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Mehanizam zaStitnog dejstva arilpiperazinskih liganada za dopaminske D2
receptore u azot monoksidom i 6-hidroksidopaminom izazvanoj smrti SH-SYSY

¢elija humanog neuroblastoma

1ZVOD

U ovom radu je ispitivan uticaj 20 novosintetisanih arilpiperazinskih
dopaminergickih liganada na vijabilnost humanih SH-SYS5Y neuroblastomskih ¢elija
tretiranih donorom azot monoksida (engl. nitric oxide, NO) natrijum nitroprusidom
(engl. sodium nitroprusside, SNP) i uzrocnikom oksidativnog stresa dopaminergickim
neurotoksinom 6-hidroksidopaminom (6-OHDA). Supstanca koje je pruzala najjacu
zastitu od donora NO je bio N-{4-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil } -pikolinamid
(arilpiperazin 6a), dok je N-{3-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil}-pikolinamid
(arilpiperazin 6b) najefikasnije Stitio humanu neuroblastomsku c¢elijsku liniju SH-SYSY
od 6-OHDA. Arilpiperazin 6a je delimi¢no spreavao povecanje sadrzaja superoksid
anjon radikala, smanjenje potencijala membrane mitohondrija i unutaréelijskog sadrzaja
adenozin-trifosfata (ATP), aktivaciju kaspaza i sledstvenu fragmentaciju DNK koje je
izazivao NO. Uoceno smanjenje unutarcelijske koncentracije superoksida nije bilo
posledica direktne interakcije ispitivanog arilpiperazina sa O, , niti je supstanca 6a
uticala na akumulaciju NO unutar celije. Arilpiperazin 6a je spreCavao inhibiciju
protektivnog Akt, kao i aktivaciju proapoptotskih ERK, JNK i AMPK signalnih puteva
izazvane SNP-om, ukazuju¢i na bitnu ulogu ovih molekula u njegovom zastitnom
delovanju. Potencijalni znacaj arilpiperazina 6a u sprecavanju
neurodegenerativnih/neurozapaljenskih procesa posebno naglaSava €injenica da je Stitio
neuronima slicne SH-SYSY ¢celije 1 od citotoksicnog efekta NO-a poreklom od
stimulisanih makrofaga. Sli¢no, arilpiperazin 6b je sprecavao povecanje unutarcelijskog
sadrzaja superoksid anjon radikala (O,"), smanjenje potencijala membrane mitohondrija
1 posledi¢ne apoptotske dogadaje — aktivaciju kaspaza i fragmentaciju DNK — koje je
izazivao 6-OHDA. Stabilizacija potencijala mitohondrijalne membrane pod dejstvom

arilpiperazina 6b se vremenski poklapala sa smanjenjem unutaréelijskog sadrzaja O,



Sto ukazuje da je supstanca 6b inhibirala oslobadanje superoksida iz oSte¢enih
mitohondrija stabilizacijom potencijala njihove membrane. Arilpiperazin 6b nije
pokazao znacajnu sposobnost direktnog uklanjanja superoksid anjon radikala. Zastitni
mehanizam supstance 6b nije ukljucivao interakciju sa JNK i ERK proapoptotskim
putevima, koje je aktivirao 6-OHDA. Medutim, arilpiperazin 6b je izazvao dodatnu
prolaznu aktivaciju prezivljavajuéeg Akt signalnog puta u Celijama tretiranim
6-OHDA-om, pa se ne moze iskljuciti doprinos Akt-a antiapoptotskom efektu
arilpiperazina 6b. Pored apoptoze, 6-OHDA je izazivao i citotoksi¢nu autofagiju u
SH-SYS5Y c¢elijama smanjujuci aktivnost klju¢nog inhibitora autofagije u ¢eliji — mTOR
proteina. Arilpiperazin 6b je delimi¢no spre¢avao inhibiciju aktivnosti mTOR-a i
posledi¢nu autofagiju zabelezene u prisustvu 6-OHDA. Ova;j efekat arilpiperazina 6b je
bio nezavisan od aktivnosti pozitivnog regulatora autofagije AMPK. Iako su oba
arilpiperazina pokazivala parcijalnu agonisticku aktivnost na D2 receptorima njihov
neuroprotektivni efekat je bio nezavisan od vezivanja za dopaminske receptore, jer ga
visokoafinitetni blokatori D1/D2 receptora butaklamol (u slucaju 6a) ili selektivni
blokator D2 receptora sulpirid (u slucaju 6b) nisu ponistavali. Ovi rezultati ukazuju da
arilpiperazini predstavljaju dobre kandidate za razvoj potencijalnih neuroprotektivnih

lekova.
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Naucna oblast: biologija

UZa nau¢na oblast: neurobiologija
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Protective mechanism of arylpiperazine dopaminergic D2 ligands on nitric

oxide and 6-hydroxydopamine induced SH-SYSY human neuroblastoma cell death

ABSTRACT

We investigated the protective ability of 20 novel arylpiperazine-based
dopaminergic ligands against nitric oxide (NO) and dopaminergic neurotoxin
6-hydroxydopamine  (6-OHDA)-mediated neurotoxicity. @~ The most potent
neuroprotective compound against NO-induced toxicity was N-{4-[2-(4-phenyl-
piperazin-1-yl)-ethyl]-phenyl}-picolinamide (arylpiperazine 6a), while N-{3-[2-(4-
phenyl-piperazin-1-yl)-ethyl]-phenyl}-picolinamide  (arylpiperazine =~ 6b)  most
effectively protected SH-SYS5Y human neuron-like cells from 6-OHDA-generated
oxidative injury. Arylpiperazine 6a diminished the proapoptotic action of NO donor
sodium nitroprusside (SNP) by decreasing superoxide anion content, mitochondrial
membrane depolarization, decline in intracellular adenozine-triphosphate (ATP)
content, caspase activation and subsequent phosphatydilserine externalization/DNA
fragmentation. The observed decrease of intracellular superoxide concentration was not
mediated by direct O, scavenging. Arylpiperazine 6a did not interfere with NO
accumulation within the cell. The protective effect of arylpiperazine 6a in NO-induced
stress was associated with activation of anti-apoptotic (Akt) and the inhibition of
proapoptotic (JNK, ERK, AMPK) signaling pathways. A potential therapeutic value of
the arylpiperazine 6a in neurodegenerative/neuroinflammatory diseases prevention was
additionally supported by the ability of this arylpiperazine to protect SH-SY5Y neuron-
like cells from macrophage-derived NO. Similarly, arylpiperazine 6b prevented
6-OHDA-induced increase in superoxide anion content, mitochondrial membrane
depolarization and following apoptotic related events — caspase activation and DNA
fragmentation. The stabilization of 6-OHDA-disrupted mitochondrial membrane
potential by arylpiperazine 6b correlated with the decrease in intracellular superoxide

anion (O, ) content, suggesting that decline in O, concentration resulted from



mitohondrial membrane stabilization. Arylpiperazine 6b did not posses significant O,
scavenging ability. The mechanism underlying the protection provided by the
compound 6b was independent of JNK- and ERK-proapoptotic pathways, as
6-OHDA-provoked activation of these proapototic pathways was not modified by
arylpiperazine 6b. However, arylpiperazine 6b caused additional transient activation of
pro-survival Akt signaling pathway in 6-OHDA-treated cells, which probably
contributed to its anti-apoptotic effect. In addition to apoptosis, 6-OHDA induced
deleterious autophagy in SH-SYSY cells by silencing the activity of mTOR, a key
autophagy inhibitor in the cell. Arylpiperazine 6b partialy prevented 6-OHDA-triggered
decrease of mTOR activity and autophagy in AMPK-independent manner. Although
both compounds showed partial agonist activity on hD2 receptors, their neuroprotective
action was independent of dopamine receptor binding, as it was not affected by the
high-affinity D1/D2 receptor blocker butaclamol (6a) or selective D2 receptor blocker
sulpiride (6b). These results support further study of arylpiperazines as potential

neuroprotective drugs.

Keywords: arylpiperazines, neuroprotection, nitric oxide, oxidative stress,

6-hydroxydopamine, apoptosis, autophagy, dopamine D2 receptors
Research area: Biology
Research field: Neurobiology
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1. UVOD

1.1. Neurodegeneracija

Neurodegenerativna oboljenja su bolesti centralnog nervnog sistema (CNS), koje
karakteriSu oSteCenja 1 poremecena funkcija nervnih Celija. Krajnji rezultat ovih
promena moze biti smrt neurona, Sto se manifestuje neuroloSkim i/ili mentalnim
poremecajima. Dva neurodegenerativna poremecaja, koja najéesée pogadaju populaciju
razvijenih zemalja su Alchajmerova demencija (AD), koja se karakteriSe poremecajem
funkcije visih kortikalnih struktura, 1 Parkinsonova bolest (PB), koju prate poremecaji
motornih  funkcija. U primarne neurodegenerativne promene ubrajaju se 1
Hantingtonova horeja (HH) i amiotroficna lateralna skleroza (ALS). Povrede kicmene
mozdine 1 mozdani udar, kao i neka hroni¢na oboljenja, na primer shizofrenija, mogu

dovesti do sekundarnih oStecenja neurona.

Mehanizmi nastanka neurodegenerativnih bolesti nisu do kraja objaSnjeni.
Smatra se da one nastaju kao posledica visSe kombinovanih patofiziolo§kih mehanizama,
a napusta se ideja o jednom poremecaju koji vodi razvoju jedne bolesti. Tako, postoje

cetiri zajedni¢ka fenomena prisutna u vecini ovih oboljenja:

—

oksidativni stres,

2. poremecena funkcija mitohondrija,

3. poremecena homeostaza redoks aktivnih prelaznih metala, koji katalizuju
stvaranje slobodnih radikala (gvozde, bakar) 1

4. nakupljanje neuvijenih, pogresno uvijenih ili pogresno fosforilisanih proteina u

nervnim c¢elijjama, zbog cega se AD, PB, HH i ALS zovu ,protein-

konformacione bolesti* (Sayre i sar., 2008).

Ovi procesi nisu medusobno nezavisni, poremecena funkcija mitohondrija je
¢esto u vezi sa oksidativnim stresom, dok sa druge strane oksidativni stres moZze izazvati

pogresno uvijanje proteina. Takode, akumulacija gvozda u mitohondrijama moze



dovesti do poremecaja funkcije tih organela i istovremeno direktno pospesiti nastanak
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koje su posrednici oksidativnog stresa (Gille i Reichmann,

2011).

1.1.1. Uloga oksidativnog stresa i mitohondrija u neurodegeneraciji

Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu nastanka i uklanjanja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) u ¢eliji. U RKV se ubrajaju superoksid anjon radikal
(Oz7), hidroksil anjon (OH) i1 vodonik peroksid (H,O;). Do stvaranja slobodnih
kiseoni¢nih radikala dolazi usled neefikasnosti respiratornog lanca mitohondrija, koji u
normalnim okolnostima nepotpuno metaboliSe 1-3% unetog kiseonika. Kompleksi I i III
transportnog lanca elektrona su mesta gde se najc¢eS¢e deSava ,,curenje” elektrona do
kiseonika (Kirkinezos i Moraes, 2001) $to dovodi do stvaranja O, . Neutralizacijom
superoksid anjon radikala pomocu enzima superoksid dismutaze (SOD) nastaje vodonik
peroksid, koji dalje reaguje sa redukovanim prelaznim metalima (obi¢no Fe*" ili Cu'")
daju¢i pri tome OH (Fentonova reakcija). U fizioloskim uslovima stvorene RKV se
neutraliSu pod dejstvom antioksidativnih enzima (SOD, katalaza 1 glutation
peroksidaza) 1 neenzimskih antioksidanasa (glutation, alfa-tokoferol, askorbinska
kiselina i beta-karoten). Pored RKV, mitohondrije mogu stvarati i endogeni NO 1i

ONOQO:, jer poseduju sopstvenu NO sintazu (Giulivi i sar., 1998).

Ono $to mozak Cini posebno osetljivim na oksidativni stres je velika koli¢ina
kiseonika koju neuroni koriste — oko 20% kiseonika unesenog u organizam odlazi u
CNS (Moreira i sar., 2005). Zbog neefikasnosti respiratornog lanca, ali i usled oStecenja
mitohondrija 1 opadanja antioksidativnog kapaciteta neurona koji nastaju kao posledica
starenja, u mozgu se sa godinama povecava koncentracija RKV 1 raste nivo
oksidativnog stresa. Neuroni su posebno podlozni oksidativnim oSteenjima zbog
visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskoj membrani, niske aktivnosti
endogenih antioksidativnih enzima, brzog metabolizma 1 relativno visokih nivoa
prelaznih metala, naroCito gvozda. Kao posledica pojacanog oksidativnog stresa

nakupljaju se oSte¢eni biomakromolekuli u mozgu — karbonilovani i nitrirani proteini,



lipidni peroksidi, kao i 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, koji je marker oksidacije DNK
(Mariani i sar., 2005).

Poremec¢aj funkcionisanja mitohondrija moze dovesti 1 do energetskog
disbalansa, jer mitohondrije obezbeduju energiju u obliku adenozin trifosfata (ATP) za
normalno funkcionisanje celije. PoSto neuroni imaju jedinstvene elektrofizioloske
osobine 1 visoke energetske potrebe, ova neravnoteza ima znacajnu ulogu u
neurodegeneraciji. Posledica poremecéenog transporta elektrona i sledstvenog smanjena
koncentracije ATP-a su povecana produkcija RKV, pad potencijala mitohondrijalne
membrane 1 deregulacija homeostaze kalcijuma u neuronima. Sve navedeno moze
dovesti do smrti celije. lako je hipoteza o ulozi energetskog disbalansa u
neurodegeneraciji opSte prihvacena, smatra se da on ipak nije glavni uzrok propadanja

neurona (Schon i Przedborski, 2011).

U prilog navedenoj tezi o nefunkcionalnom prenosu elektrona u
neurodegeneraciji ide 1 ¢injenica da toksini koji u in vitro 1 in vivo uslovima izazivaju
oste¢enja Celija kao §to su 6-OHDA, rotenon i MPP", inhibiraju funkciju kompleksa I
(6-OHDA, rotenon i MPP") i IV transportnog lanca elektrona (6-OHDA) (Glinka i
Youdim, 1995; Li i sar., 2003; Ali i sar.,, 1994). Takode, poremecena aktivnost
kompleksa I transportnog lanca elektrona zapazena je u substantia nigra (Schapira i
sar., 1990) 1 trombocitima (Parker i sar., 1989) obolelih od PB, kompleksa IV u AD
(Mutisya i sar., 1994) i ALS (Borthwick i sar., 1999), kao i kompleksa I i III u HH
(Schapira, 1999).

Kod transgenih miseva, koji su podlozni oksidativnom stresu usled nedostatka
AIF proteina (engl. mitochondrial apoptosis-inducing factor, AIF) (Klein i sar., 2002) i
kod kojih je tau protein (protein od kog su sastavljena neurofibrilarna vlakna —
histopatoloski pokazatelj AD i1 PB) eksprimiran iznad fizioloSkih granica smanjena je
funkcija transportnog lanca elektrona u mitohondrijama i nivoi ATP-a, $to prethodi
povecanju markera oksidativnog stresa i neurodegenerativnim promenama (Kulic i sar.,
2011). Smanjenje nivoa glutationa u substantia nigra je rani biohemijski pokazatelj
oStec¢enja vezanih za PB (Sofic 1 sar., 1992), dok je aktivnost antioksidativnih enzima
superoksid dismutaze, katalaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze u oSte¢enim

delovima mozga kod obolelih od AD umanjena (Pappolla i sar., 1992). Post mortem



studije su pokazale povecane nivoe oksidovanih proteina, lipida i DNK u mozgovima

obolelih od AD, PB, ALS i drugih neurodegenerativnih oboljenja (Contestabile, 2001).

1.1.1.1. 6-hidroksidopamin

6-hidroksidopamin je hidroksilovani analog neurotransmitera dopamina. On je
prvi otkriveni dopaminergicki neurotoksin koji se koristi u in vitro 1 in vivo
eksperimentalnom modelu PB vise od 30 godina (Blum i sar., 2001). Najpre se smatralo
da se 6-OHDA preuzima iz ekstracelijske te¢nosti preko dopaminskih i noradrenalinskih
transportera i da ispoljava selektivnu toksi¢nost prema kateholaminergi¢kim neuronima.
Medutim, pokazano je da pored dopaminergic¢kih neurona iz mezencefalona (Lotharius i
sar., 1999), 6-OHDA ostecuje i Celije koje ne poseduju kateholaminske transportere,
kao $to su misji fibrosarkom NIH3T3 i C6 ¢elije pacovskog glioma (Blum 1 sar., 2000;
Raicevic 1 sar., 2005). U prilog teoriji o neselektivnosti 6-OHDA, govori i podatak da
blokada kateholaminskih transportera ne sprecava njegove efekte u kulturi humane
neuroblastomske c¢elijske linije SH-SHSY (Storch i sar., 2000). Toksi¢nosti 6-OHDA
znacajno doprinosi vancelijska produkcija Stetnih hinona 1 RKV, koji nastaju njegovom
autooksidacijom (Storch i sar., 2000). Pored vancelijskih, od 6-OHDA 1 u ¢eliji nastaju
reaktivni produkti kiseonika — H,O,, pod dejstvom monoamino oksidaza, i O,” i OH, u
Fentonovoj reakciji (Miller i sar., 2009). Posredstvom stvorenih RKV, 6-OHDA izaziva
pad potencijala mitohondrijalne membrane (Lotharius i sar., 1999). Takode, smatra se
da 6-OHDA direktno remeti rad mitohondrija inhibicijom kompleksa I 1 [V transportnog
lanca elektrona (Glinka 1 Youdim, 1995). Ovo rezultira daljim povecanjem

koncentracije slobodnih radikala i smanjenom sintezom ATP-a.

Uloga oksidativnog stresa u toksi¢nosti 6-OHDA pokazana je 1 u
eksperimentima na Celijskim linijama, primarnim celijama 1 glodarima.
6-hidroksidopamin posredstvom O, i hidroperoksil radikala (HO,) izaziva smrt
SH-SYSY ¢elija humanog neuroblastoma (Iglesias-Gonzalez i sar., 2012), a oksidativni
stres je odgovoran i za oSte¢enja koja 6-OHDA izaziva u kulturi primarnih neurona

korteksa pacova (Tseng i sar., 2012) i MES23.5 dopaminergickih ¢elija (Wang i sar.,



2009). Na zivotinjskim modelima je pokazano da tretman sa 6-OHDA smanjuje
aktivnost celijskog antioksidansa glutationa i SOD u mozdanom stablu, strijatumu,
hipokampusu, frontalnom korteksu 1 nukleusu akumbensu pacova (Perumal 1 sar.,
1992), a da su nivoi malonildialdehida (produkt oksidacije lipida) poviSeni u strijatumu
miSeva nakon intraventrikularne injekcije 6-OHDA (Kabuto i sar., 2007). Takode,
pretretman pacova antioksidansom vitaminom E 1 inhibitorom MAO-B enzima

selegilinom sprecava neurotoksic¢ne efekte 6-OHDA (Cadet i sar., 1989; Knoll, 1986).

1.1.2. Uloga nitrozativnog stresa u neurodegeneraciji

U neurodegenerativnim oboljenjima i starenju zapazeno je nakupljanje azot
monoksida (eng/. nitric oxide, NO) koji proizvode aktivirani astrociti i mikroglijalne
¢elije u koncentracijama viSim od fizioloSkih (Brown i1 Bal-Price, 2003). Posledica
poviSenih koncentracija NO je nitrozativni stres, koji se karakteriSe nastankom
reaktivnih azotnih vrsta (RAV) i koji moZe biti uzrok smrti neurona (Gu i sar., 2010). U
RAV se ubrajaju peroksinitrit (ONOQO"), nitroksil radikal (NO), nitrozilovani tioli i
amini, koji nastaju u reakciji NO sa drugim jedinjenjima (Wink 1 sar., 2001).
Peroksinitrit, na primer, nastaje u reakciji izmedu ekvimolarnih koli¢ina NO 1 O,". Ova
dva radikala se oslobadaju u toku inflamatornih oboljenja iz aktiviranih makrofaga i

mikroglija ¢elija u CNS-u (Sayre i sar., 2008).

Na Zivotinjskim modelima je pokazano da nitrozativni stres igra vaznu ulogu u
procesu neurodegeneracije. MiSevi kojima je nokautiran gen za inducibilnu NO sintazu
(INOS) su zasti¢eni od neuronskih oSteCenja u eksperimentalnim modelima za PB
(Dehmer i sar., 2000) i ALS (Martin i sar., 2007). Pored toga, misevi koji eksprimiraju
humani APOE4 lipoprotein koji povecava rizik od nastanka AD, stvaraju vise NO nego
miSevi sa eksprimiranim APOE3 lipoproteinom (Colton i sar., 2002). Nitrozativni stres
je delimi¢no odgovoran i1 za oSteCenja neurona u AD (Colton i sar., 2002), nakon
traumatske (Besson, 2009) i ishemijske povrede mozga (Liang i sar., 2004). Prisustvo
iNOS, koja proizvodi poviSene koncentracije NO, je imunohistohemijskim analizama

potvrdeno u patoloskim lezijama u mozgovima obolelih od AD (Vodovotz i sar., 1996),



dok je kolokalizacija SOD1 i NOS enzima pronadena u motornim neuronima obolelih

od ALS (Chou i sar., 1996).

Medutim, i niZe koncentracije NO mogu, u kombinaciji sa dodatnim faktorima
kao Sto je poremecaj oksidativnog statusa, izazvati smrt neurona (Borutaite i Brown,
2005). Tako, smanjena koncentracija glutationa u substantia nigra obolelih od PB
umanjuje sposobnost direktnog uklanjanja (engl. scavenging) peroksinitrita i povecava
njegovu toksi¢nost u neuronima (Heales 1 sar., 1999), prisustvo mutiranih formi Cu/Zn-
superoksid dismutaze (SOD1) u ALS doprinosi nastanku $tetnog ONOO™ (Trumbull i
Beckman, 2009), a hipoksija potencira azot monoksidom izazvanu inhibiciju ¢elijskog
disanja (Mander 1 sar., 2005). Pored navedenih procesa, RKV i RAV stimuliSu
transkripciju proinflamatornih gena u glijalnim ¢elijama, 1 na taj nacin pojacavaju

inflamaciju (Sayre i sar., 2008).

1.1.2.1. Azot monoksid

Azot monoksid je slobodno radikalski gas, koji difunduje kroz celijsku
membranu. SintetiSu ga azot monoksid sintaze (engl. nitric oxide synthase, NOS)
postepenom oksidacijom L-arginina do L-citrulina. Postoje tri razliCite forme NOS, dve
konstitutivne — endotelna (eNOS), neuronska (nNOS) i jedna inducibilna (iNOS).
Fizioloske koli¢ine NO ucestvuju u odrzavanju tonusa vaskularnih misSi¢a i kontroli
krvnog pritiska, a Siroko rasprostranjena mreza nerava NO-zavisnim mehanizmima
reguliSe brojne gastrointestinalne, respiratorne i funkcije genitourinarnog trakta. U
CNS-u, NO sintetisan od strane konstitutivnih formi NOS-a reguliSe proces
neurotransmisije 1 ima veoma vaznu ulogu u procesima ucenja i memorije. Sa druge
strane, iINOS se aktivira pod dejstvom razli¢itih proinflamatornih nadrazaja, a NO
nastao u aktiviranim makrofagima u CNS sluzi kao odbrana od infektivnih agenasa.
Smatra se da je zbog jakih citotoksi¢nih efekata uloga NO u imunitetu nespecificna
(Moncada i1 Higgs, 1993). Jednom stimulisana, iNOS ostaje aktivna duzi vremenski
period (4-8 dana) i stvara nanomolarne koli¢ine NO, koje su 100 do 1000 puta vise od

koncentracija NO koje nastaju pod dejstvom nNOS (Pannu i Singh, 2006). Poveéana



produkcija NO pod dejstvom iNOS je usko povezana sa neuroinflamacijom i
neurodegeneracijom u ishemijskim stanjima, AD, PB, kao i sa oSte¢enjima u

demijelinizacionim stanjima, na primer, u multiploj sklerozi (Heales i sar., 1999).

Toksicnost NO je posledica njegove visoko reaktivne prirode i Stetni efekti
mogu biti direktni (efekti samog NO) ili indirektni, kada svoje efekte ostvaruje preko
stvorenih RAV. Direktne toksi¢ne efekte NO ostvaruje formiranjem kompleksa gvozde-
NO sa enzimima koji sadrze gvozde, kao $to su katalaza (Brown, 2010) i citohrom ¢
oksidaza (Cooper, 2002; Brown, 2010). Azot monoksid kompetitivnhom inhibicijom
sprecava vezivanje kiseonika za citohrom c¢ (Bal-Price 1 Brown, 2001) i1 izaziva
inhibiciju ¢elijskog disanja i smanjenje koncentracije ATP-a u ¢eliji. Najvaznija RAV
peroksinitrit oksiduje sulthidrilne grupe proteina (Radi i sar., 1991), nitrira (dodaje
NO," grupu) tirozinske ostatke proteina (Ischiropoulos i sar., 1992), nitroziluje (dodaje
NO grupu) nukleinske kiseline (Wink i sar., 1991), ¢ime modulise njihovu aktivnost i
remeti normalno funkcionisanje ¢elije. Direktni i1 indirektni efekti preterane koli¢ine NO
dovode do smanjenja ATP depoa u ¢eliji i smrti ¢elije apoptozom, ukoliko je sadrzaj
ATP-a dovoljan za aktivaciju kaspaza, ili nekrozom, ukoliko nema dovoljno ATP-a.
Pored toga, krajnji efekti NO zavise od koncentracije NO kojoj su celije izlozene,
vremena izlaganja, prisustva/odsustva odredenih RKV 1 prisustva/odsustva odredenih

signalnih puteva u ¢elijama (Brown i sar., 2010).

1.1.3. Uloga apoptoze i autofagije u neurodegeneraciji izazvanoj reaktivnim

Kiseoniénim i reaktivnim azotnim vrstama

Smatra se da je dominantan oblik celijske smrti u  hroni¢nim
neurodegenerativnim oboljenjima apoptoza (tip I programirane Celijske smrti)
(Friedlander, 2003), iako sve viSe podataka ukazuje na znacCaj autofagije (tip II
programirane celijske smrti) u nastanku i razvoju neurodegeneracije (Li 1 sar., 2011;
Batlevi i La Spada, 2011; Xilouri i Stefanis., 2010). U regulaciji procesa apoptoze
veoma vaznu ulogu imaju mitohondrije. Brojni Stetni signali, izmedu ostalih i RKV

(Simon 1 sar., 2000) i RAV (Brown i Borutaite, 2001), izazivaju otvaranje pora na



spoljasnjoj membrani mitohondrija i izlazak citohroma ¢ u citosol. Citohrom ¢ preko
kaspaze-9 aktivira kaskadu kaspaza, enzima koji proteoliticki razgraduju ¢elijski sadrzaj
dovode¢i do fragmentacije DNK, kondenzacije hromatina i pojave fosfatidil-serina na
spoljas$njoj strani membrane, Sto predstavlja signal za fagocitovanje celije. Otvaranje
mitohondrijalnih pora je proces kontrolisan od strane pro- i anti-apoptotskih proteina iz

Bcl-2 (engl. B cell lymphoma 2) porodice (Gross i sar., 1999).

Aktivacija kaspaza pod dejstvom NO je zabeleZzena u uslovima nitrozativnog
stresa u kulturi SH-SYSY C¢elija, a nitrozilovani (inaktivisani) inhibitori kaspaza su
pronadeni post mortem u mozgovima obolelih od PB, AD i HH (Nakamura 1 sar., 2010).
Takode, toksi¢nost izazivada oksidativnog stresa i neurotoksina MPP' u kulturi
dopaminergickih neurona iz mezencefalona je povezana sa aktivacijom kaspaza
(Bilsland 1 sar., 2002). Vazan podatak koji ukazuje na znaCaj apoptoze u
neurodegeneraciji uopste je da primena inhibitora kaspaza, kao 1 povecana ekspresija
antiapoptotskog Bcl-2 proteina, odlazu pojavu oSte¢enja neurona na animalnom modelu
ALS (Li 1 sar., 2000). Pored toga, i inhibitor oslobadanja citohroma ¢ iz mitohondrija
minociklin je pokazao znacajne neuroprotektivne efekte na mis§jim modelima PB, HH,
ALS 1 multiple skleroze (Chen 1 sar., 2000; Zhu 1 sar., 2002; Du i sar., 2001; Maier i
sar., 2007) 1 ve¢ su pokrenuta kliniC¢ka ispitivanja efikasnosti minociklina u PB, HH 1
ALS (Kim 1 Suh, 2009). Kaspazno-zavisna apoptoza je zabeleZena i u mozgovima
obolelih od AD (Masliah i sar., 1998), PB (Hartmann i sar., 2000; Tatton, 2000) i HH
(Sanchez 1 sar., 1999; Kiechle i sar., 2002).

