklidina i hroni¢ne primene antipsihotika na
ekspresiju Beklin 1 i protein p62 u korteksu i hipokampusu odraslih pacova
(PN100)

Efekti hroni¢ne primene antipsihotika haloperidola (antipsihotik prve generacije)
I klozapina (antipsihotik druge generacije) na ekspresiju proteina Beklin 1 i p62 u
mozgu pacova starih 100 dana procenjivani su tehnikom Western blot. Statisticki
znaCajne rezlike u ekspresiji Beklin 1 proteina uocCavaju se u korteksu [Fs24=17.77;
p<0.01] i hipokampusu [Fs24=28.40; p<0.01]. Post hoc analiza dobijenih rezultata
ukazuje na znacajno smanjenje ekspresije ovog proteina (p<0.01) u korteksu u grupama
tretiranim klozapinom u poredenju sa kontrolnom i PCP grupom. U hipokampusu
ekspresija je statisticki znacajno smanjena u grupama tretiranim klozapinom (NaCl-K i
PCP-K) u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u NaCI-K grupi ekspresija znacajno
smanjena i u odnosu na PCP grupu zivotinja (grafik 11 A i B).
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Grafik 11. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju Beklin 1 proteina u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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Analizom dobijenih rezultata ne uocavaju se statisticki znacajne promene Ni u
korteksu [Fs24=0.68; p=0.64] ni u hipokampusu [Fs24=0.72; p=0.62] pacova svih
eksperimentalnih grupa u poredenju sa kontrolnom i PCP grupom (grafik 12 A i B).
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Grafik 12. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju proteina p62 u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.3.4. Ultrastrukturne promene u korteksu i hipokampusu odraslih pacova nakon

hroni¢ne primene antipsihotika (PN100)

Transmisionom elektronskom mikroskopijom detektovane su ultrastrukturne promene u
kortikalnim (Slika 3) i hipokampalnim (Slika 4) regionima mozga odraslih pacova starih
100 dana, nakon tretmana antipsihoticima haloperidolom i klozapinom tokom devet
nedelja. Celije korteksa i hipokampusa kontrolne grupe ispoljavaju normalne
morfoloske karakteristike, okruglastog su oblika sa euhromati¢nim nukleusom,
vidljivim nukleolusom i disperznim heterohromatinom. U ovim ¢elijama zapazaju se i
sekretorne organele, o¢uvane membrane mitohondrija. S druge strane, mikroskopska
analiza je pokazala da perinatalna primena fenciklidina uzrokuje dugoro¢ne promene u
mozgu pacova. U iseCcima korteksa ovih Zivotinja uocavaju se neuroni smanjenog
volumena sa kondenzovanom citoplazmom i heterohromati¢énim nukleusom, koje
predstavljaju tipicne morfoloSke karakteristike ranog stadijuma apoptoze. U
hipokampusu istih Zivotinja zapazaju se dilatirane mitohondrije sa izduzenim kristama,
kao i prisustvo autofagozoma. Promene se uoCavaju i u grupama tretiranim
haloperidolom. U grupi koja je primala samo haloperidol od 35. do 100. PN dana
(NaCl-H grupa) detektovane su morfoloski izmenjene mitohondrije i u korteksu i u
hipokampusu ovih zivotinja. Kod Zivotinja koje su perinatalno tretirane fenciklidinom a
potom tretirane haloperidolom (PCP-H grupa) takode se uocavaju morfoloske promene
mitohondrija. Mitohondrije su tamne i kondenzovane, smanjenog volumena sa
nejasnim granicama izmedju spoljasnjih i unutrasnjih membrana ili su blago dilatirane
sa oCuvanim membranama. Dilatirane membrane se uo¢avaju u korteksu pacova koji su
tretirani klozapinom (NaCl-K grupa), dok se u hipokampusu istih zivotinja uz dilataciju
mitohondrija uocavaju ¢elije sa povecanjem heterohromatina u nukleusu, dezintegracija
membrana i vakuole. U grupi koja je perinatalno tretirana fenciklidinom pa tretirana
klozapinom od 35. do 100. PN dana (PCP-K grupa) transmisionom elektronskom
mikroskopijom u korteksu se uoc¢avaju mitohondrije u pocetnoj fazi dezintegracije kod
kojih je struktura unutrasnje mitohodrijalne membrane narusena, dok se u hipokampusu

uocavaju neuroni sa izrazeno dilatiranim mitohondrijama.
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Slika 3. Dugotrajni efekti perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidola i klozapina
na ultrastrukturne promene u korteksu pacova (PN100). U korteksu kontrolne grupe (NaCl) celije
ispoljavaju normalne morfoloske karakteristike (Bar = 5um). S druge strane, u korteksu PCP grupe
uocavaju se neuroni u apoptozi (strelica), pored neurona normalne morfologije (zvezdice) (Bar = 10um).
Kod Zivotinja NaCl-H grupe u korteksu uoc¢avaju se izmenjene mitohondrije i poCetni znaci apoptoze
(Bar = 2um). U korteksu zivotinja PCP-H grupe celije imaju heterohromatinski nukleus i izmenjene
mitohondrije (Bar = 1um). Apoptotske promene i izmenjene mitohondrije detektovane su u korteksu
NaClI-K grupe (Bar = 2pm). Sli¢ne apoptotske promene i pocetna dezintegracija mitohondrija uocava se i
u korteksu PCP-K grupe (Bar = 2pm).
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Slika 4. Dugotrajni efekti perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidola i klozapina
na ultrastrukturne promene u hipokampusu pacova (PN100). U hipokampusu kontrolnih Zivotinja (NaCl
grupa) Celije ispoljavaju normalne morfoloske karakteristike (Bar = 500nm), dok se u hipokampusu PCP
grupe uocavaju dilatirane mitohondrije i autofagozomi (Bar = 200nm). Dilatirane mitohondrije se
uocavaju i u hipokampusu NaCl-H grupe (Bar = 1um), dok su u hipokampusu PCP-H grupe prisutne
brojne kondenzovane mitohondrije (Bar = 2pm). U hipokampusu NaCl-K grupe uocavaju se dilatirane
mitohondrije i autofagne vakuole (Bar = 1pm), a slicne promene uocavaju se u ¢elijama hipokampusa

PCP-K grupe (Bar = 1ym).
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4.3.5. Zastupljenost neurona i glija éelija u mozgu odraslih pacova nakon tretmana
haloperidolom i klozapinom (PN100)

Pratili smo dugoro¢ne efekte perinatalne primene fenciklidina kao i efekte
tretmana antipsihoticima haloperidolom i klozapinom na ekspresiju markera celija
CNS-a stotog postnatalnog dana. Pracena je ekspresija neuron-specificnog jedarnog
proteina  (NeuN), glijalnog kiselog fibrilarnog proteina (GFAP), mijelin
oligodendrocitnog glikoproteina (MOG) i jonizovanog kalcijum-vezujuéeg adapterskog
proteina (Iba 1) u korteksu i hipokampusu pacova imunohistohemijskim bojenjem i
tehnikom Western blot.

4.3.5.1. Zastupljenost neurona u mozgu odraslih pacova nakon tretmana
haloperidolom i klozapinom

Dugorocni efekti perinatalne aplikacije fenciklidina i efekti hroni¢nog tretmana
antipsihoticima na proteinsku ekspresiju markera nervnih ¢elija CNS-a odredivani su
tehnikom Western blot. Analiza dobijenih rezultata ukazuje na smanjenje ekspresije
NeuN, markera neurona, u hipokampusu pacova starih 100 dana koji su perinatalno
tretirani fenciklidinom. Nakon hroni¢ne primena haloperidola tokom devet nedelja
uoceno je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje ekspresije ovog proteina u korteksu [Fs24=2.73,;
p<0.05] i to u grupi koja je perinatalno tretirana fenciklidinom (PCP-H), dok efekti
tretmana klozapinom izostaju u ovoj strukturi. Smanjenje ekspresije NeuN je uoceno i u
hipokampusu [Fs24=5.93; p<0.01]. U ovoj mozdanoj strukturi znaajno Smanjenje
(p<0.01) ekspresije NeuN proteina u odnosu na kontrolnu grupu uocava se u PCP grupi

i grupama tretiranim klozapinom nezavisno od perinatalnog tretmana (grafik 13 A i B).
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Grafik 13. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju NeuN u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.

Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost neurona u mozgu ovih
zivotinja, odredivanjem zastupljenosti NeuN" ¢elija. Na slici 5. predstavljeno je
reprezentativno imunohistohemijsko bojenje NeuN™ ¢elija u korteksu i hipokampusu
kontrolne grupe. Statisticka analiza rezultata zastupljenosti NeuN" ¢elija u korteksu i
hipokampusu na sest vidnih polja na uveli¢anju 200x prikazana je graficki (grafik 14).
Analizom rezultata detektovana je redukcija broja NeuN™ ¢elija u korteksu PCP-H grupe
I u hipokampusu u PCP grupi i grupama tretiranim klozapinom (NaCl-K i PCP-K) u
poredenju sa kontrolom. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima proteinske

ekspresije.
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Slika 5. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja NeuN+ celija u (A) korteksu (uveli¢anje

200x) i (B) hipokampusu (uveli¢anje 400x) pacova kontrolne grupe (PN100).
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Grafik 14. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na zastupljenost NeuN™ ¢elija u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.3.5.2. Zastupljenost astrocita u mozgu odraslih pacova nakon tretmana
haloperidolom i klozapinom

StatistiCkom analizom dobijenih rezultata uocava se smanjenje ekspresije GFAP,
markera astrocita, i u korteksu [Fs24=8.17; p<0.01] i u hipokampusu [Fs24=9.68;
p<0.01]. Smanjenje je uofeno u obe ispitivane mozdane strukture u grupi perinatalno
tretiranoj fenciklidinom (p<0.01). Hroni¢na primena haloperidola smanjuje ekspresiju
ovog proteina u korteksu bez obzira na tip perinatalnog tretmana (p<0.01) u poredenju
sa kontrolnom grupom, dok klozapin povecava (p<0.05) ekspresiju ovog proteina u
poredenju sa PCP grupom. Ekspresija GFAP u hipokampusu je povec¢ana (p<0.01) u

grupama tretiranim antipsihoticima u poredenju sa PCP grupom (grafik 15 A i B).
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Grafik 15. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju GFAP u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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Odredivanjem broja GFAP" ¢elija imunohistohemijskim bojenjem pratili smo
zastupljenost astrocita u mozgu ovih zivotinja. Na slici 6. predstavljeno je
reprezentativno imunohistohemijsko bojenje GFAP™ éelija u korteksu kontrolne grupe.
Statisticka analiza rezultata zastupljenosti GFAP" éelija u korteksu i hipokampusu na
Sest vidnih polja na uvelicanju 400x prikazana je graficki (grafik 16). Analiza dobijenih
rezultata ukazuje na znacajnu redukciju zastupljenosti GFAP™ ¢elija u korteksu u PCP
grupi i grupama tretiranim haloperidolom (NaCIl-H i PCP-H), dok je u hipokampusu
redukcija prisutna samo u PCP grupi u poredenju sa kontrolnom grupom. Ovi rezultati

potvrduju promene detektovane primenom Western blot-a.

L # ' Slika 6. Reprezentativni  prikaz
imunohistohemijskog bojenja GFAP" ¢elija

u korteksu pacova kontrolne grupe (PN100).
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Grafik 16. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na zastupljenost GFAP™ ¢elija u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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4.3.5.3. Zastupljenost oligodendrocita u mozgu odraslih pacova nakon tretmana
haloperidolom i klozapinom

Rezultati nase studije ukazuju da je ekspresije MOG proteina, markera
oligodendrocita, statisticki znacajno promenjena u korteksu [Fs24=14.23; p<0.01] i
hipokampusu [Fs24=4.65; p<0.01]. U korteksu je uoceno znacajno smanjenje U grupi
perinatalno tretiranoj PCP-om (p<0.01) u poredenju sa kontrolnom grupom. Znacajno
povecanje u grupama tretiranim antipsihoticima haloperidolom i klozapinom (p<0.05) u
poredenju sa kontrolnom grupom i PCP grupom. U hipokampusu je ekspresija povecana
u svim eksperimentalnim grupama (p<0.05) u poredenju sa kontrolom, dok je u PCP-H i
grupama tretiranim klozapinom ekspresija smanjena (p<0.05) u poredenju sa PCP
grupom (grafik 17 A'i B).
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Grafik 17. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju MOG proteina u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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Imunohistohemijskim bojenjem smo pratili zastupljenost oligodendrocita u
mozgu pacova starih 100 dana, koriste¢i mijelin oligodendrocitni glikoprotein MOG
kao marker ovih ¢elija. Na slici 7. predstavljeno je reprezentativno imunohistohemijsko
bojenje MOG" éelija u korteksu kontrolne grupe. Kao $to se uocava na slici, ovaj
marker boji mijelinska vlakna koja se na preparatima uocavaju kao paralelna vlakna
razli¢itih duzina i usmerenja. Na preparatima se ne uocavaju znacajniji znaci

demijelinizacije.

Slika 7. Reprezentativni prikaz imunohistohemijskog bojenja MOG™ ¢elija u (A) korteksu i (B)
hipokampusu pacova kontrolne grupe (PN100) na uveli¢anju 400x.
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4.3.5.4. Zastupljenost ¢elija mikroglije u mozgu odraslih pacova nakon tretmana

haloperidolom i klozapinom

Analizom dobijenih rezultata nisu uoceni promene ekspresije Iba 1 proteina,
markera mikroglije, ni u korteksu [Fs24=2.18; p=0.09] ni u hipokampusu [Fs24=1.92;
p=0.13] pacova starih 100 dana. Dobijeni rezultati ukazuju da izostaju efekti perinatalne
primene fenciklidina kao i tretmana antipsihoticima na ekspresiju ovog proteina u

mozgu pacova (grafik 18 A'i B).
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Grafik 18. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na ekspresiju Iba 1 proteina u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova (PN100). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. za metodoloski definisan broj Zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.
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Imunohistohemijski smo pratili zastupljenost Iba 1 éelija u mozgu ovih
zivotinja. Na slici 8. predstavljeno je reprezentativno imunohistohemijsko bojenje Iba 1*

¢elija u korteksu kontrolne grupe.

Slika 8. Reprezentativni prikaz
imunohistohemijskog bojenja Iba 1% ¢elija
u korteksu pacova kontrolne grupe
(PN100).

Statisticka analiza rezultata zastupljenosti Iba 17 ¢éelija na Sest vidnih polja na
uvelic¢anju 400x u korteksu i hipokampusu prikazana je na grafiku 19. Analiza dobijenih
rezultata ne ukazuje da postoje statisticki znaCajne promene u zastupljenosti
mikroglijalnih ¢elija u eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu, $to je u
skladu sa rezultatima imunoblota. Medutim, primetili smo da ¢elije u mozgu Zivotinja iz
eksperimentalnih grupa menjaju morfologiju. Naime, u kontrolnoj grupi u obe ispitivane
mozdane strukture uocene celije su razgranate, dok se u eksperimentalnim grupama
razgranatost smanjuje i Celije izgledaju ameboidnije u odnosu na celije iz kontrolne

grupe (Slika 9).
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Grafik 19. Efekat perinatalne primene fenciklidina i hroni¢nog tretmana haloperidolom (H) i klozapinom
(K) na zastupljenost Iba 1" ¢elija u korteksu (A) i hipokampusu (B) odraslih pacova. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.E.M. za metodoloski definisan broj zivotinja.

* p<0.05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

# p<0.05 u poredenju sa PCP grupom.

Slika 9. Reprezentativni prikaz promene morfologije ¢elija mikroglije nakon tretmana fencikldinom i/ili

antipsihoticima. Na slici levo je prikazana razgranata Celija iz kontrolne grupe, dok su u ostalim

grupama ¢elije ameboidnije i manje razgranate kao §to je prikazano na slici desno.
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5. DISKUSIJA

Promene mitohondrijske funkcije koje uzrokuju promenu energetskog statusa
¢elije 1 uticu na razvoj nervnog sistema remeteci povezanost neurona, neurotransmisiju i
mijelinizaciju, cesto se opisuju u obolelih od shizofrenije i sugerisu direktnu povezanost
mitohondrijske disfunkcije i patogeneze ove bolesti (Rajasekaran i sar., 2015; Rezin i
sar., 2009). Pokazano je takode da razli¢iti faktori rizika za razvoj shizofrenije, kao §to
su genetski 1/ili sredinski faktori, toksini, poremecaji neurotransmiterskih sistema,
prenatalna neuhranjenost, infekcije 1 zloupotreba narkotika, mogu dovesti do patoloskih
promena mitohondrija (Meyer i sar., 2013; Park i sar., 2010; Brisch i sar., 2014; Jousse i
sar., 2014).

Prva istrazivanja koja su ukazivala da shizofreniju karakteriSu promene
produkcije energije u mozgu sprovedena su sredinom proslog veka. Tako je razvoj
tehnika vizuelizacije omogucio da se poremecaji energetskog metabolizma uocene u
mozgu obolelih od SCH, kako post mortem tako i in vivo (Takahashi, 1954; Cohen i
sar., 1988; Asarnow i sar., 1990). Do danas su uoceni poremecaji aktivnosti kompleksa
mitohondrijskog respiratornog lanca (Maurer i sar., 2001), kao i redukcija broja i
volumena mitohondrija u razli¢itim mozdanim regionima pacijenata obolelih od SCH u
poredenju sa zdravim kontrolama (Kung i Roberts, 1999; Uranova i sar., 2001).
Redukovana aktivnost citohrom c oksidaze, ¢etvrtog kompleksa u respiratornom lancu
koji prenosi elektrone na kiseonik, dokumentovana je u frontalnom i temporalnom
korteksu obolelih od SCH (Cavelier i sar., 1995; Maurer i sar., 2001). Maurer i saradnici
(2001) su u mozgu obolelih od SCH uocili i redukciju aktivnosti kompleksa I, prvog
enzima respiratornog lanca, ali je redukcija bila ogranicena samo na temporalne
kortikalne regione obolelih u poredenju sa zdravim kontrolama. Vazno je napomenuti
da su promene aktivnosti kompleksa | i citohrom c¢ oksidaze u tesnoj vezi sa
mitohondrijalnom disfunkcijom zbog ¢injenice da subjedinice koje ulaze u sastav ovih
enzima kodira najve¢im delom mitohondrijalna DNK, za razliku od subjedinica ostalih

kompleksa respiratornog lanca koje kodira jedarna DNK (Wallace, 1994).

