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DEJSTVO FINASTERIDA NA BIHEJVIORALNE,
ELEKTROENCEFALOGRAFSKE I CELIJSKE PROMENE U HEPATICNOJ
ENCEFALOPATIIJI IZAZVANOJ TIOACETAMIDOM KOD PACOVA

Hepaticna encefalopatija (HE) predstavlja neuropsihijatrijski sindrom, koji se
razvija kao posledica akutne ili hroni¢ne insuficijencije jetre. Za ispitivanje patogeneze HE
koriste se razli¢iti eksperimentalni modeli, ukljuCuju¢i model izazvan portno-kavnim
Santom, stenozom portne vene, modele izazvane hepatotoksi¢nim agensima (tioacetamid,
D-galaktozamin, paracetamol, azoksimetan, ugljen-tetrahlorid) i modele ciroze jetre. U
razvoju HE klju¢nu ulogu ima hiperamonijemija, a mehanizmi ukljuéeni u patogenezu HE
ukljuuju:  citotoksiéni edem mozga, poremecaje neurotransmisije  (pretezno
glutamatergicke 1 GABA-ergicke), energetske poremecaje, oksidacijski stres,
mitohondrijsku disfunkciju i neuroinflamaciju. U HE povecéava se sinteza neurosteroida,
koji pozitivnom alosternom modulacijom receptora za gama-aminobuternu Kkiselinu
(GABAA receptora) pojacavaju efekte GABA u centralnom nervnom sistemu. Finasterid,
inhibitor 5a-reduktaze i sinteze neurosteroida, potencijalno moze menjati tok HE.

Ciljevi ove disertacije su bili: da se ispitaju bihejvioralne i elektroencefalografske
(EEG) promene u HE izazvanoj tioacetamidom kod pacova; da se odrede parametri
oksidacijskog stresa 1 antioksidacijske zaStite, aktivnost acetilholinesteraze (AchE) i
ekspresiju celijskih markera u razli¢itim mozdanim regionima u intoksikaciji
tioacetamidom; da se ispita uticaj finasterida na bihejvioralne, EEG i ¢elijske promene u
HE izazvanoj tioacetamidom kod pacova.

U cilju ispitivanja efekata tioacetamida (TAA) na ponasanje, EEG i celijske
promene muzjaci Wistar pacova su podeljeni u sledece grupe: 1. kontrolna grupa (n=8); 2.
eksperimentalna grupa tretirana TAA na dozno zavisan na¢in: TAA3z (300 mg/kg, n=8),
TAAs0 (600 mg/kg, n=10) i TAAgo (900 mg/kg, n=18). Dnevne doze TAA (300 mg/kg)
su primenjene tokom jednog (TAA3zq0), dva (TAAsw) ili tri uzastopna dana (TAAgm). U
cilju ispitivanja uticaja finasterida na HE izazvanu TAA-om, Zivotinje Su podeljene u
sledece grupe: 1. kontrolna grupa (n=8); 2. TAAgw grupa tretirana TAA (900 mg/kg,
n=18); 3. grupa tretirana finasteridom, FIN (150 mg/kg, n=8); 4. FIN+TAAgy grupa



(n=10) tretirana finasteridom (150 mg/kg) i TAA (900 mg/kg). Dnevne doze TAA (300
mg/kg) i FIN (50 mg/kg) su administrirane tokom tri uzastopna dana, a u FIN+TAAgm
grupi FIN (50 mg/kg) je primenjen 2 h pre svake pojedina¢ne doze TAA (300 mg/kg). Sve
supstance su primenjene intraperitonealno. U svim grupama bihejvioralne karakteristike su
pracene 0, 2, 4, 6 i 24 h nakon tretmana, dok je EEG registrovan u periodu 22-24 h nakon
poslednje doze TAA i analiziran brzom Furijeovom transformacijom u vremenskim
taCkama 22,5 h, 23 h i 23,5 h nakon tretmana. Parametri oksidacijskog stresa i aktivnost
AchE su odredeni u hipokampusu, mozdanoj kori, talamusu, nc. caudatusu i mozdanom
stablu spektrofotometrijskom metodom 24 h nakon tretmana. Ekspresije NeuN kao markera
neurona, MOG kao markera oligodendrocita, Iba 1 kao markera mikroglije i GFAP kao
markera astrocita, kao i ekspresija subjedinica NADPH oksidaze i izoenzima superoksid
dizmutaze (SOD) u hipokampusu i mozdanoj kori su odredene Western blot metodom.

Vitalni refleksi (kornealni refleks, refleksi uklanjanja, hvatanja i uspravljanja) su
bili znacajno sniZzeni u TAAgy grupi 24 h nakon primene druge doze TAA (p<0,05) i u
TAAgy grupi 2 h nakon tretmana (p<0,01) u poredenju sa kontrolom. Refleksni trzaji
glave, auditivni refleks, ekvilibrijumski test i refleks postavljanja su bili zna¢ajno oslabljeni
U TAAGso grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama (p<0,01), dok su ovi
refleksi bili ugaseni kod svih Zivotinja iz TAAg grupe 24 h nakon primene poslednje doze
TAA. Opsta motorna aktivnost i eksplorativno ponaSanje Su bili znacajno nizi u TAAgy
grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama (p<0,01). Sa porastom doze
TAA je izazvao izrazeniji pad motorne aktivnosti i eksplorativnog ponasanja 1 u TAAgg
grupi ovi testovi su bili znac¢ajno nizi u odnosu na TAAgy grupu (p<0,01).

Srednja ukupna spektralna snaga je bila znacajno visa u TAAzp (p<0,01) i TAAsw0
grupi 23,5 h nakon tretmana (p<0,01) i znacajno niza u TAAgy grupi (p<0,01) u svim
vremenskim tackama u poredenju sa kontrolom. Srednja spektralna snaga beta i alfa talasa
je bila znacajno visa u TAAsp grupi u poredenju sa kontrolom, dok je u TAAgo grupi
uocen znacajan porast srednje snage beta talasa 23 h, a alfa i teta 23,5 h nakon tretmana u
odnosu na kontrolu. Dok je srednja spektralna snaga delta talasa bila znacajno viSa u
TAAgp grupi (p<0,01), srednja snaga ovih talasa je bila znacajno niza u TAAgg grupi
(p<0,01) u poredenju sa kontrolom. Relativna spektralna snaga beta i delta talasa je bila



znacajno niza, a alfa talasa znacajno visa u TAAsp grupi u odnosu na kontrolu. Dok je u
TAAsp grupi uocen znacajan pad zastupljenosti delta talasa i porast zastupljenosti teta
talasa 22,5 h nakon tretmana, u TAAgy grupi zastupljenost delta talasa je bila znacajno
vi$a, a teta talasa znacajno niza u odnosu na kontrolu u svim vremenskim tackama.

Nivo malondialdehida (MDA) u mozdanom korteksu je bio zna¢ajno visi u TAAgoo
(p<0,05) i TAAg grupi (p<0,01), a u mozdanom stablu u svim grupama tretiranim TAA-
om u poredenju sa kontrolom. U hipokampusu nivo MDA je bio znacajno nizi u TAAszg
(p<0,01), a znacajno visi u TAAgg grupi (p<0,01) u odnosu na kontrolu. Aktivnost katalaze
u korteksu je bila znacajno visa u TAAsp (p<0,01) i znacajno niza u TAAg (p<0,01) i
TAAg grupi (p<0,01) u odnosu na kontrolu. Dok je TAA izazvao smanjenje aktivnosti
katalaze u mozdanom stablu u TAAgpw | TAAgw grupi, aktivnost ovog enzima u
hipokampusu je bila zna¢ajno visa u TAAszp (p<0,01) i TAAgw grupi (p<0,01) u poredenju
sa kontrolom. Sli¢no kao u korteksu i mozdanom stablu, aktivnost katalaze u hipokampusu
je bila znacajno niza u TAAgg U 0dnosu na kontrolnu grupu (p<0,01).

Pretretman FIN-om je sprecio slabljenje vitalnih refleksa kod svih zivotinja iz
FIN+TAAg grupe. Ucestalost ocuvanih refleksnih trzaja glave, auditivnog refleksa,
ekvilibrijumskog testa i refleksa postavljanja, kao i motorna aktivnost i eksplorativno
ponasanje su bili znacajno visi u FIN+TAAgg U odnosu na TAAg grupu. Takode, srednja
ukupna spektralna snaga EEG talasa je bila znacajno visa u FIN+TAAgy U 0dnosu na
TAAg grupu (p<0,01). Pretretman FIN-om je izazvao znacajan porast srednje spektralne
snage beta, alfa i delta talasa u odnosu na kontrolu. Zastupljenost beta, alfa i teta talasa je
bila znacajno viSa, a delta talasa znacCajno niza u FIN+TAAgy grupi u poredenju sa
kontrolom i TAAgg grupom.

Pretretman FIN-om je smanjio lipidnu peroksidaciju u korteksu u odnosu na TAAgmo
grupu, dok se nivo MDA nije znacajno razlikovao u hipokampusu i nc. caudatusu zivotinja
iz FIN+TAAg | TAAgy grupe. U talamusu nivo MDA bio znacajno visi u FIN+TAAgg U
odnosu na TAAgy grupu (p<0,01). Pretretman FIN-om je sprecio pad ekspresije p22 i p67
subjedinice NADPH oksidaze u hipokampusu izazvan TAA-om, izazvao porast aktivnosti
SOD1 i pad glutation reduktaze (GR). U korteksu nivo redukovanog glutationa (GSH) i

aktivnost katalaze su bili zna¢ajno visi u FIN+TAAgg U odnosu na kontrolnu grupu. Nivo



GSH u nc. caudatusu je bio znacajno nizi u FIN+TAAgg u odnosu na kontrolnu i TAAggo
grupu (p<0,01), dok je aktivnost SOD bila visa u FIN+TAAgy u poredenju sa kontrolom
(p<0,05). U talamusu pretretman FIN-om spre¢ava porast aktivnosti glutation peroksidaze
(GPx) izazvan TAA-om, smanjuje aktivnost GR i katalaze. Aktivnost AchE u talamusu i
nc. caudatusu je bila znac¢ajno visa u TAAgg grupi u odnosu na kontrolu (p<0,05), dok se u
FIN+TAAg0 grupi nije razlikovala u odnosu na kontrolu. Ekspresija NeuN u hipokampusu
je bila znacajno niza u TAAgg grupi (p<0,05), dok je ekspresija Ibal bila znacajno visa u
TAAg0, FIN i FIN+TAAg grupi u poredenju sa kontrolom (p<0,05). Ekspresija GFAP u
hipokampusu je bila znacajno visa u TAAggy (p<0,05) i znacajno niza u FIN+TAAgg grupi
(p<0,05) u odnosu na kontrolu.

Bihejvioralne i EEG promene ukazuju da tioacetamid izaziva HE kod pacova na
dozno-zavistan naéin. Tioacetamid u dozi od 600 mg/kg se moze Koristiti za ispitivanje
patogenetskih mehanizama motornih promena u HE, a u dozi od 900 mg/kg za ispitivanje
patogeneze hepaticne kome. Tioacetamid izaziva lipidnu peroksidaciju u mozgu na dozno-
zavistan nacin, pri ¢emu je mozdano stablo najosetljivije, a talamus 1 hipokampus najmanje
osetljivi na dejstvo slobodnih radikala. Patogenezi hepatiéne kome u intoksikaciji
tioacetamidom potencijalno doprinosi indukcija AchE u talamusu i nc. caudatusu.

Pretretman finasteridom poboljSava motorne sposobnosti 1 EEG promene 1 sprecava
nastanak najtezih formi HE izazvane tioacetamidom kod pacova, ukljucujuci hepati¢nu
komu. Jedan od potencijalnih mehanizama povoljnog dejstva finasterida na tok HE
izazvane tioacetamidom je inhibicija AchE u talamusu i nc. caudatusu i modulacija
holinergi¢ke transmisije. lako finasterid menja aktivnost antioksidacijskih enzima,
smanjenje oksidacijskog stresa najverovatnije ne doprinosi znacajno neuroprotektivnim
efektima finasterida u HE. Bihejvioralne i EEG promene ukazuju da se finasterid moze
koristiti kao potencijalno neuroprotektivno sredstvo u terapiji HE, ali njegova klinicka

upotreba zahteva prethodna istrazivanja o Stetnim efektima ove terapije.

Kljuéne re€i: hepaticna encefalopatija, tioacetamid, bihejvioralne promene,
elektroencefalografija, oksidacijski stres, acetilholinesteraza, finasterid, pacovi

Nauéna oblast: Molekularna medicina



THE EFFECTS OF FINASTERIDE ON BEHAVIORAL,
ELECTROENCEPHALOGRAPHIC AND CELLULAR CHANGES IN
THIOACETAMIDE-INDUCED HEPATIC ENCEPHALOPATHY IN RATS

Hepatic encephalopathy (HE) represents a neuropsychiatric syndrome, that appears
as a consequence of acute or chronic liver failure. Various experimental models are used
for the investigation of the pathogenesis of HE, including porto-caval shunt, portal vein
stricture, models induced by hepatotoxic agents (thioacetamide, D-galactosamine,
acetaminophen, azoxymethane, carbon tetrachloride) and models of liver cirrhosis.
Hyperammonemia has a pivotal role in the development of HE, and mechanisms involved
in the pathogenesis of HE include: cytotoxic brain edema, alterations in neurotransmission
(especially glutamatergic and GABAergic), energy disturbances, oxidative stress,
mitochondrial dysfunction and neuroinflammation. The synthesis of neurosteroids is
increased in HE and by positive allosteric modulation of gamma-aminobutyric acid
(GABA\) receptors they potentiate the effects og GABA in the central nervous system.
Finasteride, Sa-reductase and neurosteroid synthesis inhibitor, may potentially modulate the
course of HE.

The aims of this dissertation were: to investigate the behavioral and
electroencephalographic (EEG) changes in thioacetamide-induced HE in rats; to determine
the parameters of oxidative stress and antioxidative protection, the activity of
acetylcholinesterase (AchE) and cellular marker expression in various brain regions; to
investigate the effects of finasteride on behavioral, EEG and cellular changes in
thioacetamide-induced HE in rats.

In order to investigate the effects of thioacetamide (TAA) on the behavior, EEG and
cellular changes male Wistar rats were divided into the following groups: 1. control; 2.
experimental group treated with TAA in a dose-dependent manner: TAA3x (300 mg/kg;
n=8), TAAsu (600 mg/kg; n=10) and TAAgy (900 mg/kg; n=18). Daily doses of TAA (300
mg/kg) were administered once (TAAsy), twice (TAAgy) or three times (TAAgy) iIn
subsequent days. In order to investigate the effects of finasteride on TAA-induced HE, the

animals were divided into the following groups: 1. control (n=8); 2. TAAgy group treated



with TAA (900 mg/kg; n=18); 3. FIN group treated with finasteride (150 mg/kg; n=8); 4.
FIN+TAAg group (n=10) treated with FIN (150 mg/kg) and TAA (900 mg/kg). The daily
doses of FIN (50 mg/kg) and TAA (300 mg/kg) were administered in three subsequent
days, and in FIN+TAAgg group FIN (50 mg/kg) was administered 2 h before each dose of
TAA (300 mg/kg). All substances were administered intraperitoneally. In all groups
behavioral changes were observed 0, 2, 4, 6 and 24 h after the treatment, while EEG was
registered 22-24 h after last dose of TAA and analyzed by fast Fourier transformation at
time points 22.5 h, 23 h and 23.5 h after the treatment. Oxidative stress parameters and
AchE activity were determined in the hippocampus, cerebral cortex, thalamus, caudate
nucleus and brainstem spectrophotometrically 24 h after the treatment. The expressions of
neuronal marker NeuN, oligodendrocyte marker MOG, microglial marker Ibal and
astrocytic marker GFAP, as well as the expression of NADPH oxidase subunits and
superoxide dismutase (SOD) izoenzymes in the hippocampus and cerebral cortex were
determined by Western blot analysis.

Vital reflexes (corneal, withdrawal, grasping and righting reflex) were significantly
diminished in TAAgy group 24 h after the administration of the second dose of TAA
(p<0,05) and in TAAgu group 2 h after the treatment (p<0,01) by comparison with control.
Head shake, auditiory startle reflex, equilibrium and placement test were significantly
lower in TAAsoo Vs. control group at all time points (p<0.01), while these reflexes were
absent an all animals from TAAg group 24 h after the administration of the last dose of
TAA. general motor activity and exploratory behavior were significantly lower in TAAg
vs. control group at all time points (p<0.01). With increasing dose TAA caused a more
prominent decline in motor activity and exploratory behavior and in TAAgy group these
tests were significantly lower when compared with TAAgu group (p<0.01).

Mean total power density was significantly higher in TAA3z (p<0.01) and TAAsw0
group 23.5 h after the treatment (p<0.01) and significantly lower in TAAgg group (p<0.01)
vs. control at all time points. Mean power densities in beta and alpha band were
significantly higher in TAA3q Vvs. control group, while in TAAgy group a significant
increase in mean beta power was evident 23 h, and in mean alpha and theta power 23.5 h

after the treatment when compared with control group. While the mean power density in



delta band was significantly higher in TAAgo group (p<0.01), the mean delta density was
significantly lower in TAAgg (p<0.01) vs. control group. The relative power density in beta
and delta band was significantly lower and in alpha band significantly higher in TAA3u
group vs. control. While a significant decline in relative delta power and a significant
increase in relative theta power were evident in TAAgo group 22.5 h after the treatment, in
TAAg group the relative delta power was increased and the relative theta power was
decreased at all time points when compared with control group.

Malondialdehyde (MDA) level in the cerebral cortex was significantly higher in
TAAsp (p<0.05) and TAAgyw group (p<0.01), while in the brainstem MDA level was
significantly higher in all TAA-treated groups vs. control. Hippocampal MDA level was
significantly lower in TAA3zp (p<0.01) and significantly higher in TAAgy (p<0.01) vs.
control group. Cortical catalase activity was significantly higher in TAAsp (p<0.01) and
significantly lower in TAAgy (p<0.01) and TAAgy groups (p<0.01) vs. control. While
TAA caused a decline in brainstem catalase activity in TAAgyp and TAAgy group, the
activity of this enzyme in the hippocampus was significantly higher in TAAzy (p<0.01)
and TAAgu group (p<0.01) vs. control. Similar to the cortex and brainstem, hippocampal
catalase activity was significantly lower in TAAgg group vs. control (p<0.01).