Makroautofagija (u daljem tekstu poistove¢ena sa autofagijom) je proces u toku
kog Celija razlaze sopstvene proteine i organele, tako Sto ih najpre odvoji u vakuole sa
dvoslojnom membranom - autofagozome. Autofagozomi se =zatim spajaju sa
lizozomima i formiraju autofagolizozome (autolizozome) u kojima se sadrzaj degradira
pod dejstvom lizozomskih enzima. Funkcija autofagije je uklanjanje oSte¢enih Celijskih
organela (npr. mitohondrija), proteina modifikovanih oksidacijom i makromolekulskih
agregata, kao 1 obezbedivanje energije i makromolekula neophodnih za prezivljavanje
pod stresnim uslovima. Pored toga S§to pomaze u odrzavanju homeostaze i
prezivljavanju pod stresnim uslovima, u sluaju da osteCenja prevladaju celijske

odbrambene mehanizme, autofagija moze biti alternativni put Celijske smrti (Maiuri 1



sar., 2007). U ¢eliji se uvek moze detektovati bazalni nivo autofagije.

S obzirom na veoma vaznu ulogu autofagije u uklanjanju proteina i proteinskih
agregata oSte¢enih oksidacijom, jasna je veza autofagije sa procesima u toku kojih
dolazi do pojacanog oksidativnog stresa i nakupljanja pogresno uvijenih proteina, kao
Sto su starenje 1 neurodegeneracija. Tako je sa starenjem zabelezeno nakupljanje
autofagnih vakuola u jetri miSeva (Terman, 1995), kao i u oste¢enim humanim i misjim
neuronima kod nekoliko neurodegenerativnih oboljenja (Nixon i sar., 2005; Kegel i sar.,
2000). Nakupljanje autofagnih vakuola u toku starenja je najverovatnije povezano sa
poremecajem funkcije lizozoma i eliminacije autolizozoma (Terman, 1995), i samim
tim posledi¢énom funkcionalnom inhibicijom autofagije i smanjenom sposobnoscu ¢elije
da ukloni proteine oSte¢ene oksidacijom (Vittorini i sar., 1999). Sa druge strane, iako je
starenje u tesnoj vezi sa neurodegeneracijom, poremecaji autofagije izazvani drugim
stimulusima su najverovatnije razlog za povecanje broja autofagnih vakuola u modelima
neurodegeneracije. Mnoge studije ukazuju na znacaj autofagije u uklanjanju mutiranih
proteina, koji se Cesto nalaze u osnovi neurodegenerativnih promena (Rubinsztein,
2006; Martinez-Vicente 1 Cuervo, 2007). Tako se autofagijom razgraduju mutirane
forme alfa-sinukleina koji je povezan sa patogenezom PB, kao 1 proteini koji sadrze
produzeni poliglutaminski niz koji uzrokuju HH 1 spinocerebelarnu ataksiju
(Rubinsztein, 2006; Martinez-Vicente i Cuervo, 2007). Stoga, povecan broj autofagnih
vakuola moze biti odbrambeni mehanizam, kojim se celija trudi da ukloni ,lose*
proteine. Istovremeno je pokazano da je masovna akumulacija nerazgradenih autofagnih
vakuola S$tetna za neurone (Uchiyama 1 sar., 2009) i da inhibicija formiranja
autofagozoma poboljsava vijabilitet neurona u frontotemporalnoj demenciji, ishemijskoj
povredi i AD (Cherra i Chu, 2008; Lee i Gao, 2009). Nefunkcionalna autofagija za
posledicu ima i1 nagomilavanje oSteCenih 1 nerazgradenih mitohondrija u citosolu
(Dagda 1 sar., 2009), koje mogu biti dodatni izvor Stetnih RKV u ¢eliji. Nastale RKV
pogorsavaju u neurodegeneraciji ve¢ prisutan oksidativni stres, a poznato je da i same
RKYV (narocito O,") mogu aktivirati autofagiju (Scherz-Shouval i sar., 2007; Chen i sar.,
2009). Preterana aktivacija autofagije dovodi do daljih oSte¢enja i zavrSava se smréu
¢elije. To je pokazano i1 na zivotinjskom modelu mozdanog udara, gde je prolazna

fokalna ishemija izazvala masovnu smrt neurona autofagijom (Puyal i sar., 2009).



1.1.4. Protein kinaze u apoptozi i autofagiji izazvanoj reaktivnim kiseoni¢nim i

reaktivnim azotnim vrstama

Nakon izlaganja RKV i RAV dolazi do aktivacije brojnih signalnih puteva u
¢eliji. Posebno vaznu ulogu u odgovoru na Stetne uticaje imaju protein kinaze aktivirane
mitogenom (eng/. mitogen-activated protein kinases, MAPK) i anti-apoptotski Akt
protein. S obzirom na ¢injenicu da je tkivo mozga metabolic¢ki izuzetno aktivno i1 da
trosi veliku koli¢inu energije, jako je bitan i uticaj oksidativnog i nitrozativnog stresa na
energetski status celije i signalne molekule koji ucestvuju u odrzavanju energetske
ravnoteze u celiji, kao Sto su protein kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom (engl.
AMP-activated protein kinase, AMPK) i njen ciljni protein mTOR (eng/. mammalian

target of rapamycin).

Familiju MAPK ¢ine tri grupe proteina: protein kinaze regulisane
ekstracelijskim signalima (engl/. extracellular signal-regulated kinase, ERK), c-Jun NH;-
terminalne kinaze (engl. c-Jun NHa-terminal kinase, JNK) i p38-kinaze. Clanovi ERK
podfamilije u€estvuju u odgovoru na faktore rasta (Tibbles i Woodgett, 1999), dok se
JNK i p-38 kinaze aktiviraju posle delovanja brojnih unutaréelijskih i vancelijskih
stresora, kao Sto su oSte¢enja DNK (Dent i sar., 2003), ishemija (Zeng i sar., 2011),
inflamatorni citokini (Johnson i Lapadat, 2002), oksidativni stres (Saeki i sar., 2002).

Medutim, ovakva podela je suviSe pojednostavljena, jer stvarne uloge MAP
kinaza zavise od tipa Celije 1 uslova u kojima su aktivirane. Tako, iako je ERK signalni
put uglavnom povezan sa procesima proliferacije 1 diferencijacije (Johnson i Lapadat,
2002), pokazano je i da ima dvojnu ulogu u stresnim uslovima. Naime, ERK inhibira
efekte proapoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije proteina (Ewings i sar., 2007) i stabilizuje
antiapoptotski protein Mcl-1 (engl. myeloid cell leukaemia 1) (Balmanno i Cook, 2009).
Ovaj mehanizam zaStite od apoptoze je verovatno zajednicki za sve tipove celija
(Ewings i sar., 2007). Sa druge strane, postojana aktivacija ERK proteina moZze imati
negativne posledice u toku ishemijske povrede mozga, epilepsije i oksidativnog stresa
(Chu 1 sar., 2004). U kulturi SH-SYS5Y neuroblastomskih i B65 neuronskih celija

tretiranih 6-hidroksidopaminom je zabeleZena Stetna aktivacija ERK proteina (Dagda i

10



sar., 2008; Kulich i Chu, 2003), do koje dolazi i u primarnim kortikalnim neuronima
izlozenim dejstvu glutamata (Stanciu i sar., 2000). Pored toga, aktivacija ERK-a
posreduje 1 u apoptozi hipokampalnih neurona izazvanoj nitrozativnim stresom (Yun i

sar., 1998).

Jedna od najvaznijih funkcija JNK signalnog puta je regulacija apoptoze (Cui i
sar., 2007). Aktivacija JNK povezana je sa oslobadanjem citohroma c iz mitohondrija
(Tournier i sar., 2000), kao i sa smanjenjem antiapoptotskog (Yamamoto i sar., 1999) i
povecanjem proapoptotskog potencijala ¢lanova Bcl-2 familije proteina (Lei i Davis,
2003). JNK put se aktivira u toku apoptotske smrti neurona izazvane brojnim
stresorima, izmedu ostalih 1 pod dejstvom oksidativnog stresa (Maroney 1 sar., 1999),
6-OHDA (Ries i sar., 2008) i povecanih nivoa NO koji nastaju preteranom aktivacijom
iNOS-a (Chung i sar., 1999). Inhibitor JNK proteina CEP-1347 smanjuje toksi¢nost
beta-amiloid proteina u kulturi primarnih kortikalnih neurona u in vitro modelu AD
(Bozyczko-Coyne 1 sar., 2001) 1 dopaminergickog toksina MPTP u in vivo modelu PB
na miSevima (Saporito 1 sar., 1999). lako veliki broj studija ukazuje na Stetnu ulogu
aktivacije JNK u neurodegeneraciji, tatna uloga JNK u odgovoru na stresore nije
potpuno jasna, jer je zabelezeno da JNK moze biti posrednik kako apoptoze, tako 1

protektivnih signala koje inicira izlaganje Celije stresu (Davis, 2000).

Kao 1 MAPK, Akt (engl. v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene) ili PKB
(engl. Protein Kinase-B) ucestvuje u regulaciji metabolickih procesa, sinteze proteina,
apoptoze i ¢elijskog ciklusa (Brazil i sar., 2004). Aktivacija Akt signalnog puta, koja se
odigrava posredstvom fosfoinozitol-3-kinaze (PI3K), uvek vodi ¢eliju u proliferaciju i
ima antiapoptotske efekte. Pored endogenih signala koji promovisu rast (faktori rasta,
citokini, hormoni), ovaj signalni put kao odbrambeni mehanizam mogu pokrenuti i
brojni stresori, kao §to su ishemija, RKV ili nedostatak nutrijenata. Podsticanje rasta je
posledica direktnog pozitivnog delovanja Akt kinaze na mTOR 1 p70S6 proteine (Scott 1
sar., 1998; Kenessey 1 Ojamaa, 2006), koji su glavni aktivatori sinteze proteina u celiji.
Antiapoptotski efekat Akt ostvaruje inhibicijom proapoptotskih molekula u ¢eliji, kao
Sto su Bad, ¢lan Bcl familije proteina, i kaspaza-9 (Datta i sar., 1997; Zhou i sar., 2000).
Aktivacija Akt signalnog puta doprinosi prezivljavanju neuronskih ¢elijskih linija, kao i

primarnih hipokampalnih neurona koji su izloZzeni dejstvu oksidativnog stresa
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(Matsuzaki i sar., 1999; Salinas i sar., 2001; Hwang i Chun, 2012) i NO radikala (Kang
1 sar., 2003a; Kang i sar., 2003b). Konstitutivno aktivna forma Akt proteina spaSava
dopaminergicke neurone u substantia nigra, kao 1 aksonske nastavke ovih neurona u

strijatumu nakon ubrizgavanja 6-OHDA u mozak miSeva (Ries 1 sar., 2006).

AMPK je unutarcelijski energetski senzor, koji se aktivira u uslovima manjka
ATP-a. Nakon delovanja stimulusa kao S§to su hipoksija, nedostatak nutrijenata i neki
hormoni, aktivirana AMPK pokrecée katabolicke (glikoliza, oksidacija glukoze i masnih
kiselina), a inhibira anabolic¢ke procese (sinteza proteina, masnih kiselina, holesterola) u
¢eliji sa ciljem obezbedenja energije. Takode, AMPK aktiviraju i citokini 1 ¢elijski
stresori, koji ne uticu na nivo ATP-a (Ronnett i sar., 2009). AMPK je visoko
eksprimirana u neuronima i brzo se aktivira pod dejstvom hipoksije, gladovanja i
ishemijske povrede mozga (Ramamurthy i Ronnett, 2006). Medutim, in vitro studije jo$
uvek ne pruzaju jasnu sliku o tome da li je ova aktivacija AMPK indukovana stresom u
neuronima protektivna ili Stetna. Aktivacija AMPK §titi SH-SYS5Y celije humanog
neuroblastoma od toksi¢nog efekta beta-amiloida (Greco i1 sar., 2009) i kulturu
primarnih hipokampalnih neurona pacova od stresa izazvanog gladovanjem (Culmsee i
sar., 2001), dok, sa druge strane, aktivator AMPK AICAR pospesuje apoptozu u toku
oksidativnog stresa u kulturi mi§jih Neuro 2a neuroblastoma (Jung 1 sar., 2004).
Dosadasnji podaci iz in vivo studija su takode kontroverzni. Tako akutna farmakoloska
inhibicija AMPK smanjuje veli¢inu pogodenog podruc¢ja na modelu ishemijom-izazvane
neurodegeneracije na miSevima (McCullough i sar., 2005), dok rezultati novije studije
na istom in vivo modelu govore u prilog neuroprotektivnoj ulozi hroni¢nog tronedeljnog
pretretmana aktivatorom AMPK metforminom (Li i sar.,, 2010). Efekat aktivacije
AMPK u navedenim in vivo studijama verovatno je delimi¢no posredovan azot
monoksidom i peroksinitritom. U prilog ovoj tezi govori ¢injenica da je kod nNOS
nokaut miSeva istovremeno sa smanjenom aktivacijom AMPK zabelezeno i smanjenje
veli¢ine podru¢ja pogodenog ishemijom (McCullough 1 sar., 2005). Sli¢no,
neuroprotektivni efekat hroni¢nog pretretmana aktivatorom AMPK metforminom je
izgubljen kod nNOS nokauta (Li 1 sar., 2010). Pored toga, Zou i saradnici (Zou 1 sar.,
2002; Zou 1 sar., 2003) su pokazali da egzogeno dodat peroksinitrit aktivira AMPK u

kulturi endotelnih celija.
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Svoje efekte na energetski status AMPK ostvaruje i inhibicijom mTOR proteina.
Glavna funkcija mTOR-a je promovisanje rasta celije, Sto postize fosforilacijom i
aktivacijom regulatora translacije proteina — p70S6K (kinaza koja fosforiliSe S6
subjedinicu ribozoma) i 4E-BP (engl. eukaryotic translation initiation factor 4E binding
protein) kao 1 inhibicijom autofagije (Wullschleger 1 sar., 2006). U uslovima
gladovanja, hipoksije 1 pod dejstvom RKV (Kroemer i1 sar., 2010) usled pojacanih
energetskih potreba, AMPK inhibira mTOR 1 aktivira autofagiju. Pored obezbedenja
energije, inhibicija aktivnosti mTOR-a moze imati i negativne posledice po celiju.
Pokazano je da apoptoza izazvana oksidativnim stresom u kulturi PC12 ¢elija
pacovskog feohromocitoma i1 primarnih misjih neurona ukljucuje aktivaciju AMPK 1

inhibiciju mTOR-a (Chen i sar., 2010).

1.1.5. Uloga dopaminskih liganada u neurodegeneraciji

Dopamin je neurotransmiter koji ucestvuje u kontroli ponaSanja, raspoloZenja,
voljnih pokreta, u€enja. Svoje efekte ispoljava nakon vezivanja za jedan od pet tipova
dopaminskih receptora — DI1-D5. Dopaminski receptori su nishodno povezani sa
G-proteinima 1 prenose signal preko sekundarnog glasnika ciklicnog adenozin-
monofosfata (cAMP). D1 i D5 receptori su povezani sa subjedinicom G-proteina koji
aktivira enzim adenilat ciklazu i povecava koncentraciju cAMP-a u ¢eliji, dok su D2,
D3 i D4 receptori povezani sa subjedinicom G-proteina koja inhibira adenilat ciklazu i
smanjuje koli¢inu unutaréelijskog cAMP-a. Postoje 2 forme D2 receptora — D2s (short),
koja je smeStena presinapticki i ima funkciju autoreceptora i D21 (long), koja
funkcioniSe kao klasi¢ni postsinapticki receptor (Missale 1 sar., 1998). Iako je
zastupljenost dopaminergickih neurona u mozgu mala (manje od 1/100000) oni su
organizovani u 4 veoma vazna puta — mezolimbicki, mezokortikalni, nigrostrijatalni i
tuberoinfundibularni, ¢iji su poremecaji povezani sa nekoliko neuroloskih i
psihijatrijskih oboljenja (Girault 1 Greengard, 2004). Propadanje dopaminergickih
neurona u nigrostrijatalnom putu dovodi do PB, dok se preterana aktivacija

mezolimbickog 1 mezokortikalnog puta javlja u shizofreniji, hroni¢nom
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neurodegenerativnom oboljenju (Girault i Greengard, 2004).

Ligandi za dopaminske receptore sa uspehom se koriste u terapiji PB 1
shizofrenije. PoSto se nedostatak dopamina nalazi u osnovi PB, glavna terapijska
strategija je potenciranje dopaminergicke transmisije nadoknadivanjem samog
dopamina u obliku derivata levodope koji prolazi krvno-mozdanu barijeru i koris¢enjem
agonista dopaminskih receptora. Agonisti D2 1 D3 receptora predstavljaju lekove izbora
u ranoj PB, kada joS uvek nije doslo do potpunog razaranja dopaminergickih neurona u
nigrostrijatalnom putu. Sa druge strane, antagonisti, a poslednjih decenija i parcijalni
agonisti D2 1 D4 receptora, koriste se za blokiranje halucinacija i deluzija koje kod
obolelih od shizofrenije izaziva preterana aktivnost dopaminergickog sistema (Rang,
2003). Efekti koje ovi lekovi postizu preko dopaminskih receptora su razlog za
poboljSanje simptoma u PB i shizofreniji. Takode, klinicke studije ukazuju na
moguénost da dopaminski ligandi, pored spreCavanja simptoma, usporavaju
napredovanje neurodegenerativnih promena u PB 1 shizofreniji 1 utiCu pozitivno na tok
obe bolesti (Parkinson Study Group, 2002; Lieberman i sar., 2005). Jo§ uvek se ne zna
tacan mehanizam kojim dopaminski ligandi ostvaruju neuroprotektivan efekat, ali in
vitro studije pokazuju da ti efekti mogu biti 1 zavisni (Chen 1 sar., 2008) 1 nezavisni od
vezivanja za dopaminske receptore. Dejstva nezavisna od vezivanja za receptore
dopaminski ligandi ostvaruju direktnim vezivanjem OH i NO radikala (Gémez-Vargas i
sar., 1998), zatim povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima (Hara i sar., 2006),
stabilizacijom membrane mitohondrija (Gille 1 sar., 2002) i1 inhibicijom sledstvene
apoptoze (Carvey i Ling, 2000; Wang 1 sar., 2005). Sposobnost nekih dopaminskih
liganada da direktno vezuju slobodne radikale moze se objasniti prisustvom
hidroksilovane benzenske strukture u molekulu, ali druge zajednicke osobine ovih
liganada koje bi mogle biti odgovorne za ostale neuroprotektivne efekte joS uvek nisu
identifikovane (Le 1 sar., 2000). Dejstva zavisna od vezivanja za dopaminske receptore
ukljucuju inhibiciju oslobadanja dopamina u sinapti¢ku pukotinu, kao i aktivaciju
prezivljavajuéih signalnih puteva u ¢eliji zavisnih od fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K)

(Bozzi i Borrelli, 2006; Nair 1 Sealfon, 2003).
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1.1.5.1. Arilpiperazini

Arilpiperazinska grupa ulazi u sastav nekoliko grupa jedinjenja sa razliitim
farmakoloskim efektima. Tako arilpiperazinsku grupu sadrze ligandi za dopaminske i
serotoninske receptore koji se koriste kao antipsihotici i anksiolitici, antihipertenzivi iz
grupe kalcijumskih blokatora, acetilholinesterazni inhibitori 1 antinociceptivi (Romero i
sar., 2006). Najpoznatiji arilpiperazin je atipi¢ni antipsihotik aripiprazol (Abilify®,
Bristol-Myers Squibb), parcijalni agonista D2 receptora koji se koristi u terapiji
shizofrenije, bipolarnog poremec¢aja 1 klinicke depresije, i1 pokazuje znacajne
neuroprotektivne efekte in vitro (Yang 1 Wang, 2008; Koprivica i sar., 2011) 1 in vivo
(Cosi 1 sar.,, 2005). Iako je ublazavanje simptoma psihoze posledica vezivanja
antipsihotika za dopaminske (i serotoninske) receptore u mozgu, neuroprotektivni efekti
aripiprazola ne mogu se jasno povezati sa afinitetom za ove receptore, jer postoje podaci
koji govore u prilog ,receptorske” teorije (Yang i Wang, 2008), ali i protiv nje
(Koprivica 1 sar., 2011). Smatra se da je neuroprotektivno dejstvo aripiprazola
delimi¢no posredovano inhibicijom toksi¢nih efekata ekscitatorne aminokiseline
glutamata (Koprivica i sar., 2011; Yang i Wang, 2008), ¢ija disfunkcija moze biti vazna
za razvoj neurodegeneracije kod obolelih od shizofrenije (Deutsch i sar., 2001), ali 1
poboljsanjem protektivnih potencijala neurona. Tako, u kulturi SH-SYSY <¢elija
humanog neuroblastoma aripiprazol povecava nivoe neurotrofickog faktora koji se
sintetiSe u mozgu (engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), a koji je zaduzen za
rast 1 diferencijaciju neurona, povecava ekspresiju antiapoptotskog Bcl-2 proteina i

inhibira proapoptotsku kinazu glikogen sintaze-3p (Park i sar., 2009).

Uticaj dopaminskih liganada sa arilpiperazinskom strukturom na oksidativni
stres u ¢elijskim kulturama slicnim neuronima do sada je ispitivan samo za aripiprazol.
Utvrdeno je da on stiti PC12 ¢elije pacovskog feohromocitoma od stresa izazvanog
MPP -om tako $to smanjuje nivo unutaréelijskih RKV, povecava aktivnost SOD i
smanjuje ekspresiju proapoptotskog Bax proteina (Park 1 sar., 2011). Medutim, iako je
pokazano da aripiprazol mozZe inhibirati oslobadanje NO iz mi§jih mikroglijalnih Celija
stimulisanih interferonom-gama (Kato i sar., 2008), uticaj arilpiperazina na stres

izazvan azot monoksidom jo$§ uvek nije ispitivan. Takode, nije ispitivan ni efekat
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arilpiperazina u oksidativnom stresu izazvanom 6-OHDA-om.

16



2. CILJEVI

Imaju¢i u vidu veoma bitnu ulogu NO i oksidativnog stresa u neurodegeneraciji,

kao i da je ve¢ pokazano da arilpiperazinski ligandi Stite neuronima sli¢ne ¢elije od

oksidativnog stresa, postavljeni su sledeci ciljevi ovog rada:

Ispitati potencijal 20 novosintetisanih arilpiperazina da Stite SH-SYSY
neuroblastomske celije od toksicnog delovanja 6-OHDA 1 azot monoksida

poreklom od NO donora SNP i makrofaga.

Ispitati unutarcelijske mehanizme kojima arilpiperazini sa najjacim
neuroprotektivnim delovanjem Stite od toksicnog delovanja NO 1 6-OHDA,
odnosno ispitati sposobnost arilpiperazina da moduliSu NO-om i 6-OHDA-om
indukovanu apoptozu, autofagiju, aktivaciju kaspaza, smanjenje potencijala
mitohondrija, oksidativni stres, aktivaciju ili inhibiciju osnovnih signalnih
puteva ukljuenih u regulaciju celijske smrti (MAP kinaze, Akt, AMPK,
mTOR).

Ispitati afinitete arilpiperazina za humane dopaminske D2 receptore, unutrasnju
aktivnost  najaktivnijih  arilpiperazina, kao 1  zavisnost njihovog

neuroprotektivnog delovanja od vezivanja za dopaminske receptore.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. REAGENSI I RASTVORI

3.1.1. Reagensi

U izradi ovog rada su korisc¢eni sledec¢i reagensi: serum fetusa goveceta (engl.
fetal calf serum, FCS), medijumi za kultivaciju ¢elija — DMEM (engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium; GIBCO, Paisley, Velika Britanija), MEM (engl. Modified
Eagle Medium), Ham F12, RPMI-1640 (eng/. Roswell Park Memorial Institute
Medium), L-glutamin, MEM neesencijalne aminokiseline, rastvor antibiotika i
antimikotika, geneticin (G418) (PAA, Linz, Austrija), natrijum piruvat (GIBCO), tripsin
(Invitrogen, Paisley, Velika Britanija), etilendiamino tetrasiretna kiselina (EDTA),
etilen glikol tetrasiré¢etna kiselina (EGTA), Tris, HEPES, natrijum nitroprusid (engl.
sodium nitroprusside, SNP), 6-hidroksidopamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD),
*H-spiperon (specifi¢na aktivnost 18.8 Ci/mmol; Amersham Biosciences, Piscataway,
SAD), (+)-butaklamol (Sigma-Aldrich), 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX; Acros
Organics, Geel, Belgija), forskolin (Biochemica, St. Louis, SAD), klozapin (ICN
Biomedicals, Solon, SAD), spiperon, dopamin (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil fosfat,
Tween 20, akrilamid/bisakrilamid (30% w/v), N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin
(TEMED) (SERVA, Heidelberg, Nemacka), jodonitrotetrazolijum hlorid, mlecna
kiselina, N-metilfenazonijum metilsulfat, p-nikotinamid adenin dinukleotid, triton
X-100, bafilomicin-Al, sulpirid (Sigma-Aldrich), MgCl,, NaCl, KCIl, Na,HPOy,
KH,PO4, KOH, Na,CO;, NaOH, natrijum tartarat, Cu,SO4, toluen (Lach-Ner,
Neratovice, Ceska Republika), NaNO, (Merck, Darmstadt, Nemacka), pacovski
rekombinantni IFN-y (PeproTech, Rocky Hill, SAD), lipopolisaharid E. coli (LPS),
akridin oranz (Sigma-Aldrich), aneksin V-FITC, propidijum jodid (PI; BD Pharmingen,
San Diego, SAD), ApoStat (R&D Systems, Minneapolis, SAD), dihidroetidijum (DHE),
4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF) (Invitrogen), JC-1 (R&D Systems), albumin iz
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seruma goveceta (engl. bovine serum albumin, BSA), RNaza, naftilendiamin
dihidrohlorid, sulfanilamid, nitrotetrazolijum plavo (engl. nitroblue tetrazolium, NBT),
dimetilsulfoksid (DMSQO), N-acetilcistein, askorbinska kiselina, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (emgl. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH) (Sigma-Aldrich), zec¢ja
antitela protiv fosforilisanih i totalnih formi Akt, ERK, JNK, AMPK, p70S6K, LC-3
(Cell Signaling Technology, Danvers, SAD) i B-aktina (Abcam, Cambridge, SAD),
kozji anti-zec¢ji IgG konjugovan sa peroksidazom rena (SouthernBioteck, Birmingham,
SAD), metanol, H3PO4, natrijum acetat, metanol, etanol, hlorovodoni¢na kiselina,
glicerol (Zorka, Sabac, Srbija), adenozin trifosfat, perhlorna kiselina, K,CO3;, KH,POy,,
tertrabutil amonijum hidrogen fosfat, fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), natrijum
ortovanadat, natrijum fluorid, koktel inhibitora proteaza, NP-40, natrijum dodecil sulfat
(engl. sodium dodecyl sulfate, SDS), bromfenol plavo, amonijumpersulfat, glicin,
Coomassie Brilliant Blue G-250, Folin-Ciocalteu fenol reagens, 2,5-difeniloksazol
(PPO) (Sigma-Aldrich), 1,4-bis-(5-feniloksazol-2-il)-benzen (POPOP) (Backman
Instruments, Fullerton, SAD), odmas¢eno mleko u prahu (Carl Roth, Karlsruhe,

Nemacka) i cAMP kit (Assay Designs, New York, SAD).

3.1.2. Rastvori

Medijum za gajenje SH-SYS5Y ¢elija je bio kombinovani MEM/Ham F12 (1:1)
obogacen sa 10% FCS, 2 mM L-glutaminom, rastvorom neesencijalnih aminokiselina i
0.25 pg/ml amfotericina B. Medijum za gajenje CHO (engl. chinese hamster ovary)
¢elija sa stabilno eksprimiranim humanim D2s receptorom je bio DMEM obogacéen sa
5% FCS, 2 mM L-glutaminom, rastvorom neesencijalnih aminokiselina, 1 mM natrijum
piruvatom, 100 IJ/ml penicilina, 0.1 mg/ml streptomicin sulfata i 400 pg/ml aktivnog
geneticina radi odrzavanja pozitivhog selekcionog pritiska. Medijum za gajenje
pacovskih peritonealnih makrofaga je bio RPMI-1640 puferisan 25 mM HEPES-om i
obogacen sa 10% FCS, 2 mM L-glutaminom, 10 mM natrijum piruvatom, 100 1J/ml

penicilina, 0.1 mg/ml streptomicin sulfata i 0.25 pg/ml amfotericina B.