Ispitivanje mitohondrijalne disfunkcije na animalnim modelima shizofrenije su

malobrojna, a naSe istrazivanje je, koliko je nama poznato, jedino koje je izvedeno na
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modelu perinatalne primene PCP-a. Istrazivanja na ketaminskom animalnom modelu
SCH sprovedena su od strane de Oliveira i saradnika (2011) i potvrduju postojanje
promena aktivnosti enzima respiratornog lanca. Pokazano je da u prefrontalnom
korteksu i hipokampusu odraslih Wistar pacova dolazi do razli¢ite dinamike povecanja
aktivnosti kompleksa | i citohnrom ¢ oksidaze nakon administracije ketamina u dozi od
25 mg/kg tokom 7 uzastopnih dana (de Oliveira i sar., 2011). Aktivnost enzima
respiratornog lanca je pracena u tri vremenska intervala — nakon jednog, tri i Sest sati od
poslednje aplikacije ketamina. Zanimljivo je da su ovi autori nasli da je aktivnost
kompleksa I znac¢ajno povecana u prefrontalnom korteksu i hipokampusu u poredenju sa
kontrolom u toku ¢itavog perioda pracenja, dok je aktivnost citohrom ¢ oksidaze u obe
ispitivane strukture bila poveéana posle prvog sata ali se vratila na nivo u kontroli ve¢ u
tre¢em satu po aplikaciji ketamina. Nase istrazivanje je medutim pokazalo da se 24 sata
nakon poslednje perinatalne aplikacije fenciklidina (PN13) u korteksu i hipokampusu
pacova povecava aktivnost citohrom c oksidaze, dok je aktivnost kompleksa I povecana
samo u hipokampusu ovih Zivotinja. Medutim, osnovna razlika izmedu studije de
Oliveira i saradnika i nase studije ogleda se u starosti jedinki kojima je aplikovan
blokator NMDA receptora. Naime, de Oliveira i saradnici su aplikovali ketamin
odraslim jedinkama, a mi smo PCP-om tretirali novorodene pacove U periodu
intenzivnog razvoja mozga. Promene aktivnosti enzima respiratornog lanca u mozgu
pacova uocene neposredno nakon administracije fenciklidina u naSem istrazivanju
ukazuju na povecanu potrebu za energijom. S druge strane, povecan fluks kroz
respiratorni lanac moZe rezultirati pove¢anom produkcijom slobodnih radikala i
oksidativnim stresom, stanjem koje je u mozgu pacova perinatalno tretiranih PCP-om
dokumentovano u naSim prethodnim istraZzivanjima (Radonji¢ 1 sar., 2010; Stojkovi¢ i

sar., 2012).

S obzirom da se simptomi shizofrenije ispoljavaju u ranom adultnom dobu i da
se smatra da bolest ima neurorazvojno poreklo, pratili smo efekte perinatalne primene
fenciklidina kod pacova starih 70 dana, §to u zivotnom ciklusu pacova odgovara ranoj
adolescenciji (Sengupta, 2013). U pacova ove starosti nisu evidentirane promene
aktivnosti kompleksa I ni u jednoj ispitivanoj strukturi mozga ali je zapaZen razlicit tip
promene aktivnosti citohrom c oksidaze u korteksu i hipokampusu. Naime u korteksu se

pacova perinatlno tretiranih PCP-om se u PN70 zapaza smanjenje aktivnosti citohrom ¢
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oksidaze dok se u hipokampusu registruje povecanje aktivnosti ovog enzima u
poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja. Dualna priroda promene aktivnosti citohrom
c oksidaze u korteksu i hipokampusu moze biti objasnjena promenama u broju pojedinih
klasa neurona u mozgu Zzivotinja peronatalno tretiranth PCP-om. Studija Radonji¢ i
saradnika (2013) je pokazala da je u mozgu pacova starih 70 dana koji su perinatalno
tretirani PCP-om smanjen broj parvalbumin pozitivnih (PV™) interneurona, koji su
elektrofizioloSki brzo-okidajuci (fast-spiking) i koji koriste veliku koli¢inu energije
generisane oksidativnom fosforilacijom u mitohondrijama, ¢iji broj je znatno veéi u
odnosu na druge klasa interneurona (Kann, 2015). Medutim, u ovoj studiji je smanjenje
PV" interneurona uoceno i u korteksu i u hipokampusu pacova perinatalno tretiranih
PCP-om, tako da se na osnovu njenih rezultata ne moze objasniti povecanje aktivnosti
citohrom c oksidaze koje smo mi zapazili u hipokampusu ovih Zivotinja. Region zavisne
promene aktivnosti citohrom c oksidaze, uo¢ene u naSem istrazivanju se eventualno
mogu objasniti povecanim energetskim zahtevima drugih klasa interneurona, kao $to su
kalretinin pozitivne celije, €iji broj nije redukovan u hipokampusu (Radonji¢ i sar.,
2013). Koriste¢i kompjutacione modele, Moujahid i saradnici (2014) su dokazali da
postoji razlika u energetskim zahtevima interneurona u korteksu, hipokampusu i
talamusu. Ovaj savremeniji metodoloski pristup ukazuje da se energija koja se oslobada
hidrolizom jednog molekula ATP-a razlikuje medu pomenutim regionima, pri ¢emu je
energija koja se stvara u pacovskim hipokampalnim interneuronima znatno niZa u
odnosu na energiju u kortikalnim brzo-okidaju¢im interneuronima. Pored toga, ovi
autori su dokazali da su osobine neurona temperaturno zavisne i da je potreba za
energijom u hipokampusu veca pri nizim temperaturama. Stoga, uticaj temperature
moze biti vazan za objasnjenje uoCenih promena aktivnosti citohrom c¢ oksidaze u
hipokampusu, s obzirom da je u prethodnom istrazivanju pokazana redukcija bazalne
temperature kod zivotinja perinatalno tretiranih fenciklidinom (Radonji¢ i sar., 2008).
Skupa ove promene ukazuju na poremecaj u energetskom snabdevanju razli¢itih
mozdanih regiona, $to mozZe rezultirati produkcijom slobodnih radikala i uzrokovati
oksidativni stres koji je dokumentovan u shizofreniji (Do i sar., 2009; Stojkovi¢ i sar.,
2012; Reddy i Yao, 1996).

Zanimljivo je da su rezultati naseg istrazivanja delimi¢no u suprotnosti sa post

mortem rezultatima, naroCito po pitanju aktivnosti kompleksa I. Ono Sto moze biti
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objasnjenje ovog fenomena je Cinjenica da je aktivnost kompleksa I u negativnoj
korelaciji sa post mortem intervalom, tj. vremenom koje prode od trenutka smrti do
uzorkovanja mozdanog tkiva (Mizuno i sar., 1990). Pored toga, pretpostavlja se da
odstupanja post mortem rezultata od rezultata in vivo studija mogu biti posledica terapije
antipsihoticima. Dror i saradnici (2002) su uocili pojacanu aktivnost kompleksa I kod
pacijenata sa akutnim psihoti¢nim epizodama, dok se kod pacijenata sa rezidualnom
shizofrenijom uocCava smanjenje aktivnosti ovog enzima u poredenju sa zdravim
kontrolama. Maurer i saradnici (2001) su ustanovili da antipsihotici progresivno
inhibiraju aktivnost kompleksa | i citohrom c¢ oksidaze u mozgu obolelih od SCH,
upucujuci da je taj efekat dozno zavisan. Smanjenje aktivnosti kompleksa I uoceno je u
frontalnom korteksu pacova hroni¢no tretiranih antipsihoticima, dok je aktivnost
citohrom ¢ oksidaze povecana u frontalnim regionima mozga pacova. Sve ovo ukazuje
na mogucénost da je promena aktivnosti enzima respiratornog lanca u mozdanom tkivu
obolelih od SCH posledica tretmana antipsihoticima (Maurer i sar., 2001). Stoga je
drugi deo naSeg istrazivanja usmeren na ispitivanje uticaja hroni¢nog tretmana
antipsihoticima haloperidolom i klozapinom tokom devet nedelja aktivnost enzima
respiratornog lanca i procese apoptoze i autofagije kod zivotinja perinatalno tretiranih
NaCl-om i PCP-om. Tretman od devet nedelja smatra se hroni¢nim jer odgovara
trajanju terapijskog tretmana nesto vise od pet ljudskih godina, imaju¢i na umu da 11,8
pacovskih dana odgovara jednoj godini kod ¢oveka (Quinn, 2005). Opredelili smo se za
upotrebu karakteristicnih predstavnika svojih grupa koji su u $irokoj upotrebi medu
pacijentima. Takode, jedan od razloga za izbor klozapina kao predstavnika atipi¢nih
antipsihotika bila je cinjenica da se on smatra superiornijim od bilo kog drugog
antipsihotika prve ili druge generacije (Meltzer, 2013; Wenthur i Lindsley, 2013). Doze
primenjene u ovoj studiji odgovaraju klinickim dozama, za razliku od brojnih
prethodnih animalnih studija koje su se zasnivale na jednokratnoj aplikaciji
antipsihotika najces¢e u mnogo visoj dozi od klini¢ke. Tretman antipsihoticima tokom
devet nedelja nije uslovio promenu aktivnosti kompleksa | ni u korteksu ni u
hipokampusu pacova bez obzira da li su perinatalno tretirani NaCl-om ili PCP-om. S
druge strane, tretman klozapinom je uzrokovao smanjenje aktivnosti citohrom c
oksidaze u obe mozdane strukture nezavisno od perinatalnog tretmana, dok je tretman

haloperidolom doveo do smanjenja aktivnosti ovog enzima samo u korteksu Zivotinja
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perinatalno tretiranin PCP-om. Ovi rezultati nam ukazuju da antipsihotici uti¢u na
oksidativnu fosforilaciju remete¢i aktivnost terminalnog enzima u tom procesu.
Istovremeno ovi rezultati nam sugeriSu moguc¢nost da uocen kompromitovani
mitohondrijalni metabolizam kod pacijenata nije karakteristika same bolesti ve¢ je

posledica dugogodisnje medikacije posebno kada se radi o primeni klozapina.