FIN pretreatment prevented a decline in vital reflexes in all animals from
FIN+TAAg group. Head shake, auditory startle reflex, equilibrium and placement test, as
well as general motor activity and exploratory behavior were significantly higher in
FIN+TAAg by comparison with TAAgy group. Additionally, mean total power density
was significantly higher in FIN+TAAgy VvS. TAAgy group (p<0.01). FIN pretreatment
induced a significant increase in mean power in beta, alpha and delta bands when compared
with control. The relative power in beta, alpha and theta band was significantly higher,
while the relative power in delta band was significantly lower in FIN+TAAgy by
comparison with control and TAAgg group.

FIN pretreatment decreased lipid peroxidation in the cortex vs. TAAgg group, while
no difference in MDA level in the hippocampus and caudate nucleus was evident between
FIN+TAAgo and TAAgy group. MDA level in the thalamus was significantly higher in
FIN+TAAgo VS. TAAgyw group (p<0.01). FIN pretreatment prevented a TAA-induced



decline in the expression of p22 and p67 subunits of NADPH oxidase, caused an increase in
SOD1 activity and a decrease in glutathione reductase (GR) activity. In the cortex reduced
glutathione (GSH) level and catalase activity were significantly higher in FIN+TAAg
when compared with control group. GSH level in caudate nucleus was significantly lower
in FIN+TAAg Vvs. control and TAAgy group (p<0.01), while SOD activity was higher in
FIN+TAAg by comparison with control group (p<0.05). FIN pretreatment prevented a
TAA-induced increase in glutathione peroxidase (GPx) activity in the thalamus and
decreased GR and catalase activity. AchE activity in the thalamus and caudate nucleus was
significantly higher in TAAgg Vs. control group (p<0.05), while in FIN+TAAgy group the
activity of this enzyme was not different when compared with control. Hippocampal NeuN
expression was significantly lower in TAAg group (p<0.05), while Ibal expression was
significantly higher in TAAgw, FIN and FIN+TAAg groups vs. control (p<0.05).
Hippocampal GFAP expression was significantly higher in TAAgy (p<0.05) and
significantly lower in FIN+TAAggo (p<0.05) vs. control.

Behavioral and EEG changes indicate that TAA induces HE in a dose-dependent
manner. TAA in a dose of 600 mg/kg may be used for the investigation of the pathogenesis
of motor manifestations in HE, and in a dose of 900 mg/kg for the investigation of the
pathogenesis of hepatic coma. TAA induces lipid peroxidation in the brain in a dose-
dependent manner, with the brainstem being the most sensitive, and the thalamus and the
hippocampus the least sensitive to the effects of reactive oxygen species. AchE induction in
the thalamus and caudate nucleus may contribute to the pathogenesis of TAA-induced HE.

FIN pretreatment improves motor performance and EEG changes and prevents the
development of most severe forms of TAA-induced HE, including hepatic coma. One of
potential mechanisms of beneficial effects of finasteride in HE may be inhibition of AchE
and modulation of cholinergic transmission. Although FIN changed the antioxidative
enzyme activity, alleviation of oxidative stress does not contribute to the neuroprotective
effects of FIN in HE. Behavioral and EEG changes indicate that finasteride may be used as
a potential neuroprotective device in the therapy of HE, but its side effects should be further

investigated before clinical use.
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1.UVvOD



1.1. Definicija i podela hepati¢ne encefalopatije (HE)

Hepati¢na encefalopatija (HE) predstavlja neuropsihijatrijski sindrom koji se javlja
kod pacijenata sa akutnom ili hroni¢cnom insuficijencijom jetre (1,2). Spektar klini¢kih
manifestacija u HE obuhvata: neuromiSi¢éne poremecaje, poremecaje senzibiliteta,
emocionalne poremecaje, promene licnosti i svesti (losa koncentracija, konfuzija, oStec¢eno
pamcenje 1 produzeno vreme reagovanja na spoljasnje drazi), koje su pra¢ene promenama u
EEG-u (3). Od motornih poremecaja najceS¢e se javljaju rigidnost, hiperrefleksija i
asteriksis (leprsavi tremor koji nastaje zbog osciliraju¢ih promena u aktivnosti neuronskih
mreza, a najceSCe se ispoljava na ekstremitetima i jeziku) (4,5). Asteriksis se moze
ustanoviti pri ispruzenim rukama pacijenta sa dorzifleksijom Saka, a u slucaju
nemogucnosti podizanja ruku, mozZe se uociti na osnovu ritmi¢nih promena snage stiska
Sake (4). Ponekad klini¢ka slika podseca na parkinsonizam (5), dok su fokalni neuroloski
ispadi u HE retki. U svom najtezem obliku, HE moze izazvati sopor i hepati¢nu komu sa
potencijalnim letalnim ishodom (3).

Radna grupa za HE je predlozila klasifikaciju HE na osnovu klinickih ispoljavanja i
etiologije. Na osnovu ove klasifikacije HE se deli na: tip A (encefalopatija udruzena sa
akutnom insuficijencijom jetre), tip B (encefalopatija udruzena sa portno-sistemskim
Santom bez oboljenja jetre) i tip C (encefalopatija udruzena sa cirozom jetre). Tip C
encefalopatije se dalje moze ispoljiti u tri oblika: minimalna, epizodi¢na i manifestna HE
(3,4,6). Minimalna HE se karakterise kognitivnim poremecajima koji nisu uocljivi
standardnim neuroloSkim pregledom niti neuropsiholoskim ili neurofizioloSkim testovima
(3,7). Najcesce promene u minimalnoj HE podrazumevaju suptilne poremecaje paznje i
finih motornih vesStina, kao 1 usporenu obradu informacija bez jasno uocljivih poremecaja
pamcenja, jezickog izrazavanja i prostorne percepcije (8). Epizodi¢na HE se karakterise
akutnim povremenim promenama mentalnog stanja, koje se mogu razviti spontano ili biti
epizodicne HE su: gastrointestinalno krvarenje, konstipacija, prekomeran unos proteina
hranom, infekcije, bubrezna insuficijencija, dehidracija i elektrolitni poremecaji (npr.
hiponatrijemija) (7). Spontana pogorsanja epizodicne HE (bez jasnih provocirajucih

¢inilaca) se vidaju najceS¢e kod pacijenata sa velikim portno-sistemskim Santovima



(nastalim spontano, hirurSkim putem ili usled transjugularnih intrahepati¢nih portno-
sistemskih Santova). Perzistentna HE se karakteriSe hroni¢nim kognitivnim i motornim
poremecajima koji se odrazavaju na socijalne i1 profesionalne aktivnosti pacijenta i u

najtezem obliku izazivaju zavisnost od tude nege (7).

1.2. Dijagnoza HE

Dijagnoza HE se =zasniva na anamnestickim podacima, klinickoj slici,
elektrofizioloskim, neuropsiholoskim i1 neurofizioloskim ispitivanjima. Za uspesnu terapiju
HE neophodna je precizna klasifikacija neuroloskih i psihijatrijskih manifestacija kao prvi
korak u dijagnostici. Standardizacija skala za evaluaciju neuroloskih promena u HE je tek u
razvoju, a najéeS¢e se u praksi koristi West Haven skala (4,7), koja HE deli u Cetiri
stadijuma na osnovu promena svesti, intelektualnih funkcija, ponaSanja i neuroloskih nalaza

(Tabela 1.1). Ova skala je subjektivna, §to je uslovilo uvodenje brojnih modifikacija.

Tabela 1.1. West Haven kriterijumi za klasifikaciju HE na osnovu tezine klini¢ke

slike (preuzeto iz Bajaj, 2010)

Ponasanje,
Stadijum HE Stanje svesti intelektualne Neuroloski nalazi
funkcije
0 Normalno Normalno Normalni (minimalna
HE, ako su izmenjeni
psihomotorni testovi)
1 Blagi poremecaji Oslabljena paznja, Blagi asteriksis
svesti otezano obavljanje
matematickih
operacija
2 Letargija Dezorijentacija, Izrazeni asteriksis,
neprimereno poremecaji govora
ponasanje
3 Somnolencija Izrazena Misi¢na rigidnost 1

dezorijentacija sa klonus, hiperrefleksija
bizarnim ponasanjem

4 Koma Koma Decerebracioni
polozaj




Jedna od skala kojom je objektivizirana klasifikacija HE jeste Algoritam za
stepenovanje hepaticne encefalopatije (engl. Hepatic Encephalopathy Scaling Algorithm,
HESA), koji koristi klinicke pokazatelje i1 rezultate neuropsiholoskih testova za definisanje

stadijuma HE (9). U praksi se koristi ve¢i broj neuropsiholoskih testova za evaluaciju HE
(Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Neuropsiholoski testovi za dijagnozu kognitivnih poremecaja kod pacijenata sa

cirozom jetre (modifikovano prema Cordoba, 2011)

NeuropsiholosKi test Karakteristike testa Validnost

RBANS Kratka baterija Veliki normativi
Dostupan na brojnim
jezicima
Malo podataka o validnosti
u cirozi
Uglavnom testiran na
pacijentima sa
Alchajmerovom boles¢u

PHES Kratka baterija Nekoliko studija 0 njegovoj
primeni u cirozi
CDR Kompjuterizovani Veliki normativi
neuropsiholoski test Malo podataka o
primenljivosti u cirozi
Kriti¢na frekvencija Psihofizicki test Nezavisan od uzrasta i
treptanja obrazovanja

Meri stepen budnosti
Identifikuje pacijente sa
izmenjenim PHES
Inhibitorni kontrolni test Kompjuterizovani Veoma zahtevan test
neuropsiholoski test Zahteva standardizaciju za
svaku populaciju
U SAD dokazana njegova
upotrebljivost za ispitivanje
HE u cirozi

RBANS (engl. Repeatable Battery for the Assessment of Neuropsychological Status), Reproducibilna baterija
za procenu neuropsiholoskog statusa

PHES (engl. Psychometric Hepatic Encephalopathy Score), Psihometrijska ocena hepati¢ne encefalopatije
CDR (engl. Cognitive Drug Research), Kognitivno istrazivanje lekova



Test sindroma portno-sistemske encefalopatije (test PSE sindroma) prati Sest
psiholoskih parametara, koji se ocenjuju poredenjem pacijentovih parametara sa prosecnim
rezultatima u zdravoj populaciji istog uzrasta i slicnog obrazovnog profila (4,10). Tako
ocena 0 se dobija ukoliko je pacijentov parametar u intervalu od +1 sd od prose¢nog; ocena
-1: u intervalu od 1 do 2 sd ispod prose¢nog; ocena -2: u intervalu od 2 do 3 sd ispod
prosecnog; ocena -3: viSe od 3 sd ispod prosecnog. Analogno, ocene od +1 do +3 se daju
ukoliko su parametri ispitanika bolji od prosecnih, tako da se ukupna ocena na svim
testovima moze kretati od +6 do -18. Ukupna ocena -4 predstavlja grani¢nu vrednost, koja
sa senzitivnoS¢u od 96% 1 specifi¢noséu od 100% ukazuje na HE (4). Ukoliko nije moguce
izvodenje svih testova, dijagnoza HE se moze postaviti i na osnovu dva testa, ukoliko su
rezultati oba testa ispod nivoa od 2 sd u odnosu na prosecne rezultate u zdravoj populaciji
(3).

Osim testa PSE sindroma, u praksi se za evaluaciju HE moze Kkoristiti i
Reproducibilna baterija za procenu neuropsiholoskog statusa (engl. Repeatable Battery for
the Assessment of Neuropsychological Status, RBANS), koja podrazumeva grupu testova
za ispitivanje Kkortikalnih i subkortikalnih funkcija (4,11). U HE dominantno su oSteCene
subkortikalne funkcije (11), ali upotrebljivost ovih testova u pra¢enju HE treba da bude
predmet daljih istrazivanja, s obzirom da su ovi testovi najces¢e koriS¢eni u proceni
kognitivnih poremecaja u Alchajmerovoj bolesti, shizofreniji 1 traumatskim ozledama
mozga (4). Test PSE sindroma i RBANS zahtevaju ucescée psihologa za pravilno izvodenje
(4).

Test koji ne zahteva prisustvo psihologa, a koji pruza vazne informacije o
kognitivnim funkcijama u HE je kriti¢na frekvencija treptanja (12). Ovaj test se zasniva na
odredivanju minimalne frekvencije treptanja svetlosnog izvora, pri kojoj pacijent gubi
percepciju treptanja i dozivljava svetlost kao kontinuiranu. Pocetna frekvencija treptanja
svetlosti je 25 Hz, a potom se frekvencija povecava do trenutka gubitka percepcije
treptanja. Isti test moze zapoceti i primenom visokih frekvencija treptanja (oko 60 Hz), a
potom se frekvencija smanjuje do trenutka kad pacijent uocava treptanje. Kriticna

frekvencija treptanja se kod zdravih osoba kre¢e oko 38-39 Hz, a u HE ta frekvencija je



snizena. Ovaj test je pogodan za utvrdivanje manifestne, ali nije dovoljno senzitivan za
dijagnozu minimalne HE (4).

Inhibitorni kontrolni test je kompjuterizovani neuropsiholoski test, kojim se ispituje
tenacitet paznje (13). Pacijentu se na ekranu prikazuju slova (stimulusi) i on treba da uoci
naizmeni¢nu pojavu slova X i Y (mete). Izmedu njih se umecu razlicita slicna slova
(mamci), koja mogu izazvati neprimerenu reakciju ispitanika. Test ukupno sadrzi 1728
stimulusa, 40 mamaca i 212 slova meta, koji se ispitaniku prezentuju unutar 13 min od
prvobitnog treninga (4,14). Smanjen broj uo¢enih meta i poveéan broj reakcija na mamce
ukazuje na HE i posebna pogodnost ovog testa je sto je senzitivan za detekciju minimalne
HE (14).

Elektroencefalografija (EEG) predstavlja korisnu metodu, kako za pracenje toka
tako 1 za odredivanje efikasnosti terapijskih procedura u HE (15). Razlicite
elektrofizioloSske analize su radene u prethodnim studijama HE, ukljucuju¢i vizuelnu
analizu EEG-a (16,17), spektralnu analizu (16-18), merenje evociranih potencijala
(15,19,20), kao i upotrebu vestackih neuronskih mreza (21). Utvrdeno je da spektralna
analiza EEG-a pruza pouzdanije informacije od vizuelne analize, s obzirom da omogucéava
bolju reproducibilnost 1 objektivnije tumacenje rezultata. Iako su vestacke neuronske mreze
pokazale obecavajuce rezultate, spektralna analiza ipak ostaje pouzdan metod za analizu
EEG-a u HE (21). ProduZena latenca auditivnih evociranih potencijala moze pomoci u
dijagnozi HE (22), dok vizuelni i somatosenzorni evocirani potencijali imaju manju

dijagnostic¢ku vrednost (23,24).

1.3. Patogeneza HE

Patogeneza HE jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena. Poznato je da HE nastaje
usled sinergistickog dejstva akumuliranih toksina u organizmu (amonijak, mangan,
kratkolancane masne kiseline, razgranate aminokiseline, merkaptani, lipopolisaharid 1 dr.),
pri ¢emu kljuénu ulogu u razvoju HE ima hiperamonijemija. Amonijak lako prolazi krvno-
mozdanu barijeru i u mozgu uzrokuje brojne poremecaje metabolizma, neurotransmisije i
dr. (25).



Patogeneza HE u akutnoj i hroni¢noj insuficijenciji jetre se delimi¢no razlikuju. U
akutnoj HE/hiperamonijemiji dominantna morfoloska promena je citotoksi¢ni edem mozga
nastao usled bubrenja astrocita. Edem mozga povecava intrakranijalni pritisak i moze
uzrokovati hernijaciju mozga sa potencijalnim smrtnim ishodom (26). Ranije se razvoj
edema mozga u akutnoj HE/hiperamonijemiji objas$njavao osmotskim efektom glutamina.
Prema ovoj teoriji, amonijak se u astrocitima prevodi u glutamin u reakciji amidacije
glutamata pomoc¢u glutamin sintetaze. Akumulacija glutamina uzrokuje povecanje
osmolarnosti intracelularne te¢nosti, $to dovodi do povlacenja vode iz ekstracelularnog
prostora i bubrenja astrocita (25,26). Medutim, kako glutamin ¢ini manji deo osmotski
aktivnih Cestica u astrocitima (27) i kako se bubrenje javlja tek po vra¢anju nivoa glutamina
na fizioloske vrednosti (28), ova teorija je osporena. Prema savremenoj teoriji glutamin
samo prenosi amonijak kroz citoplazmu do mitohondrija astrocita, gde se pod dejstvom
glutaminaze aktivirane fosfatima ponovo oslobada amonijak (hipoteza ,,Trojanskog konja*)
(29). Amonijak izaziva mitohondrijsku disfunkciju sa povecanim stvaranjem slobodnih
radikala, smanjenim stvaranjem adenozin-trifosfata (ATP) i smanjenjem aktivnosti Na*/K*
ATP-aze (30). Nakupljanje Na* u astrocitima uzrokuje nagomilavanje vode i bubrenje
astrocita, a navodi se i povecana ekspresija akvaporina-4 kao moguéi mehanizam njihovog
bubrenja (31). Osim ovoga amonijak stimuliSe i aktivaciju protein kinaza aktiviranih
mitogenima (MAP kinaza), nuklearnog faktora kapa B (NF-«B) i p53 proteina koji
doprinose bubrenju astrocita (32,33). Disfunkcija endotelnih ¢elija izazvana amonijakom,
citokinima, lipopolisaharidom takode moze dopinositi edemu mozga posredstvom
slobodnih radikala i NF-kB, sli¢no kao i u astrocitima (34).

lako je edem mozga u akutnoj HE dominantno posledica bubrenja astrocita, edemu
mozga doprinosi 1 povecanje propustljivosti krvno-mozdane barijere (vazogena
komponenta). Prethodna istrazivanja ukazuju da hiperamonijemija uzrokuje aktivaciju
matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9), koja proteolizom aktivira receptor za epidermalni
faktor rasta (EGFR). EGFR preko p38 MAP kinaznog puta i NF-kB smanjuje sintezu i
ekspresiju okludina, proteina tesnih veza, u endotelnim c¢elijama, ¢ime se narusava

integritet krvno-mozdane barijere (35-37).