Za odlepljivanje adherentnih ¢elija od podloge je koriS¢en 0.25% rastvor tripsina
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u PBS-u (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO, i 2 mM KH,POy4, pH 7.4), uz
dodatak 0.02% EDTA. Za brojanje ¢elija je koriS¢en 0.1% rastvor boje tripan plavog u
PBS-u. Za ispitivanje Celijske smrti testom aktivnosti kisele fosfataze je koriS¢en rastvor
10mM p-nitrofenil fosfata u 0.1 M natrijum acetatu (pH 5.5) uz dodatak 0.1% tritona
X-100. Za ispitivanje citotoksi¢nosti neurotoksina testom oslobadanja laktat
dehidrogenaze je koris¢en rastvor koji je sadrzao 54 mM mle¢nu kiselinu, 0.28 mM N-
metilfenazonijum metilsulfat, 0.66 mM jodonitro-tetrazolijum hlorid 1 1.3 mM -
nikotinamid adenin dinukleotid u 0.2 M Tris puferu, pH 8.2. Griess-ov reagens je
dobijan meSanjem istih zapremina 0.1% rastvora naftilendiamina dihidrohlorida i 1%
rastvora sulfanilamida u 5% H3PO, 1 kori$¢en je za odredivanje koncentracije nitrita u
supernatantima kultura c¢elija. Za odredivanje antiradikalske aktivnosti ispitivanih
supstanci koris¢eni su 0.1 mg/ml rastvor nitrotetrazolijum plavog u DMSO-u i 50 uM
rastvor DPPH u metanolu. Arilpiperazini su ¢uvani na +4°C u obliku osnovnih $tokova
koncentracije 10 mM u DMSO. Neposredno pre eksperimenta su rastvarani u rastvoru
koji se sastojao od DMSO i medijuma za gajenje SH-SYSY c¢elija (1:1). Zatim su
finalno razblazeni do koncentracije od 10 uM, tako da koncentracija DMSO u

eksperimentu nije prelazila 0.5%.

3.2. CELIJE I KULTURE CELIJA

Sve Celijske linije gajene su u inkubatoru sa vlaznom atmosferom na temperaturi

od 37°C, pri koncentraciji CO, od 5%.

3.2.1. Kulture ¢elijskih linija i tretmani

Humana neuroblastomska ¢elijska linija SH-SYSY je nabavljena od Americke
kolekcije cCelijskih kultura (American Type Culture Collection, SAD), a CHO ¢elije

stabilno transfektovane kratkom formom humanog D2 receptora (D2s) su poklon

20



profesora P.S. Strange-a (University of Reading, Reading, Velika Britanija). Po
dostizanju konfluentnosti SH-SYSY ¢elije su blago tripsinizovane, centrifugirane i
koris¢ene za eksperimente. CHO celije su nakon dostizanja konfluentnosti skidane sa
flaska pomocu rastvora 4 mM EDTA u PBS-u. Zatim su centrifugirane i dalje gajene u
odgovaraju¢em medijumu do momenta izolovanja receptora ili odredivanja unutraSnje

aktivnosti arilpiperazina.

Za testove vijabilnosti 1 kokultivacije SH-SYSY ¢elije su sadene u polistirenske
plocice sa 96 bunari¢a sa ravnim dnom (Sarstedt, Niimbrecht, Nemacka) u gustini od
1.5 x 10" ¢elija/bunaru, dok su za FACS analize sadene u polistirenske ploice sa 24
bunara sa ravnim dnom (Sarstedt) u gustini od 1.2 x 10° éelija/bunaru. Za imunoblot
analize aktivnosti kinaza i HPLC analizu unutarcelijskog sadrzaja ATP-a SH-SYSY
éelije su sadene u gustini od 1 x 10° éelija u Petrijeve posude pre¢nika 10 cm (Sarstedt)
1 tretirane nakon dostizanja 80% konfluentnosti. Za ispitivanje unutra$nje aktivnosti
arilpiperazina na hD2 receptorima, CHO ¢elije su sadene u ploCice sa 24 bunara sa
ravnim dnom u gustini od 1 x 10° éelija/bunaru. Nakon 24 h, éelije su tretirane po

postupcima koji su opisani u legendama figura.

Pre svakog eksperimenta celije su pretretirane 30 minuta arilpiperazinima u
finalnoj  koncentraciji 10 uM, a zatim su izloZzene delovanju SNP-a,

3-morfolinosidnonimina, LPS i IFN-y ili 6-OHDA.

3.2.2. Izolovanje makrofaga

Makrofagi su izolovani iz peritonealnog ispirka pacova muzjaka Wistar soja
starih od 2-4 meseca uz pomo¢ hladnog rastvora PBS. Zivotinje su gajene pod
standardnim uslovima u Odgajivacnici Zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja
"SiniSa Stankovi¢". Pacovi su Zrtvovani giljotiniranjem, nakon cega je sterilno u
peritonealnu duplju ubrizgivan PBS. Nakon par minuta, ispirak je sakupljan Pasterovom
pipetom i centrifugiran na 300 x g, 10 minuta. Celije u talogu su resuspendovane do

zeljene gustine u medijumu za kultivaciju 1 razlivane u plasti¢ne ploce.
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Za eksperimente kokultivacije SH-SYSY celije su posadene u plocice sa 96
bunari¢a u naznacenoj gustini, a nakon 24 h su dodati peritonealni makrofagi u gustini
od 5 x 10* ¢elija po bunaru. Nakon 4 h inkubacije neadherirani makrofagi su isprani i
¢elije su tretirane kako je navedeno u legendama figura. Za ispitivanje uticaja
arilpiperazina na produkciju NO od strane stimulisanih makrofaga, makrofagi su sadeni
u plocice sa 96 bunariéa u gustini od 5 x 10* ¢elija po bunaru (za odredivanje nitrita
Griess-ovom metodom) ili u plo&e sa 24 bunara u gustini od 5 x 10° éelija po bunaru (za
FACS analizu sadrzaja NO pomoc¢u DAF-a). Pacovski peritonealni makrofagi su

stimulisani da stvaraju NO pomoc¢u LPS (5 pg/ml) i pacovskog IFN-y (10 ng/ml).

3.3. PRIMENJENE METODE

3.3.1. Odredivanje broja i vijabilnosti Celija

Ukupan broj zivih ¢elija odredjivan je brojanjem pod mikroskopom u komori po
Biirker-Tiirk-u nakon bojenja sa rastvorom boje tripan plavo. Posto se mrtve celije zbog
naruSene grade membrane boje plavo, bilo ih je jednostavno razlikovati od Zivih,

neobojenih ¢elija.

3.3.2. Test kompetitivnog vezivanja radioaktivno obeleZenog spiperona i

ispitivanih arilpiperazina za humani D2 receptor

Membrane sa D2 receptorima su izolovane iz CHO c¢elija po ranije opisanoj
proceduri (Roberts i sar., 2004) uz manje modifikacije. Konfluentne ¢elije iz posuda za
kultivaciju (flaskovi) su ispirane HEPES puferom (20 mM HEPES, 1 mM EGTA,
I mM EDTA, 10 mM MgCl,, pH 7.4, titrirano pomo¢u KOH) 1 skinute struganjem sa

povrsine flaska. Nakon centrifugiranja (900 x g, 10 minuta, 4°C) i odlivanja
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supernatanta, celije u talogu su resuspendovane pomocu ru¢nog homogenizera sa
teflonskim tu¢kom (B. Braun, Melsungen, Nemacka) u puferu za vezivanje liganda
(20 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, 100 mM NacCl, pH 7.4).
Tako dobijena suspenzija ¢elijskih membrana je preciS¢ena centrifugiranjem (600 x g,
10 minuta, 4°C), a membrane su istaloZzene iz supernatanta ultracentrifugiranjem na
48000 x g, 60 minuta, 4°C (centrifuga Beckman L7-55, rotor tip Ti-50). Kona¢ni talog
membrana sa humanim D2 receptorom je resuspendovan u puferu za vezivanje liganda
u finalnoj koncentraciji proteina od 3 mg/ml, alikvotiran, zamrznut u te¢nom azotu i
Cuvan na -70°C do upotrebe. Koncentracija proteina je odredivana metodom po

Markwell-u uz koris¢enje BSA kao standarda (Markwell i sar., 1978).

Test kompetitivnog vezivanja ispitivanih arilpiperazina i “H-spiperona za
humani D2 receptor je kori§¢en da bi se procenio afinitet arilpiperazina za hD2 receptor
i izveden je po ranije opisanoj proceduri (Roberts i sar., 2004). Celijske membrane sa
hD2 receptorima (25 pg proteina/ml) 1 razliCite koncentracije testiranih supstanci (od
10° do 10" M) su inkubirane 3 h na 25°C sa *H-spiperonom (finalna koncentracija
0.4 nM) u puferu za vezivanje liganda. Finalna zapremina svakog uzorka je bila 1 ml.
Nespecificno vezivanje radioaktivnog liganda je odredivano u prisustvu (+)-
butaklamola (3 uM). Reakcija je prekidana brzim filtriranjem kroz Whatman GF/C
filtre pod vakuumom. Filtri su ispirani 2 puta sa po 4ml hladnog PBS-a da bi se uklonila
nevezana radioaktivnost i suseni preko no¢i na sobnoj temperaturi. U plasti¢ne vajle sa
suvim filtrima je sipano po 4 ml scintilacionog koktela na bazi toluena (0.3 g/l PPO,
5 g/l POPOP u toluenu) i radioaktivnost je merena pomocu scintilacionog brojaca (LKB

Wallac 1219 RACKBETA).

Vrednost konstante disocijacije (Kd) za *H-spiperon je prethodno odredena
metodom vezivanja radioliganda za receptore do zasi¢enja (engl. saturation binding

assay).
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3.3.3. Odredivanje unutra$nje aktivnosti arilpiperazina na humanim D2

receptorima

Da bi se odredilo da li se izabrane supstance ponasaju kao antagonisti, parcijalni
ili puni agonisti na hD2 receptorima, odredena je njihova unutrasnja aktivnost na hD2
receptorima. CHO ¢elije su sadene u plodice sa 24 bunara u gustini od 1 x 10°
¢elija/bunaru. Nakon 24 h celije su ispirane DMEM-om bez seruma, a zatim su
inkubirane sa inhibitorom fosfodiesteraze IBMX-om (1 mM) 40 minuta.
Fosfodiesteraza razgraduje cAMP 1 u ovom koraku je inhibirana kako bi se sprecila
pojava lazno negativnih rezultata. Po isteku inkubacije dodat je stimulator adenilat
ciklaze forskolin (10 uM) 1 u odgovarajue bunare su dodate standardne supstance
(spiperon, klozapin ili dopamina) ili ispitivani arilpiperazini (svi u finalnoj koncentraciji
od 10 pM). Nakon 10 minuta medijum je odlivan, a ¢elije su lizirane na sobnoj
temperaturi dodatkom 0.1% tritona X 100 u 0.1 M HCI. Lizati su zatim centrifugirani
10 minuta na 600 x g, a supernatanti su zamrznuti. Iz supernatanta je dalje pomocu

cAMP kita odredivana koncentracija cAMP-a u uzorcima.

Princip rada cAMP kita zasniva se na interakciji izmedu antigena i antitela sa
ciljem da se u lizatu ¢elija odredi koncentracija odredenog antigena, u ovom slucaju
cAMP-a. Neobelezeni cAMP iz uzorka se u reakciji kompeticije sa cAMP-om
obelezenim alkalnom fosfatazom vezuje za zecje poliklonsko antitelo na cAMP. Ovo
antitelo se zatim vezuje za afinitetno preciS¢eno anti-zeCje IgG antitelo, kojim je
fabricki oblozena ploca sa 96 bunara. Ispiranjem plo¢e puferom uklanja se viSak
slobodnog obelezenog i neobelezenog cAMP-a. Koli¢ina obelezenog cAMP-a koja
ostaje vezana za povrSinu bunara je obrnuto proporcionalna koli¢ini cAMP-a iz uzorka.
Kvantifikacija se obavlja spektrofotometrijski, nakon reakcije alkalne fosfataze sa
supstratom p-nitrofenil fosfatom u kojoj nastaje Zuti p-nitrofenolat, ¢ija se apsorbanca
meri na 405 nm. Za izvodenje ove metode u bunare ploCe obloZene precisc¢enim
anti-ze¢jim IgG antitelom najpre je sipan reagens za neutralizaciju, a zatim i1 uzorci i
serijska razblazenja standarda cAMP-a. Nakon toga u bunare su dodati 1 alkalnom
fosfatazom obeleZzeni cAMP i ze¢je poliklonsko antitelo na cAMP. Tokom inkubacije

2 h na sobnoj temperaturi, na Sejkeru, odigravala se reakcija kompetitivnog vezivanja
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obelezenog 1 neobelezenog cAMP-a za antitelo na cAMP, kao i reakcija vezivanja
izmedu zecjeg antitela na cAMP i anti-ze¢jeg IgG antitela. Po zavrSetku inkubacije
ploca je tri puta isprana puferom za ispiranje (0.05 % Tween 20 u Tris puferu), ¢ime je
iz bunara uklonjen viSak cAMP-a i1 nevezanog antitela. Nakon ovog koraka u bunare je
dodat supstrat za alkalnu fosfatazu i ploca je ostavljena 1 h u mraku na sobnoj
temperaturi bez mesanja. U ovom koraku se odigravala reakcija izmedu alkane fosfataze
1 p-nitrofenil fosfata. Reakcija je prekinuta dodavanjem rastvora natrijum fosfata u
bunare i apsorbanca nastalog Zzutog jedinjenja je merena na 405 nm na automatskom
¢itacu ploca za mikrotitraciju (Titrek Multiscan PLUS MK II 314, Flow). Apsorbanca
koja je izmerena u bunarima u kojima je inkubiran samo obelezeni cAMP i p-nitrofenil
fosfat u 0.1 M HCI 1 reagensu za neutralizaciju, bez zecjeg antitela na cAMP, je
smatrana nespecificnom 1 oduzimana je od ostalih ocitanih vrednosti. Maksimalni
kapacitet vezivanja u jednom bunaru (Amax) je odreden inkubacijom obelezenog
cAMP-a sa ze¢jim antitelom na cAMP u 0.1 M HCI i reagensu za neutralizaciju, bez
uzorka ili standarda, 1 naknadnim dodavanjem p-nitrofenil fosfata. Procenat vezanog
cAMP-a po standardu i uzorku u odnosu na maksimalni kapacitet je izraCunat

koriS¢enjem sledece formule:

procenat vezanog cAMP-a = A(uzorka ili standarda) / Amax * 100

Nakon S§to su izracunati procenti vezivanja cAMP-a u svakom standardu i
uzorku, u GraphPad Prism programu je nanosenjem log koncentracije standarda cAMP
na x-osu i procenta vezanog cAMP-a na y-osu napravljena standardna kriva iz koje je
izraCunata koncentracija cAMP-a po uzorku. Normalizacija sadrzaja cAMP-a je uradena
deljenjem dobijenih koncentracija cAMP-a po uzorku sa koncentracijom proteina

odredenom u tom uzorku.
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3.3.4. Test aktivnosti kisele fosfataze

Test se zasniva na merenju aktivnosti lizozomalnog enzima kisele fosfataze koja
predstavlja meru vijabilnosti SH-SY5Y ¢éelija (Connolly i sar., 1986). Celije, koje su na
kraju tretmana Zive i poseduju aktivnu kiselu fosfatazu, liziraju se spomocu tritona
X-100. Na taj nacin ovaj lizozomalni enzim izlazi iz citosola u vancelijski prostor, gde
reaguje sa supstratom p-nitrofenil fosfatom. Kisela fosfataza katalizuje nastanak zutog
p-nitrofenolata, a apsorbanca nastalog proizvoda je direktno proporcionalna broju zivih

celija.

Test je izvoden tako Sto je na kraju inkubacije medijum za kultivaciju odstranjen
1 u svaki bunar je dodato po 100 ul sveze pripremljenog rastvora sa supstratom za kiselu
fosfatazu 1 tritonom X-100 (10 mM p-nitrofenil fosfat i 0.1% triton X-100 u 0.1 M
natrijum acetatu, pH 5.5). Nakon inkubacije od 1 h na 37°C, reakcija je prekinuta
dodavanjem 50 pl 1 M NaOH. Apsorbanca dobijenog zutog produkta je merena na
talasnoj duzini od 405 nm na automatskom c¢itacu ploca za mikrotitraciju (Titrek
Multiscan PLUS MK II 314, Flow). Od svake vrednosti je oduzeta apsorbanca samog
rastvora sa supstratom 1 NaOH 1 rezultati su izraZeni kao procenat vijabilnosti kontrole,
tj. netretiranih celija. Vijabilnost tumorskih ¢elija u kokultivaciji sa makrofagima
dobijena je oduzimanjem vrednosti absorbance za makrofage inkubirane same i

izrazavana je kao % vijabilnosti u odnosu na kontrolne kulture bez makrofaga.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti laktat dehidrogenaze

Aktivnost citosolnog enzima laktat dehidrogenaze (LDH) je uzimana kao mera
citotoksi¢nosti neurotoksina 6-OHDA. LDH se oslobada iz citosola u medijum nakon
oStecenja Celijske membrane ili posle lize ¢elija, Sto se moze desiti 1 u toku apoptoze 1 u
toku nekroze. Aktivnost LDH u medijumu za kultivaciju direktno je proporcionalna
broju celija sa oSteCenom membranom u kulturi i zato se moze smatrati merom

citotoksi¢nosti agensa koji je ta oSteCenja izazvao. Princip testa se sastoji u tome da
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LDH katalizuje oksidaciju laktata do piruvata uz istovremenu redukciju NAD" do
NADH i H'. U drugom koraku se uz pomoé¢ N-metilfenazonijum metilsulfata kao
prenosnika nastalog H' jodonitrotetrazolijum redukuje do intenzivno crveno obojenog

rastvorljivog formazana, koji apsorbuje svetlost talasne duzine 492 nm.

Test je izvoden tako S$to je na kraju inkubacije po 50 pl medijuma za kultivaciju
iz svakog bunara preneto u novu ploc¢u i meSano sa istom zapreminom supstrata za LDH
(54 mM mlecna kiselina, 0.28 mM N-metilfenazonijum metilsulfat, 0.66 mM
jodonitrotetrazolijum hlorid, 1.3 mM B-nikotinamid adenin dinukleotid u 0.2 M Tris
puferu, pH 8.2). Nakon inkubacije od 10 minuta, ocitana je apsorbanca na 492 nm na
automatskom citacu ploca za mikrotitraciju (Titrek Multiscan PLUS MK II 314, Flow).
Da bi se procenila maksimalna moguca aktivnost LDH u kulturi, netretirane Celije su
razarane 3% tritonom X-100 1 supernatant iz tih kultura je takode meSan sa supstratom
za LDH. Kao kontrola je uzeta aktivnost LDH u netretiranim ¢elijama. Od svake
vrednosti je oduzeta apsorbanca smeSe supstrata za LDH i cistog medijuma i

citotoksi¢nost je raCunata po sledecoj formuli:

citotoksi¢nost (%) = (Auzorka — Akontrole) / (Atritona — Akontrole) * 100

gde Auzorka predstavlja apsorbancu tretiranih celija, Akontrole apsorbancu

kontrolnih ¢elija, a Atritona apsorbancu ¢elija tretiranih tritonom X-100.

3.3.6. Fazno kontrastna mikroskopija

Morfoloske promene humane neuroblastomske Ccelijske linije SH-SYSY

analizirane su na Leica DCF320 mikroskopu pri ¢emu je izabrano uvelicanje od 20x.
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3.3.7. Detekcija apoptoze i nekroze

Apoptoza i nekroza analizirane su na FACSCalibur proto¢nom citofluorimetru
(BD, Heidelberg, Nemacka) nakon dvostrukog bojenja sa aneksin V-FITC i PL
Aneksin V-FITC se vezuje za fosfatidilserinske ostatke koji se kod apoptoti¢nih ¢elija
nalaze sa spoljasnje strane celijske membrane Ciji integritet je oCuvan (rana faza
apoptoze), dok PI ulazi u Celije sa oSteCenom membranom 1 vezuje se za DNK (kasna
faza apoptoze ili nekroza). Aneksin V-FITC takode ulazi u ¢elije sa oStecenom
membranom 1 u njima se vezuje za fosfatidilserinske ostatke. Zato se smatra da su
Aneksin/PT" éelije Zive, Aneksin'/PI” éelije u ranoj fazi apoptoze, a Aneksin'/PI" éelije

u kasnoj fazi apoptoze/nekroticne.

Nakon tretmana, ¢elije su centrifugirane na 500 x g, 5 minuta, resuspendovane u
100 uL aneksin vezujuceg pufera sa aneksin V-FITC (2 pg/ml) i propidijum jodidom
(20 pg/ml) 1 inkubirane 15 minuta u mraku. Neposredno pre analize na FACSCalibur-u
u suspenziju éelija je dodato 400 pl pufera. Procenat Aneksin’/PI, Aneksin'/PI i
Aneksin'/PI" ¢elija odredivan je koris¢enjem CellQuest Pro softvera (BD, Heidelberg,

Nemacka).

Pored bojenja sa aneksin V-FITC/PL, za detekciju apoptoze je koriS¢eno i
obelezavanje ¢elija sa PI. Princip ove metode zasniva se na osobini PI da se umece u
dvolancani molekul nukleinskih kiselina 1 produkuje crvenu fluorescencu
proporcionalnu sadrzaju DNK u ¢eliji. U kasnoj fazi apoptoze endonukleaze razgraduju
DNK u male fragmente veli¢ine oko 180 baznih parova, koji se akumuliraju u ¢eliji. Ovi
oligomeri se mogu ukloniti fiksiranjem ¢elija pomoc¢u etanola i ispiranjem PBS-om,
¢ime se smanjuje sadrzaj DNK u ¢eliji. S obzirom na manji sadrzaj DNK, apoptoti¢ne
¢elije se nakon bojenja sa PI i olitavanja crvene fluorescence na protocnom
citofluorimetru distribuiraju ispred vijabilnih ¢elija na histogramu formirajuéi zonu
specificnu za apoptozu koja se naziva sub-Gy/G; ili hipodiploidni region. Posto se PI

vezuje 1 za RNK neophodno je razgraditi RNK prisutnu u uzorku primenom RNAze.

Analiza je izvodena tako Sto su nakon isteka inkubacije supernatanti iz kultura

sakupljani, a ¢elije oprane u PBS-u 1 odlepljivane tripsinom. Nakon fiksiranja ¢elija u
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70% etanolu 60 minuta na 4°C, sledilo je pranje u PBS-u da bi se uklonio etanol i
centrifugiranje na 800 x g 7 minuta. Celije su resuspendovane u 500 ul PBS-a, dodata
im je RNAza (70 pg/ml) i inkubirane su 2 minuta na 37°C. Odmah potom je suspenziji
¢elija dodat 1 PI (20 pg/ml) i inkubacija je nastavljena jo§ 30 minuta na 37°C u mraku.
Po isteku inkubacije crvena fluorescenca poreklom od kompleksa PI-DNK je ocitana na
proto¢nom citofluorimetru. Nakon $to su celijski agregati kompjuterski iskljuceni iz
analize, udeo hipodiploidnih ¢elija u sub-Gy¢/G; fazi celijskog ciklusa je analiziran

koris¢enjem Cell Quest Pro softvera.

3.3.8. Detekcija aktivacije kaspaza

Aktivacija kaspaza merena je proto¢nom citofluorimetrijom nakon obelezavanja
¢elija permeabilnim pan-kaspaznim inhibitorom ApoStat-om, koji je konjugovan sa
zelenom fluoroforom fluorescein izotiocijanatom (FITC). Kaspaze su cistein proteaze
koje nakon aktivacije razgraduju celijske proteine i dovode do reorganizacije skeleta,
fragmentacije DNK, kondenzacije hromatina i smrti éelije apoptozom. ApoStat se
selektivno vezuje za aktivirane kaspaze, dok nevezani ApoStat izlazi iz ¢elije 1 eliminiSe
se ispiranjem. Intenzitet fluorescence FITC-a, koji se detektuje na protocnom

citofluorimetru, direktno je proporcionalan aktivnosti kaspaza u ¢eliji.

Po isteku inkubacije ¢celije su isprane u PBS-u i tripsinizovane. Nakon
centrifugiranja na 500 x g 5 minuta, ¢elijama je dodato 100 pl rastvora ApoStat-a
(0.5 ug/ml) u medijumu za kultivaciju i smeSa je inkubirana 30 minuta na 37°C u
mraku. Potom, da bi se isprala nevezana boja u svaku epruvetu je dodat PBS i ¢elije su
centrifugirane na 500 x g 5 minuta. Celije su resuspendovane u 500 ul PBS-a, a zatim
analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Porast zelene fluorescence u odnosu na

kontrolu predstavljao je meru aktivnosti kaspaza u tretiranoj populaciji ¢elija.
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3.3.9. Merenje potencijala membrane mitohondrija

Potencijal membrane mitohondrija je procenjen protocnom citofluorimetrijom
¢elija bojenih fluoroforom JC-1 (5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetra-
etilbenzimidazolilkarbocijanin jodid). Ova boja je lipofilni katjon koji zahvaljujuéi
pozitivnom naelektrisanju prolazi kroz membranu mitohondrija kada je potencijal
membrane mitohondrija (Ay) ocuvan (tj. kada je unutrasnjost mitohondrija negativno
naelektrisana). U mitohondrijalnom matriksu formiraju se JC-1 agregati koji
fluoresciraju narandzasto-crveno (detekcija na FL-2 kanalu FACSCalibura). Ukoliko je
Ay naruSen, kao $to je to slucaj u apoptozi usled formiranja pora u mitohondrijalnoj
membrani, JC-1 ne moze da se akumulira u mitohondrijama, ve¢ ostaje u citoplazmi u
svojoj monomernoj formi 1 fluorescira zeleno (detekcija na FL-1 kanalu
FACSCalibura). Stoga je povecanje zelene fluorescence u odnosu na crvenu (porast
FL1/FL2) pokazatelj pada Av, tj. depolarizacije mitohondrija, dok je povecanje crvene
fluorescence u odnosu na zelenu (porast FL2/FL1) pokazatelj porasta Ay, tj.

hiperpolarizacije mitohondrija.

Analiza je izvodena tako §to su po zavrSetku inkubacije supernatanti sakupljani,
¢elije ispirane PBS-om i tripsinizovane. Nakon centrifugiranja (500 x g, 5 minuta), talog
¢elija je resuspendovan u 100 pl boje JC-1 (finalna koncentracija 5 pg/ml) rastvorene u
JC-1 vezujuéem puferu i smesa je inkubirana 20 minuta na 37°C u mraku. Po isteku
inkubacije ¢elijama je dodat PBS i centrifugirane su na 500 x g 5 minuta. Postupak je
ponovljen jo§ jednom kako bi se uklonio visak nevezane boje. Celije su resuspendovane
u 500 pul PBS-a i fluorescenca zelenih monomera i crvenih agregata boje JC-1 je
detektovana na FACSCalibur protocnom citofluorimetru. Rezultati su predstavljeni kao
odnos crvene i zelene fluorescence (FL2/FL1) pri ¢emu porast ovog odnosa u poredenju
sa kontrolom odrazavao povecanje (hiperpolarizaciju), a smanjenje ovog odnosa pad

(depolarizaciju) potencijala membrane mitohondrija.
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3.3.10. Merenje unutarcéelijske produkcije superoksidnog anjona i azot monoksida

Nastanak superoksidnog anjon radikala je detektovan na protocnom
citofluorimetru nakon bojenja ¢elija fluorescentnom bojom DHE, dok je unutarcelijska
produkcija nitrozonijum jona (NO") merena takode proto¢nom citofluorimetrijom nakon
obelezavanja Celija fluorescentnom bojom DAF. Dihidroetidijum slobodno ulazi u ¢eliju
1 nakon reakcije sa superoksidnim anjon radikalom daje crveni fluorescentni produkt
etidijum, koji se interkalira u DNK 1 ¢iji intenzitet fluorescence se meri.
Diaminofluorescein diacetat takode slobodno difunduje u ¢éeliju, gde ga ¢elijske esteraze
prevode u nepermeabilni diaminofluorescein. Na taj nacin se sprecava gubitak signala
do koga bi doslo izlaskom DAF-a van ¢elije. Diaminofluorescein u Celiji reaguje sa NO

u prisustvu kiseonika pri ¢emu nastaje triazolofluorescein, koji fluorescira zeleno.

Testovi su izvodeni tako §to su celije u poslednjih 30 minuta tretmana
inkubirane sa fluorescentnim bojama DHE i DAF (20 uM). Nakon tripsinizacije, ¢elije
su centrifugirane na 500 x g 5 minuta. Talogu je dodat PBS i nakon centrifugiranja
(500 x g, 5 minuta), ¢elije su resuspendovane u 500 ul PBS-a. Crvena fluorescenca
poreklom od DHE (FL-2), odnosno zelena fluorescenca poreklom od DAF-a (FL-1) su
merene na FACSCalibur proto¢nom citofluorimetru. Povecanje fluorescence u odnosu
na kontrolu je bilo pokazatelj povecane unutaréelijske koncentracije superoksid anjona

(DHE) ili NO (DAF) radikala.