Defekti u aktivnosti respiratornog lanca mogu rezultirati smanjenim
snabdevanjem mozga energijom, poveéanim unosom kalcijuma u ¢eliju i aktivacijom
NMDA receptora §to je praceno ¢elijskom smrcu usled ekscitotoksi¢nosti (Maurer i sar.,
2001). Rezultati novije studije Faizi i saradnika (2014) potkrepljuju pretpostavku o
prisustvu mitohondrijalne disfunkcije i oksidativnog stresa u etiopatologiji SCH,
upucujuci da opservirane promene uzrokuju povecanje permeabilnosti mitohondrijalne
membrane i pad membranskog potencijala, bubrenje mitohondrija i oslobadanje
citohroma c u citoplazmu, ¢ime se aktivira proces programirane Celijske smrti. Takode,
pokazano je da antagonisti NMDA receptora, kao $to su PCP, MK-801 i ketamin, imaju
sposobnost da pokrenu Siroko rasprostranjenu apoptotsku neurodegeneraciju u ranijim
postnatalnim fazama razvoja mozga pacova (lkonomidou i sar., 1999; Wang i sar.,
2001; Jevtovi¢-Todorovi¢ i sar., 2003). Prve tri postnatalne nedelje u Zivotnom ciklusu
sar., 1999, 2000) i predstavlja period intenzivne sinaptogeneze i brzog razvoja mozga
(Dobbing i Sands, 1979). Istraziva¢i su pre neSto vise od jedne decenije tehnikama
vizuelizacije uocili znake prisustva apoptoze u mozgu obolelih od SCH uocivsi
progresivnu redukciju sive mase kortikalnih regiona u ranim fazama SCH, iako sam
mehanizam koji lezi u osnovi ove redukcije nije potvrden (Jarskog i sar., 2005; Glantz 1

sar., 2006).

Proces programirane ¢elijske smrti, odnosno apoptoza, se moze odvijati na vise
nacina, ali je u mozgu najc¢e$c¢i mitohondrijski put, tzv. unutra$nji put apoptoze (Yuan i
Yanker, 2000). Ruptura spoljasnje membrane mitohondrija moze rezultirati aktivacijom
procesa apoptoze na dva naina od kojih jedan zahteva prisustvo kaspaza za svoje
odvijanje, a drugi ne. Medutim, u shizofreniji je do sada proucavan samo kaspaza
zavisni put apoptoze. Post mortem studije na uzorcima mozga pacijenata obolelih od

SCH ne ukazuju na znacajne promene nivoa egzekutorske kaspaze 3 u temporalnim
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kortikalnim regionima u poredenju sa zdravim kontrolama, iako je odnos pro-
apoptotskog Bax i anti-apoptotskog Bcl-2 proteina povisen ukazujuéi na povisenu
vulnerabilnost ¢elija (Jarskog i sar., 2004). Rezultati jedne od pionirskih studija u ovoj
oblasti ukazali su na Siroko rasprostranjenu apoptozu u mozgu pacova nakon perinatalne
primene MK-801, jo$ jednog poznatog antagoniste NMDA receptora (Ikonomidou i
sar., 1999). Autori Wang i Johnson (2007) su utvrdili da aplikovanje fenciklidina
pacovima starim sedam dana dovodi do dozno i region zavisne aktivacije kaspaze 3.
Pored toga, subkutana aplikacija fenciklidina u dozi od 10 mg/kg sedmog, devetog i
jedanaestog postnatalnog dana povecava aktivnost kaspaze 3 u frontalnom korteksu
pacova u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (Anastasio i sar., 2009). Rezultati naseg
istrazivanja su u skladu sa prethodnim studijama i pokazuju da neposredno nakon
perinatalne aplikacije fenciklidina (PN13) dolazi do povecanja ekspresije kaspaze 3 u
mozgu pacova, ukazuju¢i na aktivaciju procesa apoptoze. Medutim, interesantan nalaz
je da se povecanje ekspresije 0vog proteina uocava i kao dugotrajn efekat perinatalne
primene fenciklidina (PN70). Takode, uoceno povecanje ekspresije kaspaze 3 se
odrzava i do narednog vremenskog preseka (PN100) u korteksu Zivotinja perinatalno
tretiranih PCP-om. Prema Glantz i saradnicima (2006) pocetak psihoza je povezan sa
poveéanjem kaspaze 3, ali se taj nivo u kasnijim fazama bolesti stabilizuje. U skladu sa
ovim saznanjem, postoji moguénost da povecanje ekspresije ovog proteina ne bismo
uocili da smo je pratili kod jos starijih Zivotinja. S druge strane, moguce je da povecanje
ekspresije kaspaze 3 ne zna¢i nuzno i gubitak celija. Naime, studije ukazuju da
redukcija sive mase u mozgu obolelih od SCH uocena tehnikama vizuelizacije nije
posledica gubitka ¢elija, ve¢ atrofije neurona, redukcije neuropila 1 sinaptickih defekata.

Samim tim efekat apoptoze u mozgu ne mora biti letalan po ¢eliju (Glantz i sar., 2006).

Iako uticaj antipsihotika na apoptotske promene uocene post mortem studijama
nije u potpunosti definisan, istraziva¢i ukazuju na moguéu povezanost tretmana
antipsihoticima i regulacije procesa apoptoze. Naime, dugo se smatralo da antipsihotici
imaju neuroprotektivno dejstvo, naro¢ito klozapin, ali skorije longitudinalne studije
zasnovane na pracenju promena mozga upotrebom magnetne rezonance dovode u
pitanje takve tvrdnje (Ahmed i sar., 2015). Danas je poznato da su neke neuroanatomske
promene prisutne ve¢ u pocetnim stadijumima bolesti i da se sa pojavom novih epizoda

produbljuju. Medutim, uo¢eno je da neke izmene nastaju po progresiji bolesti 1 da su
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karakteristicne za kasnije stadijume oboljenja, §to dodatno ukazuje na mogué
neurodegenerativan efekat antipsihotika. Usled indicija da antipsihotici imaju
kumulativno i neurodegenerativno dejstvo, javile su se kontroverze i oprez po pitanju

efekata njihove dugoro¢ne upotrebe (Veijola i sar., 2014; Husa i sar., 2014).

Jednu od prvih in vivo studija koja svedoci o efektima antipsihotika sproveo je
Frederick Jarskog sa svojim saradnicima (2007) i tom prilikom su uodili da tretman
haloperidolom i klozapinom tokom cetiri nedelje dovodi do povecanja ekspresije
egzekutorske kaspaze 3 u frontalnom korteksu pacova. Kasnije je utvrdeno da tretiranje
¢elija humanog neuroblastoma haloperidolom dovodi do aktivacije kaspaze 3 i
smanjenog vijabiliteta ¢elija na dozno zavisan nacin (Gassé i sar., 2012). Rezultati
naseg istrazivanja ukazuju da primena obe klase antipsihotika tokom devet nedelja
povecava ekspresiju ovog proteina U prefrontalnom korteksu pacova u poredenju sa
kontrolom. Haloperidol ostvaruje efekat samo u korteksu Zivotinja koje su perinatalno
tretirane fenciklidinom, ali u tom slu¢aju promena je sli¢na onoj koja se uoc¢ava u PCP
grupi. Kako se promena ne uocava u NaCl-H grupi, tj. grupi koja omogucava pracenje
samostalnog efekta antipsihotika, to nam ukazuje da u PCP-H grupi haloperidol sam po
sebi nema velikog uticaja na ekspresiju kaspaze 3 u korteksu ovih Zivotinja, ve¢ da je
uocena promena efekat fenciklidina. U hipokampusu ekspresija kaspaze 3 je smanjena u
grupama tretiranim haloperidolom u poredenju sa kontrolnom grupom. S druge strane,
tretman klozapinom nezavisno od perinatalnog tretmana povecava ekspresiju kaspaze 3
u korteksu u poredenju sa kontrolnom grupom, dok u hipokampusu ovaj antipsihotik
dovodi do povecanja ekspresije kaspaze 3 u poredenju sa PCP grupom. Dobijeni
rezultati ukazuju na mogucnost klozapin da intenzivira kaspaza zavisni put apoptoze.
Takode, kako je povecanje kaspaze 3 karakteristicno za neurodegenerativna oboljenja
kao $§to su Alchajmerovo oboljenje i Parkinsonovo oboljenje (Jarskog i sar., 2004),
rezultati naSe studije ukazuju da dugotrajni tretman antipsihoticima moZe imati
neurodegenerativni efekat na mozak. U prilog ove pretpostavke ide i nalaz da efekat
antipsihotika postoji nezavisno od perinatalnog tretmana, tj. antipsihotici kada se
samostalno primenjuju izazivaju isti tip promene kao i kada primeni antipsihotika
prethodi perinatalni tretman fenciklidinom, narocito kada je u pitanju tretman