Osim edema mozga, akutnu HE/hiperamonijemiju karakteriS§e i smrt neurona
mehanizmom ekscitotoksi¢nosti usled povecanja glutamatergicke transmisije (38), kao i
povecana ekspresija glukoznog transportera GLUT-1 u endotelnim ¢elijama krvnih sudova
u mozgu (39).

Za razliku od akutne HE, u hroni¢noj HE/hiperamonijemiji edem mozga nije
izrazen, ve¢ je dominantna morfololoska promena Alchajmer (Alzheimer) tip 11 astrocitoza
(40). Astrociti sa Alchajmer tip II fenotipom se mogu uo€iti i u sivoj i u beloj masi mozga i
njihov broj koreliSe sa stepenom HE. Alchajmer tip II astrociti se karakteriSu prominentnim
jedarcima i krupnim svetlim jedrima, koja se mogu videti u paru i ¢iji oblik moze da varira
od okruglog u korteksu do nepravilnog u bazalnim ganglijama (41). Ove morfoloske
promene pracene su i promenama ekspresije gena za proteine koji reguliSu volumen i
energetsko stanje astrocita i neurotransmisiju (42). Patogenetski mehanizmi koji su
ukljueni u razvoj hroni¢ne HE ukljuuju: poremecéaje neurotransmisije sa prevagom
inhibicijske neurotransmisije (38), oksidativni/nitrozativni stres (43), mitohondrijsku
disfunkciju, energetske poremecaje (44), neuroinflamaciju (45) i promene aktivnosti
Na'/K" ATPaze (46).

Prvobitne teorije su naglasavale ulogu energetskih poremecaja u hiperamonijemiji
kao kljuénih cinilaca u patogenezi hroni¢ne HE (47,48). Pozitronskom emisionom
tomografijom je kod pacijenata sa cirozom jetre i HE uoceno smanjeno iskori§¢avanje
glukoze u mozgu, najpre u gyrusu cinguli, regionu odgovornom za paznju (49). Tokom
progresije encefalopatije iskoriS¢avanje glukoze se smanjuje u celom korteksu, a povecava
se u bazalnim ganglijama, hipokampusu i cerebelumu (50,51). Glavne mete amonijaka u
mitohondrijama odgovorne za energetski deficit u celijjama su enzimi ciklusa
trikarboksilnih kiselina i malat-aspartat ¢unasti mehanizam (52). Amonijak u milimolarnim
koncentracijama inhibiSe a-ketoglutarat dehidrogenazu, jedan od klju¢nih enzima u ciklusu
trikarboksilnih kiselina, i izaziva manjak ATP-a u c¢elijama (42,52). Takode, usled
inhibicije ovog enzima smanjen je i ulazak piruvata u ciklus trikarboksilnih kiselina, §to
povecava sintezu laktata u mozgu i njihovu koncentraciju u cerebrospinalnoj tecnosti (53).
Neke studije naglaSavaju smanjenu ekspresiju citohrom c oksidaze u razli¢itim mozdanim

regionima, Sto ukazuje na direktan nepovoljan uticaj amonijaka na transport elektrona u



mitohondrijama i ¢elijsku respiraciju (54). Medutim, energetski deficit u hiperamonijemiji
je uocen jedino u stadijumu kome, Sto ukazuje da ovo nije kljucni faktor u patogenezi

blazih oblika HE (42).

1.3.1. Poremecaji neurotransmisije u HE

Savremena istrazivanja naglaSavaju ulogu poremecaja neurotransmisije,
prevashodno glutamatergi¢ke i GABAergic¢ke transmisije, U patogenezi svih stadijuma HE
(55-57). U fizioloskim uslovima glutamat je neophodan za procese uéenja. Glutamat nakon
vezivanja za N-metil-D-aspartatne (NMDA) receptore omoguc¢ava ulazak Na“ i Ca*" u
neurone, 3to rezultuje vezivanjem Ca** za kalmodulin i aktivacijom neuronske azot
monoksid sintaze (nNOS). Azot monoksid (NO) zatim aktivira guanilil-ciklazu i povecava
sintezu cGMP u neuronima (58). cGMP aktivira protein kinazu G, koja potom fosforilise
fosfodiesterazu i omogucéava razgradnju cGMP. Ovaj inicijalni porast sa sledstvenim
smanjenjem nivoa cGMP u neuronima je odgovoran za dugotrajnu potencijaciju u CAl
regionu hipokampusa (59), sto predstavlja sinapti¢ku osnovu uéenja.

U akutnoj HE/hiperamonijemiji dolazi do povecanja koncentracije ekstracelularnog
glutamata u mozgu i pojacanja glutamatergicke transmisije (60,61). Prekomerna stimulacija
NMDA receptora glutamatom uzrokuje nagomilavanje Ca’* u neuronima i aktivaciju Ca?*-
zavisnih enzima (proteaze, fosfolipaze, endonukleaze, ATP-aze) (62,63), kao i povecanje
propustljivosti unutrasnje mitohondrijske membrane (64). Ovo rezultuje energetskim
deficitom u neuronima (65), razgradnjom celijskih makromolekula (62), oksidativnim
stresom (63) i u krajnjem ishodu nekrozom i apoptozom neurona (ekscitotoksi¢nost) (38).
Povecanje glutamatergicke transmisije u akutnoj HE moZe se objasniti povecanim
oslobadanjem glutamata iz neurona i/ili astrocita i njegovim smanjenim preuzimanjem u
astrocite (40). Pokazano je na presecima mozdanog korteksa i hipokampusa da amonijak
povecava oslobadanje glutamata egzocitozom zavisnom od Ca®* (40,66), kao i da smanjuje
ekspresiju glutamatskog transportera GLT-1 (EAAT-2) na membrani astrocita (67).
Takode, amonijak smanjuje i ekspresiju drugog glutamatskog transportera GLAST na
kultivisanim cerebelarnim astrocitima novorodenih pacova (68,69). Smanjen transport

glutamata smanjuje i moguénost detoksikacije amonijaka, s obzirom da se glutamin



sintetaza, enzim koji u mozgu detoksikuje amonijak u reakciji sa glutamatom, pretezno
nalazi u astrocitima (40,70).

Glutamat svoje ekscitotoksi¢ne efekte moze ostvarivati i preko metabotropnih
receptora (63). Pokazano je da stimulacija mGIuR5 pojacava efekte glutamata preko
NMDA receptora, tako $to oslobada voltazno-zavisni magnezijumski blok jonskog kanala u
okviru NMDA receptora (71). S druge strane, aktivacija NMDA receptora pojacava
transmisiju preko mGIuRS receptora, spre¢avanjem desenzitizacije ovog receptora (72).

Za razliku od akutne HE/hiperamonijemije, u hroni¢noj HE dolazi do smanjenja
glutamatergicke transmisije, pre svega na racun smanjenja aktivnosti glutamat-NMDA
receptor-azot monoksid (NO)-ciklicni guanozin monofosfat (¢cGMP) signalnog puta
(61,73,74). lako se ranije smatralo da hroni¢na hiperamonijemija smanjuje glutamatergi¢ku
transmisiju inhibicijom guanilil ciklaze (75), danas se zna da hiperamonijemija pre svega
izaziva poremecaj glutamatergicke transmisije na nivou sinteze NO (73). Ustanovljeno je
da dugotrajna aktivacija NMDA receptora u hroni¢noj hiperamonijemiji uzrokuje aktivaciju
kalcijum-kalmodulin-zavisne protein kinaze II (CaMKII), koja inaktiviSe nNOS
fosforilacijom na Ser847 (73). Inaktivacija nNOS smanjuje sintezu NO i cGMP i doprinosi
kognitivnim poremecajima u HE (73,76).

Osim smanjenja efekata glutamata preko NMDA receptora, u hroni¢noj HE se
menja i aktivnost metabotropnih glutamatskih receptora (mGIuR). Ova modulacija
aktivnosti mGIuR uzrokuje disfunkciju bazalnih ganglija i odgovorna je za motorne
promene u HE. U fiziolo§kim uslovima aktivacija mGluR u nc. accumbensu uzrokuje
oslobadanje dopamina i gama-aminobuterne kiseline (GABA) u ventralnom palidumu.
GABA inhibise GABA-ergicke neurone u ventralnom palidumu, dovodeci na taj nacin do
dezinhibicije glutamatergickih neurona u mediodorzalnom talamusu. Povecana
glutamatergicka aktivnost rezultuje aktivacijom prefrontalnog korteksa i povecanjem
motorne aktivnosti (77). Kod pacova sa HE izazvanom portno-kavnim Santom aktiviraju se
alternativni neuronski krugovi u bazalnim ganglijama, $to uzrokuje motorne poremecaje u
HE. Aktivacija mGIuR u hiperamonijemiji ne rezultuje oslobadanjem dopamina u nc.
accumbens, ve¢ stimulacijom GABA-ergickih neurona, koji iz nc. accumbensa sezu do

pars reticulata substantiae nigrae. Oni inhibiSu GABA-ergi¢ke inhibitorne neurone u
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substantia nigra, dovode¢i na taj nacin do dezinhibicije ventromedijalnog talamusa.
Glutamatergicki neuroni iz ventromedijalnog talamusa sada snaznije aktiviraju motorne
zone u korteksu i dovode do pojave asteriksisa u HE (38,77). Modulacija glutamatergic¢ke
aktivnosti u pars reticulata substantiae nigrae je odgovorna i za nastanak hipokinezije u
HE (78).

Osim poremecaja glutamatergicke transmisije, patogenezi HE u velikoj meri
doprinose 1 poremecaji GABA-ergicke transmisije, koji se uocavaju ve¢ u akutnoj, a znatno
izrazeniji postaju u hroni¢noj HE (38). Modulacija GABA-ergic¢ke aktivnosti u HE se
ostvaruje dominantno posredstvom neurosteroida, koji se vezuju za posebno neurosteroidno
mesto na GABAA receptorskom kompleksu (slika 1.1) (79). Neurosteroidi su steroidna
jedinjenja, koja se sintetiSu u mozdanom tkivu iz holesterola, nezavisno od sinteze steroida
u perifernim izvorima (gonade i nadbubrezne zlezde) (80,81). Baulieu i sar. (82) su prvi
pretpostavili da se steroidna jedinjenja sintetiSu u mozgu, s obzirom da je koncentracija
pregnenolona, dehidroepiandrosterona (DHEA) i njihovih sulfatnih estara znacajno visa u
mozdanom tkivu nego u serumu. Kasnije je na homogenatima mozga i kulturama astrocita i

neurona potvrdeno da se u mozgu nalaze enzimi neophodni za steroidogenezu (83).
>

GABA vezno

mesto Hloridni kanal

Pikrotoksinsko mesto \ /

\
Y
Barbituratno mesto &1

Neurosteroidno mesto

Benzodijazepinsko mesto

Slika 1.1. Struktura GABAAa receptora i vezna mesta za ligande koji modulisu GABA-ergicku transmisiju

11



Prvi korak u sintezi neurosteroida predstavlja transport holesterola u mitohondrije
astrocita. Holesterol se transportuje u mitohondrije pomo¢u multiproteinskog kompleksa,
koji se sastoji od 5-7 subjedinica na spoljasnjoj i unutra$njoj mitohondrijskoj membrani
(79). U okviru ovog kompleksa nalazi se translokatorski protein (ranije poznat kao
benzodijazepinski receptor perifernog tipa), koji je udruzen sa voltazno-zavisnim
anjonskim kanalom i translokatorom adeninskih nukleotida kao okosnicom ovog
kompleksa. Translokatorski protein prenosi holesterol sa spoljasnje na unutra$nju
mitohondrijsku membranu (84). Nakon transporta holesterol se u mitohondrijama prevodi u
pregnenolon pod dejstvom citohrom P450-zavisne monooksigenaze, a pregnenolon se
zatim u glatkom endoplazmatskom retikulumu pod dejstvom enzima 5a-reduktaze i 3o-
hidroksisteroid dehidrogenaze konvertuje u neurosteroide alopregnanolon (ALLO),
tetrahidrodeoksi-kortikosteron (THDOC) i tetrahidroksiprogesteron (84,85) (slika 1.2).
Neurosteroidi ucestvuju u regulaciji unosa hrane, seksualnog ponaSanja, agresivnosti,
anksioznosti, telesne temperature i arterijskog pritiska (83).

Utvrdeno je da se koncentracije ALLO i THDOC u mozgu povecavaju u HE pod
uticajem hiperamonijemije i drugih neurotoksina (84,86). Hiperamonijemija sinergisti¢ki sa
manganom u hroni¢noj HE (79,87) i proinflamatornim citokinima (interleukin 1 /IL-1p/ i
faktor tumorske nekroze alfa /TNF-o/) u akutnoj HE (84,88) dovodi do ushodne regulacije
translokatorskog proteina, $sto omogucava povecano preuzimanje holesterola u mitohondrije
i povecanu sintezu ALLO i THDOC. Ovi neurosteroidi deluju kao pozitivni alosterni
modulatori GABAA receptora, ¢ime dovode do prevage inhibitorne aktivnosti u centralnom
nervnom sistemu (CNS) i doprinose patogenezi HE (81,89) (slika 1.2). Povecanju
inhibitorne transmisije u HE doprinosi i smanjenje koncentracije dehidroepiandrosteron
sulfata, negativnog alosternog modulatora GABAA, receptora (90). Efekti neurosteroida na
GABA-ergi¢ku transmisiju su, bar delimi¢no odgovorni za ve¢inu znakova i simptoma u
HE, ukljucujuéi poremecaje ciklusa budnost-spavanje (91), poremecaje pamcenja (92) i

senzorne poremecaje (79).
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Ushodna regulacija amonijakom,
Aktivacija inhibitorom vezivanja

manganom i/ili proinflamatornim

e dijazepama (DPI)
citokinima

Spoljasnja mitohondrijska membrana

Unutrasnja mitohondrijska membrana

Holesterol

Citohrom P450 zavisna monoksigenaza

Pregnenolon

l 3B-hidroksisteroid dehidrogenaza

Progesteron
Citohrom P450 c21 &edukﬁza

DOC 5a-DHPROG

Sa-reduktaza l
5a-DHDOC 3a-hidroksisteroid dehidrogenaza
3a-hidroksisteroid dehidrogenaza l
v
THDOC Alopregnanolon

l l

Pojacanje GABA-ergicke transmisije i aktivacija jedarnih receptora u neuronima

A 4

Hepaticna encefalopatija

Slika 1.2. Sinteza neurosteroida i njihova uloga u modulaciji GABA-ergi¢ke transmisije i patogenezi
HE (TSPO, translokatorski protein; VDAC, voltazno-zavisni anjonski kanal; ANT, translokator adeninskih
nukleotida; DOC, deoksikortikosteron; 5a-DHDOC, 5a-dihidrodeoksikortikosteron; THDOC, tetrahidro-
deoksikortikosteron; 50-DHPROG, 5a-dihidroprogesteron) (modifikovano prema Ahboucha i Butterworth,
2008).
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Osim uticaja na GABA-ergicku transmisiju, neurosteroidi uti¢u i na gensku
ekspresiju u mozgu. U akutnoj insuficijenciji jetre se smanjuje ekspresija gena za glijalni
fibrilarni Kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP), transporter za glukozu
(GLUT-1), akvaporin 1V, glutamatski (EAAT-2) i glicinski transporter u astrocitima (93),
kao i gena za neuronske enzime monoaminooksidazu A (MAO-A) i nNOS (94). Tacan
posrednik u modulaciji genske ekspresije nije poznat, ali je uo¢eno da progesteron i njegovi
metaboliti menjaju ekspresiju gena za GFAP (95) i akvaporin IV (96), dok aktivacija
glukokortikoidnih receptora menja ekspresiju GLUT-1 (97) i MAO-A (98). ALLO
modulise gensku ekspresiju aktivacijom pregnan-X receptora u jedru (99). Ove promene
genske ekspresije mogu potencijalno doprinositi bubrenju astrocita u akutnoj HE (100,101).

lako neurosteroidi imaju glavnu ulogu u modulaciji GABA-ergi¢ke transmisije u
HE, endogeni ,,benzodijazepini* i amonijak direktno mogu doprinositi povecanju inhibicije
u CNS-u (79). Do danas dokazani endogeni agonisti benzodijazepinskih receptora
perifernog tipa (translokatorskog proteina) su inhibitor vezivanja dijazepama (engl.
Diazepam Binding Inhibitor, DBI) i porfirini (102). DBI je polipeptid sastavljen od 86
aminokiselina, koji se sintetiSe pretezno u glijalnim ¢elijama, a u manjoj meri u neuronima
(103) i koji aktivira translokatorski protein (slika 1.2) (79). Pokazano je da koncentracija
ovog peptida u cerebrospinalnoj tecnosti raste do pet puta u hepaticnoj komi 1 da korelise sa
stepenom HE (104). Njegovom razgradnjom nastaje oktadekaneuropeptid, koji takode
stimuli$e sintezu neurosteroida aktivacijom translokatorskog proteina (101,102).