3.3.11. Detekcija autofagije pomocu protocnog citofluorimetra

Prisustvo kiselih autofagnih vezikula u ¢elijama je detektovano na proto¢nom
citofluorimetru kori§¢enjem fluorescentne supravitalne boje akridin oranz. Ova boja je
pH senzitivna i u kiselim vezikulama fluorescira crveno-narandzasto, a u citoplazmi 1
jedru zeleno. Intenzitet crvene fluorescence je proporcionalan stepenu kiselosti i
zapremini kiselih vezikula u ¢eliji. Zato povecanje crveno-narandzaste fluorescence pod

dejstvom tretmana, uz nepromenjenu zelenu, ukazuje na pojavu autofagije u tretiranim
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¢elijama.

Analiza je izvodena tako Sto su ¢elije 15 minuta pred kraj tretmana inkubirane sa
1 uM boje akridin oranz. Po isteku inkubacije ¢elije su tripsinizovane i centrifugirane na
500 x g 5 minuta. Nakon jednog pranja u PBS-u, talog je resuspendovan u 500 pl PBS-a
1 crveno-narandzasta (FL-3) i1 zelena (FL-1) fluorescenca su merene na FACSCalibur-u.
Rezultati su predstavljeni kao odnos FL-3/FL-1, pri ¢emu povecanje ovog odnosa u

odnosu na kontrolu ukazuje na pojavu autofagije.

3.3.12. Odredivanje sadrZaja nitrita Griess-ovom metodom

Koncentracija nitrita, kao odraz produkcije NO, odredivana je u supernatantima
¢elijskih kultura Griess-ovom metodom (Green i sar., 1982). Azot u NO se nalazi u
oksidacionom stanju +2 i lako prelazi u stabilnije +3 stanje, pri ¢emu nastaju nitriti
(NOy") odnosno +5 stanje, pri ¢emu nastaju nitrati (NO3). Koli¢ina nastalih NO, 1 NOj3”
direktno je proporcionalna koli¢ini NO koji se oksiduje. U Griess-ovoj reakciji je
iskoriS¢ena osobina nitrita da u kiseloj sredini kvantitativno reaguju sa sulfanilnom
kiselinom, prevode¢i je u diazonijum so. Ova so se kupluje sa naftilendiaminom pri
¢emu nastaje crvenkasta azo boja koja apsorbuje svetlost talasne duzine 570 nm.
Intenzitet apsorbance je direktno proporcionalan koli¢ini nitrita, odnosno koli¢ini NO

koja se oksidovala do nitrita.

Supernatanti kultura su sakupljani nakon odgovarajuceg perioda inkubacije, a
zatim je po 50 pl supernatanata meSano sa istom zapreminom Griess-ovog reagensa u
ploCama sa 96 bunarcia ravnog dna. Posle inkubacije od 5 minuta na sobnoj
temperaturi oCitana je absorbanca nastalog azo jedinjenja na 570 nm na automatskom
¢itaCu za mikrotitarske ploce (Titertek Multiscan PLUS MK II 314). Koncentracija
nitrita je odredivana interpolacijom sa standardne krive dobijene koriS¢enjem poznatih

koncentracija rastvora NaNO,.
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3.3.13. Odredivanje interakcije ispitivanih supstanci sa superoksid anjon

radikalom u odsustvu celija

Sposobnost direktne interakcije ispitivanih arilpiperazina sa superoksid anjon
radikalom je procenjena spektrofotometrijski koris¢enjem boje nitrotetrazolijum plavo
(NBT). Ovo zuto jedinjenje se u prisustvu O, redukuje do formazana plave boje, koji
su rastvorni u DMSO. Kao izvor superoksid anjon radikala u in vitro uslovima je
iskoris¢en alkalni DMSO (1 mM NaOH u DMSO). Opadanje intenziteta plave boje
poreklom od nastalih formazana u prisustvu ispitivanih supstanci je pokazatelj njihove

sposobnosti da direktno reaguju sa O;".

Razli¢ite koncentracije ispitivanih arilpiperazina (finalno 5, 10, 20 i 40 uM) i
standardnog antioksidansa N-acetilcisteina (finalno 1.25, 2.5, 5, 10 1 20 mM) su
pomesane sa rastvorom NBT-a (rastvoren u DMSO, finalna koncentracija 0.1 mg/ml) i
alkalnim DMSO-om (finalna koncentracija NaOH 1 mM) tako da ukupna zapremina
smese bude 150 pl. Apsorbanca nastalog plavog jedinjenja je odmah merena na talasnoj
duzini od 560 nm na automatskom cCitacu ploca za mikrotitraciju (Titrek Multiscan
PLUS MK 1II 314, Flow). Nakon oduzimanja vrednosti apsorbance samog DMSO,
rezultati su predstavljeni kao % nastanka superoksid anjon radikala u kontroli (alkalni

DMSO), pri ¢emu je kontroli dodeljenja vrednost od 100%.

3.3.14. Procena antiradikalskih osobina ispitivanih supstanci pomocu 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil testa

Antiradikalske =~ osobine  ispitivanih  arilpiperazina  su  procenjene
spektrofotometrijski pracenjem obezbojavanja metanolnog rastvora DPPH u njihovom
prisustvu. DPPH je ljubicasto obojeni stabilni radikal, koji se Cesto koristi za procenu
antioksidativnog kapaciteta razli¢itih supstanci. Zbog prisustva nesparenog elektrona u
molekulu ovaj radikal apsorbuje svetlost talasne duzine 517 nm, a obezbojava se u

prisustvu supstanci koje mu doniraju elektron i1 neutraliSu ga. Zato se obezbojavanje
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rastvora DPPH, tj. smanjenje apsorbance na 517 nm, moze uzeti kao mera

antiradikalskog kapaciteta neke supstance.

Razli¢ite koncentracije ispitivanih arilpiperazina (finalno 5, 10, 20 i 40 uM) 1
standardnog antioksidansa askorbinske kiseline (finalno 6.25, 12.5, 25, 50 1 100 uM) su
napravljene rastvaranjem u 50 mM Tris puferu (pH 7.4). Zatim je 50 ul tih rastvora
meSano sa istom zapreminom metanolnog rastvora DPPH (finalna koncentracija
50 uM). Nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, intenzitet
preostale boje je meren na talasnoj duzini od 517 nm na automatskom citacu ploca za
mikrotitraciju (Titrek Multiscan PLUS MK II 314, Flow). Nakon oduzimanja vrednosti
apsorbance metanola, rezultati su predstavljeni kao % kontrole, koja je sadrzala samo

rastvara¢ i DPPH.

3.3.15. HPLC analiza sadrZaja adenozin trifosfata u Celiji

Sadrzaj ATP-a u Celijama neuroblastoma je meren gradijentnom
visokoefikasnom  tecnom  hromatografijom (engl. high-performance liquid
chromatography, HPLC). HPLC je metoda kojom se uzorak razdvaja na komponente
zahvaljuju¢i razlikama u njihovoj polarnosti. Razdvajanje se obavlja propusStanjem
uzorka kroz odgovarajuu kolonu (stacionarna faza) pod kontinuiranim pritiskom
mobilne faze. Ako je stacionarna faza nepolarna, mobilna je polarna, i obrnuto. Sastojci
uzorka koji imaju veci afinitet prema stacionarnoj fazi ¢e se kasnije eluirati (eluiranje =
izlazak sa kolone). U gradijentnoj HPLC, sastav mobilne faze se menja u toku analize
tako $to se povecava % organskog rastvarata u mobilnoj fazi, ¢ime se postize brze
eluiranje komponenti koje imaju veoma visok afinitet prema stacionarnoj fazi. Vreme
koje protekne od momenta ubacivanja uzorka u sistem do izlaska odredene komponente
sa kolone se zove retenciono vreme. Retenciono vreme je karakteristicno za svaku
supstancu na odredenom tipu kolone, pri korisS¢enju odredene mobilne faze i sluzi kao
parametar za identifikaciju nepoznatih supstanci iz uzorka. Naime, uporedivanjem sa
retencionim vremenom standarda pod istim eksperimentalnim uslovima, sa sigurno$éu

se moze utvrditi o kojoj supstanci je rec¢. Takode, HPLC metoda omogucava i
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odredivanje koncentracije identifikovane supstance, jer je povrSina ispod pika na

hromatogramu direktno proporcionalna koli€ini te supstance u uzorku.

Za izvodenje HPLC analize, najpre su pripremljeni uzorci u kojima je odredivan
ATP. Cela procedura je izvedena na ledu. Po isteku tretmana, ¢elije su stavljene na led,
tripsinizovane 1 centrifugirane na 500 x g 5 minuta. Talog ¢elija je liziran u 500 pl 3%
tritona X-100 rastvorenog u PBS-u i dobijeni lizat je centrifugiran 15 minuta na
1400 x g (4°C). Supernatant je podeljen na dva dela od po 200 ul. Svaki deo je pomeSan
sa 100 ul 0.1 N HCI u metanolu i smesten na -20°C, 5 minuta. Nakon inkubacije
svakom uzorku je dodato 300 pl rastvora 0.3 M perhlorne kiseline 1 100 pl rastvora
I mM EDTA. Uzorci su dobro promeSani na vorteksu i centrifugirani 5 minuta na
12000 x g (4°C). Supernatanti su zatim neutralisani dodatkom 50 pl rastvora 1.5 M
K,COs i ponovo centrifugirani 5 minuta na 12000 x g (4°C). Bistri supernatanti su

profiltrirani kroz filtre veliCine pora 0.2 um, alikvotirani i ¢uvani na -80°C do analize.

Analiza ATP-a iz uzoraka je izvedena na aparatu Agilent Technologies 1200
Series (Agilent, Palo Alto, SAD), na koloni Zorbax SB-C18 5 um, 250 x 4,6 mm. Kao
mobilna faza koriS¢ena je kombinacija rastvora A (0.1 mM KH,PO4 sa 8 mM tetrabutil-
amonijum hidrogen fosfatom, pH 6.0) i rastvora B (metanol) sa protokom mobilne faze
1.5 ml/min. Eluiranje je teklo gradijentno po slede¢oj Semi: 0-6 min 75% A, 6-8 min
75-60% A, 8-13 min 60% A, 13-15 min 60-57% A, 15-18 min 57-55% A, 18-20 min
55% A. Kolona je ekvilibrisana 5 minuta pre ubacivanja svakog uzorka. Injekciona
zapremina uzorka je bila 50 pl, a ispitivana komponenta je detektovana na 254 nm.
Pikovi ATP-a na hromatogramu su identifikovani po retencionom vremenu standarda, a
koncentracija ATP-a u uzorku je dobijena interpolacijom sa standardne krive.
Standardna kriva je dobijena koriS¢enjem rastvora poznatih koncentracija ATP-a i
konstruisana je nanoSenjem poznatih koncentracija standarda na x-osu i odgovaraju¢ih

povrsina ispod pika na y-osu.
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3.3.16. Imunoblot analize

Aktivnost 1 ekspresija proteina je odredena iz ukupnog celijskog ekstrakta
imunoblot analizom nakon elektroforetskog razdvajanja proteina. Neposredno po
zavrSetku inkubacije ¢elije su lizirane na ledu u sveze pripremljenom puferu za lizu
¢elija uz dodatak inhibitora proteaza i fosfataza (30 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM
NaCl, 1% NP-40, ImM PMSF, 20 ul/ml koktela proteaznih inhibitora, 2 mM Na3;VOy i
50 mM NaF). Potpuno razaranje ¢elija je postignuto inkubacijom ¢elijske suspenzije 15
minuta na ledu, uz povremeno snazno meSanje na vorteksu. Lizati su zatim
centrifugirani na 14000 x g, 20 minuta (4°C), a supernatanti, koji su predstavljali

ukupan ¢elijski ekstrakt, su ¢uvani na -20°C do upotrebe.

Uzorci za elektroforezu su pripremljeni kuvanjem (5 min, 100°C) odredene
zapremine ukupnog Celijskog ekstrakta sa odgovaraju¢om zapreminom redukujuceg
pufera za pripremu uzorka (finalne koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja uzorka
su bile: 2% SDS, 10% glicerol, 2 mM 2-merkaptoetanol, 0.002% bromfenol plavo,
62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8). U ovom koraku proteini su denaturisani 1 oblozeni
negativno naelektrisanim SDS molekulima. Dodatkom 2-merkaptoetanola u pufer
spreceno je formiranje disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Zahvaljuju¢i SDS-u
svi proteini u uzorku postali su negativno naelektrisani i razlikovali su se medusobno

samo po molekulskim masama.

Proteini iz skuvanih uzoraka su zatim razdvojeni na osnovu razlika u
molekulskim masama elektroforezom u 10% (za analizu Akt, ERK, JNK, AMPK,
p70S6K proteina i B-aktina) ili 12% (za analizu LC-3 proteina) poliakrilamidnom gelu.
U bunare su sipane jednake koli¢ine proteina (od 10 pg do 50 pg, zavisno od
analiziranog proteina). Uzorci su nanoSeni na gel =za sabijanje proteina
(4% akrilamid/0.14% bisakrilamid, 0.1% SDS, 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8), koji je
prethodno naslojen na gel za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0.34% bisakrilamid
ili 12% akrilamid/0.41% bisakrilamid, 0.1% SDS, 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8). Kao
katalizatori polimerizacije gelova koriS¢eni su 0,05% amonijumpersulfat 1 0,033%

TEMED. Pufer za rezervoare u kojem je tekla elektroforeza se sastojao od 192 mM
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glicina, 0.1% SDS i 25m M Tris-HCI, pH 8.3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko
90 min pri konstantnom naponu. Prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od
100 V, a nakon prolaska uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povecan na
150 V. Uzorci su putovali kroz gel do izlaska fronta boje bromfenol plavo sa gela. U
cilju odredivanja molekulskih tezina na svaki gel je naneta i smeSa referentnih proteina
poznatih molekulskih masa (10 - 250 kDa, Precision Plus Protein™ Dual Color

Standards; BioRad, Marnes-la-Coquette, Francuska).

Po zavrSetku elektroforeze proteini sa gela su odmah transferisani na
nitrocelulozne membrane (Hybond C; GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija)
pomocu aparature za polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry transfer unit, Amersham
Biosciences). Nitrocelulozne membrane su inkubirane 1-2 minuta u puferu za transfer
(192 mM glicin, 20% metanol 1 25 mM Tris-HCI, pH 8.3) 1 postavljene u aparaturu na
visoko adsorbujuéi filter papir, koji je prethodno natopljen transfer puferom. Gelovi su
isprani malom koli¢inom istog pufera i postavljeni pazljivo na membrane, a preko gela
je smesten joS jedan sloj visoko adsorbujuceg filter papira natopljenog puferom.
Membrana je bila okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi ¢ime je
omoguc¢eno da pod dejstvom struje konstantne jadine (0.8 mA/cm® membrane)
negativno naelektrisani proteini putuju sa gela ka pozitivnoj elektrodi. Na putu ka anodi
proteini su zaustavljani od strane membrane, koja ih je vezivala za sebe. Transfer se

odvijao na sobnoj temperaturi i trajao je ukupno 90 minuta.

Po zavrSetku transfera delovi membrane sa proteinima od interesa su inkubirani
60 min na sobnoj temperaturi u 5% rastvoru odmas¢enog mleka u Tris puferu (20 mM
Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6) sa 0.05% Tween 20 deterdZenta (u kasnijem tekstu TBST).
Na taj nacin su blokirana nespecificna mesta vezivanja proteina na membranama.
Membrane su potom inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitelom preko noc¢i na
temperaturi od 4°C uz blago meSanje, pri ¢emu su se antitela vezivala za odgovarajuce
proteinske epitope. KoriS¢ena su sledeca razblazenja antitela u rastvoru za blokiranje:
1:600 za anti-p-JNK i anti-p-p70S6K, 1:900 za anti-LC-3, 1:1000 za anti-p-Akt,
anti-p-ERK, anti-p-AMPK, anti-Akt, anti-ERK, anti-JNK, anti-AMPK 1 anti-p70S6K 1
1:8000 za anti-B-aktin. Nakon 3 ispiranja u TBST-u, membrane su inkubirane sa

sekundarnim antitelom (1:5000 u rastvoru za blokiranje) 75 minuta na sobnoj
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temperaturi. Po isteku inkubacije membrane su ponovo isprane 3 puta u TBST-u i
prelivane 3 minuta sa supstratom za peroksidazu rena (ECL; GE Healthcare). U ovom
koraku peroksidaza, koja je vezana za sekundarno antitelo, je razgradivala H,O, iz
supstrata do kiseonika 1 vode. Kiseonik je reagovao sa luminolom iz supstrata uz
nastanak 3-aminoftalata, koji je emitovao foton. Nastala svetlost je zabelezena na
rendgenskom filmu (Hyperfilm™ ECL; GE Healthcare), a intenzitet hemiluminiscence
je bio direktno proporcionalan koli¢ini proteina vezanog za membranu. Nakon
razvijanja filma relativna opticka gustina imunoreaktivnih traka je kvantifikovana
pomocu programa ImageJ. Aktivnost Akt, ERK, JNK, AMPK i p70S6K je izrazena
deljenjem gustine trake fosforilisane forme sa gustinom trake totalne forme proteina,
dok je intenzitet trake LC3-II forme proteina uzet kao pokazatelj pojave autofagije u

¢elijama.

3.3.17. Odredivanje koncentracije proteina po uzorku

Sadrzaj proteina u izolovanim membranama sa hD2 receptorima i lizatima za
odredivanje sadrzaja cAMP-a je odredivan metodom po Markwell-u (Markwell 1 sar.,
1978). Ovaj postupak je modifikacija Lowry-jeve metode 1 koristi se kada su u uzorku
prisutni lipidi koji mogu ometati normalno bojenje proteina, kao $to su fosfolipidi iz
¢elijskih membrana. U prvom koraku ovog postupka, lipidi iz uzorka se rastvaraju
pomocu deterdzenta natrijum dodecil sulfata u alkalnoj sredini. Rastvaranje lipida
omogucuje da peptidne veze proteina iz uzorka neometano reaguju sa jonima Cu”" u
alkalnoj sredini redukujuéi ga do Cu’, pri éemu nastaje kompleks plave boje (biuretska
reakcija). Nakon toga, u drugom koraku postupka aminokiseline tirozin, triptofan i
cistein prisutne u proteinima iz uzorka redukuju fosfomolibdensku i fosfovolframovu
kiselinu iz Folin-Ciocalteu fenol reagensa do jedinjenja plave boje. Apsorbanca nastalih
plavih jedinjenja se meri na talasnoj duzini od 660 nm i direktno je proporcionalna

koncentraciji proteina u uzorku.

Odredivanje koncentracije proteina metodom po Markwell-u je izvodeno

mesanjem 200 pl razblaZzenog uzorka sa 600 pl reagensa za odredivanje proteina. Ovaj

38



reagens je dobijen meSanjem 100 delova rastvora A (2% Na,COs3, 0.4% NaOH, 0.16%
natrijum tartarat, 1% SDS) sa 1 delom rastvora B (4% Cu,;SO4 x 5H,0) neposredno pre
pocetka testa. Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi, svakom uzorku je
dodato po 60 ul Folin-Ciocalteu reagensa razblazenog destilovanom vodom u odnosu
1:1 (takode sveze pripremljen) i inkubacija na sobnoj temperaturi je nastavljena
narednih 45 minuta. Intenzitet nastale plave boje je meren na talasnoj duzini od 660 nm
na automatskom citaCu plo¢a za mikrotitraciju (Titrek Multiscan PLUS MK II 314,
Flow). Prilikom svakog odredivanja proteina konstruisana je standardna kriva
koriS¢enjem rastvora poznatih koncentracija BSA u opsegu od 0.02 mg/ml do
0.1 mg/ml. Uzorci su razblazivani od 25 do 100 puta da bi njihova apsorbanca bila u
okviru standardne krive. Standardna kriva je konstruisana nanoSenjem poznatih
koncentracija standarda na x-osu, i odgovarajuc¢ih apsorbanci na y-osu. Interpolacijom
sa standardne krive iz nepoznate apsorbance je dobijena koncentracija proteina u

uzorku.

Koncentracija totalnih proteina u lizatima ¢elija iz kojih je radena imunoblot
analiza je odredivana metodom po Bradford-u (Bradford, 1976). Princip ovog testa
zasniva se na pomeraju apsorbance boje Coomassie Brilliant Blue G-250 iz crvene u
plavu oblast vidljivog spektra nakon vezivanja za proteine u kiseloj sredini. Intenzitet

dobijene plave boje je direktno proporcionalan koncentraciji proteina u uzorku.

Test je izvoden meSanjem 980 ul Bradfordovog reagensa (0.1 mg/ml Coomassie
Brilliant Blue G-250, 5% (v/v) etanol, 10% (v/v) H3PO4 u vodi) sa 20 pl uzorka (1:2
razblaZenje proteina). Nakon 10 minuta ocitavana je absorbanca na talasnoj duzini od
595 nm 1 koncentracija proteina u uzorku je izraCunavana u odnosu na standardnu krivu.
Standardna kriva je dobijena koriS¢enjem rastvora poznatih koncentracija BSA u opsegu

od 5 pg/ml do 30 pg/ml.

3.3.18. Statisticke analize

Eksperimenti vezivanja ispitivanih arilpiperazina za hD2 receptor su radeni u
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duplikatu. Vrednosti Kd za *H-spiperon i Ki za ispitivane arilpiperazine su odredene
nelinearnom regresijom u GraphPad Prism softveru (opcija ,,one site binding*“ za

eksperimente saturacije i ,,one site competition* za eksperimente kompeticije).

Ostali tretmani su uradeni u triplikatu. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti sa standardnim devijacijama (SV£SD) triplikata kultura reprezentativnog
eksperimenta. Za analizu statisticke znaCajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih
razli¢itim tretmanima triplikata kultura koriS¢ena je analiza varijanse (ANOVA),
pracena Student-Newman-Keuls-ovim testom za viSestruka poredenja. Vrednost

parametra p manja od 0.05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. VEZIVANJE NOVOSINTETISANIH ARILPIPERAZINA ZA hD2
RECEPTORE I UTICAJ NA TOKSICNOST NATRIJUM NITROPRUSIDA 1
6-HIDROKSIDOPAMINA U KULTURI HUMANOG NEUROBLASTOMA

4.1.1. Interakcija arilpiperazina sa humanim dopaminskim D2 receptorima

Arilpiperazine, koji su ispitivani u ovoj studiji, je sintetisala grupa profesora
Vukiéa Soskiéa (ProteoSys AG, Majnc, Nemacka) (Tabela 1) (Tovilovic i sar., 2012).
Osamnaest jedinjenja je podeljeno u 2 serije — 4-12a i 4-12b, koje su se medusobno
razlikovale po polozaju amido grupe na benzenovom prstenu i radikalu (Ar), koji je
vezan za ugljenikov atom amido grupe. Kod serije a amido grupa se nalazila u para
polozaju, dok je kod serije b amido grupa bila u meta polozaju benzenovog prstena u
odnosu na arilpiperazinski ostatak. Supstance 14 i 15 u strukturi su, umesto amido,

sadrzavale imidazolsku grupu vezanu za benzenov prsten.

Afinitet arilpiperazina za humane dopaminske D2 receptore je odreden
eksperimentom kompeticije izmedu ispitivanih supstanci i dopaminskog antagoniste
spiperona obelezenog radioaktivnim tricijumom, na receptorima izolovanim iz CHO
¢elijske linije stabilno transfektovane plazmidom za kratku formu humanog D2
receptora (hD2s). Konstante inhibicije, kao mere afiniteta supstanci za hD2s receptor, su
se kretale u rasponu od 15.4+2.3 nM (supstanca 14) do 722.1+8.2 nM (supstanca S5a),

pri ¢emu niza Ki vrednost ukazuje na visi afinitet za receptor (Tabela 1).
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Tabela 1. Strukture i konstante vezivanja ispitivanih arilpiperazina za hD2s receptore.

N N—~Ph L
T Yy oo
Ar)J\N
H
Supstanca Ar Ki (nM) Supstanca Ar Ki (nM)
4a ©/ 457.445.1 4b ©/ 151.7£3.4
5a b{ 722.7+8.2 5b | S 219.742.2
o o
N\ / N\ /
6 183.0+£1.9 6b 92.0+2.1
- J J
N Wy
7a | 126.6+2.8 7b | 119.942.5
= =
TR TR
8a | 19.4+1.6 8b | 470.8+6.8
M M
N”.%ﬁ - N”.%‘\“ -
9a |\/I 55.9+1.8 9b |\/I 270.4+5.6
1] / 1] /
N\ g N\ g
10a E j 183.1+1.2 10b E j 171.943.3
N/ N/
11a \|/K/ 154.3+6.0 11b \|/K/ 120.1+1.8
@ L
/‘Q\\Q L /‘*&Q -
12a /JL\/J 19.5:0.9 12b /Jl\/j 95.9+3.4
N M N——Fh
Ar—</
N
H
Supstanca Ar Ki (nM) Supstanca Ar Ki (nM)
T
14 | 15.442.3 15 \/K/ 36.943.9
s L]

Konstante inhibicije (Ki) ispitivanih arilpiperazina su prikazane kao SV+SD iz tri nezavisna

eksperimenta.
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4.1.2. Uticaj arilpiperazina na toksi¢nost natrijum nitroprusida i

6-hidroksidopamina u kulturi SH-SY5Y humanih neuroblastoma

Potencijalne zastitne osobine arilpiperazina su ispitivane na SH-SYS5Y ¢elijskoj
liniji humanog neuroblastoma. Ova linija se ¢esto koristi kao model za neuronima sli¢ne
¢elije, jer poseduje mnoge biohemijske i funkcionalne osobine neurona (Xie i sar.,
2010). Da bismo ispitali osetljivost SH-SYSY c¢elija na dejstvo NO 1 oksidativnog
stresa, one su najpre tretirane razliitim koncentracijama natrijum nitroprusida, donora
NO, i 6-OHDA, dobro opisanog neurotoksina i uzro¢nika oksidativnog stresa (Slike 1A
1 1B). Vijabilnost neuroblastomskih ¢elija je merena testom aktivnosti kisele fosfataze
nakon tretmana koji je trajao 24 Casa. Oba toksina su snizavala vijabilnost ¢elija na
dozno-zavisan nacin, a njihove ICsy vrednosti su bile 2.73 mM za SNP i 68.9 uM za
6-OHDA. Za ispitivanje zastitnog svojstva arilpiperazina koriS¢ene su koncentracije

toksina koje su bile bliske ICsy vrednostima (2 mM za SNP 1 60 uM za 6-OHDA).
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Slika 1. Uticaj natrijum nitroprusida i 6-hidroksidopamina na vijabilnost SH-SY5Y (elija.
SH-SYSY ¢elije su inkubirane sa razlicitim koncentracijama SNP-a (0.5-4 mM) (A) i 6-OHDA (30-
240 uM) (B) i vijabilnost je odredena testom aktivnosti kisele fosfataze nakon 24 sata. Rezultati su
prikazani kao SV£SD triplikata kultura iz jednog od 3 eksperimenta. (*p < 0.05 oznacava statisticki
znacajnu razliku izmedu tretiranih i kontrolnih ¢elija). Rezultati vijabilnosti su prikazani kao % kontrole,

pri ¢emu je za kontrolu uzeta vrednost aktivnosti kisele fosfataze u netretiranim kulturama.
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Da bi utvrdili koji od ispitivanih liganada imaju neuroprotektivni potencijal,
SH-SYS5Y ¢elije su tretirane donorom NO, odnosno 6-OHDA-om, nakon polu¢asovnog
pretretmana odgovaraju¢im arilpiperazinom. 12 ispitivanih jedinjenja je znacajno
smanjilo toksicne efekte SNP-a (Slika 2A), dok je 15 supstanci stitilo kulturu SH-SYSY
humanih neuroblastoma od efekata 6-OHDA (Slika 2B).
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Slika 2. Uticaj arilpiperazina na toksi¢nost natrijum nitroprusida i 6-hidroksidopamina u kulturi
SH-SY5Y ¢elija. Celije su najpre tretirane razli¢itim arilpiperazinima (10 pM), a zatim izloZene dejstvu

SNP-a (2 mM) (A) ili 6-OHDA (60 uM) (B) naredna 24 casa. Vijabilnost je odredena testom aktivnosti
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kisele fosfataze. Rezultati su prikazani kao SV+SD triplikata kultura iz jednog od izvedena 3
eksperimenta. (*p < 0.05 oznacCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane SNP-om (A,

beli stubi¢) ili 6-OHDA (B, beli stubic)).

Na osnovu dobijenih rezultata (Slike 2A 1 2B) izabrano je po 6 najaktivnijih
liganada 1 detaljnije je ispitivan njihov efekat na vijabilnost ¢elija tretiranih SNP-om i
6-OHDA-om. Utvrdeno je da sve izabrane supstance spasavaju SH-SYS5Y celije od
SNP-a i 6-OHDA na dozno-zavisan nacin (Slike 3A i1 3B).
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Slika 3. Uticaj izabranih arilpiperazina na citotoksi¢nost izazvanu natrijum nitroprusidom i
6-hidroksidopaminom u kulturi SH-SY5Y ¢elija. Celije su tretirane nazna¢enim arilpiperazinima u
razli¢itim koncentracijama (2.5, 51 10 pM), a zatim izloZene dejstvu stresora (2 mM SNP (A) ili 60 pM
6-OHDA (B)) u toku 24 sata. Vijabilnost ¢elija je odredena testom aktivnosti kisele fosfataze. Prikazani
rezultati su SV£SD triplikata kultura iz jednog od tri izvedena eksperimenta. (*p < 0.05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane SNP-om (Srafirani stubi¢, A) ili 6-OHDA-om

(Srafirani stubi¢, B)).