klozapinom.
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S obzirom da se nalazi post mortem i in vivo studija razlikuju po pitanju
aktivnosti kaspaze 3, otvara se mogucnost da se apoptoza opservirana u SCH odvija i
kaspaza nezavisnim putem. Jedan od njih je posredovan faktorom indukcije apoptoze.
Faktor indukcije apoptoze, flavoprotein oksidoreduktaza ukotvljena u unutrasnju
membranu mitohondrija, ima vaznu ulogu u odrzavanju morfologije mitohondrija i
energetskog metabolizma (Norberg i sar., 2010; Sevrioukova, 2011). Kada se nalazi
unutar mitohondrija, ovaj protein je inertan. Medutim, usled mitohondrijalne disfunkcije
i rupture membrane faktor indukcije apoptoze se translocira u citoplazmu, a zatim u
jedro aktivirajuéi apoptozu i degradujuci nasledni materijal bez uceséa kaspaza u ovom
koraku (Cande i sar., 2004). Brojne in vivo studije ukazuju na znacaj uloge faktora
indukcije apoptoze u procesu smrti neurona (Cheung i sar., 2005; Zhu i sar., 2007).
Takode, prethodne studije ukazuju da je translokacija faktora indukcije apoptoze iz
mitohondrija u jedro ukljuéena u mehanizam glutamatergicke ekscitotoksi¢nosti u
kortikalnim neuronima (Wang i sar., 2004; Yu i sar., 2002), jer aktivacija NMDA
receptora uzrokuje povecanje unutarcelijskog kalcijuma i direktnu aktivaciju kalpaina,
za koji se smatra da ucestvuje u oslobadanju faktora indukcije apoptoze iz mitohondrija
(Norberg i sar., 2008; 2010). Analizom rezultata nase studije ne uocavaju se promene U
ekspresiji faktora indukcije apoptoze u mozgu pacova neposredno nakon perinatalnog
tretmana fenciklidinom (PN13). Sve skupa ukazuje da je neposredan efekat PCP-a u
mozgu pacova oslobadanje citohroma c i aktivacija ¢elijske smrti apoptozom na kaspaza
zavisan nacin. S druge strane, u kortikalnim regionima mozga odraslih Zivotinja (PN70)
uocava se povecanje ekspresije AIF proteina u grupi perinatalno tretiranoj PCP-om.
Uoceno povecanje u kortikalnim regionima odraslih Zivotinja se odrzava i do narednog
vremenskog preseka (PN100). Candé i saradnici (2002) su utvrdili da faktor indukcije
apoptoze 1 kaspaze mogu udruZeno ucestvovati u kaskadnom procesu apoptoze u
zavisnosti od tipa celije 1 stimulusa koji indukuje apoptozu. Ova ¢injenica moze biti
objasnjenje za uoceno povecanje ekspresije oba markera apoptoze u kortikalnim

regionima odraslih pacova.

S obzirom da smo utvrdili da antipsihotici utiCu na proces apoptoze ostvarujuci
efekat na ekspresiju kaspaze 3, logi¢no je bilo za pretpostaviti da uticu i na ekspresiju
faktora indukcije apoptoze. Zaista, rezultati nase studije ukazuju da hroni¢na primena

antipsihotika menja ekspresiju ovog proteina u mozgu pacova i da su promene
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izrazenije u kortikalnim nego u hipokampalnim regionima. Tako primena haloperidola
tokom devet nedelja smanjuje ekspresiju faktora indukcije apoptoze u korteksu i
hipokampusu pacova nezavisno od perinatalnog tretmana u poredenju sa kontrolom. S
obzirom da je u korteksu promena koju haloperidol indukuje znacajna i u odnosu na
PCP grupu, vazno je napomenuti da haloperidol u ovoj mozdanoj strukturi vr$i reverziju
promene ekspresije indukovane perinatalnom primenom PCP-a. Smanjenje ekspresije
ovog proteina uslet tretmana haloperidolom se uocava i u hipokampusu. Uoceni
rezultati ukazuju da haloperidol vr$i inhibiciju procesa apoptoze kaspaza nezavisnim
putem u mozgu pacova bez obzira da li su perinatalno tretirani NaCl-om ili PCP-om. S
druge strane, tretman klozapinom ima drugaciji efekat na ekspresiju ovog proteina U
odnosu na haloperidol i ide u smeru povecanja ekspresije bez obzira da li su Zivotinje
perinatalno tretirane NaCl-om ili PCP-om. Medutim, kada se samostalno primeni
(NaCl-K grupa) klozapin povecava ekspresiju faktora indukcije apoptoze u korteksu
pacova i u odnosu na kontrolnu grupu i u odnosu na PCP grupu, §to ukazuje da ovaj
antipsihotik intenzivira kaspaza nezavisni put apoptoze u ovoj mozdanoj strukturi, dok u
hipokampusu ne ostvaruje efekat na ovaj proces. Sude¢i po opserviranim rezultatima za
markere apoptoze, antipsihotici remete proces programirane celijske smrti u mozga
pacova. Pri tome, haloperidol deluje u smeru inhibicije i kaspaza zavisnog i kaspaza
nezavisnog nacina aktivacije apoptoze, dok klozapin intenzivira oba puta aktivacije

apoptoze u kortikalnim regionima.

Apoptoza i autofagija su fizioloski procesi koji ucestvuju u odrzavanju celijske
homeostaze. Kao $to je ve¢ napomenuto, abnormalnosti u odvijanju procesa autofagije
mogu dovesti do aktivacije procesa apoptoze (Debnath i sar., 2005; Lum i sar., 2005).
Medutim, pitanje koje je jos uvek bez odgovora je da li postoji i §ta bi moglo biti sprega
izmedu ova dva procesa. Skorije studije ukazuju da bi to mogao biti Beklin 1 protein.
Cak se smatra da je Beklin 1 kljuéni faktor koji odlucuje da li ¢e ¢elija uéi u proces
apoptoze ili autofagije. Ideja o dvojnoj ulozi ovog proteina potekla je iz onkoloskih
istrazivanja. Naime, Beklin 1 protein poseduje BH3 domene koji su karakteristi¢ni za
apoptotske proteine i preko njih stupa u interakciju sa anti-apoptotskim proteinima Bcl-
2 familije. U toj interakciji spre¢ava formiranje autofagozoma i odvijanje autofagije
(Marquez i Xu, 2012). Pored toga, iako sam protein nije neophodan za odvijanje
procesa apoptoze, Beklin 1 je uklju¢en u inhibiciju ovog procesa (Yue i sar., 2003;
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Kang i sar., 2011). Ova ¢injenica je bila podstrek za istrazivanja procesa autofagije u
shizofreniji. Najnovije studije ukazuju da autofagija moze imati ulogu u patogenezi
SCH (Merenlender-Wagner i sar., 2015). U ovoj studiji je utvrdena redukcija transkripta
iRNK za Beklin 1 u hipokampusu ADNP*/" knockout miseva, dok se ista ne uodava u
limfocitima periferne krvi pacijenata obolelih od SCH. Ispitivanja procesa autofagije,
kao i veze ova dva procesa na animalnim modelima shizofrenije izostaju. Stoga smo
imajuci u vidu da apoptozu i autofagiju mogu aktivirati isti signali i da ishod u nekim
sluc¢ajevima moze biti aktivacija oba procesa (Maiuri i sar., 2007), sproveli ispitivanje
sa ciljem utvrdivanja proteinske ekspresije markera autofagije u svim ispitivanim
eksperimentalnim grupama zivotinja. Rezultati nase studije su pokazali da promena
ekspresije Beklin 1 proteina u mozgu pacova neposredno nakon perinatalnog tretmana
fenciklidinom (PN13) izostaje. S obzirom da smo utvrdili aktivaciju procesa apoptoze u
mozgu ovih pacova, postoji mogucnost da je proces autofagije inhibiran kod ovih
zivotinja. Promena ekspresije Beklin 1 proteina se ne uocava ni u korteksu odraslih
zivotinja (PN70). Medutim, u hipokampusu ovih Zzivotinja uocava Se povecanje
ekspresije Beklin 1 proteina ukazujuc¢i na aktivaciju procesa autofagije, i u skladu je sa
prethodnom studijom (Merenlender-Wagner i sar., 2015). Medutim, ni u narednom
vremenskom preseku (PN100) ne uocavaju se promena ekspresije Beklin 1 proteina u
mozgu pacova perinatalno tretiranih PCP-om. Sve ovo skupa ukazuje da perinatalna
primena PCP-a ne remeti odvijanje pocetnih faza procesa autofagije. Uoceni efekti
hroni¢nog tretmana antipsihoticima na proces apoptoze nametnuli su pitanje da li
ostvaruju efekat i kakav na proces autofagije. Tretiranje zivotinja haloperidolom ne
menja ekspresiju ovog proteina u mozgu pacova, dok se nakon tretmana klozapinom u
obe ispitivane mozdane strukture uo¢ava smanjenje ekspresije ovog proteina nezavisno
od perinatalnog tretmana kom su Zivotinje bile podvrgnute. Ovi rezultati nam ukazuju
da je klozapin sposoban da remeti odvijanje procesa autofagije i to ve¢ u pocetnim

fazama ovog procesa.

Pored Beklina 1 pratili smo ekspresiju jo$ jednog markera autofagije - p62
proteina, za koji je utvrdeno da je u negativnoj korelaciji sa procesom autofagije.
Naime, imajuéi u vidu da se protein p62 degraduje u autofagiji, istrazivaci su pronasli
vezu izmedu inhibicije autofagije i povecanog nivoa p62 proteina u ¢eliji (Pankiv i sar.,

2007; Mizushima 1 Hara, 2006; Bjirkiy 1 sar., 2005). Kako nasSa studija pokazuje,
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neposredno nakon primene PCP-a uocava se povecanje ekspresije p62 proteina u
korteksu, dok je u hipokampusu ekspresija nepromenjena u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Ovi rezultati ukazuju da aplikovanje fenciklidina tokom prve dve nedelje
perinatalnog Zivota ne aktivira proces autofagije u mozgu mladih pacova, upucujuéi ¢ak
I na inhibiciju ovog procesa u kortikalnim regionima. S druge strane, dugotrajni efekti
perinatalne primene PCP-a se ogledaju u smanjenju ekspresije p62 proteina u obe
ispitivane mozdane strukture, ukazujuci da je proces autofagije aktiviran u mozgu ovih
zivotinja. Medutim, smanjenje se ne uo¢ava u mozgu pacova starih 100 dana koji su
perinatalno tretirani PCP-om, kao ni u grupama tretiranim antipsihoticima, $to ukazuje
da antipsihotici ne remete formiranje autofagolizozoma, ali kako je voceno da klozapin
remeti inicijaciju procesa autofagije, to nam ukazuje na moguc¢nost neadekvatnog
uklanjanja i recikliranja c¢elijskih komponenti ovim procesom, $to posledi¢no moze
poremetiti neke druge procese u celiji i rezultirati ¢elijskom smréu ili oksidativnim

stresom koji su dokumentovani u shizofreniji.