Amonijak ne menja afinitet vezivanja GABA za svoje vezno mesto, ali zato deluje
sinergisticki sa ALLO u promeni afiniteta benzodijazepinskog veznog mesta na GABAa
receptorskom kompleksu (79). Uticaji hiperamonijemije na broj i strukturu GABA
receptora su joS uvek nedovoljno rasvetljeni. Dok su neke studije utvrdile ushodnu
regulaciju GABAA receptora (105), druge nisu dokazale promenu broja ovih receptora u
HE (106,107). Takode, uoCene su i povecana ekspresija gena za transporter GABA-e
(GAT-2), kao i smanjena ekspresija gena za GABAg1p i B2 subjedinicu GABAA receptora
(108). GABA, benzodijazepinsko i neurosteroidno vezno mesto na GABAAa receptorskom

kompleksu nisu funkcionalno izmenjeni u HE (107,109).
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Osim poremecaja glutamatergicke i GABA-ergi¢ke transmisije u HE su takode
uoCeni poremecaji adrenergicke, holinergi¢ke, dopaminergicke, serotoninergicke i
purinergicke transmisije (110). Koncentracije noradrenalina u razliitim mozdanim
regionima su povecane u eksperimentalnoj HE (111), dok je ekspresija oy i B; receptora u
frontalnom korteksu i talamusu smanjena (112). Takode, utvrdeno je i povecanje nivoa
acetilholina (113) i aktivnosti acetilholinesteraze u mozgu u HE (114). Na poremecaje
dopaminergicke transmisije u HE ukazuje povecanje nivoa dopamina i njegovog prekursora
3,4-dihidroksifenilalanina u mozgu u akutnoj insuficijenciji jetre (111). U humanoj
populaciji utvrdeno je smanjenje broja dopaminskih D; i D, receptora u putamenu (110), a
kod pacova smanjenje D, receptora u cerebralnom Kkorteksu (108). Poremecaji
serotoninergi¢ke aktivnosti u eksperimentalnoj i humanoj HE obuhvataju: povecanu
ekspresiju gena za serotoninski transporter i serotoninski 5-HTsg receptor u cerebralnom
korteksu (108), smanjenu ekspresiju 5-HT;a receptora u putamenu (110) i prolazno
poveéanje nivoa ekstracelularnog serotonina (112). lako ondansetron, antagonist 5-HT;
receptora, poboljsava klinicku sliku HE (115), biohemijske studije su dvosmislene i
ukazuju kako na povecanje, tako i na smanjenje serotoninergicke transmisije u HE (79).
Adenozin kao neuromodulator pojacava disbalans izmedu ekscitacije i inhibicije u CNS-u u
HE. Na uzorcima mozga dobijenim autopsijom pacijenata koji su umrli u hepati¢noj komi
utvrdeno je smanjenje ekspresije adenozinskih A; receptora u korteksu i strijatumu i
smanjenje ekspresije A,a receptora u strijatumu (110). Kod pacova sa portno-kavnim

Santom uoceno je smanjenje ekspresije gena za Ag receptor u cerebralnom korteksu (108).

1.3.2. Oksidacijski stres, mitohondrijska disfunkcija i inflamacija u HE
Mozak je veoma osetljiv na oksidacijski stres zbog velike potrosnje O, (oko 20%
ukupne potrosnje O, u organizmu (116), visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina i
gvozda i niske aktivnosti antioksidacijskih i reparacionih enzima u mozgu (116,117).
Povecana produkcija slobodnih radikala uo¢ena je in vivo u mozgu pacova sa akutnom
hiperamonijemijom, kao i in vitro u astrocitima izlozenim NH4Cl. Razvoju oksidacijskog
stresa u HE doprinose: amonijak, povecanje intracelularne koncentracije ca®t i

mitohondrijska disfunkcija, proinflamatorni citokini (TNF-o, interferoni), endogeni
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benzodijazepini, kao i smanjenje redukovanog glutationa (GSH) (118). Glutamat preko
NMDA receptora predstavlja vazan primarni ¢inilac u razvoju oksidacijskog stresa preko
povecanja koncentracije intracelularnog Ca** (118). Oksidacijski stres je tesno povezan sa
nitrozativnim stresom u patogenezi HE. Slobodni radikali izazivaju aktivaciju NF-xB, Koji
zatim stimuliSe transkripciju gena za inducibilnu NOS (iNOS) i poveéava produkciju NO.
Superoksidni anjon ulazi u reakciju sa NO, grade¢i peroksinitrite, reaktivna azotna
jedinjenja (43).

Novija istrazivanja naglasavaju vezu izmedu bubrenja astrocita i
oksidacijskog/nitrozativnog stresa (43,119). Bubrenje astrocita uzrokuje aktivaciju
nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze, enzima koji povecéava
produkciju superoksidnog anjona. Reaktivna kiseoni¢na i azotna jedinjenja preko NF-xB
doprinose bubrenju astrocita, stvarajuéi na taj nacin circulus vitiosus u kome oksidacijski
stres pogorSava edem mozga (43,119,120). Osim ovoga, slobodni radikali uzrokuju
oste¢enje makromolekula u astrocitima i neuronima, ukljucujuci oksidaciju ribonukleinske
kiseline (RNK), nitraciju tirozinskih ostataka u proteinima, promenu transkripcije gena,
mobilizaciju cinka i promene u intracelularnoj (MAP kinazni signalni put) i intercelularnoj
signalizaciji (43,119). Nitracija uzrokuje disfunkciju glutamin sintetaze, §to predstavlja
jedan od uzroka smanjene detoksikacije amonijaka u CNS-u (118). Oksidacijsko ostecenje
proteina smanjuje efikasnost sinapticke transmisije, §to doprinosi oteZanom upamcivanju
novih informacija u HE (43).

Povecanje propustljivosti unutrasnje mitohondrijske membrane je usko povezano sa
oksidacijskim stresom u HE (46). Propustljivost unutraSnje mitohondrijske membrane se
poveéava zahvaljujuci otvaranju specificne pore (megakanala) sastavljene od veéeg broja
proteina na spoljaSnjoj i unutraS$njoj mitohondrijskoj membrani, koja omogucava prolaz
molekula molekulske mase do 1500 Da. Glavni proteini ove pore su translokator
adeninskih nukleotida, periferni benzodijazepinski receptor (translokatorski protein) i
voltaZzno-zavisni anjonski kanal (porin), dok su pridruzeni proteini u okviru ovog
kompleksa produkt tumor-supresorskog gena bcl-2, heksokinaza i kreatin kinaza (46).
Stimulusi za formiranje ove pore su povecana mitohondrijska koncentracija Ca?*,

oksidacijski stres (posebno redoks stanje tiola i piridinskih nukleotida) i visok pH u

16



mitohondrijskom matriksu (46,121), dok je najspecifi¢niji inhibitor ove pore ciklosporin A,
koji spreava vezivanje ciklofilina D za proteinski kompleks pore (122,123). Posledice
povecanja propustljivosti unutrasnje  mitohondrijske membrane su smanjenje
transmembranskog potencijala kroz unutra$nju mitohondrijsku membranu (46), bubrenje
mitohondrija (124) i difuzija jona, nukleotida i manjih proteina (46). Kao posledica difuzije
H" jona iz medumembranskog prostora u matriks mitohondrija suprimirana je oksidativna
fosforilacija, a povecano je stvaranje slobodnih radikala (46,125). Oksidacijski stres dalje
dodatno povecava propustljivost unutrasnje mitohondrijske membrane 1 Celijsku
disfunkciju sa moguénoscu razvoja apoptoze i nekroze (125,126). Apoptoza se razvija kao
posledica oslobadanja citohroma ¢ iz medumembranskog prostora u citoplazmu (126) i
aktivacije kaspaze 9.

Studije na kulturi astrocita su pokazale da amonijak snizava transmembransku
razliku potencijala kroz unutrasnju mitohondrijsku membranu, kao i da pretretman
ciklosporinom spre¢ava ovu promenu i ublazava bubrenje astrocita (127), Sto ukazuje da
povecanje propustljivosti unutra$nje mitohondrijske membrane doprinosi patogenezi HE.
Povecanje propustljivosti mitohondrijske membrane u HE je posledica formiranja
glutamina u astrocitima (127), poveéanja intracelularnog Ca®* usled stimulacije NMDA
receptora (64), oksidacijskog stresa (125), dejstva citokina (128), energetskog deficita (46) i
poveéane ekspresije translokatorskog proteina (129). Moguce je i da hiperamonijemija
doprinosi povecanju propustljivosti unutrasnje mitohondrijske membrane alkalinizacijom

mitohondrijskog matriksa (46).

1.3.3. Uloga neuroinflamacije u patogenezi HE
Novija istrazivanja naglaSavaju ulogu neuroinflamacije u patogenezi HE i njenu
povezanost sa oksidacijskim stresom i mitohondrijskom disfunkcijom (128). Uoceno je
povecanje nivoa IL-6 i TNF-o u serumu pacijenata sa minimalnom HE kao i njihova
korelacija sa koncentracijom amonijaka u krvi i glutamina u mozgu (45). Postoje dve
teorije kojima se objasnjava razvoj neuroinflamacije u HE. Prema jednoj teoriji
neuroinflamacija se razvija kao posledica sistemskog zapaljenjskog odgovora u

insuficijenciji jetre (130). Mehanizmi kojima citokini iz krvi podsti¢u zapaljenjski odgovor
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u mozgu nisu potpuno rasvetljeni, ali navode se direktni i indirektni efekti. Direktne efekte
citokini ostvaruju nakon aktivnog transporta kroz mozdane kapilare ili nakon vezivanja za
receptore na endotelnim Celijama u cirkumventrikularnim organima, a indirektne
posredstvom aferentnih vlakana vagusa (130). Sistemska inflamacija moze uzrokovati i
poveéanje propustljivosti  krvno-mozdane Dbarijere (131). Prema drugoj teoriji
neuroinflamacija je posledica aktivacije mikroglije toksinima, koji se nakupljaju u mozgu u
insuficijenciji jetre (amonijak, laktati, mangan, glutamat i neurosteroidi) (132). Aktivirana
mikroglija sintetiSe i oslobada IL-1, TNF-a, IL-6 i hemokine, koji privlate monocite kao
dodatne izvore proinflamatornih citokina u mozdano tkivo (133-135). Ovi citokini
sinergisticki sa amonijakom povecavaju propustljivost unutraSnje mitohondrijske
membrane i aktivnost hem oksigenaze 1 (HO-1), markera oksidacijskog stresa, u
astrocitima (128) i pogorsavaju energetske poremecaje u HE. Neuroinflamacija doprinosi
pojavi kognitivnih i motornih poremeéaja u HE, koji mogu da perzistiraju i posle
transplantacije jetre (136). U akutnoj insuficijenciji jetre pretpostavlja se da proinflamatorni
citokini doprinose razvoju vazogenog edema mozga posredstvom NO i prostaglandina, koji

se sintetiSu u endotelnim ¢elijama krvnih sudova mozga (137).

1.3.4. Uloga aminokiselina u patogenezi HE

Osim hiperamonijemiji, manganu i proinflamatornim citokinima uloga u patogenezi
HE se pripisuje i aromati¢nim aminokiselinama i triptofanu. Jo§ James i sar. su ustanovili
da se u HE povecava transport velikih neutralnih aminokiselina (npr. triptofana) kroz
krvno-mozdanu barijeru (138). Takode, u HE se povecava odnos koncentracija aromati¢nih
i razgranatih aminokiselina u mozgu (139). Iako znac¢aj ovih promena u patogenezi HE nije
u potpunosti rasvetljen, pretpostavlja se da one doprinose poremecajima neurotransmisije
(140). Povecanje nivoa triptofana u mozgu rezultuje povecanom sintezom serotonina i
poremecajima serotoninergicke transmisije (141), a poveéanje nivoa aromati¢nih
aminokiselina uzrokuje sintezu laznih neurotransmitera, jedinjenja koja su neaktivna ili ¢iji
se efekat u neurotransmisiji razlikuje od pravih transmitera (140). U lazne neurotransmitere
ubrajaju se oktopamin, tiramin i feniletanolamin, koji nastaju modifikacijom tirozina i

fenilalanina (142). Mehanizam povecanja Kkoncentracije triptofana 1 aromati¢nih
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aminokiselina takode nije potpuno poznat, ali se povezuje sa transportom glutamina iz
mozdanog tkiva. Porast nivoa glutamina u mozgu usled detoksikacije amonijaka stimuliSe
transport glutamina kroz krvno-mozdanu barijeru u zamenu za triptofan i aromati¢ne

aminokiseline preko L-transportnog sistema (140,143).

1.4. Eksperimentalni modeli HE

Do danas nije utvrden idealan eksperimentalni model HE. U dosadaSnjim
istrazivanjima patogeneze HE kori$¢eni su psi (144), kunici (145), svinje (146), kao i sitnije
zivotinje (pacovi i misevi) (147,148). Prednost upotrebe velikih zivotinja sastoji se u
jednostavnijem prikupljanju uzoraka krvi, jetre, mozga i drugih organa za analize, kao i u
lakSoj primeni neurofizioloskih metoda u dijagnozi HE. Takode, eksperimenti na velikim
Zivotinjama omogucavaju i lakSe izvodenje bihejvioralnih testova (149). Ipak najveci broj
istrazivanja o HE se danas sprovodi na pacovima i miSevima (120,150,151). Glodari su
pogodne zivotinje za ispitivanje patogeneze HE zbog dostupnosti podataka o biohemijskim,
patoanatomskim i bihejvioralnim odlikama ovih Zivotinja, kao i zbog potpunog poznavanja
njihovog genoma (149).

Razvijeni su brojni modeli pogodni za istrazivanje akutne ili hroni¢cne HE
(149,152). Kiriterijumi koje mora da zadovolji dobar model akutne HE (tip A HE)
ukljucuju: razvoj hiperamonijemije, reproducibilnost klini¢ke slike, razvoj edema mozga i
njegovih komplikacija, reverzibilnost promena sa moguénosc¢u ispitivanja efikasnosti
terapijskih procedura, sli¢nost patoanatomskih promena u mozgu i jetri sa humanom HE i
bezbednost za izvodace eksperimenta (149). Modeli koji u velikoj meri zadovoljavaju ove
kriterijume su: HE izazvana devaskularizacijom jetre (153), modeli HE izazvani D-
galaktozaminom (154), acetaminofenom (155), azoksimetanom (156) i tioacetamidom
(TAA) (157).

Devaskularizacija jetre se postize formiranjem portno-kavnih anastomoza i
podvezivanjem hepati¢ne arterije (149). Ova procedura rezultuje bubrenjem astrocita,
edemom mozga i porastom intrakranijalnog pritiska, kao i razvojem EEG promena koje
odgovaraju akutnoj HE u humanoj populaciji (149,153). Koncentracije amonijaka u krvi su

slicne onima koje su izmerene kod ljudi u insuficijenciji jetre (158). Sli¢ne promene se
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uocavaju nakon hepatektomije (159). Ovaj model je koriSéen za proucavanje energetskih
poremecaja, poremecaja neurotransmisije i inflamacije u akutnoj HE (149,160). Glavni
nedostatak ovog modela je ireverzibilnost encefalopatije (149).

Modeli HE izazvani toksinima se ¢esto koriste u praksi zbog jednostavnosti primene
supstanci. Administracija D-galaktozamina uzrokuje insuficijenciju jetre pracenu
bubrenjem astrocita kod pacova i kunica (154,161). Bolje je okarakterisan model na kuni¢u
gde je edem ograni¢en na sivu masu mozga (154). Propustljivost krvno-mozdane barijere se
povecava u bazalnim ganglijama $to nije Cest nalaz u humanoj HE (162). Acetaminofen
izaziva masivnu centrolobularnu nekrozu u jetri i encefalopatiju koja se karakteriSe
razli¢itim stepenom edema mozga (155). PatohistoloSske promene u mozgu na ovom
modelu nisu dobro okarakterisane. Jedan od novijih modela je HE izazvana
azoksimetanom, koji po patohistoloskim karakteristikama odgovara promenama u humanoj
HE. Ovaj model se koristi za ispitivanje genskih manipulacija koje potencijalno menjaju
tok HE (156). Drugi toksini koji se koriste za indukciju akutne insuficijencije jetre su CCly
(163), fosfor i nitrozamini (149), ali ovi modeli nisu dovoljno ispitani. Uoceno je da CCly
menja transkripciju razli¢itih gena u astrocitima (163). Osnovne mane svih modela akutne
HE su razvoj hipotermije, hipoglikemije, akutne bubrezne insuficijencije i1 drugih
sistemskih komplikacija, koje se mogu spreciti odgovaraju¢im preventivnim merama
(infuzija 0,9% rastvora glukoze, kontrola telesne temperature) (149).

TAA je sumporno jedinjenje, koje se koristi u poljoprivredi kao pesticid i u
industriji gume, papira i u metalurgiji. Hepatotoksicni efekti TAA su dokazani u razlicitim
zivotinjskim vrstama 1 uglavnom se ispoljavaju premoscavaju¢om (engl. bridging)
nekrozom i limfocitnim infiltratom bez holestaze (164). TAA svoje efekte izaziva
indirektno posredstvom svojih metabolita i insuficijencija jetre izazvana TAA-om je
pogodan model za ispitivanje patogeneze HE (157,165).

Validnost eksperimentalnih modela hronicne HE se procenjuje na osnovu
patohistoloskih, bihejvioralnih 1 biohemijskih promena. Kriterijjumi koje treba da
zadovoljava dobar model hronicne HE obuhvataju: hiperamonijemiju, patohistoloske
promene u jetri koje ukazuju na hronicitet procesa (fibroza, regeneracija hepatocita) sa

portno-sistemskim Santovima, bihejvioralne promene koje odgovaraju HE u humanoj
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populaciji, razvoj Alchajmer tip II astrocitoze u komi, prisustvo provocirajuéeg faktora za
razvoj] HE 1 ublazavanje bihejvioralnih promena nakon primene utvrdenih terapijskih
sredstava u HE (149). Psi i macke sa kongenitalnim portno-kavnim Santom predstavljaju
prirodne modele tipa B HE (149). Postepena stenoza portne vene i bo¢na portno-kavna
anastomoza kod pacova oponasaju tip B HE u eksperimentalnim uslovima (166). Portno-
kavna anastomoza izaziva hiperamonijemiju, porast nivoa glutamina u mozgu, poremecaje
spavanja 1 cirkadijalnog ritma, kognitivne poremecaje, slabljenje refleksa i atrofiju testisa,
promene koje se javljaju i u humanoj populaciji. Takode, ova eksperimentalna procedura je
pracena i promenom odnosa aromati¢nih i razgranatih aminokiselina U serumu, pojavom
oksidacijskog i nitrozativnog stresa u mozgu i poremecajima neurotransmisije, S$to
omogucava izu¢avanje kompleksnih patogenetskih mehanizama u HE (149,167,168).