Najjaci zastitni efekat u kulturi SH-SY5Y celija tretiranih SNP-om je pokazala
6a  (N-{4-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil } -pikolinamid), —dok je
supstanca 6b (N-{3-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil } -pikolinamid) najefikasnije

supstanca

Stitila neuroblastome od toksi¢nosti 6-OHDA. Zato su ova dva arilpiperazina izabrana

za dalja ispitivanja.
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4.2. MEHANIZAM ZASTITNOG DEJSTVA ARILPIPERAZINA 6a U KULTURI
HUMANIH NEUROBLASTOMA TRETIRANIH NATRIJUM
NITROPRUSIDOM

4.2.1. Uticaj arilpiperazina 6a na smrt SH-SYSY c¢elija izazvanu natrijum

nitroprusidom

Nakon §to je u preliminarnim ispitivanjima izabran arilpiperazinski ligand sa
najpotetnijim zastitnim efektom u kulturi SH-SYSY ¢elija tretiranih SNP-om, pristupili
smo detaljnijem ispitivanju mehanizma njegovog zastitnog delovanja.

U skladu sa rezultatima dobijenim merenjem aktivnosti kisele fosfataze, fazno
kontrastnom mikroskopijom je pokazano da arilpiperazin 6a sprecava nastanak
morfoloSkih promena celija izazvanih SNP-om. Netretirane ¢elije su rasle grupisane u
klastere i posedovale su brojne neurite (Slika 4A). Tretman arilpiperazinom 6a nije
doveo do promene njihove morfologije (Slika 4B), dok je natrijum nitroprusid izazvao
promene karakteristicne za umiranje c¢elija — smanjenje Celijskog volumena 1
zaokrugljivanje SH-SYSY celija (Slika 4C). Tretman supstancom 6a znacajno je sprecio

ove promene ¢elijske morfologije izazvane SNP-om (Slika 4D).

kontrola SNP + 6a

Slika 4. Uticaj arilpiperazina 6a na morfologiju humane neuroblastomske éelijske linije SH-SY5Y
tretirane natrijum nitroprusidom. Kulture neuroblastomske céelijske linije SH-SYSY su gajene u
medijumu (A), prisustvu arilpiperazina 6a (10 uM) (B), SNP-a (2 mM) (C) ili u kombinaciji 6a i SNP-a

(D). Celije su fotografisane svetlosnim miroskopom (uveli¢anje 20 puta).
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Poznato je da NO, zavisno od koncentracije, duzine tretmana i tipa ¢elija na koje
deluje moze izazvati apoptoticne ili nekrotiéne promene (Brown, 2010), pa smo prvo
ispitivali tip Celijske smrti koji u naSim eksperimentalnim uslovima izaziva donor NO.
Najpre, u kulturu SH-SYS5Y ¢elija je nakon kratkog pretretmana sa supstancom 6a dodat
natrijum nitroprusid. Celije su nakon 24-otasovnog tretmana bojene aneksinom V i
propidijum jodidom (PI) i analizirane na protocnom citofluorimetru. Aneksin V
detektuje fosfatidilserinske ostatke sa spoljasnje strane celijske membrane, Sto je
pokazatelj rane faze apoptoze (Aneksin'/PI” ¢elije), dok se PI umeée u DNK éelija sa
oSte¢enom membranom, koje se nalaze u kasnoj fazi apoptoze i/ili nekroze
(Aneksin'/PI" ¢elije). Tretman kulture neuroblastoma natrijum nitroprusidom je izazvao
porast broja celija u ranoj fazi apoptoze, dok je supstanca 6a znacajno smanjila
povecanje broja Aneksin'/PI” ¢elija zabelezeno u prisustvu SNP-a (Slika 5A). Sam
arilpiperazin 6a nije znacajno uticao na broj SH-SYSY ¢elija u ranoj apoptozi (Slika
5A). Pored toga, bojenje ¢elija sa propidijum jodidom i naknadna analiza na protocnom
citofluorimetru je potvrdila da donor azot monoksida povecava broj apoptoticnih celija
sa fragmentisanom DNK (sub-Gy/G, faza ¢elijskog ciklusa), a pretretman supstancom
6a znacajno smanjuje udeo celija sa fragmentisanom DNK (Slika 5B). Dakle,

arilpiperazin 6a sprecava apoptozu SH-SYSY C¢elija izazvanu SNP-om.

47



PI (FL2)

m

Broj celija

annexin-FITC (FL1)

subG kontrola SBG SNP
2.2% 28.4%
R i i ‘
subG 6a subG SNP+6a
=) 0,
2.0% 9.2% I

sadrzaj DNK (FL2)

Slika S. Uticaj arilpiperazina 6a na smrt
SH-SYSY
nitroprusidom. (A, B) SH-SY5Y ¢éelije su

¢elija  izazvanu  natrijum

inkubirane u  prisustvu ili  odsustvu

arilpiperazina 6a (10 uM) i u prisustvu ili
odsustvu  natrijum nitroprusida (2 mM).
Nakon 24 casa celije su bojene aneksin
V-FITC/PI (A) ili PI (B) i analizirane na
citofluorimetru.  Rezultati

proto¢nom su

prikazani u vidu tadaka koje predstavljaju

pojedinacne ¢elije (dot plot) (A) ili
histograma (B). Prikazani rezultati su iz
reprezentativnog, od tri nezavisna
eksperimenta.

Dalje, bojenje ¢elija sa fluorescentnim pan-kaspaznim inhibitorom ApoStat-om

je pokazalo da SNP izaziva aktivaciju kaspaza, pa je apoptoza koja je zabelezena u

naSim eksperimentalnim uslovima verovatno kaspazno-zavisna. Pretretman supstancom

6a je smanjio aktivaciju kaspaza izazvanu SNP-om (Slika 6).

Broj celija

kontrola
3.6%
. ——
6a 2.5%

————

'SNP
+6a

11.0%

aktivacija kaspaza

SNP
18.5%
_L

Slika 6. Uticaj arilpiperazina 6a na

aktivaciju kaspaza izazvanu natrijum
nitroprusidom u kulturi SH-SYSY (elija.
SH-SYSY c¢elije su tretirane supstancom 6a
(10 uM), a zatim izlozene dejstvu SNP-a
2mM) 24 Nakon sa

casa. bojenja

ApoStat-om, analizom na protocnom citofluorimetru je odreden broj ¢elija sa aktivnim kaspazama.

Rezultati iz jednog, od 3 nezavisna eksperimenta, su prikazani u obliku histograma.
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4.2.2. Uticaj arilpiperazina 6a na potencijal mitohondrija i sadrZaj adenozin

trifosfata u kulturi SH-SYSY C¢elija tretiranih natrijum nitroprusidom

S obzirom da aktivaciji kaspaza Cesto prethodi pad potencijala mitohondrija (Ly
1 sar., 2003), slede¢e smo ispitivali uticaj donora NO 1 arilpiperazina 6a na promene
potencijala mitohondrijalne membrane. Celije su nakon tretmana bojene fluorescentnom
bojom JC-1 koja detektuje promene mitohondrijalnog potencijala, a zatim analizirane na
proto¢nom citofluorimetru. Natrijum nitroprusid je izazvao smanjenje potencijala
membrane mitohondrija, §to se odrazavalo padom odnosa crvene i zelene fluorescence
boje JC-1 (FL2/FL1) u odnosu na netretirane celije (Slika 7A). Sa druge strane,
arilpiperazin 6a je, pored toga $to je spreCio smanjenje potencijala izazvano SNP-om 1
stabilizovao membranu mitohondrija, izazvao i znaajno povecanje potencijala
mitohondrijalne membrane (porast FL2/FL1 odnosa) (Slika 7A). Sposobnost
arilpiperazina 6a da spre¢i pad potencijala, i samim tim delimi¢no ocuva funkciju
mitohondrija u prisustvu SNP-a, potvrdena je 1 HPLC analizom sadrzaja ATP-a u
¢elijama tretiranim natrijum nitroprusidom i supstancom 6a. Donor azot monoksida je
izazvao drasticno smanjenje koncentracije ATP-a u SH-SYSY <¢elijama, koje je
delimi¢no spreceno arilpiperazinom 6a. Sam arilpiperazin 6a je, iako statisti¢ki

neznacajno, blago povecao koncentraciju ATP-a u ¢elijama neuroblastoma (Slika 7B).
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Slika 7. Uticaj arilpiperazina 6a na smanjenje potencijala mitohondrija i promenu sadrzaja ATP-a
izazvane natrijum nitroprusidom u kulturi SH-SYSY ¢elija. (A, B) SH-SYSY ¢elije su inkubirane sa
arilpiperazinom 6a (10 uM) i u kulturu je dodat SNP (2 mM). Nakon 24 casa celije su obojene
fluorescentnom bojom JC-1 i promena potencijala mitohondrijalne membrane je analizirana na
protoénom citofluorimetru (A), dok je unutaréelijski sadrzaj ATP-a odreden HPLC analizom (B).
Rezultati su prikazani kao SV+SD iz 3 nezavisna eksperimenta. (*p < 0.05 i “p < 0.05 oznadavaju

statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolne, odnosno ¢elije tretirane SNP-om).

Dakle, arilpiperazin 6a sprecava pad potencijala mitohondrija uzrokovan
natrijum nitroprusidom i1 smanjuje sledstvenu aktivaciju kaspaza i apoptozu u kulturi

neuronima sli¢nih ¢elija, uz istovremeni delimi¢ni oporavak funkcije mitohondrija.

4.2.3. Uticaj arilpiperazina 6a na oksidativni stres izazvan natrijum nitroprusidom

u kulturi SH-SYSY Celija

Azot monoksid 1 njegovi donori mogu povecati stvaranje RKV u celiji
inhibicijom transportnog lanca elektrona. Stoga posrednici oSte¢enja izazvanih azot
monoksidom u kulturi razli¢itih neuronskih ¢elijskih linija i primarnih neurona, mogu
biti ne samo RAV, ve¢ i RKV (Bastianetto i sar., 2000; Mahesh i sar., 2012). Da bi

utvrdili da li mehanizam zastitnog dejstva arilpiperazina 6a ukljucuje 1 neutralisanje
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RKYV i/ili RAV u kulturi neuroblastoma tretiranih SNP-om, pracena je produkcija O, i
NO, kao i uticaj liganda na nastanak ovih reaktivnih molekula u ¢eliji. Proto¢nim
citofluorimetrom odredivana je koncentracija O,", koji se prevashodno detektuje redoks
senzitivnom bojom dihidroetidijumom (DHE), kao i produkcija NO koris¢enjem
fluorescentne boje diaminofluoresceina (DAF). Pokazano je da je koli¢ina O;", koji sa
NO daje izuzetno toksican peroksinitrit anjon, bila povisSena u c¢elijama tretiranim
natrijum nitroprusidom. Tretman arilpiperazinom 6a je donekle snizavao oslobadanje

O, izazvano SNP-om (Slika 8).

kontrola {SNP Slika 8. Uticaj arilpiperazina 6a na

2.8% 17.9% . . . .
stvaranje superoksida izazvano natrijum

- . Iﬁl nitroprusidom u kulturi SH-SYSY Céelija.

Kulture su tretirane najpre arilpiperazinom 6a

Broj celija

- 2.5% SO 0.6% (10 uM), a zatim izloZzene dejstvu SNP-a
l | y s .

(2 mM). Nakon 24 casa celije su bojene

] fluorescentnom bojom DHE i broj celija sa

produkcija superoksida (DHE-FL2) poveéanim sadrzajem superoksida je pracen

na protocnom citofluorimetru. Rezultati su predstavljeni u obliku histograma iz jednog reprezentativnog,

od 3 nezavisna eksperimenta.

Sa druge strane, arilpiperazin 6a nije imao znacajnog uticaja na oslobadanje azot
monoksida izazvano SNP-om u kulturi SH-SY5Y neuroblastoma (Slika 9). Ovi rezultati
ukazuju na cinjenicu da, iako smanjuje oksidativni stres u kulturi SH-SYSY C¢elija
tretiranih natrijum nitroprusidom, efekti arilpiperazina 6éa najverovatnije nisu posledica

direktnog vezivanja NO.
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Slika 9. Uticaj arilpiperazina 6a na stvaranje NO
izazvano natrijum nitroprusidom u Kkulturi SH-SYSY

- éelija. Kulture su tretirane arilpiperazinom 6a (10 uM) i

ra
e

izlozene dejstvu SNP-a (2 mM). Nakon 24 c¢asa celije su

|
bojene fluorescentnom bojom DAF i kolicina NO je
''m " odredena na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su
! predstavljeni kao SV£SD iz 3 nezavisna eksperimenta. (¥p <
g4 0.05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na

kontrola 6a SNP SNP+6a kontrolne celije).

NO (DAF-FL1)

4.2.4. Uticaj arilpiperazina 6a na toksi¢nost donora peroksinitrita u kulturi

SH-SYSY celija

Slede¢e smo ispitivali da li arilpiperazin 6a svoje zastitno dejstvo ispoljava
sprecavanjem toksi¢nosti peroksinitrita, koji nastaje u reakciji NO 1 superoksid anjon
radikala. Donor peroksinitrita 3-morfolinosidnonimin (SIN-1) je na dozno-zavisan nacin
smanjivao vijabilnost SH-SYS5Y c¢elija (Slika 10A), dok supstanca 6a nije uticala na
njegov toksi¢ni potencijal (Slika 10B). Ovaj rezultat ukazuje da zabeleZeno spasavanje
SH-SYSY c¢elija od donora NO u kulturi neuroblastoma verovatno ne zavisi od
interakcije arilpiperazina 6a sa peroksinitritom koji moze nastati u toku nitrozativnog
stresa izazvanog natrijum nitroprusidom. Pored toga, ¢injenica da arilpiperazin 6a ne
spreCava efekte peroksinitrita u kulturi SH-SYSY ¢elija navodi na pretpostavku da su

efekti liganda 6a usmereni selektivno na zastitu od azot monoksida.
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Slika 10. Uticaj arilpiperazina 6a na smrt SH-SYSY ¢elija izazvanu 3-morfolinosidnoniminom. (A)
Kulture SH-SY5Y neuroblastoma su tretirane razli¢itim koncentracijama 3-morfolinosidnonimina (0.5-
4 mM) ili (B) tretirane arilpiperazinom 6a (10 uM), pa izloZene dejstvu SIN-1 (0.5 mM). Nakon 24 Casa
vijabilnost ¢elija je odredena testom aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati su prikazani kao SV£SD iz
reprezentativnog, od 3 uradena eksperimenta. (*p < 0.05 oznacCava statisticki znacajnu razliku u odnosu

na kontrolne celije).

4.2.5. Efekat arilpiperazina 6a na toksi¢nost azot monoksida ¢elijskog porekla u

kulturi SH-SHSY C¢elija

Da bismo utvrdili da i arilpiperazin 6a uti¢e i na nivo azot monoksida koji je
¢elijskog porekla, pacovski peritonealni makrofagi su stimulisani lipopolisaharidom
(LPS) i1 pacovskim interferonom-gama (IFN-y) da stvaraju NO u prisustvu ispitivane
supstance. Ocekivano, u kulturi stimulisanih makrofaga detektovana je povecana
koncentracija ¢elija obojenih DAF fluorescentnom bojom, ukazujuéi na povisen nivo
unutarcelijskog sadrzaja azot monoksida. Medutim, arilpiperazin 6a nije uticao na
produkciju NO od strane stimulisanih makrofaga (Slika 11A). Da arilpiperazin 6a ne
uti¢e na produkciju NO od strane stimulisanih makrofaga, potvrdeno je 1 pra¢enjem

akumulacije nitrita, koja je odraz nastanka NO (Slika 11B).
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Slika 11. Uticaj arilpiperazina 6a na sintezu NO od strane stimulisanih makrofaga. Pacovski
peritonealni makrofagi su stimulisani LPS-om (5 pg/ml) i IFN-y (10 ng/ml) (A, B) i inkubirani sa
arilpiperazinom 6a u jednoj (10 uM) (A) ili u dve koncentracije (5, 10 uM) (B). Nakon bojenja
fluorescentnom bojom DAF, proto¢nom citofluorimetrijom je merena koli¢ina NO u stimulisanim
makrofagima posle 24 ¢asa (A), dok je akumulacija nitrita odredena Grisovom metodom nakon 24 i 48 h
(B). Rezultati su predstavljeni kao SV£SD iz 3 nezavisna eksperimenta. (*p < 0.05 oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolne nestimulisane makrofage (A) ili makrofage stimulisane na

produkciju NO u toku 24 casa (B)).

Poznato je da NO koga u CNS-u u velikim koncentracijama produkuju
mikroglijalne ¢elije ispoljava citotoksican efekat u kulturi neurona (Bal-Price i Brown,
2001), pa je sledece ispitivan potencijalni zaStitni efekat arilpiperazina 6a na smrt
neuroblastoma izazvanu celijskim NO in vitro. U tom cilju, celije humanog
neuroblastoma su kokultivisane sa pacovskim peritonealnim makrofagima stimulisanim
LPS-om i pacovskim IFN-y. Istovremeno je pracena produkcija NO od strane
stimulisanih makrofaga (Slika 12A) i vijabilnost SH-SY5Y c¢elija (Slika 12B), u
odsustvu 1 prisustvu ispitivanog arilpiperazina. U skladu sa prethodnim rezultatima
(Slike 11A 1 11B), pracenje akumulacije nitrita Grisovom metodom je pokazalo da
arilpiperazin 6a nije smanjio produkciju NO od strane kokultivisanih stimulisanih
makrofaga (Slika 12A). Sa druge strane, test aktivnosti kisele fosfataze je pokazao da je
NO sintetisan od strane stimulisanih makrofaga znacajno smanjio vijabilnost

kokultivisanih SH-SYS5Y ¢elija i nakon 24, i nakon 48 ¢asova (Slika 12B). Supstanca 6a
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je delimi¢no sprecila citotoksic¢nost ¢elijskog NO u kulturi neuroblastoma (Slika 12B),
Sto ukazuje na Cinjenicu da efekat ovog arilpiperazina nije ograni¢en samo na NO
hemijskog porekla, ve¢ da Stiti neuronima slicne ¢elije 1 od NO sintetisanog od strane
stimulisanih makrofaga. Dakle, arilpiperazin 6a svoje efekte ispoljava ne sprecavajuci
produkciju ¢elijskog NO, ve¢ najverovatnije inhibicijom Stetnih dogadaja koje izaziva

NO u kulturi SH-SYS5SY ¢elija.
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Slika 12. Uticaj arilpiperazina 6a na produkciju NO i vijabilnost SH-SYSY c¢elija u kokulturi
SH-SYS5Y ¢éelija i peritonealniih makrofaga stimulisanih lipopolisaharidom i interferonom-y. (A, B)
SH-SYSY c¢elije humanog neuroblastoma su kokultivisane sa peritonealnim pacovskim makrofagima u
prisustvu ili odsustvu razli¢itih koncentracija arilpiperazina 6a (5, 10 uM). Pacovski makrofagi su
pomoc¢u LPS (5 pg/ml) i IFN-y (10 ng/ml) stimulisani da stvaraju NO. U naznacenim vremenima je
odredena koncentracija akumuliranih nitrita Grisovom metodom (A) i vijabilnost neuroblastomskih ¢elija
testom aktivnosti kisele fosfataze (B). Rezultati su prikazani kao SV+SD iz 3 nezavisna eksperimenta. (*p
< 0.05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na produkciju NO u kokulturama stimulisanim u
toku 24 Casa u odsustvu supstance 6a (A) ili u odnosu na vijabilnost kontrolnih SH-SYSY ¢elija, koje su
kokultivisane sa nestimulisanim makrofagima, pri ¢emu je kontroli dodeljena vrednost 100% (B), dok “p
< 0.05 oznacava statisticki znacCajnu razliku u odnosu na vijabilnost SH-SY5Y c¢elija kultivisanih u

prisustvu stimulisanih makrofaga (B)).
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4.2.6. Antiradikalske osobine arilpiperazina 6a u sistemu bez celija

Prethodni rezultati (Slike 11A, 11B i 12A) su pokazali da protektivni efekti
arilpiperazina 6a najverovatnije nisu posredovani njegovom direktnom reakcijom sa
NO. Da bismo detaljnije ispitali antiradikalski kapacitet supstance 6a, uraden je niz
eksperimenata sa ovim arilpiperazinom i1 dobro poznatim slobodnim radikalima bez
prisustva cCelija. Za eksperimente su koriS¢eni slobodni radikal 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) (Slika 13A), alkalni DMSO, kao izvor superoksid anjon radikala
(Slika 13B), 1 natrijum nitroprusid, kao izvor NO (Slika 13C). DPPH je stabilan radikal
sa jednim nesparenim elektronom, koji se koristi za procenu antiradikalskih osobina
brojnih supstanci (Sharma i Bhat, 2009). Arilpiperazin 6a nije pokazao znacajnu
sposobnost vezivanja sa DPPH, kao ni sa superoksid anjon radikalom. Ocekivano,
standardni antioksidansi askorbinska kiselina (engl. ascorbic acid, AA) i N-acetil cistein
(NAC) su na dozno-zavisan nacin reagovali sa DPPH (ICsy (AA) = 21.7 uM), odnosno
superoksidom nastalim od alkalnog DMSO (ICso (NAC) = 4.0 mM) (Slike 13A 1 13B).
Supstanca 6a nije znacajno smanjila koliinu nitrita, kao mere azot monoksida koji
stvara natrijum nitroprusid u odsustvu ¢elija (Slika 13C), Sto je u skladu sa rezultatima

dobijenim sa NO koga sintetiSu ¢elije (Slike 11B 1 12A).
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Slika 13. Antiradikalska aktivnost arilpiperazina
6a u odsustvu éelija. (A, B) Razli¢ite koncentracije
arilpiperazina 6a (5-40 uM) i askorbinske kiseline
(6.25-100 uM) (A) ili N-acetil cisteina (1.25-
20 mM) (B) su inkubirane sa slobodnim radikalom
DPPH (50 uM) (A) ili alkalnim DMSO (B).
Apsorbance su merene spektrofotometrijski na
517nm (A) ili 560 nm (B). (C) Supstanca 6a je
inkubirana u dve koncentracije (10, 40 pM) sa
SNP-om (2 mM) u toku 24 casa i koncentracija

nitrita je odredena u naznaCenim vremenima

Grisovom metodom. Rezultati su prikazani kao SV4SD triplikata iz reprezentativnog od 3 nezavisna

eksperimenta (A, B) ili kao SV iz dva nezavisna eksperimenta (C). (*p < 0.05 oznacava statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolu).

Dobijeni rezultati ukazuju na €injenicu da, pored toga Sto efekti supstance 6a

nisu posledica vezivanja NO, ni smanjenje unutarcelijskog sadrzaja superoksid anjon

radikala nije posledica direktnog vezivanja O, od strane arilpiperazina 6a.
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4.2.7. Uticaj arilpiperazina 6a na signalne puteve povezane sa apoptozom u

SH-SYSY celijama tretiranim natrijum nitroprusidom

Oksidativni  stres, ukljucuju¢i 1 onaj izazvan NO-om, aktivira brojne
unutarcelijske signalne puteve, koji na razlicite na¢ine regulisu ¢elijsku smrt. Zato smo
sledece ispitali uticaj arilpiperazina 6a na aktivnost antiapoptotskog Akt signalnog puta
(Virdee 1 sar., 1999), kao i na aktivnost proapoptotskih JNK, ERK i AMPK puteva u
¢elijama tretiranim SNP-om (Li i sar., 2004; Ishikawa i sar., 2000; McCullough i sar.,
2005). Imunoblot analiza fosforilacije (aktivacije) ovih enzima je pokazala da je tretman
natrijum nitroprusidom u toku 8 h inhibirao Akt, a aktivirao JNK, ERK i AMPK
signalne puteve u SH-SYS5Y (celijama (Slika 14). Pretretman neuroblastoma
arilpiperazinom 6a je sprec¢io promene u aktivnosti ovih signalnih molekula izazvane
natrijum nitroprusidom i vratio na normalne nivoe aktivnost Akt, a smanjio aktivaciju
JNK, ERK i AMPK proteina u SH-SY5Y celijama (Slika 14). Dakle, efekat
arilpiperazina 6a je posledica normalizacije aktivnosti Akt, JNK, ERK i AMPK

signalnih puteva poremec¢enih SNP-om.
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Slika 14. Uticaj arilpiperazina 6a na aktivnost signalnih puteva ukljucenih u regulaciju smrti
SH-SYS5Y éelija tretiranih natrijum nitroprusidom. SH-SYS5Y ¢elije su tretirane arilpiperazinom 6a
(10 uM), a zatim u narednih 8 casova izlozene dejstvu natrijum nitroprusida (2 mM). Fosforilisane i
totalne forme Akt, JINK, ERK, AMPK proteina, kao i aktina su odredene imunoblot analizom, a aktivnost
ovih signalnih puteva je izrazena kao odnos fosfo/total formi proteina, nakon kvantifikacije traka u
ImagelJ softveru. (*p < 0.05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, dok *p < 0.05

oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane SNP-om).
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4.2.8. Unutras$nja aktivnost arilpiperazina 6a na humanim dopaminskim D2
receptorima i uticaj blokade dopaminskih receptora na neuroprotektivni efekat

arilpiperazina 6a u SH-SYSY celijama tretiranim natrijum nitroprusidom

Supstanca 6a je ispoljila umereni afinitet prema hD2s receptorima (Tabela 1,
Ki= 183 nM). Da bismo ispitali da li je zabeleZeni neuroprotektivni efekat posledica
vezivanja za dopaminske D2 receptore, najpre je odredeno kakva je unutrasnja aktivnost
arilpiperazina 6a na ovim receptorima. Pod unutraSnjom aktivno$éu podrazumeva se
sposobnost neke supstance da nakon vezivanja potpuno aktivira (puni agonista),
delimi¢no aktivira (parcijalni agonista) ili blokira (antagonista) receptor. Merenje
koncentracije cAMP u CHO c¢elijama koje eksprimiraju humani D2s receptor je
pokazalo da je u naSem sistemu, prema ocekivanju, puni agonista D2 receptora dopamin
(DA) skoro potpuno inhibirao povecanje koncentracije cAMP-a izazvano aktivatorom
adenilat ciklaze forskolinom (Slika 15A). Takode, kao Sto je ocekivano, parcijalni
agonista D2 receptora klozapin (KLO) je delimi¢no smanjivao, a blokator D2 receptora
spiperon (SPI) nije uticao na stvaranje cAMP-a aktivirano forskolinom. Supstanca 6a se
ponasala slicno kao klozapin, tj. kao parcijalni agonista ovih receptora (Slika 15A).
Posto je pokazano da arilpiperazin 6a parcijalno aktivira D2 receptore nakon vezivanja
za njih, sledece smo ispitivali da li je zaStitno dejstvo u stresu izazvanom SNP-om
barem delimi¢no posredovano aktivacijom D2 receptora. U tom cilju D2 receptori su
blokirani (+)-butaklamolom, visokoafinitetnim ligandom za D1 i D2 receptore, a zatim
su Celije preinkubirane sa arilpiperazinom 6a i izloZzene delovanju natrijum nitroprusida.
Blokada dopaminskih receptora (+)-butaklamolom nije uticala ni na smanjenje
vijabilnosti SH-SYSY (¢elija izazvano SNP-om, niti na neuroprotektivni efekat
arilpiperazina 6a (Slika 15B), ukazujuéi da uoCena zastita od citotoksi¢nosti izazvane
azot monoksidom najverovatnije ne zavisi od vezivanja arilpiperazina za dopaminske

receptore.
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Slika 15. Ispitivanje unutrasnje aktivnosti arilpiperazina 6a na humanom D2s receptoru i uticaj
blokade dopaminskih receptora na neuroprotektivni efekat arilpiperazina 6a u kulturi SH-SY5Y
éelija koje su tretirane natrijum nitroprusidom. (A) CHO ¢elije koje eksprimiraju hD2s receptor su
inkubirane sa inhibitorom adenilat ciklaze forskolinom (10 pM) u prisustvu dopamina (DA, 10 uM),
spiperona (SPI, 10 uM), klozapina (KLO, 10 uM) ili arilpiperazina 6a (10 uM). Nakon 10 minuta celije
su lizirane, a iz supernatanta je odredena koncentracija cAMP-a. (B) SH-SYSY celije su najpre
pretretirane (+)-butaklamolom (10 M), a zatim izloZene dejstvu supstance 6a (10 uM) i SNP-a (2 mM).
Nakon 24 cCasa vijabilnost je odredena testom aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati su prikazani kao
SV£SD triplikata kultura iz jednog od dva izvedena eksperimenta. (*p < 0.05 oznaCava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na koncentraciju cAMP u forskolinom stimulisanim kulturama (A) ili u odnosu
na Celije tretirane SNP-om (B), dok “p < 0.05 oznalava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije

tretirane dopaminom (A)).
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4.3. MEHANIZAM ZASTITNOG DEJSTVA ARILPIPERAZINA 6b U
KULTURI HUMANIH NEUROBLASTOMA TRETIRANIH
6-HIDROKSIDOPAMINOM

4.3.1. Uticaj arilpiperazina 6b na smrt SH-SYSY ¢elija izazvanu

6-hidroksidopaminom

Nakon §to su ispitani mehanizmi arilpiperazinske zaStite SH-SYSY celija od
toksi¢nog dejstva natrijum nitroprusida, detaljnije je proucen i mehanizam protektivnog
uticaja arilpiperazina 6b na citotoksi¢nost 6-hidroksidopamina u kulturi ¢elija humanog

neuroblastoma.