Skupa gledano, sve ukazuje na prisustvo mitohondrijske disfunkcije u mozgu
pacova perinatalno tretiranin PCP-om koja se odrzava tokom vremena. S druge strane,
antipsihotici remete procese neophodne za odrzavanje celijske homeostaze, cak i
nezavisno od perinatalnog tretmana kom su zivotinje izlozene. Stoga sSmo primenom
tehnike transmisione elektronske mikroskopije pratili ultrastrukturne promene
mitohondrija sa ciljem ispitivanja njihovog integriteta, imajuci u vidu da mitohondrijska
ultrastruktura diktira njenu funkcionalnost (Mannella, 2006). Ultrastrukturna analiza
mozdanih uzoraka pacova iz svih eksperimentalnih grupa potvrduje rezultate dobijene
analizom proteinske ekspresije. Naime, u mozgu mladih pacova (PN13) perinatalno
tretiranih PCP-om celije ispoljavaju promene karakteristicne za proces apoptoze,
nasuprot ¢elija kontrolnih zivotinja koje ispoljavaju normalne morfoloske karakteristike.
Mikroskopskom analizom wuzoraka odraslih Zivotinja perinatalno tretiranih
fenciklidinom (PN70) uocavaju se autofagozomi i druge ultrastrukturne promene koje
upuéuju na proces autofagije u obe ispitivane mozdane strukture. U mozgu pacova
starih 100 dana, ¢elije korteksa i hipokampusa kontrolne grupe ispoljavaju normalne
morfoloske karakteristike, dok analiza uzoraka korteksa i hipokampusa pacova
perinatalno tretiranih PCP-om ukazuje na dugoro¢ne efekte perinatalne primene ovog

psihotomimetika. U korteksu se uo¢avaju neuroni u ranom stadijumu apoptoze, dok se u
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hipokampusu istih zivotinja zapazaju dilatirane mitohondrije sa izduzenim kristama, kao
I prisustvo autofagozoma. U mozdanim regionima pacova tretiranih antipsihoticima
uoCavaju se mitohondrije izmenjene morfologije. Ove organele su tamne i
kondenzovane, smanjenog volumena sa nejasnim granicama izmedju spoljasnjih 1
unutrasnjih membrana ili su blago dilatirane sa ocuvanim membranama. Sli¢ne
morfoloske promene mitohondrija se uoc¢avaju i u mozdanom tkivu zivotinja tretiranim
klozapinom, potvrdujué¢i da primena obe klase antipsihotika uzrokuje morfoloske
promene mitohondrija koja najverovatnije stoji u osnovi poremecaja procesa apoptoze i

autofagije. Stoga treba biti obazriv u primeni ovih antipsihotika na duge staze.

Opservirane promene u procesima neophodnim za odrzavanje celijske
homeostaze u mozgu pacova tretiranih antipishoticima koje su prac¢ene ultrastrukturnim
promenama u korteksu i hipokampusu, navele su nas da sprovedemo niz eksperimenata
sa ciljem utvrdivanja uticaja antipsihotika na zastupljenost ¢elija centralnog nervnog
sistema — neurona i glija ¢elija (astrocita, oligodendrocita i mikroglije). Poznato je da
shizofreniju karakterisu redukcija sive mase i smanjenje volumena kortikalnih regiona
(John, 2009). Moguce je da remecenje odvijanja procesa apoptoze, s obzirom da je rec o
kaskadnom procesu, remeti vijabilitet neuronskih 1 glijalnih ¢elija u razli¢itim fazama
razvoja i time doprinosi volumetrijskim i funkcionalnim defektima dokumentovanim u
shizofreniji (Jarskog i sar., 2005). Medutim, novije studije neurovizuelizacije primenom
magnetne rezonance dovode u vezu tretman antipsihoticima sa uo¢enim reduktivnim
promenama mozga kod pacijenata obolelih od SCH (Ho i sar., 2011; Fusar-Poli i sar.,
2013; Ahmed i sar., 2015). Klini¢ke nalaze potkrepila su istrazivanja na primatima i
Sprague-Dawley pacovima (Konopaske i sar., 2008; Vernon i sar., 2011). Ove dve
animalne studije su prve koje su potvrdile da hroni¢ni tretman antipsihoticima remeti
morfologiju mozga. Medutim, u ovim studijama pracen je efekat samo antipsihotika ali
ne 1 njihov efekat na animalnom modelu shizofrenije, odnosno na Zivotinjama tretiranim
nekim antagonistom NMDA receptora. Imajuc¢i u vidu da smo utvrdili da antipsihotici
remete adekvatno odvijanje procesa apoptoze i autofagije, zanimalo nas da li tretman
antipsihoticima menja ekspresiju markera neurona NeuN u mozgu pacova i da li je
mozda gubitak neurona posledica remecenja ovih procesa. Prvo smo ispitivali da li
perinatalna primena PCP-a ostvaruje dugoro¢ni efekat (PN100) na ekspresiju ovog

markera, s obzirom da je nasa prethodna studija pokazala da fenciklidin kod pacova

85



starih 70 dana ostvaruje dugotrajni efekat koji se ogleda u redukciji glavnih klasa
interneurona u mozgu pacova (Radonji¢ i sar., 2013). U ovoj studiji detektovali smo
redukciju ekspresije NeuN u hipokampusu ovih zivotinja, $to upucuje da je hipokampus
fizioloskih procesa primenom ovog psihotomimetika odrzavaju dugo nakon tog
tretmana a manifestuju se u vidu redukcije ekspresije proteinskog markera neuronskih
¢elija, $to moze ukazivati i na smanjenje zastupljenosti ovih ¢elija u mozgu. Haloperidol
ostvaruje efekat samo u grupi perinatalno tretiranoj fenciklidinom (PCP-H grupa) i taj
efekat je ograni¢en na korteks. Zanimljivo je da je druga grupa autora uocila povecanje
volumena hipokampusa pacova nakon tretmana haloperidolom (Schmitt i sar., 2004).
Medutim, ovaj tretman je trajao samo cetiri nedelje i kada se tretman produzi na osam
nedelja ne uocavaju se promene volumena ove mozdane strukture $to je u saglasnosti sa
klini¢kim podacima (Vernon i sar., 2011; Arango i sar., 2003). S druge strane, klozapin
ostvaruje svoj efekat samo u hipokampusu i to nezavisno od perinatalnog tretmana
kojem su zivotinje bile izlozene. Zastupljenost NeuN proteina je dodatno ispitivana
imunohistohemijski na mozdanim presecima zivotinja iz svih eksperimentalnih grupa i
dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima imunoblota. S obzirom da rezultati
imunohistohemijskog bojenja ukazuju da je u hipokampusu zastupljenost NeuN
povecana u grupama tretiranim haloperidolom u odnosu na PCP grupu nezavisno od
perinatalnog tretmana, to ukazuje da haloperidol vr$i supresiju redukcije ovog proteina
indukovane perinatalnom primenom fenciklidina. Kako su uoceni efekti klozapina
statisticki znacajni samo u odnosu na kontrolnu grupu ali ne 1 na PCP grupu, to nam ne
ukazuje da ima protektivno dejstvo u mozgu. Ono $to je zanimljivo i definitivno zahteva
dodatna ispitivanja je nalaz smanjenja ekspresije NeuN proteina nakon tretmana
atipi¢nim antipsihotikom klozapinom, koji se u terapiji smatra efikasnijim od bilo kog
drugog antipsihotika. Medutim, ovaj rezultat mozda i nije iznenadujuc¢i imaju¢i na umu
da je u prvoj animalnoj studiji koja se bavila dugoro¢nim efektima antipsihotika
(medikacija zivotinja tokom dve i po godine) otkriveno da je atipi¢ni antipsihotik
olanzapin sposoban da redukuje ukupnu tezinu i volumen mozga primata (Konopaske i
sar., 2008). Dosada$nje studije su mahom bile zasnovane na efektima hroni¢nog
tretmana haloperidolom, ali su i one davale oprecne rezultate $to je bilo objasnjeno

razlikama u starosti zivotinja i duzini trajanja tretmana (Vernon i sar., 2011; Schmitt i
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sar., 2004). Stoga je vazno ispitati kakav je efekat hroni¢nog tretmana antipsihoticima
obe klase na mozak pacova kada se primene drugacije doze leka ili je trajanje tretmana
duze. Pored toga, neophodno je utvrditi da li antipsihotici ostvaruju efekat na pojedine
klase interneurona, ¢ija redukcija je dokumentovana u shizofreniji a koje nismo bili u
mogucnosti da detektujemo primenom ovog markera, kao i to da li su promene

ogranic¢ene na neke druge kortikalne i subkortikalne regione.