Za sada ne postoji dobar model tipa C HE. Jedan od prihvatljivih upotrebljavanih
modela je podvezivanje holedohusa, koji se karakteriSe razvojem sekundarne bilijarne
ciroze (169). Na ovom modelu razvijaju se brojne promene koje karakteriSu cirozu u
humanoj populaciji, kao §to su Zutica, portna hipertenzija (169), portno-sistemski Santovi
(170), povecanje nivoa endotoksina u cirkulaciji i disfunkcija imunskog sistema (171).
Primena amonijum soli kod ovih zivotinja pogorSava bihejvioralne promene i predstavlja
dobar model akutne HE, koja se nadovezuje na hroni¢nu, i karakterise se Alchajmer tip 1l
astrocitozom, niskostepenim edemom mozga i inflamacijom (172). Takode, u praksi je
koriS¢en 1 model ciroze jetre izazvan CCly, koji je bolje opisan nego slican model tipa A
HE (152).

Osim ovih modela u proucavanju patogeneze HE koriste se i hiperamonijemicne
zivotinje bez oStecenja jetre (173). Ovi modeli su pogodni za ispitivanje iskljucivo uticaja
hiperamonijemije kao kljuénog poremecaja u HE na mozdanu funkciju. Mogu se koristiti
za proucavanje poremecaja glutamatergicke i GABA-ergicke transmisije 1 drugih
mehanizama razvoja kognitivnih poremecaja u HE (56,173). Za ispitivanje molekularnih
mehanizama dejstva amonijaka i drugih toksina koriste se kultivisani astrociti (41), ¢elije
glioma (174), kao i preseci mozga (175). Na posebno pripremljenim vitalnim presecima
mozga dobijenim od zivotinja sa HE mogu se proucavati mehanizmi edema mozga (175),

oStecenja neurona (176), signalni putevi (177) i karakteristike astrocita u HE (178). Glavna
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mana koriS¢enja kultivisanih ¢elija je nemoguénost integrativnog sagledavanja

kompleksnosti mehanizama HE, a preseka mozga njihova kratkotrajna vijabilnost (149).

1.5. Efekti finasterida na neurotransmisiju

Finasterid (FIN), inhibitor Sa-reduktaze, se koristi u terapiji androgene alopecije
(179) i hiperplazije prostate (180). Osim u perifernim organima, FIN blokira Sa-reduktazu i
U CNS-u, inhibise sintezu ALLO i THDOC na dozno-zavistan nacin i preusmerava
progesteron u alternativne metabolicke puteve. Dok se nivo progesterona i
deoksikortikosterona u mozgu ne menja nakon tretmana FIN, nivo 20a-dihidroprogesterona
raste. ZnaCaj ovog preusmeravanja progesterona u 20a-redukciju nije poznat, ali
pretpostavlja se da na ovaj nacin nastaju neaktivni metaboliti neurosteroida (181). U
humanoj populaciji je uoceno da aktivnost 20a-hidroksisteroid dehidrogenaze poseduje
aldo-keto reduktaza 1C1, koja inaktiviSe ALLO i preusmerava progesteron u katabolicke
puteve (182). Takode, nivo ALLO u mozgu se smanjuje i usled hidroksilacije progesterona
pomocu izoforme 2D citohrom P450-zavisne monooksigenaze (183). Na ovaj nacin FIN
modulise GABA-ergi¢ku transmisiju i uti¢e na emocionalno stanje (184), tok epilepsije
(185), transmisiju bola u CNS-u (186) i smanjuje unos etanola kod miseva (187). lako FIN
ne izaziva spontane epilepticke napade kod pacova (188), tretman FIN-om povecava
ucestalost konvulzija u litijum-pilokarpinskom modelu epilepsije (189). Pokazano je da su
u bazalnim uslovima niske koncentracije neurosteroida dovoljne za modulaciju GABA-
ergicke aktivnosti 1 prevenciju epileptickih praznjenja. U epilepsiji osetljivost GABAa
receptora na neurosteroide se smanjuje, ¢ime se objaSnjava pogorSanje epilepsije nakon
inhibicije sinteze neurosteroida FIN-om (190,191).

FIN takode izaziva hiperalgeziju kod pacova modulacijom transmisije bola u
ki¢menoj mozdini (192). Poznato je da neurosteroidi suprimiraju prenos bola u ki¢menoj
mozdini (192,193). Neuropatski bol izaziva povecanje aktivnosti citohrom P450-zavisne
monooksigenaze i/ili 3a-hidroksisteroid oksidoreduktaze i porast nivoa neurosteroida, Koji
alosternom modulacijom aktivnosti GABAA receptora inhibisu transmisiju bola (194,195).

Bol izazvan formalinom kod pacova takode povecava aktivnost So-reduktaze i sintezu
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ALLO (196). FIN pojacava ovaj bol, $to ukazuje da se modulacija aktivnosti Sa-reduktaze
moze Koristiti u terapiji bola (192).

Efekti FIN na unos alkohola i razvoj zavisnosti kod miseva zavisi od rezima
njegove primene. Akutna primena FIN smanjuje voljni unos etanola kod miSeva kod kojih
se prethodno razvila zavisnost. Ovo se moZe objasniti preklapanjem efekata neurosteroida i
alkohola na GABA-ergicku transmisiju (187). Alkohol ima bifazni efekat na GABA-
ergicku transmisiju sa direktnom aktivacijom GABAAa receptora u prvom Kkoraku i
indirektnom aktivacijom posredstvom neurosteroida u drugom koraku (197). S druge strane
hroni¢nom primenom se znacajno smanjuju efekti FIN na unos alkohola. Moguca
objasnjenja za smanjenje efekata FIN mogu biti razvoj tolerancije na FIN i kompenzatorne
promene u strukturi GABAA receptora, kojima se povecava 0setljivost ovih receptora na
etanol (187,198). Skorasnje studije su pokazale da FIN ima uticaja i na unos etanola kod
ljudi. FIN smanjuje subjektivan osecaj prijatnosti nakon umerenog konzumiranja alkohola
kod ljudi koji poseduju alel za a, subjedinicu GABAA receptora (199). Takode, uoceno je
da je alkoholna apstinencija pra¢ena smanjenjem nivoa ALLO u plazmi, koje korelise sa
anksioznoS$¢u 1 depresijom, S§to govori u prilog povoljnog uticaja FIN u alkoholnoj
apstinenciji (200).

Osim ovoga, FIN ispoljava i1 antipsihoti¢no dejstvo 1 predstavlja potencijalno
pomoc¢no sredstvo u terapiji shizofrenije, mani¢nih poremecaja i Turetovog (Tourette)
sindroma (201). FIN modulise dopaminergicku transmisiju direktnim i indirektnim
mehanizmima, koji jo§ uvek nisu dovoljno rasvetljeni, s obzirom da FIN nespecifi¢cno

blokira redukciju androgena, progestagena i glukokortikoida (202).
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2.CILJEVI
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Efekti FIN na tok HE nisu utvrdeni. S obzirom da FIN inhibise sintezu ALLO i

THDOC, neurosteroida koji doprinose povecanju inhibitorne transmisije u HE, moze se

pretpostaviti da bi FIN imao potencijalno neuroprotektivno i terapijsko dejstvo u HE. Stoga

su ciljevi ove disertacije bili:

Ispitati bihejvioralne odgovore u HE izazvanoj TAA kod pacova upotrebom
baterije specifi¢nih testova

Registrovati EEG promene: vizuelno i pomocu softvera odrediti spektralnu snagu
kao 1 frekventni opseg dominirajucih talasa u HE izazvanoj TAA kod pacova
Odrediti parametre oksidacijskog stresa i antioksidacijske zastite i aktivnost
acetilholinesteraze u hipokampusu, mozdanoj kori, talamusu, nc. caudatusu i
mozdanom stablu u intoksikaciji TAA

Odrediti ekspresiju c¢elijskih markera u mozdanoj kori i hipokampusu u
intoksikaciji TAA

Ispitati uticaj finasterida na bihejvioralne, EEG i celijske promene u HE

izazvanoj TAA kod pacova
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26



3.1. Koris¢ene supstance

Tioacetamid, finasterid i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin su nabavljeni od Sigma
Aldrich Co., SAD. Fenilmetilsulfonil fluorid (P7626), koktel inhibitora proteaza (P8340) i
natrijum ortovanadat su nabavljeni od Sigma Aldrich Co., Nemacka, a NaF od Mercka,
SAD. Poliklonsko kozje anti-SOD1, poliklonsko kozje anti-SOD2, poliklonsko zec¢je anti-
p67-phox, poliklonsko zecje anti-p47-phox, poliklonsko zec¢je anti-p40-phox i poliklonsko
zecje anti-p22-phox antitelo su nabavljena od Santa Cruz, Kalifornija, SAD. Monoklonsko
misje anti-NeuN antitelo je nabavljeno od Chemicon, SAD, poliklonsko ze¢je anti-GFAP
od Dakko, Danska, a poliklonsko kozje anti-Ibal i monoklonsko misje anti-MOG antitelo
su nabavljeni od Abcam, Velika Britanija. Sekundarna anti-zec¢ja, anti-kozja i anti-misja

antitela su nabavljena od Southern Biotech SAD.

3.2. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su sprovedeni na odraslim muzjacima pacova Wistar soja, mase 170-
200 g, koji su nabavljeni iz vivarijuma Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Zivotinje
su Cuvane pojedina¢no, u kavezima od pleksiglasa (55x35x30cm) u standardnim
laboratorijskim uslovima (temperatura 22 + 2°C, relativna vlaznost vazduha 50%, 12/12 h
ciklusi svetlost/tama, sa svetlom uklju¢enim u 9 h), pri ¢emu su im voda i hrana bili
dostupni ad libitum. Sve eksperimentalne procedure su bile u skladu sa Direktivom
Evropskog parlamenta (2010/63/EU) i odobrene od strane Etickog komiteta Univerziteta u
Beogradu (dozvola broj 1891/2).

3.2.1. Uticaj TAA na ponasanje, EEG i parametre oksidacijskog stresa u

mozgu
U cilju ispitivanja encefalopatije izazvane TAA, Zivotinje (n=44) Su nasumi¢no
podeljene u sledece grupe: 1. kontrolna grupa (n=8), tretirana fizioloskim rastvorom; 2.
eksperimentalna grupa tretirana TAA na dozno zavisan na¢in: TAAzq (300 mg/kg, n=8),
TAAsw (600 mg/kg, n=10) i TAAgo (900 mg/kg, n=18). Dnevne doze TAA (300 mg/kg)
su primenjene tokom jednog (TAAsw), dva (TAAgw) ili tri uzastopna dana (TAAgmo)

intraperitonealno. Pre administracije TAA je rastvoren u fizioloSkom rastvoru u
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koncentraciji od 100 mg/mL. Bihejvioralne manifestacije su pracene 0, 2, 4, 6 i 24 h nakon
primene poslednje doze TAA. Neposredno pre izvodenja testova merena je rektalna
temperatura pacova kako bi se uocila eventualna hipotermija kao nezeljeni efekat primene
TAA. EEG je registrovan 22-24 h nakon tretmana, s obzirom da je u naSoj pilot studiji
uoceno da su bihejvioralne manifestacije encefalopatije izazvane TAA najizrazenije u
periodu oko 24 h nakon tretmana. Uzorci krvi za odredivanje koncentracije amonijaka u
plazmi su uzeti iz desne komore srca 24 h nakon primene poslednje doze TAA, a potom su
zivotinje zrtvovane. Uzorci jetre su prikupljeni za patohistolosku analizu, kao i uzorci
mozga za odredivanje lipidne peroksidacije i aktivnosti katalaze. Koncentracija amonijaka
u plazmi, kao pokazatelja insuficijencije jetre, je odredena enzimskim testom (BioMerieux
Lab., France).

Uzorci jetre za patohistologiju su fiksirani u 10% puferisanom formalinu i
ukalupljeni u parafinu. Isecci tkiva debljine 5 um su bojeni hematoksilinom i eozinom (HE
bojenje) i posmatrani pod svetlosnim mikroskopom Olympus BX41.

Lipidna peroksidacija i aktivnost katalaze su odredeni u mozdanoj kori,

hipokampusu i mozdanom stablu.

3.2.2. Uticaj finasterida na bihejvioralne, EEG i Celijske promene u HE
izazvanoj TAA-om

U cilju ispitivanja uticaja finasterida na HE izazvanu TAA-om, Zivotinje (n=44) su
podeljene u sledeCe grupe: 1. kontrolna grupa (n=8), tretirana 2-hidroksipropil-R-
ciklodekstrinom i fizioloskim rastvorom; 2. TAAgy grupa tretirana TAA (900 mg/kg,
n=18); 3. grupa tretirana finasteridom, FIN (150 mg/kg, n=8); 4. FIN+TAAgy grupa
(n=10) tretirana finasteridom (150 mg/kg) i TAA (900 mg/kg). Dnevne doze TAA (300
mg/kg) i finasterida (50 mg/kg) su administrirane tokom tri uzastopna dana. U FIN+TAAg
grupi finasterid (50 mg/kg) je primenjen 2 h pre svake pojedinacne doze TAA (300 mg/kg).
Ova doza TAA je izabrana, jer je u naSoj pilot studiji pokazano da ona izaziva izraZzene
manifestacije HE, ukljucujuéi 1 hepaticnu komu. Doza FIN je odredena na osnovu ranije
studije koja je pokazala da ova doza snizava nivo ALLO u plazmi i mozgu za 66% i 80% u

toku 24 h (203). Pre primene TAA je rastvoren u fizioloskom rastvoru (0,9% NaCl) u
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koncentraciji od 100 mg/mL, dok je finasterid rastvoren u 20% rastvoru 2-hidroksipropil-i3-
ciklodekstrina u 0,9% NaCl. Sve supstance su primenjene intraperitonealno.

Bihejvioralne karakteristike su pracene 0, 2, 4, 6 i 24 h nakon tretmana, dok je EEG
registrovan u periodu 22-24 h nakon tretmana. Krv iz desne polovine srca, kao i uzorci jetre
za patohistolosku analizu 1 uzorci mozga za odredivanje parametara oksidacijskog stresa,
aktivnosti acetilholinesteraze i ekspresiju ¢elijskih markera su uzeti 24 h nakon tretmana.
Parametri oksidacijskog stresa i aktivnost acetilholinesteraze su odredeni u hipokampusu,
mozdanoj kori, talamusu i nc. caudatusu. Ekspresije NeuN (engl. neuronal nuclear antigen)
kao markera neurona, MOG (engl. myelin oligodendrocyte glycoprotein) kao markera
oligodendrocita, Iba 1 (engl. ionized calcium binding adaptor molecule 1) kao markera
mikroglije i GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein) kao markera astrocita, kao i ekspresija
subjedinica NADPH oksidaze i izoenzima superoksid dizmutaze u hipokampusu i mozdanoj

kori su odredene Western blot metodom.

3.3. Bihejvioralni testovi

Bihejvioralne promene su ispitivane kori§¢enjem baterije testova prema Nortonu i
sar (204). Ova baterija sadrzi sledece testove: refleks uklanjanja, auditivni refleks, refleksne
trzaje glavom, kornealni refleks, ekvilibrijumski test, refleks hvatanja, refleks uspravljanja,
refleks postavljanja, test opSte motorne aktivnosti i test eksplorativnog ponaSanja.
Izvodenje ekvilibrijumskog testa, kao i pojava refleksa uspravljanja, hvatanja i postavljanja
su praceni u periodu od 300 s.

Refleks uklanjanja je ispitivan tako S§to je zZivotinji na ravnoj podlozi uStinut rep
peanom. Kao fizioloski odgovor na bolnu draz zivotinja pomera rep ili se cela udaljava od
izvora drazi.

Auditivni refleks je ispitivan tako S§to se zivotinja na ravnoj podlozi u mirovanju
izlozi kratkotrajnom izvoru snaznog zvuka. Fizioloski odgovor na ovakav zvuk
podrazumeva trzaje tela i1 kratkotrajnu fleksiju ki¢cmenog stuba sa zauzimanjem lu¢nog

polozaja.
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Refleksni trzaji glavom se ispituju laganim uduvavanjem vazduha u uho pacova.
Fizioloski odgovor na ovu draz je predstavljen trzajima glave, koji traju sve vreme trajanja
drazi.

Kornealni refleks je ispitan laganim dodirivanjem roZnjace za$iljenim komadi¢em
vate. Brzo spustanje gornjeg kapka predstavlja fizioloski odgovor na ovu draz.

Ekvilibrijumski test zapocinje postavljanjem zivotinje na horizontalnu podlogu,
koja se potom iskosi za 30°. Odgovor na iskoSenje podloge treba da bude okretanje glave u
pravcu kosine uz oCuvanje ravnoteze. Test traje najduze 300 s, a tokom testa meri se vreme
koje protekne od iskoSenja podloge do okretanja glave.

Za ispitivanje refleksa hvatanja zivotinja se odvaja od podloge i potom se dodiruje
Sapa Cvrstim predmetom. Fizioloski odgovor podrazumeva fleksiju prstiju i hvatanje
predmeta. Sli¢no kao i u ekvilibrijumskom testu meri se vreme potrebno za hvatanje
predmeta.

Ispitivanje refleksa uspravljanja zapocinje postavljanjem Zivotinje na leda.
Fizioloski odgovor podrazumeva trenutno okretanje zivotinje 1 postavljanje na ekstremitete.
Tokom testa prati se vreme potrebno za okretanje Zivotinje.