Fazno kontrastnom mikroskopijom je pokazano da arilpiperazin 6b spasava
¢elije humanog neuroblastoma od toksi¢nog efekta 6-OHDA (Slika 16). Kontrolne
¢elije su rasle grupisane u klastere sa mnogobrojnim kratkim nastavcima (Slika 16A) i
arilpiperazin 6b nije znacajno uticao na morfologiju SH-SYS5Y ¢elija (Slika 16B).
Tretman sa 6-OHDA je izazvao smanjenje Celijskog volumena i zaokrugljivanje ¢elija
(Slika 16C), dok je supstanca 6b znacajno sprecila promene morfologije izazvane

6-OHDA-om (Slika 16D).

kontrola 60HDA 60HDA + 6b

Slika 16. Uticaj arilpiperazina 6b na morfologiju humane neuroblastomske ¢elijske linije SH-SYSY

tretirane 6-hidroksidopaminom. Kulture neuroblastomske Ccelijske linije SH-SYSY su gajene u
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medijumu (A), prisustvu arilpiperazina 6b (10 uM) (B), 6-OHDA (60 uM) (C) ili u kombinaciji 6b i

6-OHDA (D). Celije su fotografisane svetlosnim miroskopom (uveli¢anje 20 puta).

U skladu sa ranije prikazanim spaSavanjem celija koje je zabelezeno testom
aktivnosti kisele fosfataze (Slike 2B i 3B) i fazno kontrastnom mikroskopijom (Slika
16), bili su 1 rezultati testa aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH). 6-hidroksidopamin je
na dozno zavisan nacin smanjivao vijabilnost SH-SYSY celije, Sto se odrazavalo
gubitkom integriteta membrane neuroblastoma i izlaskom LDH u supernatant kultura
neuroblastoma (Slika 17A). Arilpiperazin 6b je skoro u potpunosti sprecavao povecanje

aktivnosti enzima LDH u medijumu, koje je izazivao 6-OHDA (Slika 17B).
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Slika 17. Uticaj arilpiperazina 6b na citotoksi¢nost 6-hidroksidopamina u kulturi SH-SYSY ¢elija.
(A) Kulture SH-SYSY ¢elija su inkubirane u prisustvu razli¢itih koncentracija 6-OHDA (30-240 uM) ili
(B) tretirane supstancom 6b (10 uM) i izloZene dejstvu 6-OHDA (60 uM). Nakon 24 Casa odredena je
aktivnost LDH u supernatantu kultura. Rezultati su prikazani kao SV£SD iz tri nezavisna eksperimenta.
(*p < 0.05 i "p < 0.05 oznadavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolne i éelije tretirane

6-OHDA-om, redom).

S obzirom da tip ¢elijske smrti koju izaziva 6-OHDA zavisi od duzine izlaganja
¢elija toksinu, kao i njegove koncentracije 1 tipa celija (Woodgate i sar., 1999), prvo
smo ispitivali koji tip Celijske smrti izazvane 6-OHDA-om u kulturi humanog

neuroblastoma arilpiperazin 6b spreCava. U tom cilju, ¢elije su bojene propidijum
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jodidom 1 analizirane na protocnom citofluorimetru. 6-OHDA je znacajno povecao broj
apoptoti¢nih celija sa fragmentisanom DNK (sub-G¢/G; faza celijskog ciklusa). Sa
druge strane, supstanca 6b je delimi¢no sprecila fragmentaciju DNK izazvanu
6-OHDA-om (Slika 18A). Takode, obelezavanje ¢elija pan-kaspaznim inhibitorom
ApoStat-om i analiza aktivnosti kaspaza na protocnom citofluorimetru je potvrdila
antiapoptotsko delovanje arilpiperazina 6b, jer je ta supstanca znafajno smanjila

aktivaciju kaspaza u ¢elijama tretiranim 6-OHDA-om (Slika 18B).
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Slika 18. Uticaj arilpiperazina 6b na sadrZzaj DNK i aktivnost kaspaza wu prisustvu
6-hidroksidopamina u kulturi SH-SYS5Y ¢éelija. (A, B) SH-SYSY celije su tretirane arilpiperazinom 6b
(10 uM), a zatim su izlozene dejstvu 6-OHDA (60 pM). Nakon 24 casa celije su bojene propidijum
jodidom (A) ili ApoStat-om (B) i analizirane na protocnom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u

obliku histograma iz reprezentativnog, od 3 izvedena eksperimenta.

4.3.2. Uticaj arilpiperazina 6b na potencijal mitohondrija i oksidativni stres u

kulturi SH-SYSY C¢elija tretiranih 6-hidroksidopaminom

Nakon $to je utvrdeno da arilpiperazin 6b delimi¢no spreCava apoptozu
posredovanu kaspazama koju izaziva 6-OHDA, pracena je uloga oksidativnog stresa i
mitohondrija u ovim procesima. Bojenje kultura fluoroforom DHE i analiza na
proto¢nom citofluorimetru nakon 24-oCasovnog tretmana je pokazala da 6-OHDA
povecava koncentraciju O, u tretiranim ¢elijama (Slika 19A). Pretretman supstancom

6b je smanjio povecanje unutarcelijskog O, izazvano 6-OHDA-om (Slika 19A).
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Takode, bojenje celija bojom JC-1, koja reaguje na promene potencijala membrane
mitohondrija, je pokazalo da 6-OHDA izaziva pad potencijala mitohondrija, a da
supstanca 6b potpuno sprecava smanjenje potencijala izazvano 6-OHDA-om (Slika
19B). Istovremeno je zabelezeno povecanje potencijala mitohondrijalne membrane u

¢elijama tretiranim samo arilpiperazinom 6b u odnosu na kontrolu (Slika 19B).
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Slika 19. Uticaj arilpiperazina 6b na stvaranje superoksid anjon radikala i smanjenje potencijala
mitohondrija u kulturi humanih SH-SYS5Y neuroblastoma tretiranih 6-hidroksidopaminom. (A, B)
SH-SYSY celije su tretirane arilpiperazinom 6b (10 pM) i izlozene dejstvu 6-OHDA (60 pM). Nakon 24
Casa celije su bojene fluorescentnim bojama DHE (A) ili JC-1 (B) i analizirane na protocnom
citofluorimetru. Rezultati su prikazani u obliku histograma iz reprezentativnog od 3 uradena eksperimenta
(A) ili kao SV+SD iz tri eksperimenta (B). (*p < 0.05 i “p < 0.05 oznadavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku u

odnosu na kontrolne, odnosno ¢elije tretirane 6-OHDA-om).

4.3.3. Uticaj arilpiperazina 6b na Kinetiku nastanka superoksid anjon radikala i
smanjenje potencijala mitohondrija u kulturi SH-SYSY C¢elija tretiranih

6-hidroksidopaminom

Kako superoksidni anjon mozZe nastati u toku unutarcelijskog metabolizma
6-OHDA, ali i iz oSte¢enih mitohondrija, slede¢e smo ispitivali poreklo zabelezenog
O, pracenjem njegove produkcije i potencijala mitohondrija u vremenu, kao i uticaj
arilpiperazina 6b na te procese. Cilj ovih eksperimenata je bio da se utvrdi da li

povecanje unutaréelijske koncentracije superoksida izazvano 6-OHDA-om prethodi
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padu potencijala mitohondrija (tj. da li ga izaziva) ili nastaje kao posledica oSteéenja
mitohondrija, kao i na kom nivou arilpiperazin 6b stiti od nastalog O,". Smanjenje
koncentracije O,  bi moglo biti posledica direktne reakcije arilpiperazina 6b sa
superoksidom nastalim od 6-OHDA ili stabilizacije membrane mitohondrija. Rezultati
ukazuju da 6-OHDA izaziva oslobadanje O,  (Slika 20A), a za njim sledi pad
potencijala mitohondrija (Slika 20B), Sto zna¢i da oksidativni stres izazvan
6-OHDA-om verovatno oSte¢uje membranu mitohondrija. Medutim, ¢ini se da
supstanca 6b ne smanjuje koncentraciju O,  pre smanjenja potencijala mitohondrija, veé
da istovremeno sa stabilizacijom mitohondrija redukuje i koncentraciju superoksida
nakon 16 h (Slike 20A 1 20B), Sto sugeriSe da smanjuje oksidativni stres stabilizacijom
mitohondrija. Prema tome, 6-OHDA produkcijom superoksida oStecuje mitohondrije
koje onda dodatno proizvode superoksid, a smanjenje superoksida od strane ispitivanog
arilpiperazina je verovatno posledica stabilizacije mitohondrija, a ne direktne reakcije sa
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Slika 20. Uticaj arilpiperazina 6b na kinetiku nastanka superoksid anjon radikala i pad potencijala
mitohondrija u kulturi humanih SH-SYSY ¢elija tretiranih 6-hidroksidopaminom. (A, B) SH-SY5Y
¢elije su tretirane arilpiperazinom 6b (10 uM) i izlozene dejstvu 6-OHDA (60 uM). U naznacenim
vremenima celije su bojene fluorescentnim bojama DHE (A) ili JC-1 (B) i analizirane na protocnom
citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao SV iz jednog od 3 izvedena eksperimenta, pri ¢emu je kontroli
dodeljenja jediniéna vrednost (isprekidana linija na graficima). (*p < 0.05 i "p < 0.05 oznalavaju
statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne, odnosno ¢elije tretirane 6-OHDA-om u odgovaraju¢em

terminu).
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4.3.4. Antiradikalske osobine arilpiperazina 6b u sistemu bez Celija

Interakcija arilpiperazina 6b i O,  pracena je i u sistemu bez celija kako bi se
proverila sposobnost arilpiperazina da direktno reaguje sa superoksid anjon radikalom.
Kao izvor O, kori$éen je alkalni DMSO, a kao standardni antioksidans N-acetil cistein
(NAC). NAC je na dozno-zavisan nacin reagovao sa superoksidom (ICsy (NAC) =
4.0 mM), dok supstanca 6b nije uticala na koncentraciju O,  nastalog od alkalnog
DMSO (Slika 21A). ,Slabe* direktne antiradikalske osobine arilpiperazina 6b
potvrdene su i u eksperimentu sa stabilnim slobodnim radikalom 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilom (DPPH), koji se koristi za procenu antiradikalskih osobina razli¢itih
supstanci (Sharma i1 Bhat, 2009). Naime, dok je askorbinska kiselina (AA), kao
standardni antioksidans, dozno-zavisno reagovala sa DPPH (ICsy (AA) = 21.7 uM),
supstanca 6b nije pokazala sposobnost neutralizacije ovog radikala (Slika 21B). Ovi
eksperimenti su potvrdili da protektivni efekti arilpiperazina 6b najverovatnije nisu
posledica direktnih interakcija sa superoksid anjon radikalom koji nastaje kao posledica

autooksidacije, unutarcelijskog metabolizma 6-OHDA ili iz oSte¢enih mitohondrija.
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Slika 21. Antiradikalska aktivnost arilpiperazina 6b u odsustvu ¢elija. (A, B) Razli¢ite koncentracije

arilpiperazina 6b (5-40 uM) ili standardnog antioksidansa N-acetil cisteina (1.25-20 mM) (A) i

67



askorbinske kiseline (6.25-100 pM) (B) su inkubirane sa alkalnim DMSO (A) ili slobodnim radikalom
DPPH (50 uM) (B). Apsorbance su merene spektrofotometrijski na 560 nm (A) ili 517 nm (B). Rezultati
su prikazani kao SV+SD triplikata iz jednog, reprezentativnog, od 3 nezavisna eksperimenta. (*p < 0.05

oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu).

4.3.5. Modulacija signalnih puteva ukljucenih u apoptozu SH-SYSY ¢elija

izazvanu 6-hidroksidopaminom

S obzirom da su rezultati prethodno prikazanih eksperimenata iskljucili ulogu
direktne interakcije arilpiperazina 6b i superoksid anjon radikala u zaStitnom dejstvu
arilpiperazina, slede¢e smo ispitivali sposobnost supstance 6b da moduliSe signalne
puteve Akt, ERK i JNK u kulturi neuroblastoma tretiranih 6-OHDA-om. Cilj ovih
eksperimenata je bio da se utvrdi da li je zaStita SH-SYSY celija od 6-OHDA
posredovana uticajem arilpiperazina 6b na signalne puteve povezane sa apoptozom.
6-OHDA je aktivirao Akt, ERK 1 JNK signalne puteve (Slika 22). Supstanca 6b je
izazvala prolaznu aktivaciju Akt-a 1 sama i1 u kombinaciji sa 6-OHDA (Slika 22).
Prolazno povecéanje aktivnosti Akt proteina u kombinaciji sa 6-OHDA je detektovano
na 2 1 4 satu, dok se u kasnijem terminu gubi. Sa druge strane, supstanca 6b nije
znaCajno uticala na aktivaciju ERK i JNK proteina izazvanu 6-OHDA-om. Zastitni
efekat arilpiperazina 6b je verovatno delimicno posredovan aktivacijom
prezivljavaju¢eg Akt signalnog puta 1 ne zavisi od modulacije aktivnosti ERK-a i

JNK-a.
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Slika 22. Uticaj arilpiperazina 6b na aktivnost signalnih puteva ukljucenih u regulaciju smrti
SH-SYSY ¢elija izazvanu 6-hidroksidopaminom. SH-SYS5Y Celije su tretirane arilpiperazinom 6b
(10 uM) i zatim je u kulturu dodat 6-OHDA (60 uM). Nakon 2, 4 i 8 h ¢elije su lizirane, a fosforilisane i
totalne forme Akt, JNK, ERK proteina, kao i aktina su odredene imunoblot analizom. Aktivnost ovih
signalnih puteva je izrazena kao odnos fosfo/total formi proteina, nakon kvantifikacije traka u Imagel
softveru. (*p < 0.05 oznaGava statisti¢ki znaGajnu razliku u odnosu na kontrolu, dok “p < 0.05 oznacava

statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane 6-OHDA-om).
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4.3.6. Uticaj arilpiperazina 6b na autofagiju izazvanu 6-hidroksidopaminom u

kulturi SH-SYSY delija

Sve veéi broj istrazivanja ukazuje na znacajnu ulogu autofagije u procesu
umiranja neurona tokom neurodegeneracije (Wong i Cuervo, 2010). Da bi ispitali
potencijalnu ulogu autofagije u naSem sistemu, ¢elije smo obelezavali akridin oranzom,
supravitalnom fluorescentnom bojom koja prelazi iz zelene u crveno-narandzastu u
kiselim vezikulama u ¢eliji, kakve su autofagolizozomi, i analizirali na protonom
citofluorimetru. Pokazano je da 6-OHDA u kulturi SH-SH5Y neuroblastomskih celija
izaziva autofagiju (Slika 23A). Autofagiju i apoptozu mogu aktivirati zajednicki
stimulusi, Sto rezultira istovremenim prisustvom promena karakteristicnih za oba tipa
¢elijske smrti u ¢eliji (Maiuri 1 sar., 2007). Kao $to je ve¢ naglaSeno, autofagija moze
predstavljati citoprotektivni ili citotoksi¢ni mehanizam koji toksini pokrec¢u u celiji
(Maiuri 1 sar., 2007). Da bismo utvrdili da li je u nasim eksperimentalnim uslovima
autofagija mehanizam Celijske smrti ili doprinosi prezivljavanju SH-SYSY ¢elija,
citotoksi¢nost 6-OHDA je procenjena u prisustvu i odsustvu inhibitora zakiSeljavanja
lizozoma bafilomicina A1l (Slika 23B). Merenjem aktivnosti laktat dehidrogenaze u
supernatantu tretiranih ¢elija je pokazano da inhibicija autofagije sprecava oStecenja
¢elijske membrane izazvana 6-OHDA-om (Slika 23B), §to ukazuje na to da autofagija
doprinosi smrti SH-SYSY c¢elija u naSim eksperimentalnim uslovima. Ova pretpostavka
je potvrdena i bojenjem celija sa propidijum jodidom 1 analizom na protocnom
citofluorimetru. Naime, bafilomicin Al je znafajno smanjio povecanje broja
apoptoti¢nih ¢elija sa fragmentisanom DNK (sub-Gy/G, faza ¢éelijskog ciklusa) izazvano
6-OHDA-om (Slika 23C), Sto sugeriSe da spreCavanjem autofagije 1 arilpiperazin 6b

inhibira apoptozu izazvanu 6-OHDA-om.
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Slika 23. Uloga autofagije u smrti SH-SYSY neuroblastomskih ¢elija izazvanoj
6-hidroksidopaminom. (A) SH-SYSY kulture su tretirane 6-OHDA-om (60 uM). Nakon 24 ¢asa celije
su bojene akridin oranzom i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. (B, C) Neuroblastomske ¢elije su
najpre pretretirane bafilomicinom Al (1 nM) 30 minuta, a zatim izloZene dejstvu 6-OHDA (60 pM).
Nakon 24 ¢asa merena je aktivnost laktat dehidrogenaze u supernatantima kultura (B), a broj apoptoti¢nih
¢elija sa fragmentisanom DNK je odreden bojenjem kultura sa propidijum jodidom i analizom na
proto¢nom citofluorimetru (C). Rezultati su prikazani kao SV£SD triplikata iz reprezentativnog, od tri
nezavisna eksperimenta (A, B) ili u obliku reprezentativnih histograma iz jednog od tri izvedena
eksperimenta (C). (*p < 0.05 i “p < 0.05 oznalavaju statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne,

odnosno ¢elije tretirane 6-OHDA-om).

Slede¢e smo ispitivali da li je zaStitno dejstvo arilpiperazina 6b posredovano
inhibicijom autofagije izazvane 6-OHDA-om. Uticaj arilpiperazina 6b na autofagiju
izazvanu 6-hidroksidopaminom je ispitivan bojenjem SH-SY5Y ¢elija akridin oranzom
i analizom na proto¢nom citofluorimetru (Slika 24A), kao i pracenjem konverzije
markera autofagije LC3 proteina iz LC3-1 u LC3-II formu imunoblotom (Slika 24B).

LC3-II forma proteina je neophodna za formiranje autofagozoma, pa je Siroko koris¢en
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marker autofagije. Pojava ove forme LC3 proteina na blotu koreliSe sa pojavom
autofagije 1 smatra se da je koli¢ina LC3-II forme u ¢elijama pokazatelj intenziteta
autofagije. Arilpiperazin 6b je inhibirao autofagiju izazvanu 6-OHDA-om (Slika 24A) 1
sprecavao rane faze formiranja autofagozoma (Slika 24B). Ovo ukazuje da arilpiperazin
6b pored toga Sto delimi¢no sprecava apoptozu (Slika 18), najverovatnije i dodatnom
inhibicijom Stetne autofagije ispoljava zastitne efekte u SH-SYSY ¢elijama tretiranim

6-OHDA-om.
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Slika 24. Uticaj arilpiperazina 6b na autofagiju izazvanu 6-hidroksidopaminom u kulturi SH-SYSY
éelija. (A, B) SH-SYSY C¢elije su tretirane arilpiperazinom 6b (10 pM) i zatim izlozene dejstvu 6-OHDA
(60 uM). (A) Nakon 24 ¢asa, ¢elije su bojene akridin oranZom i analizirane na protoénom citofluorimetru.
(B) Za imunoblot analizu LC3 proteina ¢elije su lizirane nakon 2-, 4- i 8-oCasovnog tretmana
6-OHDA-om. Rezultati su prikazani kao SV£SD iz dva uradena eksperimenta (A), a relativni nivo LC3-II
proteina je odreden kvantifikacijom traka u ImageJ softveru (B, donji panel). (*p < 0.05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, dok “p < 0.05 oznaGava statisticki znadajnu razliku u

odnosu na ¢elije tretirane 6-OHDA-om u odgovaraju¢em terminu).
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4.3.7. Uticaj arilpiperazina 6b na signalne puteve koji moduliSu autofagiju

izazvanu 6-hidroksidopaminom u kulturi SH-SYSY ¢elija

Da bismo odredili koji signalni putevi su odgovorni za inhibiciju autofagije pod
dejstvom arilpiperazina 6b, imunoblotom je pracena aktivnost proteina zaduzenih za
regulaciju procesa autofagije — mTOR-a (inhibitor autofagije) i AMPK (inhibitor
mTOR-a 1 aktivator autofagije) — u kulturi SH-SYSY ¢elija tretiranih sa 6-OHDA, u
prisustvu 1 odsustvu arilpiperazina 6b. Aktivnost mTOR-a procenjena posredno,
odredivanjem nivoa fosforilisane i totalne forme mTOR supstrata — p70S6K proteina
(Slika 25A), dok je funkcija AMPK proteina je pracena direktno, odredivanjem nivoa
fosforilisane (aktivne) 1 totalne forme proteina (Slika 25B). 6-hidroksidopamin je
smanjivao fosforilaciju p70S6K, Sto zna¢i da je smanjivao aktivnost mTOR-a i
povecavao autofagiju, dok je supstanca 6b u kombinaciji sa 6-OHDA sprecavala to
smanjenje (Slika 25A). Prema tome, 6-OHDA je inhibirao aktivnost mTOR-a
indukujuéi autofagiju, dok je arilpiperazin 6b vracao aktivnost mTOR-a na normalu 1
tako smanjivao autofagiju izazvanu 6-OHDA-om. Sa druge strane, aktivnost AMPK se
znacajno povecavala tek 8 h nakon tretmana sa 6-OHDA. Arilpiperazin 6b nije
smanjivao aktivaciju AMPK izazvanu 6-OHDA-om, naprotiv, nakon kra¢ih tretmana
zapazeno je povecanje aktivnosti ovog signalnog molekula u kulturi neuroblastoma
tretiranih kombinacijom ispitivanog arilpiperazina i 6-OHDA-om (Slika 25B). Ovi
rezultati ukazuju na to da je inhibicija autofagije supstancom 6b nezavisna od aktivnosti

AMPK.

Dakle, efekat arilpiperazina 6b ne zavisi od AMPK, ve¢ je najverovatnije

posredovan AMPK-nezavisnom modulacijom mTOR proteina.
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Slika 25. Uticaj arilpiperazina 6b na aktivhost AMPK i p70S6K proteina u SH-SYSY ¢elijama
tretiranim 6-hidroksidopaminom. (A, B) SH-SYS5Y ¢elije su tretirane arilpiperazinom 6b (10 pM) i
zatim izlozene dejstvu 6-OHDA (60 uM) u toku 2, 4 i 8 Casova. Fosforilisane i totalne forme AMPK i
p70S6K proteina su odredene imunoblot analizom, a njihova aktivnost je izrazena kao odnos fosfo/total
formi proteina, nakon kvantifikacije traka u ImagelJ softveru (A, B, donji paneli). (*p < 0.05 oznacava
statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu, dok “p < 0.05 oznadava statisticki zna¢ajnu razliku u

odnosu na ¢elije tretirane 6-OHDA-om u odgovaraju¢em terminu).

4.3.8. Unutrasnja aktivnost arilpiperazina 6b na humanim dopaminskim D2
receptorima i uticaj blokade dopaminskih receptora na neuroprotektivni efekat

arilpiperazina 6b u kulturi SH-SYSY ¢elija tretiranih 6-hidroksidopaminom

Da bismo ustanovili da li je zabelezeni neuroprotektivni efekat posledica
vezivanja arilpiperazina 6b za dopaminske D2 receptore, najpre smo ispitali unutrasnju
aktivnost supstance 6b na ovim receptorima. Eksperiment je izveden kao Sto je
prethodno ve¢ opisano (Odeljak 4.2.8., slika 15A) i rezultati su pokazali da se u nasem
sistemu arilpiperazin 6b, kao i 6a, ponasa kao parcijalni agonista D2 receptora (Slika
26A). Dalje je ispitivano da li specifi¢ni blokator D2 receptora sulpirid utice na zastitni
efekat ispitivanog arilpiperazina u stresu izazvanom 6-OHDA-om. lako je sulpirid
delimicno blokirao zastitni potencijal arilpiperazina 6b, ne postoji statisti¢ka znacajnost

zabelezenog fenomena (Slika 26B). Dakle, efekti arilpiperazina 6b u kulturi SH-SY5Y
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¢elija tretiranih 6-OHDA-om, najverovatnije ne zavise od njegovog vezivanja za D2

receptor.
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Slika 26. Ispitivanje unutrasnje aktivnosti arilpiperazina 6b na humanom D2s receptoru i uticaj
blokade dopaminskih D2 receptora na neuroprotektivni efekat arilpiperazina 6b u kulturi
SH-SYS5Y éelija koje su tretirane 6-hidroksidopaminom. (A) CHO c¢elije koje eksprimiraju hD2s
receptor su inkubirane sa inhibitorom adenilat ciklaze forskolinom (10 uM) u prisustvu ili odsustvu
dopamina (DA, 10 uM), spiperona (SPI, 10 uM), klozapina (KLO, 10 uM) ili arilpiperazina 6b (10 pM).
Nakon 10 minuta ¢elije su lizirane, a iz supernatanta je odredena koncentracija cAMP-a. (B) SH-SYSY
¢elije su najpre pretretirane sulpiridom (5 pM), a zatim izloZene dejstvu supstance 6b (10 uM) i 6-OHDA
(60 uM). Nakon 24 Casa vijabilnost je odredena testom aktivnosti kisele fosfataze. Rezultati su prikazani
kao SV£SD triplikata kultura iz jednog od dva izvedena eksperimenta. (*p < 0.05 oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na koncentraciju cAMP u kulturama stimulisanim forskolinom (A) ili u odnosu
na éelije tretirane 6-OHDA-om (B), dok “p < 0.05 oznadava statisticki znatajnu razliku u odnosu na éelije

tretirane dopaminom (A)).
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5. DISKUSIJA

U ovoj disertaciji je ispitivana sposobnost 20 novosintetisanih arilpiperazina da
stite SH-SYSY ¢elije humanog neuroblastoma od citotoksicnog delovanja
dopaminergi¢nog toksina 6-OHDA 1 azot monoksida poreklom od NO donora SNP ili
stimulisanih pacovskih makrofaga. Pokazano je da ¢ak 15 ispitivanih jedinjenja §titi od
toksi¢nosti 6-OHDA, pri ¢emi je najizrazeniji efekat pokazao arilpiperazin 6b, dok je 12
arilpiperazina sprecilo toksi¢no delovanje SNP-a, a najizrazeniji protektivni efekat
ispoljio je ligand 6a. Mehanizam zaStitnog delovanja pomenutih arilpiperazina
podrazumevao je inhibiciju pada potencijala mitohondrija, oksidativnog stresa,
aktivacije kaspaza 1 sledstvene apoptoze izazvane SNP-om, odnosno 6-OHDA.
Supstanca 6a spreCavala je SNP-om stimulisanu aktivaciju proapoptotskih signalnih
molekula AMPK i MAP kinaza ERK i JNK i inhibiciju antiapoptotske Akt kinaze,
sugeriSuci da ovi molekuli igraju bitnu ulogu u zastitnom delovanju arilpiperazina. Sa
druge strane arilpiperazin 6b nije imao uticaja na aktivaciju ERK 1 JNK izazvanu
6-OHDA-om, dok je dodatno stimulisao Akt, pa bi ova protektivna kinaza mogla
ucestvovati u zaStitnom efektu arilpiperazina 6b. Osim S§to je sprecavao apoptozu,
ligand 6b je inhibirao i citotoksi¢nu autofagiju stimulisanu 6-OHDA-om. Sposobnost
supstance 6b da inhibira autofagiju verovatno je posledica njegovog stimulatornog
efekta na represore autofagije Akt i mTOR u neuroblastomskim c¢elijama tretiranim
6-hidroksidopaminom. Oba arilpiperazina su pokazala parcijalnu agonisticku aktivnost
na hD2 receptorima, ali njihov efekat u stresu izazvanom SNP-om i 6-OHDA-om

najverovatnije nije posledica vezivanja za dopaminske receptore.