Kao S§to je ve¢ napomenuto, shizofreniju karakteriSe uvecanje lateralnih
ventrikula, za koje je utvrdeno da se, za razliku od promena u drugim regionima, desava
nezavisno od starosti i trajanja bolesti i da ima progresivni karakter (Kempton i sar.,
2010). Stoga je pretpostavljeno da se javlja sekundarno, usled redukcije ili sakupljanja
tkiva (Harrison, 1999). Dorph-Petersen i saradnici (2005) smatraju da se u osnovi ove
promene nalazi smanjenje broja ili veli¢ine razli¢itih tipova neurona i glija ¢elija. Pored
toga, tretman atipi¢nim antipsihoticima doveden je u vezu sa uocenim proSirenjem

ventrikula (Crespo-Facorro i sar., 2008).

Nasa studija pratila je dugoro¢ni efekat perinatalne primene fenciklidina na
ekspresiju GFAP, markera astrocita. Poseban razlog je ¢injenica da iako su neke starije
studije dokumentovale astrogliozu (Stevens, 1982), veliki broj dokaza povezuje
shizofreniju sa redukcijom astrocita (Jarskog i sar., 2005; Rajkowska i sar., 2002).
Astrociti imaju kljuénu ulogu u centralnom nervnom sistemu. Ove celije kontroliSu
ekstracelularnu homeostazu regulisu¢i balans vode i elektrolita u ekstracelularnom
prostroru, reguliSu oslobadanje neurotransmitera, produkuju neurotrofne faktore,
ucestvuju u migraciji neurona tokom razvoja i kontroliSu formiranje sinapsi (De Keyser
i sar., 2008; Erglou i Barres, 2010). Takode, novije post mortem studije sugeriSu da
defekti mitohondrija dovode do poremecaja funkcije astrocita u shizofreniji (Kolomeets
i Uranova, 2010). Analizom rezultata nase studije uocava se da PCP ostvaruje
dugoro¢ne efekte (PN100) na ekspresiju GFAP proteina smanjujuéi je U mozgu pacova,
Sto je u skladu sa prethodnim klinickim studijama (Cotter i sar., 2002; Rajkowska i sar.,
2002; Stark i sar., 2004). Uocena redukcija ekspresije GFAP proteina u mozgu pacova
potvrdena je 1 Iimunohistohemijskim bojenjem. Moguce je da uocCeno smanjenje
zastupljenosti astrocita u mozgu pacova doprinosi smanjenju zastupljenosti neurona i

doprinosi redukciji volumena mozga dokumentovanoj u SCH. Pored toga, utvrdili smo
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da haloperidol ostvaruje efekte na ekspresiju markera astrocita, redukujuéi je u
prefrontalnom korteksu, $to je u skladu sa rezultatima studije sprovedene na primatima
(Konopaske i sar., 2008). S druge strane, u hipokampusu haloperidol dovodi do
povecanja ekspresije GFAP u poredenju sa PCP grupom, bez obzira da li su Zivotinje
perinatalno tretirane NaCl-om ili PCP-om. Ovo ukazuje da haloperidol u hipokampusu
vr$i reverziju redukcije ekspresije GFAP proteina indukovane perinatalnom primenom
fencikidina. Interesantno je da efekti klozapina na ove ¢elije izostaju u poredenju sa
kontrolom nezavisno od perinatalnog tretmana kojem su zivotinje bile izloZene.
Medutim, u poredenju sa PCP grupom klozapin dovodi do povecanja ekspresije GFAP i
u korteksu i u hipokampusu. Opservirani rezultati ukazuju na moguénost da obe klase
antipsihotika vrSe reverziju promena ekspresije GFAP indukovane perinatalnom
primenom fenciklidina, pri ¢emu je efekat klozapina intenzivniji i nije ograni¢en na
jedan mozdani region. Rezultati imunoblota su u Kkorelaciji sa rezultatima
imunohistohemijskog bojenja mozdanih preseka. S obzirom da astrociti obezbeduju
neuronima nutritivnu i strukturnu podrsku, kao i to da su krucijalni u formiranju sinapsi
i sinapti¢koj plasti¢nosti (Barker i Ullian, 2010; De Keyser i sar., 2008), treba uzeti u
obzir mogué¢nost da promene koje hroni¢no izlaganje antipsihoticima indukuje
astrocitima za posledicu mogu imaju promenjenu zastupljenost neuronskih c¢elija u
mozgu ovih Zivotinja, i obratno. Takode, ovi rezultati upuéuju na potrebu za dodatnim
ispitivanjem potencijalnih poremecaja metabolizma astrocita u uslovima hroni¢nog
tretmana antipsihoticima, s obzirom da je neosporno da hroni¢ni tretman

antipsihoticima ostvaruje efekat na zastupljenost ovih ¢elija u mozgu pacova.

Sve veci broj studija neurovizuelizacije, genetske i post mortem analize ukazuju
na poremecaje u beloj masi kortikalnih i subkortikalnih regiona obolelih od SCH
(Takahashi i sar., 2011; Uranova i sar., 2004, 2007; Bernstein i sar., 2009). Redukcija
oligodendrocita i poremecaj mijelinizacije dovode se u vezu sa neurokognitivnim
defektima zabelezenim u SCH (Roalf i sar., 2015; Fields, 2008). Koris¢enjem razli¢itih
savremenih tehnika detektovano je smanjenje razli¢itih komponenti mijelinskog
omotaca: mijelin-asociranog glikoproteina (MAG), mijelin baznog proteina (MBP) i
2°,3’-cikli¢ne nukleotid 3’-fosfodiesteraze (CNP) (Dracheva i sar., 2006; Aston i sar.,
2004). Ovi rezultati ukazuju da se sam razvoj oligodendrocita ne remeti mnogo, ali da je

proces mijelinizacije narusen. Otkri¢e da haloperidol uzrokuje redukciju strukturnih
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proteina mijelinskog omotaca i smanjenje broja oligodendrocita kod odraslih miseva
(Martins-de-Souza i sar., 2009a, 2009b), dovelo je do spekulacija da je redukcija
mijelinizacije uofena kod hroni¢nih pacijenata obolelih od shizofrenije posledica
medikacije. Medutim, studije sprovedene na primatima nisu detektovale redukciju broja
oligodendrocita nakon hroni¢ne primene antipsihotika haloperidola i olanzapina
(Konopaske i sar., 2008). Pracenjem dugoro¢nih efekata perinatalne primene
fenciklidina na ekspresiju mijelin oligodendrocitnog glikoproteina (MOG) u mozgu
pacova, uocili smo Smanjenje ekspresije ovog proteina u korteksu, dok je u
hipokampusu detektovano povecanje ekspresije ovog proteina, sto ukazuje na postojanje
region-specificnih promena ove komponente mijelinskog omotaca. Smanjenje
ekspresije MOG proteina utvrdili su Lindahl i saradnici (2008) nakon intrauterine
primene PCP-a i uocili da dolazi do usporavanja diferencijacije oligodendrocita u
prefrontalnom korteksu, upuéujuéi na gubitak oligodendrocita u kasnijem periodu, $to je
u skladu sa rezultatima naSe studije u ovoj mozdanoj strukturi. S obzirom na
detektovanu redukciju ekspresije NeuN proteina u hipokampusu pacova starih 100 dana
1 uo€ene redukcije interneurona u ovoj strukturi (Radonji¢ i sar., 2013), moguce je da je
uoceno povecanje ekspresije MOG proteina, Koji je u direktnoj vezi sa mijelinizacijom,
u ovoj strukturi kompenzatorna promena, tj. tendencija da se odrzi konektivnost medu
elijama i S$to adekvatniji prenos signala. Sto se tie efekata medikacije na
mijelinizaciju, nasa studija je utvrdila da hroni¢ni tretman tipi¢nim i atipi¢énim
antipsihoticima menja ekspresiju ovog proteina. Naime, i haloperidol i klozapin
povecavaju ekspresiju MOG proteina u obe ispitivane mozdane strukture nezavisno od
perinatalnog tretmana kom su zivotinje bile podvrgnute i u poredenju sa kontrolom i u
poredenju sa PCP grupom. U korteksu primena antipsihotika vrsi reverziju promene
ekspresije MOG proteina indukovane primenom PCP-a, dok u hipokampusu ovi lekovi
pokazuju teznju da vrate ekspresiju na kontrolni nivo iako ona ostaje i dalje statisticki
znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. Dobijeni rezultati takode upucuju
da tretman antipsihoticima najverovatnije ne stoji iza redukovane mijelinizacije uocene
u post mortem studijama. Jedno od objasnjenja je mogucnost da su promene

mijelinizacije uo¢ene post mortem povezane sa staro$¢u pacijenata (Hof i sar., 2003).