Refleks postavljanja se izvodi na iskoSenoj podlozi (30°) priljubljenoj uz
horizontalnu podlogu. Zivotinji se zadnji ekstremiteti spuste na horizontalnu podlogu, a
potom se prati vreme potrebno da Zivotinja spontano spusti prednje ekstremitete. Fizioloski
odgovor je trenutno spustanje zivotinje na horizontalnu podlogu.

Opsta motorna aktivnost i eksplorativno ponasanje su odredivani U posebnim
kavezima (55x35x30 cm), ¢ije dno je bilo podeljeno na devet jednakih pravougaonih polja.
Opsta motorna aktivnost je izrazena kao broj prelazaka Zivotinje iz jednog u drugo polje u
roku od 10 minuta, dok je eksplorativno ponasanje izrazeno kao broj propinjanja zivotinje
na zadnje ekstremitete u istom periodu.

Za svaki pojedinaéni test, Zivotinja je maksimalno mogla dobiti ocenu 4. Zivotinja
je dobijala ocenu 4, ukoliko je brzina izvodenja testa bila 75-100% kontrolne vrednosti;
ocenu 3: 50-75% kontrolne vrednosti; ocenu 2: 25-50% kontrolne vrednosti; ocenu 1: 1-

25% kontrolne vrednosti, a ocenom 0 ocenjivane su zivotinje koje nisu pokazivale nikakav
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odgovor na testu. Kontrolna vrednost predstavlja brzinu izvodenja svakog pojedinac¢nog
testa zivotinja iz kontrolne grupe.
Ukupna ocena na bihejvioralnim testovima (OBT) je izraZzena kao zbir ocena svih

pojedina¢nih testova (maksimalna ukupna ocena = 40; minimalna ukupna ocena = 0) (204).

3.4. Analiza EEG-a

U cilju registrovanja EEG-a, pacovima su u ketaminskoj anesteziji (100 mg/kg i.p.)
implantirane tri pozlaéene -elektrode u frontalni, parijetalni i1 okcipitalni korteks
stereotaksi¢nom metodom. Zivotinje su ostavljene da se oporave 7 dana nakon
implantacije. EEG je registrovan pomocu 8-kanalnog aparata (RIZ, Zagreb, Hrvatska), a
signali su digitalizovani kori§¢enjem SCB-68 Kartice za prikupljanje podataka (National
Instruments Co, Austin, Teksas, SAD). Frekvencija uzorkovanja od 512 Hz po kanalu i 16-
bitni A/D su kori$¢eni za konverziju EEG signala. Grani¢na frekvencija za EEG-snimke je
postavljena na 0,3 Hz i 100 Hz za visokopropusne (high-pass) i niskopropusne (low-pass)
filtere, redom. Prikupljanje podataka i obrada signala izvrSeni su pomocu LabVIEW
softvera, koji je razvijen u laboratoriji NeuroSciLaBG (205,206). EEG zapis je analiziran
svakih 30 minuta u periodu 22-24 h posle primene poslednje doze TAA (u vremenskim
taCkama 22,5, 23 i 23,5 h). Za svaki vremenski interval kada je EEG bio analiziran, deo
snimka bez artefakta je bio podeljen u 8 epoha od kojih svaka traje 12 s, prema
modifikovanoj metodi po Amodio i sar (21). Srednja i relativna spektralna snaga su
izraGunate pomocu posebnog softvera, koris¢enjem brze Furijeove transformacije. Srednja
spektralna snaga odrazava srednju voltazu EEG talasa, kako ukupnu, tako 1 u odredenim
frekventnim opsezima (delta, 0,5-3 Hz; teta, 4-7 Hz; alfa, 8-13 Hz; beta, 14-30 Hz) i
izrazena je U uV?/Hz. Relativna spektralna snaga predstavlja procentualnu zastupljenost
pojedinih frekventnih opsega u ukupnoj spektralnoj snazi. Na osnovu spektralne analize
EEG promene su gradirane prema Amodio i sar. (0-srednja dominantna frekvencija > 7.3
Hz i relativna zastupljenost 0 talasa < 35%; 1-srednja dominantna frekvencija > 7.3 Hz i
relativna zastupljenost 0 talasa > 35%; 2-srednja dominantna frekvencija < 7.3 Hz i
relativna zastupljenost & talasa < 45%; 3-srednja dominantna frekvencija < 7.3 Hz i

relativna zastupljenost o talasa > 45%) (17).
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Po zavrSetku snimanja, Zivotinje su bile vraéene u svoj kavez.

3.5. Parametri oksidacijskog stresa i aktivnost acetilholinesteraze

Za odredivanje uticaja TAA na lipidnu peroksidaciju i aktivnost katalaze glave
zivotinja (po 6 iz svake grupe) su trenutno zamrzavane u te¢nom azotu i ¢uvane na -85°C.
Nakon izolacije mozdani korteks, hipokampus i mozano stablo su homogenizovani u
rastvoru koji sadrzi 0,05 M natrijum fosfatni pufer (pH 7,0) 1 0,04 mM
etilendiaminotetrasiréetnu kiselinu (EDTA) na temperaturi od 4°C (konac¢na koncentracija 2
mg tkiva/mL).

Stepen lipidne peroksidacije je procenjen odredivanjem nivoa malondialdehida
(MDA) u mozdanim strukturama u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) metodom
po Aruomi i sar (207). U 0,5 mL tkivnog homogenata je dodat 0,05 M rastvor NaOH i 0,5
mL HCI (25% rastvor) i potom je sadrzaj zagrevan u kljucaloj vodi 10 min. Nakon hladenja
hromogen je ekstrahovan u 3 mL n-butanola i centrifugiran na 2000xg 10 min u cilju
izdvajanja organske faze. Apsorbancija organske faze je merena spektrofotometrijski na
532 nm. Nivo MDA je odreden na osnovu standardne krive 1,1,3,3-tetrametoksipropana i
izrazen u nmol/mg proteina. Koncentracija ukupnih proteina je odredena Lorijevom
(Lowry) metodom koriste¢i govede serumske albumine kao standard (208).

Aktivnost katalaze je odredena na osnovu brzine razgradnje H,O, (209). U kvarcnu
Kivetu sa 2,975 mL 0,05 M rastvorom natrijum fosfatnog pufera (pH 7,0) i 0,4 mM
rastvorom EDTA dodato je 50 pL tkivnog homogenata. Nakon pripreme u smesu je dodato
25 pL H,0; i aktivnost katalaze je merena spektrofotometrijski na osnovu brzine promene
apsorbancije (razgradnja H,0,) tokom 3 min na 240 nm. Aktivnost katalaze je izraZzena u
U/mg proteina, pri ¢emu jednoj jedinici (U) odgovara aktivnost koja razgradi 1 pmol
H,0,/min.

Za ispitivanje uticaja FIN na oksidacijski stres u mozgu izazvan TAA-om, glave
zivotinja (po 6 iz svake grupe) su trenutno zamrzavane u te¢nom azotu a zatim ¢uvane na -
85°C. Mozdane strukture (korteks, hipokampus, talamus i nc.caudatus) su preparisane na
hladno i homogenizovane u hladnom puferisanom saharoznom medijumu (0,25 M

saharoze, 10 mmol/L K/NaPO, pufer pH 7.0 i 1 mmol/L EDTA) nakon ¢ega je izdvojena
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nepreCiSéena sinaptozomalna frakija po metodi Whittakera i Barkera (210).
Homogenizacijom usitnjeno tkivo je potom centrifugirano na 1000xg 15 min. Supernatanti
su centrifugirani 30 minuta na 20000xg. Ovako dobijeni supernatant predstavlja
nepreCiS¢enu sinaptozomalnu frakciju koja sadrzi membranske vezikule (mikrozome)
nastale od glatkog i granulisanog endoplazmati¢nog retikuluma, Goldzijevog aparata i
plazma membrane kao i sve solubilne komponente citoplazme. Talog je resuspendovan u
dejonizovanoj vodi i ostavljen 60 minuta na +4°C uz povremeno meSanje. Ovako
resuspendovan talog je zatim centrifugiran na 1700xg 15 minuta. Dobijeni supernatant
predstavlja neprecis¢enu mitohondrijsku frakciju i1 sadrzi mitohondrije, lizozome i
peroksizome. NepreciS¢ena sinaptozomalna frakcija se ¢uva na -80 °C. U uzorcima
nepreciS¢ene sinaptozomalne frakcije su spektrofotometrijskom metodom odredivani
lipidna peroksidacija, nivo redukovanog glutationa (GSH), aktivnost superoksid dizmutaze
(SOD), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR), katalaze i
acetilholinesteraze (AchE).

Stepen lipidne peroksidacije je odreden merenjem koncentracije malondialdehida
(MDA) u sinaptozomalnoj frakciji pojedinih struktura mozga (211). Tiobarbituratna
kiselina (TBA) reaguje sa MDA stvaraju¢i zuto obojeni kompleks. Koli¢ina stvorenog
MDA meri se spektrofotometrijski na 533 nm.

Sadrzaj GSH odredivan je spektofotometrijski upotrebom 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeve kiseline (DTNB). DTNB reaguje sa alifati¢nim tiol jedinjenjima pri pH 8,0
stvaraju¢i p-nitrofenol anjon Zzute boje (212). Intenzitet boje se Koristi za merenje
koncentracije GSH oc€itavanjem na spektofotometru pri 412 nm.

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) je odredena na osnovu oksidacije
redukovanog glutationa (GSH) sa iskoris¢avanjem NADPH u reakciji koju katalizuje enzim
glutation reduktaza. Meru aktivnosti glutation peroksidaze u kuplovanoj reakciji sa
glutation reduktazom, predstavlja promena ekstinkcije merena na 340 nm kao posledica
potrosnje NADPH+H" (213).

Aktivnost glutation reduktaze (GR) je odredena po metodi Carlberga i Mannervika

(214). Metoda se zasniva na reakciji oksidovanog glutationa sa NADPH u prisustvu GR iz
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uzorka. Potrosnja NADPH je proporcionalna aktivnosti GR i prati se spektrofotometrijski
na 340 nm.

Aktivnost SOD je odredena kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u
baznoj sredini (215). Aktivnost ukupne SOD odreduje se kinetic¢ki, kao promena ekstinkcije
u vremenu (5 min) na talasnoj duzini od 480 nm.

Katalaza razlaze vodonik peroksid na vodu i molekulski kiseonik. Aktivnost katalaze
je odredena na osnovu koli¢ine nerazlozenog vodonik peroksida (supstrata), koji sa
amonijum molibdatom gradi Zzuto obojeno kompleksno jedinjenje. Intenzitet zute boje se
odreduje spektrofotometrijski na 405 nm (216).

Aktivnost acetilholinesteraze je odredena na osnovu brzine razlaganja acetilholin
jodida. Produkt razlaganja acetilholin jodida se vezuje za DTNB gradec¢i zuto obojeni

kompleks, ¢ija se koli¢ina meri spektrofotometrijski na 412 nm (217).

3.6. Western blot analiza

Za Western blot analizu zivotinje su Zrtvovane cervikalnom dislokacijom i
dekapitacijom bez anestezije, nakon Cega su glave trenutno zamrzavane u teCnom azotu i
¢uvane na -85°C. Dva mozdana regiona, dorzolateralni frontalni korteks i hipokampus, su
izolovana i homogenizovana 30 minuta na ledu u litickom puferu (50 mM Tris—HCI pH
7,4, 150 mM NaCl, 1% IGEPAL CA-630, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (Sigma-Aldrich,
P7626), koktel inhibitora proteaza (Sigma-Aldrich, P8340), 200mM natrijum ortovanadat
(Sigma, Germany) and 1M NaF (Merck, USA)). Nakon homogenizacije uzorci su
centrifugirani na 14000xg 15 minuta na 4°C i izdvojeni su supernatanti kao ¢elijski lizati. U
supernatantima je odredena koncentracija proteina koris¢enjem govedeg albumina kao
standard (218). Jednake koli¢ine proteina (50 pg) iz svakog uzorka su prenete na 10% i
12% SDS poliakrilamidni gel i razdvojene elektroforezom. Nakon transfera proteina sa gela
na nitroceluloznu membranu, membrane su nespecifi¢no blokirane 1 h 5% nemasnim
mlekom u prahu u Tris puferisanom NaCl/0,1% Tween 20 (TBST) i potom inkubirane sa
primarnim antitelom preko noc¢i. Primarna antitela koris¢ena u ovoj studiji su: poliklonsko
kozje anti-SOD1 (1:500), polikonsko kozje anti-SOD2 (1:500), poliklonsko ze¢je anti-p67-
phox (1:500), poliklonsko ze¢je anti-p47-phox (1:500), poliklonsko zecje anti-p40-phox
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(1:500), poliklonsko zecje anti-p22-phox (1:500), monoklonsko misje anti-NeuN (1:1000),
poliklonsko zec¢je anti-GFAP (1:2000), poliklonsko ov¢ije anti-Ibal (1:250) i monoklonsko
misje anti-MOG antitelo (1:1000). Membrane su potom inkubirane sa sekundarnim anti-
mi§jim (1:2000), anti-ze¢jim (1:2000), anti-kozjim (1:2000) i anti-ov¢ijim antitelima
(1:2000) obelezenim peroksidazom rena u TBST 1 h na sobnoj temperaturi. Posle svakog
koraka membrane su ispirane 0,1% TBST-om. Po zavrSenoj inkubaciji membrane su
isprane od antitela i inkubirane sa mi$jim monoklonskim antitelima na aktin (1:10000) u
cilju dokazivanja jednakih koli¢ina proteina u svim ispitivanim uzorcima. U foto-komori,
rendgen film ¢e biti izlozen membrani koja je tretirana sa Enhanced Chemiluminescence
System (ECS) i razvijen. Blotovi ¢e biti skenirani i semikvantitativna denzitometrijska

analiza ¢e biti vrSena koriS¢enjem programa ImageQuant 5.2.

3.7. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska, dok su ukupne
OBT izrazene u medijanama sa 25. 1 75. percentilom u zagradi. StatisticCka znacajnost
razlika u koncentraciji amonijaka i rektalnoj temperaturi izmedu grupa je procenjena
jednostrukom analizom varijanse (ANOVA) sa Fiserovim (Fisher) post hoc testom. Za
poredenje ukupne OBT koriséen je Fridmanov (Friedman) neparametarski test, dok je za
poredenje opSte motorne aktivnosti 1 eksplorativnog ponasanja koriS¢ena dvostruka
ANOVA sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom. Znacajnost razlike u izvodenju ostalih
bihejvioralnih testova je procenjena hi-kvadrat testom. Kako je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom utvrdena normalna raspodela spektralnih snaga u svim uzorcima,
statisticka znacajnost razlika u apsolutnoj i relativnoj spektralnoj snazi je procenjena
dvostrukom analizom varijanse (ANOVA) sa Tuckeyevim post hoc testom. Za procenu
statisticke  znaCajnosti razlika u parametrima oksidacijskog stresa, aktivnosti
acetilholinesteraze i ekspresiji proteina dobijenih Western blot metodom koris¢ena je
jednostruka  ANOVA sa Fisherovim post hoc testom. Statisticka analiza vrSena je
kompjuterskim programom SPSS15.0, a razlika je smatrana statisticki znac¢ajnom, ako je
p<0,05.
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4. REZULTATI

36



4.1. Uticaj TAA na ponasanje, EEG i parametre oksidacijskog stresa u mozgu

Sve zivotinje su prezivele 24 h nakon primene TAA u dozi od 300 mg/kg. Letalitet
u TAAg grupi je bio 10% (1/10), a u TAAgw grupi 50% (9/18).

Rezultati studije su pokazali da koncentracija amonijaka u plazmi bila zna¢ajno visa
u svim TAA grupama u poredenju sa kontrolom (38,8 = 5,1 pmol/L). Takode,
koncentracija amonijaka je bila znacajno visa u TAAgy (81,5 £ 5,9 umol/L) i TAAgy grupi
(86,7 £ 7,6 umol/L) u odnosu na TAAszup grupu (51,4 £ 4,7 umol/L) (p<0.01). Nije uocena
znaCajna razlika u koncentraciji amonijaka izmedu TAAgyp | TAAgo grupe (Grafikon
4.1A).

Iako je rektalna temperatura bila niza u grupama tretiranim TAA-om u poredenju sa
kontrolom u svim vremenskim tackama, ova razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna (p>0,05;

Grafikon 4.1B).

4.1.1. Histoloska analiza

U kontrolnoj grupi nisu uocene nikakve patohistoloske promene u jetri (Slika 4.1A).
Nasuprot ovome, u TAA3qo grupi uocena je akutna premoséavajuéa (engl. bridging) centro-
centralna nekroza sa izrazenijom eozinofilijom hepatocita i pojedinacnim apoptotskim
telaScima (u proseku 2,5 na 1000 cCelija) 24 h nakon primene TAA. Portni prostori su
normalne grade (Slika 4.1B).

Akutna premoscavajuc¢a nekroza bez vidljivih apoptotskih telasaca je uocena u
TAAg grupi 24 h nakon primene poslednje doze TAA (Slika 4.1C). Sli¢no kao u TA Agpo
grupi premosc¢avajuéa nekroza je bila prisutna na svim isecima jetre u TAAgy grupi,
pracena zapaljenjskim infiltratom i fokalnim Kkrvarenjem u nekrotiénim zonama.
Apoptotska telasca nisu bila primetna u jetri u TAAggo grupi, ali se mogu uoditi mitoze

(Slika 4.1D).
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Grafikon 4.1. Uticaj tioacetamida (TAA) na koncentraciju amonijaka u plazmi (A) i rektalnu temperaturu pacova
(B). Dnevne doze TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom jednog (TAAsu), dva (TAAgy) ili tri
uzastopna dana (TAAgy). Rektalna temperatura je merena 0, 2, 4, 6 i 24 h nakon primene poslednje doze TAA, dok
je krv za odredivanje koncentracije amonijaka uzeta iz desne polovine srca 24 h nakon primene poslednje doze TAA.
StatistiCka znacajnost razlike u koncentraciji amonijaka je procenjena primenom jednostruke ANOVE sa Fiserovim
(Fisher) post hoc testom, dok je znacajnost razlike u rektalnoj temperaturi procenjena primenom dvostruke ANOVE
sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, Tp<0,01 u odnosu na TAAzy

grupu).
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Slika 4.1. Patohistoloske promene u jetri nakon intraperitonealne primene tioacetamida (TAA)
(H&E bojenje).