Arilpiperazini ispitivani u ovoj studiji su sintetisani u okviru projekta €iji je
zadatak bio sinteza novih atipi¢nih antipsihotika. Nakon §to su u standardnim testovima
koris¢enim radi njihove karakterizacije pokazali citoprotektivan potencijal, dalje je
ispitivan njihov efekat na celijsku vijabilnost u stresu izazvanom azot monoksidom i
6-OHDA. Azot monoksid i RKV su poznati posrednici neurodegenerativnih oStecenja
(Floyd, 1999; Andersen, 2004), narocito u CNS-u koji je zahvacen inflamacijom.
Mikroglijalne ¢elije aktivirane inflamatornim stimulusima stvaraju znacajne koli¢ine

NO i RKV (Bal-Price i Brown, 2001; Bian i sar., 2008), koji razli¢itim mehanizmima
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oSte¢uju neurone. S obzirom da je neuroinflamacija rani patoloski dogadaj u
neurodegeneraciji (Boje, 2004), jasna je potreba za spreCavanjem njenih posledica.
Medutim, jo$ uvek ne postoje dovoljno efikasni tretmani koji bi umanjili Stetne efekte
potencijalno neurotoksi¢nih molekula koji se stvaraju u toku patoloskih stanja i starenja
u CNS-u. Arilpiperazinski ligandi predstavljaju pogodne kandidate za detaljnija
ispitivanja na polju neuroprotekcije, s obzirom da povecavaju neuroprotektivne
kapacitete neuroblastomskih ¢elija u kulturi (Park 1 sar., 2009) 1 pokazuju sposobnost da
spaSavaju kortikalne neurone pacova od ekscitatorne aminokiseline glutamata

(Koprivica i sar., 2011).

Zastitni efekat novosintetisanih arilpiperazina ispitivan je u kulturi humane
neuroblastomske celijske linije SH-SYSY, koja se rutinski koristi za proucavanje
neuroprotektivnih osobina potencijalnih lekova (Xie i1 sar., 2010). Ove, neuronima
slicne ¢elije su subklonirane iz SK-N-SH neuroblastomske linije, lako se kultivisu,
eksprimiraju brojne neuronske markere (tirozin-hidroksilaza, dopamin-f-hidroksilaza,
dopaminski transporter i dopaminski D2 receptori) karakteristicne za dopaminske
neurone (Xie i sar., 2010; Ciccarone i sar., 1989; Deslauriers i sar., 2011), ali 1
neurofilamentne proteine, opioidne, muskarinske i receptore za faktore rasta nerava

(Ciccarone i sar., 1989).

5.1. MEHANIZAM ZASTITNOG DEJSTVA ARILPIPERAZINA 6a U
KULTURI SH-SY5Y CELIJA TRETIRANIH DONOROM AZOT MONOKSIDA

Kao donor NO u na$oj studiji je kori§¢en natrijum nitroprusid, koji je na dozno-
zavisan nacin u kulturi smanjivao vijabilnost SH-SYS5Y ¢elija. Dobijeni rezultati su u
skladu sa ranije sprovedenim ispitivanjima toksi¢nosti SNP-a na neuronskim ¢elijskim
linijama, koja su pokazala da on smanjuje vijabilnost neuronima sli¢cnih PC12 ¢elija
pacovskog feohromocitoma (Pytlowany i sar., 2008) i SH-SYS5Y <¢elija humanog
neuroblastoma (Lim 1 sar., 2009). Iako su koncentracije toksina koriS¢ene u navedenim
studijama bile znatno nize (0.2 mM 1 0.5 mM) od koncentracije SNP-a u ovoj studiji
(2 mM), treba imati u vidu da to moze biti posledica razlike u osetljivosti metoda za
procenu toksi¢nosti SNP-a koje su koris¢ene u navedenim (MTT) i u ovoj studiji (test

aktivnosti kisele fosfataze). U prilog ovoj teoriji idu i sliéne ICsy vrednosti za SNP
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(1.5 mM i 2 mM) na SH-SYSY ¢elijama prijavljene u studijama drugih autora u kojima
je vijabilnost merena drugim metodama (kristal violet test i bojenje ¢elija tripan plavim)
(Feng i sar., 2002) ili MTT testom (Zhang i Zhao, 2003), Sto govori da toksi¢nost SNP-a
moze jako varirati u zavisnosti od eksperimentalnih uslova. Ovakva pretpostavka je
logi¢na kada se uzme u obzir Cinjenica da se SNP van i unutar Celije raspada na
nekoliko toksi¢nih komponenti ¢iji doprinos ukupnom Stetnom efektu nije jednostavno
razgraniCiti (Terwel 1 sar., 2000). Cardaci 1 saradnici (Cardaci i sar., 2008) sugeriSu da
pored NO, toksi¢nosti SNP-a u kulturi neuroblastomskih ¢elija doprinose Fe?™ i
navedene RKV koje nastaju njegovim raspadom i metabolizmom. Iako se ne moze
iskljuciti moguénost da metaboliti SNP-a, pored NO, izazivaju oste¢enja SH-SYSY
¢elija u nasim eksperimentalnim uslovima, sposobnost arilpiperazina 6a da stiti od NO

potvrduje Cinjenica da smanjuje toksi¢nost azot monoksida poreklom od stimulisanih

makrofaga.

Nasa studija je potvrdila da neuronima slicne SH-SYSY c¢elije nakon izlaganja
SNP-u umiru apoptozom, kao S$to su ranija istrazivanja pokazala za ovu (Lim 1 sar.,
2009) 1 celijsku liniju PC12 pacovskog feohromocitoma (Pytlowany i sar., 2008).
Natrijum nitroprusid je izazvao morfoloske promene karakteristicne za apoptozu kao $to
su zaokrugljivanje tela, gubitak neurita i smanjenje volumena ¢elija, a arilpiperazin 6a
je delimi¢no sprecio ove dogadaje. Paralelno sa suprimiranjem vidljivih oStecenja,
blokirani su i unutarcelijski procesi koji ukazuju na apoptozu. Premestanje fosfatidil-
serina sa unutrasnje na spoljasnju stranu celijske membrane, aktivacija kaspaza i
fragmentacija DNK izazvani natrijum nitroprusidom su bili smanjeni u prisustvu
arilpiperazina 6a. Supstanca 6a je takode spreCila i smanjenje potencijala membrane
mitohondrija i pove¢anu produkciju superoksida koje je u SH-SYSY ¢elijama izazvao
SNP. Sam ligand 6a pri tome nije pokazivao znaCajnu sposobnost direktnog vezivanja

azot monoksida i1 superoksid anjon radikala.

Smatra se da toksicne efekte NO ispoljava inhibiraju¢i komponente transportnog
lanca elektrona u mitohondrijama, $§to dovodi do gubitka potencijala membrane
mitohondrija i oslobadanja citohroma c u citosol (Heales i sar., 1999). Citohrom c zatim
aktivira kaspaze, enzime koji u nizu katalitickih reakcija razaraju celijski sadrzaj,

dovode¢i do fragmentacije DNK i smrti neurona apoptozom (Uehara i sar., 1999).

78



Rezultati prikazani u ovoj disertaciji ukazuju da arilpiperazin 6a spre¢ava pad
potencijala mitohondrija koji izaziva donor NO stabilizuju¢i membranu mitohondrija i
tako, najverovatnije, inhibira apoptotski program koji se aktivira nakon izlaganja
SH-SYSY celija SNP-u. Arilpiperazini do sada nisu ispitivani u stresu izazvanom
NO-om, ali je sposobnost normalizacije membranskog potencijala mitohondrija nakon
delovanja drugih toksina zabelezena za neuroprotektivne lekove, parcijalne agoniste D2
1 D3 receptora — pramipeksol 1 talipeksol. Oni stabilizacijom membrane mitohondrija
spredavaju apoptotska osteéenja SH-SYSY éelija izazvana MPP -om (Abramova i sar.,
2002; Kakimura i sar., 2001). Pored toga Sto utiCe na stabilizaciju membrane
mitohondrija, uoceno je da se pramipeksol selektivno akumulira u ovim organelama
(Danzeisen 1 sar., 2006) 1 da najverovatnije direktnim putem neutraliSe RKV koje se
stvaraju u njima (Ferrari-Toninelli i sar., 2010). Iako nismo pratili unutaréelijsku
distribuciju arilpiperazina 6a, moze se pretpostaviti da bi i u slucaju akumulacije u ili
oko mitohondrija zbog slabih antiradikalskih osobina supstanca 6a imala mali potencijal
za direktno uklanjanje superoksid anjon radikala. Najverovatniji mehanizam zastitnog
dejstva arilpiperazina 6a je stabilizacija potencijala membrane mitohondrija i smanjenje
nivoa superoksida poreklom iz transportnog lanca elektrona oSte¢enog azot
monoksidom. S obzirom da superoksidni anjon radikal osloboden iz mitohondrija moze
dalje remetiti potencijal i funkciju mitohondrijalne membrane i u¢estvovati u reakcijama
nastanka drugih reaktivnih vrsta u celiji (Szeto, 2006), supstanca 6a najverovatnije
smanjuje toksi¢nost primenjenog donora NO u kulturi SH-SY5Y celija posredno,

slabljenjem daljih toksi¢nih efekata O,  mitohondrijalnog porekla.

Sposobnost arilpiperazina 6a da spreci smanjenje koncentracije ATP-a u
prisustvu donora NO je dodatno potvrdila njegov antiapoptotski potencijal u stresu
izazvanom azot monoksidom. Ovde zabeleZeni pad unutarcelijskih depoa ATP-a je u
skladu sa istrazivanjem Bal-Price i Brown-a (Bal-Price i Brown, 2001), koji su pokazali
da visoke koncentracije NO, koje nastaju kako aktivacijom mikroglijalnog iNOS
enzima tako 1 iz donora NO, direktnom kompeticijom sa kiseonikom inhibiraju
citohrom ¢ oksidazu i ¢elijsko disanje neurona. Poremecaj energetskog balansa koji
nastaje kao posledica oStecenja transportnog lanca elektrona azot monoksidom moze
pokrenuti apoptotski program u celiji. PoSto je arilpiperazin 6a delimi¢no sprecio

smanjenje koncentracije ATP-a u SH-SYS5Y c¢elijama nakon tretmana donorom NO,
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moze se pretpostaviti da i na taj nacin doprinosi spre€avanju smrti neuroblastoma.

Zanimljivo je da zaStitna svojstva ovog liganda nisu zabeleZzena u kulturi
SH-SYS5Y ¢elija tretiranih donorom peroksinitrita 3-morfolinosidnoniminom.
Peroksinitrit je kriti¢cna RAV koja nastaje reakcijom izmedu NO i O, i odgovorna je za
oStec¢enja neurona u kombinovanom oksidativnom i nitrozativnhom stresu. Znatan broj
studija ukazuje da RKV i RAV zajednicki doprinose neurodegeneraciji (Floyd, 1999;
Calabrese 1 sar., 2000). Kao moc¢an oksidans ONOO" direktno inhibira komplekse II, III
1 IV u transportnom lancu elektrona u mitohondrijama i izaziva dramatican pad
unutarcelijskih depoa glutationa, §to vodi daljem oSte¢enju mitohondrija 1 smrti neurona
(Calabrese 1 sar., 2000). Imaju¢i u vidu da peroksinitrit znacajno doprinosi toksicnosti
NO (Heales i sar., 1999), protektivan efekat supstance 6a bi mogao biti delimi¢no
posredovan i inhibicijom toksi¢nih efekata peroksinitrita. Medutim, arilpiperazin 6a nije
spaSavao SH-SYS5Y c¢elije od donora peroksinitrita, §to govori u prilog Cinjenici da
supstanca 6a spreCava prvenstveno efekte NO. Zapazanje da arilpiperazin 6a u naSim
eksperimentalnim uslovima sprecava efekte NO, pre nego ONOO’, je u skladu sa
rezultatima Meij-a i1 saradnika (Meij 1 sar., 2004), koji su pokazali da je u kulturi
neuronima slicnih ¢elija NO sam po sebi dovoljno ili ¢ak i viSe toksican od

peroksinitrita.

U ovoj disertaciji dobro je dokumentovana sposobnost arilpiperazina 6a da stiti
SH-SYSY ¢elije od NO hemijskog porekla, ali je pokazano da spasava humani
neuroblastom i od NO ¢elijskog porekla. Azot monoksid poreklom od mikroglije u
CNS-u moze biti posrednik u smrti neurona. Aktivirane mikroglijalne ¢elije su prisutne
u substantia nigra 1 strijatumu zivotinja kod kojih je dopaminergickim toksinima
izazvana PB (Stone i sar., 2009) i kolokalizovane su sa telima oSte¢enih neurona u
mozgovima obolelih od PB (Mirza i sar., 2000). Njihova prekomerna aktivacija, koja
pored oslobadanja preteranih koli¢ina O,” i NO dovodi i do stvaranja proinflamatornih
citokina 1 prostaglandina E2, je toksi¢na za neurone (Stone i sar., 2009). Sposobnost
supstance 6a da spasava SH-SYSY C¢elije od aktiviranih pacovskih makrofaga ukazuje
na mogudi terapeutski znacaj ispitivanog arilpiperazina u neurodegeneraciji pracenoj
inflamacijom, u kojoj su mikroglijalne ¢elije glavni izvor neurotoksi¢nih medijatora

inflamacije (Brown i Neher, 2010). Iako mehanizam zasStite od NO celijskog porekla u
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uslovima kokultivacije makrofaga i SH-SYSY ¢elija nije detaljnije proucavan, moze se
pretpostaviti da arilpiperazin 6a svoj efekat ostvaruje slicnim mehanizmima kao i kada
se cCelije tretiraju donorom NO-a. Medutim, ne mozZe se zanemariti ni mogucénost da
arilpiperazin 6a uti¢e na funkciju aktiviranih makrofaga. Skorasnji razultati Kato-a 1
saradnika (Kato i sar., 2008) pokazuju da derivat arilpiperazina aripiprazol znacajno
smanjuje oslobadanje NO i proinflamatornih citokina iz IFN-y stimulisanih mikroglija
¢elija glodara in vitro, kao 1 da inhibira stvaranje superoksid anjon radikala iz
mikroglijalnih ¢elija glodara aktiviranih forbol-miristat-acetatom (Kato i sar., 2011). U
nasim uslovima ispitivani arilpiperazin nije znacajno uticao na koli¢inu NO poreklom
od makrofaga pacova, §to je pokazano posredno preko odredivanja koli¢ine nitrita
Grisovom reakcijom, ali 1 direktnim merenjem unutarcelijske kolicine NO pomocu
diaminofluoresceina. Medutim, moguci uticaj na oslobadanje proinflamatornih citokina
i/ili stvaranje superoksid anjon radikala iz aktiviranih makrofaga bi trebalo detaljnije

istraziti.

Mehanizmi kojima NO izaziva smrt neurona ukljuuju promenu aktivnosti
nekoliko protein kinaza u ¢eliji. Tako JNK i ERK kinaze aktivirane mitogenom
doprinose apoptozi koju u neuronima slicnim ¢elijama 1 primarnim neuronima izaziva
azot monoksid poreklom od natrijum nitroprusida, iNOS-a ili nNOS-a (Li 1 sar., 2004;
Ishikawa 1 sar., 2000; Ishikawa i sar., 2003; Shibata i sar., 2006; Lam i sar., 2008;
Chalimoniuk i sar., 2009). Ovde prikazani rezultati pokazuju pojacanu aktivnost JNK,
ERK i AMPK proteina, a smanjenu aktivnost Akt-a u SH-SY5Y celijama koje su
tretirane SNP-om. Zastitni agens arilpiperazin 6a je smanjio aktivaciju proapoptotskih
JNK, ERK i1 AMPK signala izazvanu donorom NO, a normalizovao aktivnost
antiapoptotskog Akt-a, §to ukazuje da je neuroprotektivni efekat ove supstance u

NO-izazvanom stresu verovatno JNK-, ERK-, Akt- i AMPK-zavisan.

Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim podacima koji govore da aktivacija
ERK i JNK kinaza izazvana NO-om dovodi do pada potencijala mitohondrija,
oslobadanja citohroma c i posledi¢ne apoptoze posredovane kaspazama. Naime, nakon
aktivacije azot monoksidom, JNK 1 ERK fosforiliSu i inaktiviraju antiapoptotske Bcl-2 i
Bcel-x(L) ¢lanove Bcl-2 familije proteina i posledicno aktiviraju proapoptotski Bax,

izazivaju¢i njegovu translokaciju iz citosola u mitohondrije (Lam i sar., 2008; Ishikawa
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1 sar., 2003). Translokacija Bax-a je pracena gubutkom potencijala membrane

mitohondrija, oslobadanjem citohroma c u citosol i pokretanjem apoptotskih dogadaja.

U prilog ¢injenici da kinaze regulisane vancelijskim signalima (ERK) imaju
ulogu u smrti SH-SYSY c¢elija ide 1 u ovoj studiji zabeleZena tzv. postojana aktivacija
ERK proteina. Postoje dva obrasca aktivacije ERK-a u ¢eliji — prolazna, koja pik dostize
2 minuta nakon stimulacije, a zatim se aktivnost vra¢a na bazalni nivo i1 postojana,
tokom koje je ERK fosforilisan nekoliko ¢asova. Smatra se da od obrasca stimulacije
ERK-a zavisi kakva ¢e biti sudbina ¢elije pod dejstvom odredenog stimulusa (Marshall,
1995), pri ¢emu ranije studije ukazuju da postojana aktivacija ERK-a doprinosi smrti
neuronskih c¢elijskih linija 1 primarnih neurona pod dejstvom oksidativnog stresa
(Stanciu 1 sar., 2000). Takode, na modelu neurodegeneracije izazvane oksidativnim
stresom Luo i DeFranco (Luo i DeFranco, 2006) su pokazali da je postojana aktivacija

ERK proteina neophodan, ali ne i dovoljan signal koji doprinosi smrti neurona.

Signali koji bi zajedno sa aktivacijom ERK i JNK proteina mogli pospesivati
oSte¢enja SH-SYSY celija mogu biti aktivacija AMPK 1 inhibicija Akt-a, koje su
detektovane u nasim eksperimentalnim uslovima. Aktivacija AMPK signalnog puta je
ve¢ zabeleZzena u oSteenjima neurona izazvanim NO-om i H,0,-om (McCullough i
sar., 2005; Chen 1 sar., 2010). Mehanizam kojim AMPK doprinosi toksi¢nosti NO nije
jasan, ali se moze pretpostaviti da je neurotoksicni efekat posledica nemoguénosti
neurona da na preteranu aktivaciju AMPK odgovore pojacanom glikolizom. Naime, u
uslovima smanjenja depoa ATP-a koja nastaje kao posledica inhibicije ¢elijskog disanja
pod dejstvom NO, a koje je pokazano i u ovoj studiji, neuroni ne mogu da aktiviraju
glikolizu zbog nedostatka fosfofrukto-2-kinaze i smanjenog kapaciteta za oksidaciju
masnih kiselina, §to doprinosi njihovom propadanju (McCullough i sar., 2005). Pored
toga, novija studija Ju-a i saradnika (Ju i sar., 2011) ukazuje da aktivacija AMPK moze
inhibirati transkripciju gena za antiapoptotski Bcl-2 protein i1 tako doprinositi smrti
neurona na misjem modelu HH. Sa druge strane, toksi¢nost NO je delimic¢no pripisana i
inhibiciji aktivnosti Akt-a, koji je jedan od najvaznijih prezivljavajucih signalnih puteva
u ¢eliji. Pervin i saradnici (Pervin i sar., 2003) su pokazali da inhibicija Akt-a vodi
olakSanoj integraciji Bax-a u membranu mitohondrija u stresu izazvanom NO-om na

¢elijama kancera dojke, dok aktivacija Akt-a spasava hipokampalne neurone od
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tosi¢nosti azot monoksida blokadom ekspresije i posledi¢nim smanjenjem aktivnosti
Bax-a (Yamaguchi i sar., 2001). U naSim eksperimentalnim uslovima je zabelezena
aktivacija Akt-a povezana sa inhibicijom ERK-a i AMPK. Da upravo normalizacija
aktivnosti Akt-a moze imati vaznu ulogu u neuroprotekciji, ukazuje Cinjenica da Akt
moze inhibirati postojanu aktivaciju ERK-a i tako pospeSiti prezivljavanje neurona
(Subramaniam i sar., 2003). Pored toga zabeleZena je i inhibicija AMPK pod dejstvom
Akt-a na razli¢itim tipovima celija (Kovacic 1 sar., 2003; Hahn-Windgassen 1 sar.,
2005). Tako tatan mehanizam inhibicije postojane aktivacije ERK-a u neuronima pod
dejstvom Akt-a jo§ uvek nije razjasnjen, na drugim tipovima c¢elija je pokazano da Akt
fosforiliSe 1 inhibira Raf kinazu, koja je deo signalnog puta odgovornog za aktivaciju
ERK-a (Zimmermann i Moelling, 1999; Moelling i sar., 2002). Mehanizmi inhibicije
AMPK posredovane Akt-om takode joS uvek nisu potpuno jasni, ali se pretpostavlja da
taj efekat moze biti posledica ili sposobnosti Akt-a da normalizuje nivoe ATP-a u ¢eliji
ili direktnog efekta Akt-a na LKB1 kinazu, koja aktivira AMPK (Hahn-Windgassen i
sar., 2005).

5.2. MEHANIZAM ZASTITNOG DEJSTVA ARILPIPERAZINA 6b U
KULTURI SH-SY5Y CELIJA TRETIRANIH 6-HIDROKSIDOPAMINOM

S obzirom da su arilpiperazini pokazali znaCajan zasStitni efekat u kulturi
SH-SYSY celija tretiranih NO-om, hteli smo da ispitamo i njihovu sposobnost da
blokiraju toksi¢no dejstvo 6-OHDA. 6-hidroksidopamin je vazan uzro¢nik oksidativnog
stresa 1 koristi se kao model Parkinsonove bolesti u in vitro i in vivo uslovima. Od 20
ispitivanih supstanci, 15 je pokazalo zaStitni efekat u stresu izazvanom 6-OHDA-om, a

detaljnije je proucavan najpotentniji arilpiperazin 6b.

6-hidroksidopamin je molekul sli¢an dopaminu, koji izaziva smrt neurona i
neuronima sli¢nih ¢elija generisanjem vancelijskog i1 unutarcéelijskog oksidativnog stresa
1 direktnom inhibicijom transportnog lanca elektrona u mitohondrijama (Blum 1 sar.,
2001). Vancelijski oksidativni stres nastaje spontanom autooksidacijom 6-OHDA vrlo
brzo nakon rastvaranja u medijumu, pri cemu kao finalni produkti reakcije nastaju H,O,
1 p-hinon, uz veoma reaktivne intermedijere O,", OH i semihinonski radikal (Heikkila i

Cohen, 1973). Unutar ¢elije monoamino oksidaze metaboliSu 6-OHDA do reaktivnih
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hinona i H,O, (Gomez-Lazaro i sar., 2008). Uzimajuci u obzir navedeno, postavlja se
pitanje da li su oStecenja SH-SYSY c¢elija u nasim eksperimentalnim uslovima posledica
vancelijskog ili unutaréelijskog oksidativnog stresa ili mozda poremecaja funkcije
mitohondrija. Prac¢enje promena potencijala mitohondrija i produkcije superoksid anjon
radikala u vremenu je pokazalo da se kolaps potencijala membrane mitohondrija javlja
tek viSe sati nakon pocetka tretmana, $to ukazuje na cCinjenicu da su RKV nastale
unutarcelijskim metabolizmom 6-OHDA 1i/ili direktni uticaj 6-OHDA na rad
mitohondrija odgovorni za njegove toksicne efekte. Ovi rezultati su u skladu sa
najnovijom studijom Dooley-a i saradnika (Dooley i sar., 2012) koja pokazuje da
6-OHDA u kulturi SH-SYS5Y c¢elija podleze najpre brzoj oksidaciji, ali da drugi,
odlozeni talas oksidacije korelira sa smréu neuroblastoma. Pored toga $to su verovatni
medijatori toksi¢nosti 6-OHDA u kulturi neuroblastoma u naSim uslovima
unutarcelijske RKV, ne treba zanemariti ni doprinos vancelijskih RKV nastalih
autooksidacijom ove supstance. Medutim, kako je arilpiperazin 6b sprecavao odloZeni
efekat 6-OHDA 1 nije pokazivao znacajne antiradikalske osobine, moze se pretpostaviti
da je za njegov zastitni potencijal odgovoran prevashodno uticaj na dogadaje koji slede

nakon ulaska 6-OHDA u ¢eliju.

Da 6-hidroksidopamin u naSim eksperimentalnim uslovima izaziva apoptozu
SH-SYS5Y ¢elija ukazuju uocene morfoloske promene koje 6-OHDA pokrece, kao sto su
zaokrugljivanje tela, gubitak neurita i smanjenje volumena neuroblastoma. Takode, i
zapazena znaCajna fragmentacija jedarnog sadrzaja i aktivacija kaspaza u prisustvu
6-OHDA dodatno potvrduju da toksin dovodi do apoptoze SH-SYSY neuroblastoma.
Arilpiperazin 6b je delimi¢no sprefio morfoloSka oSte¢enja, fragmentaciju DNK i
aktivaciju kaspaza i istovremeno smanjio oslobadanje LDH iz oSte¢enih neuroblastoma.
Pored suprimiranja apoptotskih promena, ligand 6b je sprecavao pad potencijala
membrane mitohondrija 1 produkciju superoksid anjon radikala u SH-SY5Y ¢elijama

tretiranim 6-OHDA-om.

U zavisnosti od primenjene koncentracije i ispitivanog tipa celija, 6-OHDA
moze izazvati kombinaciju viSe tipova Celijske smrti u kulturi neuronima sli¢nih ¢elija.
Tako nize koncentracije 6-OHDA (30-100 uM) nakon tretmana od 24 h izazivaju

uglavnom apoptozu, a vise (300 uM) kombinaciju apoptoze 1 nekroze u kulturi
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SH-SY5Y humanog neuroblastoma (Puttonen i sar., 2008). Sa druge strane, niske
koncentracije 6-OHDA (20-75 uM) nakon 24 h indukuju uglavnom nekrozu PC12 ¢elija
pacovskog feohromocitoma (Woodgate i1 sar., 1999), Sto ukazuje da je tip smrti koji
izaziva 6-OHDA specifican 1 za tip ¢elija. Takode, ne sme se zaboraviti ¢injenica da
6-OHDA u koncentracijama u kojima izaziva apoptozu (85 M), pokrece i autofagne
procese u kulturi humanog neuroblastoma (Dagda i sar., 2008). Za razliku od apoptoze
u kojoj ¢elije nakon proteoliticke degradacije ¢elijskog sadrzaja i fragmentacije DNK na
kraju bivaju fagocitovane, nekroza izaziva oste¢enja ¢elijske membrane i1 oslobadanje
¢elijskog sadrzaja u okolinu. Iako bi oStec¢enje ¢elijske membrane koje uzrokuje izlazak
LDH van ¢elije moglo biti pokazatelj nekroze pod dejstvom 6-OHDA, moguce je da je
u naSim eksperimentalnim uslovima ovaj rezultat pokazatelj sekundarne apoptoze, do
koje dolazi usled nepostojanja fagocitoze u ¢elijskoj kulturi. Ranije studije su pokazale
da oslobadanje LDH u supernatant moze reflektovati i apoptozu ¢elija (Lobner, 2000),
tako da se moZze pretpostaviti da 6-OHDA izaziva apoptozu u kulturi SH-SYSY ¢elija,
koju arilpiperazin 6b delimi¢no sprecava. Ovu pretpostavku dodatno potvrduje 1
¢injenica da 6-OHDA izaziva upadljivo smanjenje integriteta DNK neuroblastoma, koje

arilpiperazin 6b znacajno smanjuje.