U CNS-u prisutan je jos jedan tip glija ¢elija — ¢elije mikroglije. Ove ¢elije Su

ukljucene u imunski odgovor u mozgu i njihova uloga u etiologiji shizofrenije je tema
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debata ve¢ skoro dve decenije (Bernstein i sar., 2009). Jedan od razloga je ¢injenica da
su prenatalne infekcije majke Cesto povezane sa nastankom shizofrenije kod potomaka
(Brown i Derkits, 2010). Tokom razvoja mozga celije mikroglije imaju ulogu u
uspostavljanju sinapsi (Schafer i sar., 2012), kao i fagocitozi neurona tokom
neurorazvoja (Mallat i sar., 2005). Mikroglijalne c¢elije su prva linija odbrane u
inflamatornom odgovoru mozga na infekciju ili povredu (Venneti i sar., 2006). Za ovaj
postupak je karakteristicna promena fenotipa cCelija mikroglije iz mirujueg stanja u
aktivirano stanje sa promenom morfologije u ameboidiniji oblik, pra¢eno migracijom do
mesta povrede i oslobadanjem citokina (Kettenmann i sar., 2013). lako su prve post
mortem studije dokumentovale povecanu zastupljenost ¢elija mikroglije u korteksu i
hipokampusu pacijenata obolelih od SCH (Bayer i sar., 1999; Radewicz i sar., 2000;
Busse i sar., 2012), rezultati narednih studija su bili ili opre¢ni (Kurumayji i sar., 1997) ili
promena nije detektovana (Arnold i sar., 1998; Falke i sar., 2000; Wierzba-Bobrowicz i
sar., 2005). Pored toga, sprovodjeni su i in vivo eksperimenti koji su takode davali
kontradiktorne rezultate i jedno od objasnjenja ovih odstupanja bilo je prisustvo ili
odsustvo medikamenata kod ispitanika (Cotel i sar., 2015). Medutim, uticaj hroni¢nog
tretmana antipsihoticima na mikrogliju jo§ uvek nije precizno definisan. lako postoje
dokazi da antipsihotici mogu posedovati neke antiinflamatorne karakterisitike, ovi
podaci su naj¢esce bazirani na rezultatima in vitro studija ili studija u kojima se aplikuje
neklinicka doza antipsihotika (Kato i sar., 2011; Zhu i sar., 2014). Nasa studija nije
detektovala promenu ekspresije lba 1 proteina, markera mikroglije, ni u grupi
perinatalno tretiranoj PCP-om ni u grupama tretiranim antipsihoticima. Ovaj rezultat
nam posredno potvrduje da se proces Celijske smrti U mozgu odvija procesom apoptoze
ili autofagije jer nepromenjena ekspresija Iba 1 proteina ukazuje da nema zapaljenskog
odgovora koji je karakteristiCan za proces nekroze. Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima imunohistohemijskog bojenja mozdanih  preseka kortikalnih i
hipokampalnih regiona. Ono S$to je ipak zanimljivo napomenuti je da se
imunohistohemijski uocCavaju promene morfologije celija mikroglije u svim
eksperimentalnim grupama u odnosu na c¢elije kontrolne grupe, iako nismo uocili
promene ekspresije u tim grupama. Naime, rezgranatost se smanjuje i ¢elije zadobijaju
ameboidniji izgled karakteristiCan za aktiviranu mikrogliju, §to ukazuje da mozda ipak

postoje neke fine promene koje nismo detektovali tehnikom Western blot i koje je
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neophodno dodatno ispitati. Sli¢ni rezultati koji ukazuju da primena antipsihotika menja
morfologiju ¢elija mikroglije dobijeni su u studiji sprovedenoj su na odraslim pacovima
tretiranim antipsihoticima (Cotel i sar., 2015). lako se u studiji Cotel i saradnika radi o
pacovima koji nisu tretirani nekim antagonistom NMDA receptora i samim tim ne
modeluju animalni model shizofrenije, rezultati ukazuju na moguénost da kod
pacijenata obolelih od shizofrenije tretman antipsihoticima pogorsava postojece
inflamatorne promene. Stoga je neophodno na animalnom modelu ispitati ovu

pretpostavku.

Izazov za nova istrazivanja jesu i bi¢e nedoumice koje prate kompleksnu
etiopatologiju shizofrenije. U ovom radu pokazali smo da perinatalna primena
fenciklidina ostvaruje kako neposredne tako i dugoro¢ne efekte na mitohondrijalnu
strukturu i finkciju. Kao rezultat tih promena dolazi do poremecaja odvijanja procesa
apoptoze 1 autofagije i remecenja Celijske homeostaze, $to se ogleda u detektovanim
ultrastrukturnim promenama koje prate ove procese. Vrlo je verovatno da su oba
procesa ukljucena u patofiziologiju shizofrenije. Takode, ova studija je pokazala da
hroni¢ni tretman antipsihoticima obe klase remeti zastupljenost glavnih klasa celija
centralnog nervnog sistema. U tom smislu, nasi rezultati su pokusaj da se nacini jo$
jedan pomak i podsticaj u rasvetljavanju mehanizama Kkoji stoje u osnovi ovog teskog
psihijatrijskog oboljenja, kao i sagledavanja uzgrednih efekata dugotrajne primene

antipsihotika.
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6. ZAKLJUCCI

1. Perinatalna administracija fenciklidina neposredno (PN13) remeti funkcionisanje
mitohondrijalnog metabolizma Sto se ogleda u povecanju aktivnosti kompleksa I

i citohrom c oksidaze u korteksu i hipokampusu mozga pacova.

2. Perinatalna administracija fenciklidina neposredno (PN13) indukuje proces
apoptoze povecavajuci ekspresiju kaspaze 3 u mozgu pacova, Sto potvrduju i

uocene ultrastrukturne promene karakteristicne za ovaj proces.

3. Perinatalna administracija fenciklidina ostvaruje neposredne efekte (PN13) na
odvijanje procesa autofagije u mozgu pacova u smeru inhibicije, §to se ogleda u

povecanju ekspresije p62 proteina u korteksu pacova.

4. Dugotrajni efekti (PN70) perinatalne administracije fenciklidina na respiratorni
lanac ogledaju se u promeni aktivnosti citohrom c oksidaze u mozgu pacova u
vidu smanjenja aktivnosti ovog enzima u korteksu i poveéanja aktivnosti u
hipokampusu u poredenju sa kontrolnim zivotinjama. U narednom vremenskom
preseku (PN100) dugoroc¢ni efekti perinatalne primene fenciklidina na aktivnost

enzima respiratornog lanca se viSe ne uocavaju.

5. Perinatalna primena fenciklidina ostvaruje dugotrajne efekte (PN70 i PN100) na
proces apoptoze u smeru indukcije povecavajuéi ekspresiju egzekutorske

kaspaze 3 i faktora indukcije apoptoze u obe ispitivane strukture mozga pacova.

6. Perinatalna primena fenciklidina ispoljava dugotrajno dejstvo na proces
autofagije u PN70. U ovom vremenskom preseku se zapazaju promene
ekspresije proteinskih markera autofagije koje ukazuju na intenziviranje ovog
procesa. Ultrastrukturne promene uocene u mozgu ovih zivotinja su u skladu sa
zapazenim promenama ekspresije. Stotog postnatalnog dana viSe se ne uocavaju
dugotrajni efekti perinatalne primene fenciklidina na ekspresiju markera

autofagije ni u korteksu ni u hipokampusu.
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7.

10.

11.

12.

13.

Primena haloperidola i Kklozapina tokom devet nedelja (PN100) remeti
mitohondrijalni metabolizam smanjuju¢i aktivnost citohrom c¢ oksidaze,
terminalnog enzima respiratornog lanca u u obe ispitivane strukture mozga

pacova.

Primena haloperidola smanjuje ekspresiju kaspaze 3 i AIF markera, §to ukazuje
na inhibiciju procesa apoptoze u obe ispitivane strukture mozga pacova. Primena
klozapina povecava ekspresiju oba ispitivana markera apoptoze U korteksu
ukazujuci na intenziviran i kaspaza zavisni i kaspaza nezavisni put apoptoze u

ovoj strukturi.

Hroni¢na primena haloperidola ne uti¢e na proces autofagije u ispitivanim
strukturama mozga pacova bez obzira na perinatalni tretman, dok primena
klozapina izaziva smanjenje ekspresije Beklina 1 u korteksu i hipokampusu

ukazujuci na suprimiranje pocetnih koraka procesa autofagije.

Ultrastrukturnom analizom mozgova pacova tretiranih antipsihoticima (PN100)
potvrdeno je prisustvo mitohondrijalne disfunkcije 1 promene karakteristicne za

procese apoptoze i autofagije.

Perinatalna primena fenciklidina (PN100) i tretman klozapinom redukuju
zastupljenost neurona u hipokampusu. Rezultati imunohistohemijskog bojenja
ukazuju da haloperidol suprimira promene ekspresije NeuN indukovane

perinatalnom primenom PCP-a u hipokampusu.

Zastupljenost astrocita je u PN100 smanjena u obe ispitivane strukture mozga
pacova perinatalno tretiranih PCP-om, kao i u korteksu pacova tretiranih
haloperidolom. Klozapin vrsi reverziju redukcije ekspresije GFAP indukovane

primenom PCP-a.
Perinatalna primena fenciklidina (PN100) smanjuje ekspresiju MOG proteina u

korteksu a povecava u hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja. Tretman

antipsihoticima obe klase vrsi reverziju redukcije MOG u korteksu pacova, dok
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14.

15.

u hipokampusu antipsihotici pokazuju teznju da suprimiraju povecanje

ekspresije ovog proteina izazvano primenom PCP-a.

Analizom ekspresije Iba 1 proteina, markera mikroglije, kao i
imunohistohemijskom analizom zastupljenosti ovih c¢elija nisu detektovane
promene U mozgu pacova u poredenju sa kontrolnim jedinkama.
Imunohistohemijsko ispitivanje, medutim, ukazuje da tretman antipsihoticima
indukuje morfoloske promene Cdelija mikroglije karakteristicne za njihovu

aktivaciju.

Perinatalna administracija fenciklidina i hroni¢ni tretman antipsihoticima
indukuju strukturne i funkcionalne promene mitohondrija, remete odvijanje
procesa apoptoze i autofagije 1 uti¢u na zastupljenost ¢elija centralnog nervnog
sistema. lako je zapaZeno da obe klase antipsihotika ostvaruju efekte na
pomenute procese u obe ispitivane strukture mozga pacova, nezeljeni efekti
klozapina su izrazeniji. Bolje razumevanje prirode promena uzrokovanih
primenom fenciklidina i antipsihotika doprinosi rasvetljavanju patofiziologije
shizofrenije i razvoju novih terapijskih strategija za leCenje ovog kompleksnog

oboljenja.
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