A. Jetra kontrolnih Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom je normalne grade.

B. Jetra pacova iz TAA3y grupe 24 h nakon primene TAA sa premos§c¢avajuc¢om (engl. brigding) centro-
centralnom nekrozom, pojacanom eozinofilijom hepatocita, prisustvom pojedinacnih apoptotskih
telasaca i o¢uvanim portnim prostorima.

C. Jetra pacova iz TAAgp grupe 24 h bakon primene druge doze TAA sa akutnom premosc¢avaju¢om
nekrozom i o€uvanim portnim prostorima

D. Jetra pacova iz TAAgy grupe 24 h nakon primene tre¢e doze TAA sa akutnom premo$cavaju¢om
nekrozom, mestimi¢nim zapaljenjskim infiltratom i fokalnim krvarenjem u nekroti¢nim zonama (p-
portni prostor, strelica-nekroza)
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4.1.2. Bihejvioralni testovi
Ukupna OBT u TAA3zp grupi se nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu
grupu u svim vremenskim tackama (Tabela 4.1). S druge strane, ukupna OBT je bila
znacajno niza u TAAge | TAAg grupi u poredenju sa kontrolom u svim intervalima kada
su izvodeni testovi (p<0,01). Takode, ukupna OBT je bila zna¢ajno niza u TAAgy U 0dnosu

na TAAgy grupu i najniza ukupna OBT je uo¢ena u TA Agg grupi 24 h nakon tretmana.

Tabela 4.1. Uticaj tioacetamida (TAA) na ukupnu ocenu eksperimentalnih Zivotinja na

bihejvioralnim testovima (OBT).

Ukupna ocena na bihejvioralnim testovima (OBT)

Vreme (h)
Kontrola TAA3y TAAs0 TAA
0 40 (40,40) 40 (40, 40) 38 (38, 40) 15 (1, 22)**
2 40 (40,40) 40 (40,40)  31(27,36)** 10 (L, 20)** #
4 40 (40,40) 40 (38,40)  32(32,38)** 10 (L, 17)** #
6 40 (40,40) 40 (38,40)  31(27,38)**  10(1, 17)** #
24 40 (40,40) 40 (37,40)  32(29,35)** 4 (0, 4)**#

Dnevne doze TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom jednog (TAA3zq), dva (TAAgw) ili
tri uzastopna dana (TAAgo).

Bihejvioralni testovi su vrseni 0, 2, 4, 6 1 24 h nakon primene poslednje doze TAA. Na svakom testu Zivotinja
je mogla dobiti maksimalnu ocenu 4 (ocena 4, ako je brzina izvodenja testa 75-100% kontrolnih vrednosti;
ocena 3, 50-75% kontrolnih vrednosti; ocena 2, 25-50% kontrolnih vrednosti; ocena 1, 1-25% kontrolnih
vrednosti, ocena 0 ukoliko zivotinja ne izvodi test). Ukupna OBT je izracunata kao zbir ocena dobijenim na
pojedina¢nim bihejvioralnim testovima.

Rezultati su prikazani kao medijane sa 25. i 75. percentilom u zagradi. Statisticka znacajnost razlike izmedu
grupa je procenjena Fridmanovim (Friedman) neparametarskim testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu,
#p<0,01 u odnosu na TAAgg grupu).
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Analiza pojedinacnih testova je pokazala da su vitalni refleksi (kornealni refleks,
refleksi uklanjanja, hvatanja i uspravljanja) bili o¢uvani kod svih Zivotinja iz TAA3zg grupe
u periodu od 24 h od tretmana. Medutim, u TAAgy grupi ovi refleksi su bili znacajno
snizeni (o¢uvani u 80% Zivotinja) u odnosu na kontrolu (o¢uvani u 100% zivotinja) 24 h
nakon primene druge doze TAA (p<0,05). Nasuprot ovome, vitalni refleksi su bili znacajno
snizeni u TAAgy grupi (ouvani u 25% zivotinja) u poredenju sa kontrolom ve¢ 2 h nakon
tretmana (p<0,01). Tokom vremena ovi refleksi su pokazalo dodatno smanjenje i 24 h
nakon tretmana oni su bili o¢uvani u 10% Zivotinja iz TAAgp grupe (Grafikon 4.2).

Refleksni trzaji glave, auditivni refleks, ekvilibrijumski test i refleks postavljanja su
bili znacajno oslabljeni u TAAgy grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim
tackama (p<0,01), dok su ovi refleksi bili najslabiji u TAAg grupi. Ovi refleksi su bili
ugaseni kod svih Zivotinja iz TAAgy grupe 24 h nakon primene poslednje doze TAA
(Grafikon 4.3A 1 4.3B).

Opsta motorna aktivnost i eksplorativno ponasanje Su bili znac¢ajno nizi u TAAgg
grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama (p<0,01). Sa porastom doze
TAA je izazvao izraZeniji pad motorne aktivnosti 1 eksplorativnog ponaSanja i u TAAgy
grupi ovi testovi su bili znacajno nizi u odnosu na TAAgy grupu (p<0,01). Motorna
aktivnost je bila odsutna 24 h nakon tretmana u TAAg grupi, dok eksplorativno ponasanje
(propinjanje na zadnje noge) nije bilo uocljivo 4 h nakon primene poslednje doze TAA.
Nije uocena znacajna razlika u motornoj i eksplorativnoj aktivnosti izmedu TAAsy i

kontrolne grupe u periodu od 24 h nakon tretmana (Grafikon 4.4A i 4.4B).
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Grafikon 4.2. Uticaj tioacetamida (TAA) na vitalne reflekse (kornealni refleks, refleks uklanjanja, hvatanja i
uspravljanja) eksperimentalnih Zivotinja. Dnevne doze TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno
tokom jednog (TAAszm), dva (TAAgy) ili tri uzastopna dana (TAAgy). Vitalni refleksi su ispitivani 0, 2, 4, 6 i
24 h nakon primene poslednje doze TAA.

a-trenutak ubrizgavanja prve doze TAA (300 mg/kg) u TAAgy grupi (48 h pre izvodenja testova)

b-trenutak ubrizgavanja prve doze TAA (300 mg/kg) u TAAgg grupi (24 h pre izvodenja testova)

0-trenutak ubrizgavanja jedine doze TAA (300 mg/kg) u TAAzy grupi (neposredno pre izvodenja testova)
StatistiCka znacajnost razlike je procenjena koris¢enjem hi-kvadrat testa (* p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na
kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgy grupu).
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Grafikon 4.3. Uticaj tioacetamida (TAA) na auditivni refleks, refleksne trzaje glave (A), refleks postavljanja i
ekvilibrijumski test (B) eksperimentalnih Zivotinja. Statisticka znacajnost razlike je procenjena koris¢enjem hi-
kvadrat testa (**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgy grupu, 1p<0,01 u odnosu na istu grupu u
prethodnoj vremenskoj tacki).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.2.
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Grafikon 4.4. Uticaj tioacetamida (TAA) na opStu motornu aktivnost (A) i eksplorativno ponasanje (B). Opsta
motorna aktivnost je izrazena kao broj prelazaka Zivotinje iz jednog polja u drugo u periodu od 10 min, dok je
eksplorativno ponaSanje izrazeno kao broj propinjanja zivotinje na zadnje ekstremitete u istom periodu.

Statisti¢ka znaCajnost razlike je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom
(**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgq grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.2.
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4.1.3. Analiza EEG-a

Srednja ukupna spektralna snaga je bila znacajno visa u TAA3z (1856,58 + 644,17
uV%Hz) (p<0,01) i TAAsw grupi (1907,62 + 623,83 uV3/Hz) (p<0,01) u poredenju sa
kontrolom (180,63 + 66,45 pV%/Hz) 23,5 h nakon tretmana. U ostalim vremenskim tatkama
kada je EEG analiziran nije uoc¢ena znacajna razlika u srednjoj ukupnoj spektralnoj snazi
izmedu TAAsz0, TAAsw | kontrolne grupe (p>0,05). S druge strane, srednja ukupna
spektralna snaga je bila znacajno niza u TAAgg grupi u odnosu na kontrolu u periodu od
22,5-23,5 h nakon tretmana (Grafikon 4.5A).

EEG promene u TAAgy grupi u svim vremenskim tackama odgovaraju oceni 3
(srednja dominantna frekvencija < 7,3 Hz i zastupljenost o talasa > 45%). Medutim, nije
uocena statisticki znacajna razlika u EEG oceni izmedu grupa tretiranih TAA-om i kontrole
(Grafikon 4.5B).

Analizom srednjih spektralnih snaga po pojedinim frekventnim opsezima nasa
studija je pokazala da je srednja spektralna snaga beta talasa bila znacajno visa u TAAzp
grupi u odnosu na kontrolu u svim vremenskim tackama. NajizraZeniji porast je uocen 23,5
h nakon primene TAA. Dok je srednja spektralna snaga beta talasa bila znacajno visa u
TAAGs0o grupi u odnosu na kontrolu 23 h (p<0,05) i 23,5 h nakon tretmana (p<0,01), nije
uocCena znacajna razlika u srednjoj snazi beta talasa izmedu TAAgy i kontrolne grupe
(p>0,05; Tabela 4.2). Za razliku od srednje, relativna spektralna snaga beta talasa je bila
znacajno niza u TAAjzg grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama
(p<0,01). Nisu uocene znaajne promene u relativnoj snazi beta talasa izmedu TAAggo,
TAAg | kontrolne grupe (Tabela 4.2).

Srednja spektralna snaga alfa talasa je bila znacajno visa u TAA3go 1 znacajno niZza u
TAAg grupi u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama (p<0,01). U TAAgw
grupi srednja spektralna snaga alfa talasa je bila visa u odnosu na kontrolu samo 23,5 h
nakon primene poslednje doze TAA (Tabela 4.3). Relativna spektralna snaga alfa talasa je
bila znacajno visa u TAAgzg grupi u svim vremenskim tackama, a U TAAgy samo 23,5 h
nakon tretmana u poredenju sa kontrolnom grupom. U TAAgy grupi nije uocena znacajna

razlika u relativnoj snazi alfa talasa u odnosu na kontrolu (Tabela 4.3).
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Spektralna analiza je pokazala da je srednja spektralna snaga teta talasa bila
znacajno visa u TAAzp | TAAgy grupi u poredenju sa kontrolom 23,5 h nakon tretmana
(p<0,01). Nasuprot ovome, u TAAgy grupi srednja spektralna snaga teta talasa je bila
znacajno niza u svim vremenskim tackama u odnosu na kontrolu (p<0,01; Tabela 4.4).
Relativna spektralna snaga teta talasa se nije znacajno promenila u TAA3zp U 0dnosu na
kontrolnu grupu. Vece doze TAA su uzrokovale znacCajne promene relativne spektralne
snage teta talasa u poredenju sa kontrolom: porast u TAAgg grupi 22,5 h nakon tretmana i
pad u TAAgg grupi u svim vremenskim tackama kada je EEG analiziran (Tabela 4.4).

Dok u TAA3zqo grupi nije uocena znacajna razlika u srednjoj spektralnoj snazi delta
talasa u odnosu na kontrolu (p>0,05), srednja snaga delta talasa je bila znacajno visa u
TAAgpo u poredenju sa kontrolnom grupom u svim vremenskim tackama (p<0,01).
Istovremeno, u TAAgg grupi je uocen znacajan pad srednje spektralne snage delta talasa u
odnosu na kontrolu (p<0,01; Tabela 4.5). Relativna spektralna snaga delta talasa je bila
znacajno niza u TAAzp (p<0,01) i TAAsoo grupi (p<0,01) u poredenju sa kontrolom 22,5 h
nakon tretmana. Ovaj pad se odZzavao u TA Az grupi 23 i 23,5 h nakon primene poslednje
doze TAA, dok se u TAAgy grupi relativna snaga delta talasa vratila na kontrolne
vrednosti. Nasuprot ovome, relativna spektralna snaga delta talasa je bila znacajno visa u

TAAg grupi u odnosu na kontrolu u svim vremenskim tackama (p<0,01; Tabela 4.5).
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Grafikon 4.5. Uticaj tioacetamida (TAA) na srednju ukupnu spektralnu snagu (A) i EEG ocenu (B) pacova. EEG je
registrovan u periodu od 22-24 h nakon tretmana i analiziran u intervalima od 30 minuta (u vremenskim tackama
22,5, 23 1 23,5 h). U svakoj tacki deo EEG-a bez artefakta je podeljen na 8 epoha od po 12 s i analiziran brzom
Furijeovom (Fourier) transformacijom. EEG ocena je odredena prema Amodio i sar. (1999)(0-srednja dominantna
frekvencija > 7.3 Hz i relativna zastupljenost 0 talasa < 35%; 1-srednja dominantna frekvencija > 7.3 Hz i relativna
zastupljenost 0 talasa > 35%; 2-srednja dominantna frekvencija < 7.3 Hz i relativna zastupljenost o talasa < 45%; 3-
srednja dominantna frekvencija < 7.3 Hz i relativna zastupljenost 6 talasa > 45%).

Statisticka znacajnost razlike srednjih ukupnih spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa
Takijevim (Tuckey) post hoc testom, a EEG ocene Fridmanovim testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
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Tabela 4.2. Uticaj tioacetamida (TAA) na srednju i relativnu spektralnu snagu beta talasa (14-30 Hz).

Vreme Srednja spektralna snaga beta talasa (nV*/Hz) Relativna spektralna snaga beta talasa (%0)
nakon

tretmana(h) Kontrola TAA30 TAA60 TAAg0 Kontrola TAAsw TAAs0 TAAg0
22,5 23,32+6,01  39,81+10,17** 26,16+7,09 19,87+2,65 8,4+1,7  54+11**  7,340,2 8,910,3
23,0 23,65+6,03  37,15+9,562* 38,55+11,32*  24,12+4,45 8,6+1,6  44+11**  79+12 8,510,1
23,5 23,38+5,99  68,14+17,03** 61,34+13,87** 20,38+3,41 9,140,9  3,7£0,4** 8,219 9,4+0,5

EEG je registrovan u periodu od 22-24 h nakon tretmana i analiziran u intervalima od 30 minuta (u vremenskim tackama 22,5, 23 i 23,5 h). Srednja i relativna
spektralna snaga su odredene pomocu posebnog softvera kori§¢enjem brze Furijeove (Fourier) transformacije.
Statisti¢ka zna¢ajnost razlike srednjih ukupnih spektralnih snaga je procenjena kori§¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom (*p<0,05

i **p<0,01 u odnosu na kontrolu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.5.
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Tabela 4.3. Uticaj tioacetamida (TAA) na srednju i relativnu spektralnu snagu alfa talasa (8-13 Hz).

Vreme Srednja spektralna snaga alfa talasa (nV°/Hz) Relativna spektralna snaga alfa talasa (%)
nakon

tretmana(h) Kontrola TAA30 TAA60 TAAw Kontrola  TAAsp TAA60 TAAw
22,5 80,76+25,46 161,05+46,73** 82,50+24,67 17,3243,46**  119+1,0 22,0+2,9** 14,9+27  9,740,5
23,0 85,19+26,63 185,02+26,94** 131,21+43,86 24,07£4,13**  95+0,6  23,9+2,6** 9,9+18 9,240,8
23,5 79,90+22,83 270,73+£42,21** 277,54+59,98** 22 75+3,49**  10,6+2,4 14,6+2,0* 14,5+1,9* 10,9+1,9

Statisticka znacajnost razlike srednjih ukupnih spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom (*p<0,05

i **p<0,01 u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.5.
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Tabela 4.4. Uticaj tioacetamida (TAA) na srednju i relativnu spektralnu snagu teta talasa (4-7 Hz).

Vreme Srednja spektralna snaga teta talasa (uV°/Hz) Relativna spektralna snaga teta talasa (%o)
nakon

tretmana(h) Kontrola TAA3zp0 TAAs0 TAAg Kontrola TAA3zm0 TAAsw0 TAAg0
22,5 124,22+34,39 138,73+20,75 95,32+11,49 28,17+7,11** 18,3+0,8 18,9+1,3  26,5+1,9** 7,1+0,2**
23,0 134,39+41,24 93,60£28,10 184,66+85,80 30,32+6,24** 15,0+2,1 18,3+19 16,2+2,8 5,8+1,2**
23,5 140,81+37,46 308,37+25,17** 363,71+34,03** 29,86+6,99** 18,7+2,0 16,619 19,14+2,6 6,1+1,0**

Statisti¢ka znacajnost razlike srednjih ukupnih spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom (**p<0,01

u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.5.
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Tabela 4.5. Uticaj tioacetamida (TAA) na srednju i relativnu spektralnu snagu delta talasa (0,5-3 Hz).

Vreme Srednja spektralna snaga delta talasa (uV/Hz) Relativna spektralna snaga delta talasa (%0)
nakon

tretmana(h) Kontrola TAAzp TAAsw TAAq Kontrola TAAz0 TAAs0 TAAq
22,5 447,34+76,23  391,61+124,86 855,91+156,10**  173,97+44,61** 66,2+0,6 53,5+1,9** 50,3£1,9**  78,5+0,2**
23,0 650,99+195,64 415,81+67,14 942,18+223,49**  193,08+50,75** 72,8+0,7 39,3+0,2**  71,0+2,6 79,9+1,5%*
23,5 507,66+133,86 409,34+159,76 1205,02+210,93** 184,17+49,06** 67,5+0,9 55,1+2,6**  65,1+0,6 77,8+0,5**

Statisticka znacajnost razlike srednjih ukupnih spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom (**p<0,01

u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.5.
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Slika 4.2. Reprezentativni EEG snimci eksperimentalnh Zivotinja
A. EEG snimak zivotinja iz TAAzq grupe

B. EEG snimak zivotinja iz TAAgyp grupe sa dominantnom visokovoltaznom aktivnoséu u delta

frekventnom opsegu (0,5-3 Hz)

C. EEG snimak zivotinja iz TAAgg grupe sa dominacijom niskovoltaznih delta talasa

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.5.
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4.1.4. Uticaj TAA na oksidacijski stres

Nivo MDA u mozdanom korteksu je bio znacajno visi u TAAgy (0,20 £ 0,04
nmol/mg prot.)(p<0,05) i TAAg grupi (0,35 £ 0,04 nmol/mg prot.)(p<0,01) u poredenju sa
kontrolom (0,11 + 0,03 nmol/mg prot.) 24 h nakon tretmana. Porast MDA je bio znacajno
izrazeniji u TAAgy U 0dnosu na TAAgy grupu (p<0,01). U TAAzx grupi nivo MDA u
korteksu se nije znacajno razlikovao u odnosu na kontrolnu grupu (p>0,05; Grafikon 4.6A).