Oksidativni stres posredovan RKV nastalim od 6-OHDA, zajedno sa direktnim
efektima 6-OHDA na transportni lanac elektrona, remete potencijal membrane
mitohondrija (Lotharius i sar., 1999; Blum i sar., 2001) povecavaju¢i njenu
propustljivost, Sto dovodi do oslobadanja proapoptotskog citohroma ¢ u citosol.
Citohrom ¢ aktivira kaspaze, koje dalje u kaskadi apoptotskih dogadaja dovode do
fragmentacije DNK 1 smrti neuronima sli¢nih ¢elija apoptozom (Hanrott i sar., 2006;
Ochu 1 sar., 1998). Prisustvo arilpiperazina 6b u kulturi neuroblastoma tretiranih
6-OHDA-om je uspelo da delimi¢no spreci zapazenu fragmentaciju DNK 1 aktivaciju
kaspaza, S§to navodi na zakljucak da SH-SY5Y celije umiru kaspazno-zavisnom
apoptozom, koju supstanca 6b spre¢ava. Ovo opazanje je u skladu sa studijama drugih
autora, koje su pokazale da 6-OHDA izaziva smrt kateholaminergickih ¢elijskih linija
koja je posredovana kaspazama (Hanrott i1 sar., 2006; Ochu 1 sar., 1998). lako zastitni
potencijal arilpiperazinskih liganada do sada nije ispitivan u smrti Celija izazvanoj
6-OHDA-om, pokazana je sposobnost drugih dopaminergickih liganada da sprece ovim

toksinom izazvanu apoptozu neuroblastoma (Hara i sar., 2003). In vitro studije koje su

85



se bavile ispitivanjem neuroprotektivnih efekata dopaminergickih liganada su pokazale
da je njihov =zaStitni potencijal najverovatnije posledica spreCavanja aktivacije
proapototskih signala neutralisanjem RKYV nastalih od 6-OHDA (Hara 1 sar., 2003) ili
povecavanjem antioksidativnog kapaciteta neurona (Le 1 sar., 2000). Medutim, nasi
rezultati ukazuju da arilpiperazin 6b nema znacajnu direktnu antiradikalsku sposobnost,
pa se moze pretpostaviti da neutralisanje radikala nastalih autooksidacijom 1i/ili
unutarcelijskim metabolizmom 6-OHDA verovatno nije mehanizam njegovog zastitnog
delovanja. Pretretman ligandom 6b je izazvao snaznu inhibiciju smanjenja potencijala
membrane mitohondrija indukovanog 6-OHDA-om i istovremeni pad unutarcelijske
koncentracije superoksid anjon radikala. S obzirom da je pad potencijala membrane
mitohondrija dogadaj koji prethodi aktivaciji apoptoze (Ly 1 sar., 2003) 1 oslobadanju
superoksida iz mitohondrija (Diissmann 1 sar., 2003), moze se pretpostaviti da je upravo
stabilizacija potencijala mitohondrijalne membrane i posledi¢no smanjenje oslobadanja
superoksida uzrok zabelezenih zaStitnih efekata arilpiperazina 6b u kulturi humanih
neuroblastoma tretiranih 6-OHDA-om. Poremecaji funkcije mitohondrija predstavljaju
bitan dogadaj u nastanku neurodegeneracije, pa bi ligandi koji stabilizuju ove ¢elijske
organele, kao $to je arilpiperazin 6b, predstavljali znaCajan pomak u terapijskom

pristupu lecenju ovih poremecaja.

Oksidativni stres izaziva promenu aktivnosti niza signalnih molekula koji
ucestvuju u razli¢itim procesima u Celiji. Rezultati fosforilacije kinaza aktiviranih
mitogenom prikazani ovde su u skladu sa studijama drugih autora, koje takode pokazuju
aktivaciju ERK-a 1 JNK-a u smrti neuronima sli¢nih ¢elija i primarnih neurona
izazvanoj 6-OHDA-om (Ikeda i sar., 2008; Jiang i Yu, 2005; Mnich i sar., 2010). Zna se
da je aktivacija JNK puta povezana sa indukcijom proapototskih (p53, c-myc, kaspaze) i
inhibicijom antiapoptotskih molekula u celiji (Bcl-2 1 Bel-x(L)) 1 da inhibicija JNK
smanjuje smrt dopaminergickih neurona pod dejstvom mitohondrijalnog neurotoksina
MPP/MPTP (Xia i sar., 2001). Sliéno, inhibicija JNK signalnog puta doprinosi
protektivnom efektu kanabinoida anandamida u kulturi PC12 ¢elija tretiranih
6-OHDA-om (Mnich i sar., 2010). U naSim eksperimentalnim uslovima i1 postojana
aktivacija ERK signalnog puta je najverovatnije doprinosila smrti neurona pod dejstvom
oksidativnog stresa, $to je u skladu sa rezultatima koje su dobili Kulich i Chu (Kulich i

Chu, 2003). Njihova studija je pokazala da je postojana aktivacija ERK-a izazvana
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6-OHDA-om u direktnoj vezi sa smréu B65 celija poreklom iz CNS-a jer inhibicija
ERK-a blokira smanjenje vijabilnosti B65 ¢elija (Kulich i Chu, 2003). ZapaZena
povecana fosforilacija JNK-a i ERK-a izazvana 6-OHDA-om nije bila znacajno
promenjena u prisustvu arilpiperazina 6b, pa se moze pretpostaviti da modulacija ovih

signalnih puteva nije ukljucena u njegov zastitni efekat.

Kako je Akt signalni put ukljuen u normalne procese razvoja i starenja mozga,
ali i u neurodegenerativne poremecaje (Zheng i sar., 2012), i njegova uloga u odgovoru
neurona na oksidativni stres je veoma bitna. U nasim uslovima, 6-OHDA je doveo do
povecanja aktivnosti Akt-a u kulturi humanih neuroblastoma. Ranija istrazivanja su
pokazala da izlaganje SH-SYSY ¢elija ovom toksinu moze izazvati i aktivaciju (Jiang i
Yu, 2005) i inhibiciju Akt-a (Chen i sar., 2004). Aktivacija Akt-a je povezana sa
prezivljavanjem (Jiang i Yu, 2005), dok inhibicija posreduje u smrti SH-SYSY ¢celija
izazvanoj 6-OHDA-om (Chen 1 sar., 2004). Takvi podaci ukazuju na Cinjenicu da je
povecana aktivacija Akt-a verovatno jedan od odbrambenih mehanizama neurona prema
dejstvu 6-OHDA, dok njegova inhibicija povecava osetljivost neurona na prisustvo
ovog toksina. U skladu sa tim je i podatak da inhibicija PI3K/Akt signalnog puta
specificnim  inhibitorom L1Y294002 potencira smrt PCI12 c¢elija pacovskog
feohromocitoma izazvanu 6-OHDA-om (Fujita 1 sar., 2006). Tretman ¢elija supstancom
6b u prisustvu 6-OHDA je dodatno povecavao aktivaciju Akt protein kinaze, a sam
arilpiperazin 6b je takode izazivao prolazno povecanje aktivnosti Akt-a u kulturi
SH-SYSY neuroblastoma. ZabeleZzena stimulacija Akt-a bi mogla doprinositi
neuroprotektivnom efektu arilpiperazina 6b. Ovo zapazanje je u skladu sa rezultatima
Jiang-a 1 Yu-a (Jiang i Yu, 2005), koji su predlozili da slicna prolazna dodatna
aktivacija Akt-a nakon interakcije SH-SYSY C¢elija sa miS§jim astrocitima doprinosi

steCenoj otpornosti neuroblastoma prema 6-OHDA.

Dakle, protektivan efekat arilpiperazina 6b u kulturi humanog neuroblastoma
SH-SYSY tretiranih 6-OHDA-om je najverovatnije ERK- i JNK-nezavisan, ali je

delimi¢no posredovan aktivacijom Akt signalnog puta.

Pored regulacije proliferacije i apoptoze, Akt ima vazno mesto i u kontroli
procesa autofagije, programirane ¢elijske smrti tipa II (Ravikumar i sar., 2010), a rastuci

broj podataka ukazuje na znacajnu ulogu autofagije u neurodegeneraciji (Wong i
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Cuervo, 2010). In vitro studije ukazuju da autofagija izazvana 6-OHDA-om doprinosi
smrti SH-SYSY ¢celija (Dagda i sar., 2008; Arsikin i sar., 2012). Takode aktivacija ovog
procesa je izazivala propadanje neurona u substantia nigra pacova i miSeva tretiranih
6-OHDA-om (Li 1 sar., 2011; Cheng 1 sar., 2011). Rezultati ove disertacije su u skladu
sa pretpostavljenom osStecuju¢om funkcijom autofagije, jer je dobro poznati inhibitor
autofagije bafilomicin Al umanjio toksi¢nost 6-OHDA u nasim eksperimentalnim
uslovima. Primena drugog inhibitora autofagije 3-metiladenina takode blokira toksican
efekat 6-OHDA na dopaminergickim neuronima u pacovskom modelu PB, dodatno

potvrdujudi nasSe rezultate (Li i sar., 2011).

Unutarcelijski mehanizmi povezani sa regulacijom autofagije izazvane
6-OHDA-om nisu detaljno ispitivani u studijama drugih autora. Dagda i saradnici su
pokazali da indukcija autofagije pod dejstvom 6-OHDA koreliSe sa aktivnoSéu i
mitohondrijalnom lokalizacijom ERK-a (Dagda 1 sar., 2008). U skladu sa tim su i nasi
rezultati koji pokazuju da je povecanje aktivnosti ERK signalnog puta, zapazeno u
¢elijama tretiranim 6-OHDA-om, pratilo pojavu autofagije. Medutim, arilpiperazin 6b
nije menjao povecanje fosforilacije ERK-a, pa inhibicija autofagije izazvane
6-OHDA-om zabelezena u prisustvu liganda 6b verovatno nije posredovana
modulacijom aktivnosti te protein kinaze. Aktivnost jo$ jednog vaznog pozitivnog
regulatora autofagije AMPK proteina u nasoj studiji je bila znac¢ajno povecana, ali tek
8 h nakon pocetka tretmana 6-OHDA-om, dok su se markeri autofagije pojavili ve¢ 2 h
nakon izlaganja celija toksinu. Iz ovoga se moze izvesti zakljuCak da u naSim
eksperimentalnim uslovima 6-OHDA najverovatnije aktivacijom ERK kinaze indukuje

autofagiju.

Pored toga, rezultati ove studije ukazuju da je autofagija posredovana
6-OHDA-om verovatno posledica smanjenja aktivnosti mTOR proteina, glavnog
inhibitora autofagije u ¢eliji. Imajuéi u vidu istrazivanje Zhang i saradnika (Zhang i sar.,
2010) koje ukazuje da O, moze negativno regulisati aktivnost mTOR-a u misjim
fibroblastima, zapaZena inhibirana aktivhost mTOR proteina u ovoj disertaciji bi mogla
biti posledica povecane unutarcelijske koncentracije O, . Inhibicija aktivnosti mTOR-a
bi mogla doprineti Stetnim efektima 6-OHDA. Ovo opaZanje je u skladu sa rezultatima

Cheng-a i1 saradnika (Cheng 1 sar., 2011), koji su pokazali da ¢elijski fenotip povezan sa
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povecanom aktivno§¢u mTOR-a pokazuje otpornost prema dejstvu 6-OHDA na misjem
modelu neurodegeneracije. S obzirom da je arilpiperazin 6b delimicno sprecio
smanjenje aktivnosti mTOR-a izazvano 6-OHDA-om, moze se pretpostaviti da je ovde
zabeleZzena neuroprotekcija delom posledica 1 efekta ispitivanog arilpiperazina na
funkciju mTOR-a. Pracenje aktivnosti negativnhog regulatora mTOR-a AMPK je
pokazalo da arilpiperazin 6b ne utice na mTOR posredstvom AMPK. Zna se da Akt
pozitivno reguliSe mTOR (Navé i sar., 1999), pa se ne moze iskljuciti moguénost da je
zabelezeni efekat arilpiperazina 6b na aktivhost mTOR-a delimi¢no posredovan i
aktivacijom Akt-a. Medutim, i 6-OHDA je aktivirao Akt signalni put, ali je
paradoksalno inhibirao mTOR 1 indukovao autofagiju. Indukcija autofagije bi mogla biti
posledica pokazane aktivacije ERK proteina u ¢elijama tretiranim 6-OHDA-om. Posto
supstanca 6b ne inhibira na ERK, a dodatno aktivira Akt, moze se pretpostaviti da je
uticaj liganda 6b na Akt razlog za reaktivaciju mTOR-a i inhibiciju autofagije u

¢elijama tretiranim 6-OHDA-om.

5.3. ZAVISNOST ZASTITNOG EFEKTA ARILPIPERAZINA 6a I 6b OD
VEZIVANJA ZA DOPAMINSKE D2 RECEPTORE

Svi ispitivani arilpiperazini imaju svojstvo vezivanja za dopaminske hD2s
receptore, a supstance 6a 1 6b su pokazale parcijalne agonisticke sposobnosti na njima.
Uloga dopaminskih receptora u neurotoksi¢nosti, ali i u neuroprotektivnim efektima
liganada za dopaminske receptore je dobro opisana (Bozzi i Borrelli, 2006; Lebel i sar.,
2007). Tako na primer, preterana aktivacija dopaminskih D1 i D2 receptora doprinosi
neurotoksi¢nosti na viSe nacina — povecava podloznost neurona efektima glutamata 1
posledi¢noj ekscitotoksi¢nosti, vodi Stetnoj aktivaciji ERK-a 1 proapoptotskog
transkripcionog faktora c-Jun (Bozzi i Borrelli, 2006). Sa druge strane, moguci
mehanizmi neuroprotekcije posredovane D2 receptorima su: inhibicija oslobadanja
dopamina u sinapticku pukotinu aktivacijom presinaptickih D2s autoreceptora, zatim
povecana otpornost neurona na efekte glutamata aktivacijom postsinaptickih D2I
receptora, kao i aktivacija PI3K-zavisnih prezivljavaju¢ih signala (Bozzi i Borrelli,
2006; Nair i1 Sealfon, 2003). Blokada dopaminskih receptora u ovoj disertaciji nije

ponistila efekte arilpiperazina 6a i 6b u stresu izazvanom SNP-om 1 6-OHDA-om,
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ukazujuéi da su njihove neuroprotektivne osobine najverovatnije nezavisne od
aktivacije D2 receptora. DosadaSnja istrazivanja su pokazala da postoje i
dopamin-zavisni 1 dopamin-nezavisni mehanizmi neuroprotekcije posredovane
dopaminergi¢kim ligandima (Gémez-Vargas 1 sar., 1998; Guo i sar., 2002; Kitamura i
sar., 2003; Ferrari-Toninelli 1 sar., 2010). Dopamin-nezavisni mehanizmi ukljuc¢uju
antioksidativne efekte i stabilizaciju mitohondrija (Gomez-Vargas 1 sar., 1998;
Kitamura 1 sar., 2003; Ferrari-Toninelli 1 sar., 2010), dok su dopamin-zavisni efekti
povezani sa oslobadanjem trofickih faktora koje je posredovano receptorima (Guo i sar.,
2002). U ovoj studiji smo pokazali da arilpiperazini 6a i 6b imaju sposobnost da sprece
smanjenje potencijala mitohondrija koje izazivaju primenjeni toksini, $to sugeriSe da
stabilizacija funkcije ovih ¢elijskih organela moze igrati vaznu ulogu u njihovom
neuroprotektivnom dejstvu, nevezano za afinitet supstanci 6a i 6b prema D2
receptorima. U prilog navedenoj tvrdnji o nezavisnosti efekta arilpiperazina od
vezivanja za D2 receptore idu istrazivanja koja su pokazala da i enantiomeri poznatih
dopaminergickih liganada apomorfina i pramipeksola, koji se ne vezuju za dopaminske
receptore, ispoljavaju protektivne efekte in vitro u neurodegeneraciji izazvanoj
oksidativnim stresom (Gassen i sar., 1998; Ferrari-Toninelli i sar., 2010). Naime,
istrazivanje Ferrari-Toninelli i saradnika (Ferrari-Toninelli i sar., 2010) je pokazalo da
oba enantiomera poznatog antiparkinsonijskog leka pramipeksola, od kojih se jedan
vezuje za D2 1 D3 receptore a drugi ne, Stite SH-SYSY celije od oksidativnog stresa
izazvanog vodonik peroksidom najverovatnije spreCavanjem stvaranja RKV u
mitohondrijama. Takode, Gassen i saradnici (Gassen 1 sar., 1998) su pokazali da i (+) i
(-) enantiomer apomorfina Stite PCI12 ¢elije pacovskog feohromocitoma od
oksidativnog stresa izazvanog 6-OHDA-om i1 H;O,-om. Pored toga, pretpostavku o
nezavisnosti efekta od vezivanja za D2 receptore indirektno potvrduje i to, Sto nije
uocena korelacija izmedu afiniteta arilpiperazina za D2 receptore 1 njihovog

neuroprotektivnog kapaciteta u stresu izazvanom NO-om, odnosno 6-OHDA-om.

Takode, veza izmedu strukture ispitivanih jedinjenja 1 zabelezene
neuroprotekcije se ne moze izvesti iz podataka dobijenih u ovoj studiji. Medutim, treba
naglasiti da je 7 supstanci iz serije a spaSavalo SH-SYS5Y ¢elije od donora NO, dok su 4
supstance iz serije b bile aktivne u stresu izazvanom SNP-om. Sa druge strane, u stresu

izazvanom 6-OHDA-om 5 supstanci iz serije a su bile aktivne, u poredenju sa cak 8
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supstanci iz serije b. Ovi podaci govore da bi jedinjenja sa arilpiperazinskom
strukturom iz grupe a mogla biti dobra polazna osnova za razvoj potencijalnih lekova
biti neuroprotektivne u uslovima kada preovladuje oksidativni stres. Medutim, potrebna
je pazljiva procena veze izmedu strukture i neuroprotekcije da bi se utvrdilo koje

arilpiperazine treba dalje razvijati za zastitu od stresa izazvanog NO-om ili RKV.

PredloZeni mehanizam delovanja arilpiperazina 6a u stresu posredovanom azot
monoksidom, izveden iz prethodnih rezultata ove studije, je prikazan na shemi 1.
Ukratko, azot monoksid najverovatnije remeti funkciju transportnog lanca elektrona
povecavaju¢i produkciju superoksida, koji dalje naruSava potencijal 1 integritet
mitohondrijalne membrane. Istovremeno se pod dejstvom NO-a aktiviraju unutarcéelijski
signali koji reguliSu proces celijske smrti, vodec¢i ¢eliju u apoptozu. Arilpiperazin 6a
sprecava apoptotske promene koje izaziva azot monoksid tako S$to stabilizuje membranu
mitohondrija, aktivira antiapoptotsku Akt kinazu a inhibira proapoptotske ERK, JNK 1
AMPK puteve. Tacnu ulogu modulacije navedenih signalnih puteva u sprecavanju
oste¢enja SH-SYSY celija izazvanih NO-om pod dejstvom arilpiperazina bi trebalo

detaljnije ispitati.
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6al- 62
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AKTIVACAKASPAZA |
APOPTOZA "

Shema 1. Pretpostavljeni mehanizam dejstva arilpiperazina 6a.

Pretpostavljeni mehanizam dejstva arilpiperazina 6b u stresu izazvanom

6-OHDA-om je prikazan na shemi 2. Arilpiperazin spreCava pad potencijala
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mitohondrija, oksidativni stres, aktivaciju kaspaza i sledstvenu apoptozu izazvane
6-OHDA-om. Takode, pokazano je da supstanca 6b aktivacijom mTOR-a inhibira
citotoksi¢nu autofagiju indukovanu 6-OHDA-om, koja indirektno dovodi do apoptoze.
Za protektivno delovanje arilpiperazina 6b odgovorna je i aktivacija Akt kinaze, koja
osim $to direktno deluje antiapoptotski, najverovatnije i preko aktivacije mTOR-a
dovodi do inhibicije citotoksi¢ne autofagije. Efekti arilpiperazina 6b nisu posredovani

uticajem na aktivnost ERK, JNK i AMPK kinaze.

6b

-

-

6-OHDA &

JAY/O,t mTOR,

v v
apoptoza « autofagija

SMRT NEURONA

Shema 2. Pretpostavljeni mehanizam dejstva arilpiperazina 6b.

Rezultati ove studije pokazuju da arilpiperazinski dopaminergicki ligandi mogu
spreciti oSte¢enja mitohondrija posredovana NO-om 1 6-OHDA-om, modulaciju
signalnih puteva koji ucestvuju u celijskoj smrti i posledi¢nu apoptozu i autofagiju u
humanoj SH-SYS5Y neuroblastomskoj ¢elijskoj liniji. Podaci dobijeni sa stimulisanim
makrofagima ukazuju na ¢injenicu da bi arilpiperazini mogli smanjivati neurotoksi¢nost
NO poreklom od potentnih donora NO u CNS-u, kao sto su mikroglijalne ¢elije. Imajuci
u vidu ulogu aberacija mitohondrija, metabolickog disbalansa 1 rezultujuceg
oksidativnog stresa u razvoju AD i PB (Andersen, 2004; Halliwell, 2006; Sayre 1 sar.,
2001), arilpiperazini bi mogli biti verovatni kandidati za terapiju ovih i1 drugih

neurodegenerativnih oboljenja.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze, a na osnovu dobijenih

rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Od 20 novosintetisanih arilpiperazina cak 15 §titi od toksicnosti 6-OHDA, pri
¢emu najizrazeniji efekat pokazuje supstanca 6b, dok 12 arilpiperazina sprecava
toksi¢no delovanje SNP-a, a najizrazeniji protektivni efekat ispoljava ligand 6a.
Arilpiperazin 6a takode stitt SH-SYSY celije od toksi¢nosti NO-a poreklom od
makrofaga stimulisanih IFN-y i LPS-om.

Protektivno delovanje arilpiperazina 6a posredovano je njegovom sposobnoscu
da spre¢i SNP-om izazvan pad potencijala mitohondrija, oslobadanje
superoksida, aktivaciju kaspaza i sledstvenu apoptozu, kao i sprecavanjem
aktivacije proapoptotskih kinaza AMPK, JNK i ERK, odnosno inhibicije
protektivne kinaze Akt.

Protektivno delovanje arilpiperazina 6b posredovano je njegovom sposobnoscu
da spre¢i 6-OHDA-om izazvano smanjenje potencijala mitohondrija,
oslobadanje superoksida, aktivaciju kaspaza 1 sledstvenu apoptozu, kao

citotoksi¢nu autofagiju aktivacijom Akt/mTOR signalnog puta.

Svi ispitivani arilpiperazini se vezuju za hD2s receptore. Vrednosti Ki se kre¢u
od 15.4nM do 722.7 nM. Arilpiperazini 6a i1 6b se ponaSaju kao parcijalni
agonisti hD2s receptora, ali je njihov neuroprotektivni efekat u stresu izazvanom
NO-om i 6-OHDA-om najverovatnije nezavisan od vezivanja za dopaminske D2

receptore.
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IpuJor 1.

H3jaBa o0 ayTopcTBY

TTornucanu-a T'opnana Tosunosuh

Opoj ymmca

H3jaBbyjem
Jla je JOKTOpCKa AUCepTaIlrja Mo HaCJIOBOM

MexaHu3aM 3aIUTUTHOT J€ejCTBa ApWINHMIIEPA3HHCKUX JIUTaHa[Aa 3a JonaMmuHcke /12
peleniTope y a30T MOHOKCH/IOM U 6-XuapoKkcuaonaMMHOM H3a3BaHoj cMptu SH-SYSY
hesmja xymanor HeypoOsacToma

®  pe3yiTaT CONCTBEHOT HCTPAXKUBAYKOT paja,

® a IpeAyoKeHa HUCepTalyja y LeIWHH HU Yy JeJIOBHMAa HHje Omia ImpeaokeHa 3a
noOujame OWIO KOje JAWIUIOME TMpeMa CTYOUjCKHM MpOorpaMuMa  ApYyTHX
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

® J1a Ccy pe3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e Jla HUCaM KpIUMO/Ta ayTOpcKa MpaBa M KOPUCTUO HMHTENEKTYalHy CBOJHHY APYTHX
JHLA.

IHoTnuc noxkTopanTa

V Beorpany, 26.11.2012.
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Mpuutor 2.

N3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje
TOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume ayTopa lopnana Tosunosuh

bpoj ymmuca

Crynujcku mporpam

Hacnos paga MexaHu3aM 3alITUTHOT JejCTBAa APHJINUINIEPAZMHCKHUX JUTAHAIA 32
aonaMuHcke /12 penenTope y a30T MOHOKCHIOM M 6-XHAPOKCHAONIAMUHOM H3a3BAHOj
cmptu SH-SYSY hennja xymanor Heypooaacroma

Mentop np Hesena 3oroeuhi u npod. ap [Masne Auhyc

TTormucanu T'opxana Tosmiosuh

H3jaBJbyjeM Ja je ITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEp3HjU
KOjy caM Tmpepnao/Ja 3a o0jaBbuBamke Ha MopTany JlMrurajHor pemno3uTopujyma
Yuusepsurtera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JIMYHY ITOIAIM BE3aHU 3a TOOUjamke aKkaJIeMCKOT 3Bama JJOKTOPa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U Ipe3nuMe, TOANHA U MecTO pol)era 1 1aTyM oJ0paHe paja.

OBM JINYHK TOJAIM MOTY Ce¢ 00jaBHTH Ha MPEKHUM CTpaHHIAMa JUTHUTAIHE OMOIHOTEKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJloTy U y myOiuKarjaMa YHuBep3urteTa y beorpany.

IMoTnuc noxkTOopanTa

V Beorpany, 26.11.2012.
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puuror 3.

N3jaBa o kopumhemy

OpnamthyjeM VYHHBEp3UTETCKYy OHOMMOTeKy ,,CBerozap MapkoBuh® nma y JuraramHau
peno3utopujyM YHuBep3uTeta y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALN]y IO/ HACIIOBOM:

MexaHu3aM 3alUTUTHOT /1€jCTBa ApWINUNEPA3HHCKUX JUTAHA/IA 32 T0NIAMHHCKe
J2 peuenTope y a30T MOHOKCHIOM H 6-XHIAPOKCHUIONAMUHOM U3a3BAHOj CMPTH
SH-SYSY heauja xymanor HeypooJjiacroma

KOja je Moje ayTOpCKO EeTIO.

Hucepranujy ca cBUM MpUiIo3UMa MpeAao/lna caM y eNeKTPOHCKOM (opmary MOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBHUPAE.

Mojy IOKTOPCKY HIWCEpTaIujy MoXpameHy y JWruTtamHu perno3uTopujyM YHHUBEpP3HWTETa Yy
Beorpamy Mory ga KopucTe CBH KOjH IOIITY]y onpende caapikaHe y ogadpaHOM THITY JTHIICHIIE
Kpeatusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a K0jy cam ce OuTy4no/Ja.

1. AyropcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPILIHjaJTHO

l AyTOpCTBO — HEKOMEpITHjaITHO — Oe3 mpepaie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHjaTHO — IEIUTH MO HICTUM YCIOBHMA
5. AytopcTBO — 0€3 pepaje

6. AyTOpCTBO — JEJIUTHU MOJ UCTUM yCIIOBUMA

(Monumo aa 3a0KpYyKUTE caMO jeIHY OJf IIECT MOHYH)eHHUX JINIIEHITN, KpaTaK OIKC JIUICHIIA AT
je Ha monehuHU HCTa).

IMoTnuc AOKTOpaHTa

V Beorpany, 26.11.2012.

T CE L 7
Jongaka Ireounstouts
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1. AytopctBo - Jlo3BOJbaBaTe YMHOXKaBarmbe, MTUCTPUOYIH]y W jaBHO CaONINTaBame ena, U
mpepajie, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HaumH onpeheH ox crpaHe ayropa Wid AaBaola
JUTIEHIIE, YaK B Y KoMeprujarHe cBpxe. OBoO je HajcIo00IHM]ja 01 CBUX JIUIICHIIH.

2. AyrtopcTBO — HeKoMmepuujanHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, OUCTPUOYLHM]y U jaBHO
CaoIIlTaBamkE J1eNa, U Ipepasie, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH ozpeleH of] cTpaHe ayTopa
WK faBaoua JuneHne. OBa JHULEHIa He J03BOJbaBa KOMEPLHjalHy ynoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMEpIHjaTHO — O6e3 mpepanae. Jlo3BojbaBaTe YMHOXKABAE, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caolllITaBame Jefa, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOoBamba WK YIoTpede 1ea y CBOM Jelly, ako
ce HaBele MME ayTopa Ha HauumH oapeheH on cTpaHe ayTopa wiM JaBaoua Jjuienre. OBa
JMIEHIIA He JJ03B0JbaBa KOMEPIMjaTHy yIOTpeOy aena. Y oZHOCY Ha CBE OCTaJIe JIUIECHIIE, OBOM
JIMILIEHIIOM ce orpaHnyaBa HajBehu oOum mpasa kopuinhema nena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMEPIIHjATHO — JACIHUTH TIOJ] HCTUM YCIIoBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKABAE,
JUCTPUOYIH]Y W jaBHO CAOIINTaBame Jeiia, U Mmpepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH
onpeleH o cTpaHe ayTopa WK JlaBaolia JHIICHIIC U aKo ce mpepajia TUCTpUOynpa Moj UCTOM
WIN CIUYHOM JureHiioM. OBa JHIICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIMjaHy ymoTpeOy 1ena u
npepaja.

5. AytopcTBo — 6€3 mpepaze. Jlo3BospaBaTe YMHOKaBamhe, AUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAOMILITABAHE
nena, 6e3 mpoMeHa, IPEeoOIMKOBamka WM YIIOTpeOe Aeiia y CBOM ey, aKO Ce HaBeIe UMe
ayTopa Ha HauuH oxpel)eH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola Juienue. OBa JULEHIAa J03B0JbaBa
KOMepLHjaiHy ynoTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - AEIHTH IOJ MCTHUM ycioBUMA. J03BoJpaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYLH]Y U
JaBHO caolllITaBame JIeJIa, U pepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH ozapelheH ox crpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMIEHLE M aKko ce Ipepajna IUCTpuOyHpa IOJ HCTOM WM CIMYHOM
nuneHnoM. OBa JUIIEHIA 103BOJbaBAa KOMEpLUHMjaHy yHoTpeOy aena u mpepana. Cnnvna je
co(TBEpCKUM JTUIIEHIIaMa, OHOCHO JIMILIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