S druge strane, nivo MDA u mozdanom stablu je bio zna¢ajno visi u svim grupama
tretiranim TAA-om u odnosu na kontrolu (p<0,01). Sa povec¢anjem doze TAA je izazvao
progresivan porast nivoa MDA u mozdanom stablu, pri ¢emu je najmanji porast uocen u
TAA30 (0,25 £ 0,05 nmol/mg prot.), a najveci u TAAgy grupi (0,52 + 0,05 nmol/mg
prot.)(Grafikon 4.7B).

Za razliku od korteksa i mozdanog stabla nivo MDA u hipokampusu je bio znacajno
nizi u TAA3zp grupi (0,11 £ 0,01 nmol/mg prot.) u poredenju sa kontrolom (0,31 + 0,03
nmol/mg prot.) (p<0,01) 24 h nakon primene TAA. S druge strane nivo MDA je bio
znacajno visi u TAAgy grupi (0,55 + 0,03 nmol/mg prot.) u odnosu na kontrolu (p<0,01).
Nije uo¢ena znacajna razlika u nivou MDA u hipokampusu izmedu TAAg (0,35 £ 0,02
nmol/mg prot.) i kontrolne grupe (p>0,05; Grafikon 4.8A).

Aktivnost katalaze u korteksu je bila znacajno visa u TAAsq grupi (25,49 + 2,28
U/mg prot.) u odnosu na kontrolu (11,85 + 1,20 U/mg prot.)(p<0,01). Nasuprot ovome, u
TAAs0 (5,85 = 0,20 U/mg prot.) i TAAgy grupi (4,78 = 0,32 U/mg prot.) kortikalna
aktivnost katalaze je bila znacajno niZa u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,01). Pad
aktivnosti katalaze je bio izraZeniji u TAAgy U 0dnosu na TAAgw grupu (p<0,01; Grafikon
4.6B).

U mozdanom stablu aktivnost katalaze je bila znacajno niza u TAAgy (6,51 £ 0,59
U/mg prot.)(p<0,01) i TAAgy grupi (2,93 + 0,20 U/mg prot.)(p<0,01) u poredenju sa
kontrolom (17,46 + 2,02 U/mg prot.). Aktivnost ovog enzima u mozdanom stablu je bila
znacajno niza u TAAgy u poredenju sa TAAgy grupom 24 h nakon primene poslednje
doze TAA (p<0,01). U TAA3x grupi (15,83 = 0,92 U/mg prot.) aktivnost katalaze se nije

znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu (Grafikon 4.7B).
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Aktivnost katalaze u hipokampusu je bila znacajno visa u TAAzy (17,56 £ 1,22
U/mg prot.)(p<0,01) i TAAsw grupi (38,95 + 6,10 U/mg prot.)(p<0,01) u poredenju sa
kontrolom (12,72 + 0,66 U/mg prot.). Izrazeniji porast aktivnosti katalaze je uocCen u
TAAgp U odnosu na TAAzx grupu (p<0,01). Nasuprot manjim dozama, TAA u dozi od
900 mg/kg je izazvao znacajan pad aktivnosti katalaze u hipokampusu (6,98 + 1,31 U/mg
prot.)(p<0,01) u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 4.8B).
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Grafikon 4.6. Uticaj tioacetamida (TAA) na nivo malondialdehida (MDA)(A) i aktivnost katalaze (B) u mozdanom
korteksu pacova. Dnevne doze TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom jednog (TAAzq), dva
(TAAg) ili tri uzastopna dana (TAAgy). Uzorci mozga za analizu su uzeti 24 h nakon primene poslednje doze
TAA.

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa Fiserovim (Fisher)
post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgg grupu).
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Grafikon 4.7. Uticaj tioacetamida (TAA) na nivo malondialdehida (MDA)(A) i aktivnost katalaze (B) u mozdanom
stablu pacova.

StatistiCka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa FiSerovim (Fisher)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu ha TAAgg grupu, 7p<0,01 u odnosu na TAAszy
grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.6.



0.6 A *x 4

Nivo MDA u hipokampusu (nmol/mg prot.)

kontrola TAA300 TAAG600 TAA900

40 ~

35 ~

20 ~ *k

15 ~

10 4

Aktivnost katalaze u hipokampusu (U/mg prot.)

kontrola TAA300 TAAG0O TAA900

Grafikon 4.8. Uticaj tioacetamida (TAA) na nivo malondialdehida (MDA)(A) i aktivnost katalaze (B) u
hipokampusu pacova.

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa Fiserovim (Fisher)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgq grupu, 7p<0,01 u odnosu na TAAzy
grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.6.



4.2. Uticaj finasterida na bihejvioralne, EEG i C¢elijske promene u HE

izazvanoj TAA

Koncentracija amonijaka u krvi je bila znacajno visa (p<0,01) kod pacova iz
TAAgp (86,7 = 7,6 pmol/L) i iz FIN+TAAg grupe (79,3 + 10,1 pmol/L) u odnosu na
kontrolnu grupu (38,8 £ 5,1 pumol/L). Pacovi koji su dobijali samo FIN nisu pokazivali
znacajnu promenu (p>0,05) u koncentraciji amonijaka u krvi u odnosu na kontrolu Takode,
nije postojala statisti¢ki znacajna razlika izmedu pacova iz TAAgy | FIN+TAAgy grupe
(Grafikon 4.9).

FIN nije izazvao nikakve patoloske promene u jetri, a lobularna organizacija i
radijalni raspored hepatocita u jetri su bili potpuno ocuvani (Slika 4.3C). Dok je TAA
izazvao konfluentnu centrolobularnu ili premos$éavaju¢u nekrozu sa zapaljenjskim
infiltratom u jetri (Slika 4.3B), u FIN+TAAg grupi balonska degeneracija hepatocita je
bila izrazenija, a inflamacija u nekroti¢nim zonama manje izrazena nego u TAAgy grupi.
Duktusna proliferacija i mestimi¢ne mitoze hepatocita su takode uocljive u FIN+TAAgg

grupi (Slika 4.3D).
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Grafikon 4.9. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na koncentraciju amonijaka u plazmi. Dnevne doze FIN
(50 mg/kg) i TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom tri uzastopna dana, a u FIN+TAAgy grupi
FIN je primenjen 2 h pre svake doze TAA. Krv za analizu je uzeta iz desne polovine srca 24 h nakon primene
poslednje doze TAA.

Statisti¢ka znadajnost razlike izmedu grupa je procenjena jednostrukom ANOV A-om sa FiSerovim (Fisher) post hoc
testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
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Slika 4.3. Patohistoloske promene u jetri izazvane tioacetamidom (TAA) i finasteridom (FIN)
A. Normalna jetra kontrolnih zZivotinja

Premosc¢avajuca nekroza sa zapaljenjskim infiltratom i fokalnim krvarenjem u jetri u TAAgq grupi

Normalna jetra oCuvane lobularne organizacije i radijalnog rasporeda hepatocita kod zivotinja tretiranih
FIN-om

B.
C.
D. Konfluentna centrolobularna nekroza hepatocita u FIN+TAAgy, grupi (H&E bojenje)
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4.2.1. Bihejvioralni testovi
Nijedna zivotinja iz FIN i FIN+TAAg grupe nije uginula 24 h nakon tretmana
(0/8). Ukupna OBT je bila znacajno niza u TAAgy grupi u odnosu na kontrolu (p<0,01), sa
najnizom vredno$¢u medijane 24 h nakon tretmana (4 (0, 4)). Iako je ukupna OBT bila
znacajno niza u FIN+TAAgy U odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), ta ocena je bila
znacajno visa u odnosu na zivotinje iz TAAgy grupe tokom ¢itavog perioda od 24 h nakon
primene poslednje doze TAA (p<0,01). Sam FIN nije izazvao znacajne promene u ukupnoj

OBT u poredenju sa kontrolnom grupom (p>0,05) (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na ukupnu ocenu

eksperimentalnih zivotinja na bihejvioralnim testovima (OBT).

Ukupna ocena na bihejvioralnim testovima (OBT)

Vreme (h)
Kontrola FIN TAAg FIN+TAAq
0 40 (40,40) 40 (40, 40) 15 (1, 22)** 34 (34, 35,25)*#
2 40 (40,40) 40 (40,40)  10(1,20)0%*# 33,5 (33, 34,25)*#
4 40 (40,40) 40 (40,40)  10(1,17)**#  33,5(32,25, 34,25)%#
6 40 (40,40) 40 (40,40)  10(L, 17)** # 34 (32.5, 35)* #
24 40 (40,40) 40 (40, 40) 4(0, 4)** # 34 (33, 34)* #

Dnevne doze FIN (50 mg/kg) i TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom tri uzastopna
dana, a u FIN+TAAg grupi FIN je primenjen 2 h pre svake doze TAA.

Bihejvioralni testovi su vrseni 0, 2, 4, 6 1 24 h nakon primene poslednje doze TAA. Na svakom testu Zivotinja
je mogla dobiti maksimalnu ocenu 4 (ocena 4, ako je brzina izvodenja testa 75-100% kontrolnih vrednosti;
ocena 3, 50-75% kontrolnih vrednosti; ocena 2, 25-50% kontrolnih vrednosti; ocena 1, 1-25% kontrolnih
vrednosti, ocena 0 ukoliko zivotinja ne izvodi test). Ukupna OBT je izracunata kao zbir ocena dobijenim na
pojedinacnim bihejvioralnim testovima.

Rezultati su prikazani kao medijane sa 25. i 75. percentilom u zagradi. Statisti¢ka znac¢ajnost razlike izmedu
grupa je procenjena Fridmanovim (Friedman) neparametarskim testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na
kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgg grupu).
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Dok je ucestalost o¢uvanih vitalnih refleksa (kornealni refleks, refleksi uklanjanja,
hvatanja i uspravljanja) bila znac¢ajno niza u TAAgg grupi u odnosu na kontrolu tokom
Citavog perioda pracenja (p<0,01) sa najnizom ucestalo$¢u 24 h nakon primene TAA
(10%), ovi refleksi su bili o¢uvani kod svih zivotinja iz FIN i FIN+TAAg grupe (Grafikon
4.10).

Refleksni trzaji glave i auditivni refleks su bili znacajno oslabljeni u TAAggo grupi u
odnosu na kontrolu tokom ¢itavog perioda prac¢enja (p<0,01) i ugaSeni 24 h nakon primene
TAA. Tako je ucestalost o¢uvanih refleksnih trzajeva glave i auditivnog refleksa bila niza u
FIN+TAAgo nego u kontrolnoj grupi u periodu od 24 h nakon tretmana (p<0,01),
oCuvanost ovih refleksa je bila znacajno veca nego u TAAgy grupi (p<0,01). Najniza
ucestalost refleksnih trzajeva glave i auditivnog refleksa u FIN+TAAgy grupi je bila
zabelezena 4, 6 i 24 h nakon tretmana (50%). Sve zivotinje iz FIN grupe su imale potpuno
ocuvane ove reflekse (Grafikon 4.11A).

Dok je oc¢uvanost ekvilibrijumskog testa i refleksa postavljanja bila znac¢ajno niza u
TAAg grupi u odnosu na kontrolu tokom ¢itavog perioda pra¢enja (p<0,01), sve zivotinje
iz FIN+TAAggo grupe su izvodile ove testove u fizioloskim granicama 2 h nakon tretmana
TAA-om. Tokom vremena o¢uvanost ovih testova je bila znacajno niza 4, 6 i 24 h nakon
tretmana u FIN+TAAgy grupi u odnosu na kontrolu (p<0,01). Medutim, tokom citavog
perioda, ocuvanost ekvilibrijumskog testa 1 refleksa postavljanja je bila znacajno viSa u
FIN+TAAg U odnosu na TAAgm grupu (p<0,01). Sve Zivotinje iz FIN grupe su normalno
izvodile ove testove (Grafikon 4.11B).

Opsta motorna aktivnost i eksplorativno ponasanje su bili znacajno nizi u TAAgqp |
FIN+TAAgo grupi u odnosu na kontrolu tokom c¢itavog perioda pracenja (p<0,01).
Medutim, Zivotinje iz FIN+TAAgg grupe su imale zna¢ajno bolju opStu motornu aktivnost
u poredenju sa zivotinjama iz TAAg grupe 4, 6 i 24 h nakon aplikacije poslednje doze
TAA (p<0,01; Grafikon 4.12A). Eksplorativno ponaSanje, takode je bilo znacajno
izrazenije u FIN+TAAgy U odnosu na TAAgym grupu 6 i 24 h nakon tretmana (p<0,01;
Grafikon 4.12B). Nije postojala statisticki znacajna razlika (p>0,05) u izvodenju ovih

testova izmedu zivotinja iz FIN i kontrolne grupe.
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Grafikon 4.10. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na vitalne reflekse (kornealni refleks, refleks
uklanjanja, hvatanja i uspravljanja) eksperimentalnih zivotinja. Dnevne doze FIN (50 mg/kg) i TAA su
administrirane intraperitonealno tokom tri uzastopna dana, a u FIN+TAAgy grupi FIN je primenjen 2 h pre svake
doze TAA. Vitalni refleksi su ispitivani 0, 2, 4, 6 i 24 h nakon primene poslednje doze TAA.

Statisti¢ka znacajnost razlike je procenjena kori$¢enjem hi-kvadrat testa (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
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Grafikon 4.11. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na refleksne trzaje glave, auditivni refleks (A), refleks
postavljanja i ekvilibrijumski test (B) eksperimentalnih Zivotinja. Statisticka znaGajnost razlike je procenjena
koris¢enjem hi-kvadrat testa (**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgg grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.10.
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Grafikon 4.12. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na opStu motornu aktivnost (A) i eksplorativno
ponasanje (B). Opsta motorna aktivnost je izrazena kao broj prelazaka Zivotinje iz jednog polja u drugo u periodu od
10 min, dok je eksplorativno ponasanje izraZzeno kao broj propinjanja zivotinje na zadnje ekstremitete u istom
periodu.

Statisti¢ka znaCajnost razlike je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom
(**p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgg grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.10.
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4.2.2. Analiza EEG-a

Dok je srednja ukupna spektralna snaga bila znacajno niza u TAAgy grupi u
poredenju sa kontrolom 22,5 h, 23 h i 23,5 h nakon primene poslednje doze TAA (p<0,01),
nisu uocene znacajne promene srednje spektralne snage u FIN+TAAg grupi u odnosu na
kontrolu u svim vremenskim tackama (p>0,05). Medutim, sam FIN je izazvao znacajan
porast srednje ukupne spektralne snage u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim
taCkama (p<0,01; Grafikon 4.13).

Dok u TAAgy grupi nisu nadene znaCajne promene U beta opsegu, u FIN i
FIN+TAAg grupi srednja spektralna snaga beta talasa je bila znacajno veca u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,01) u svim vremenskim tackama (Grafikon 4.14A). Dok se relativna
spektralna snaga beta talasa nije razlikovala u TAAgy grupi u poredenju sa kontrolom
(p>0,05), u FIN+TAAg grupi relativna snaga beta talasa je bila znacajno visa u odnosu na
kontrolu (p<0,01). Nasuprot ovome, sam FIN je izazvao znaajno smanjenje relativne
snage beta talasa u odnosu na kontrolnu grupu u svim vremenskim tatkama (p<0,01;
Grafikon 4.14B).

Srednja spektralna snaga u alfa opsegu je bila znacajno niza u TAAgy grupi
(p<0,01) i znacajno visa u FIN (p<0,01) i FIN+TAAgy grupama (p<0,01) u odnosu na
kontrolu (Grafikon 4.15A). Dok TAA nije izazvao znacajne promene relativne spektralne
snage alfa talasa u odnosu na kontrolu (p>0,05), u FIN i FIN+TAAgy grupama zapazili
smo znacajan porast relativne spektralne snage u alfa opsegu u poredenju sa kontrolom
(Grafikon 4.15B).

U teta opsegu uocCen je znacajan porast srednje spektralne snage u FIN (p<0,01) i
pad u TAAgy grupi (p<0,01) u odnosu na kontrolu u svim vremenskim tatkama. Medutim,
u FIN+TAAgo grupi nije doslo do znacajne promene srednje spektralne snage teta talasa u
poredenju sa kontrolnom grupom (p>0,05; Grafikon 4.16A). S druge strane, relativna
spektralna snaga u teta opsegu je bila znacajno niza u TAAg grupi (p<0,01) i znacajno
visa u FIN+TAAgq grupi (p<0,01) u poredenju sa kontrolom u svim vremenskim tackama.
Sam FIN je takode uzrokovao znacajan porast relativne snage u teta frekventnom opsegu u
odnosu na kontrolu (p<0,01) ali se relativne spektralne snage nisu znacajno razlikovale u

FIN i FIN+TAAg grupi (p>0,05; Grafikon 4.16B).
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Dominantna EEG aktivnost u svim grupama je uocena u delta frekventnom opsegu
(EEG ocena 3). Medutim, apsolutna spektralna snaga u delta opsegu je bila znacajno niza u
grupi tretiranoj TAA-om (p<0,01) i znacajno visa u FIN (p<0,01) i FIN+TAAgy grupi u
odnosu na kontrolu u svim vremenskim tatkama (Grafikon 4.17A). S druge strane, dok je
relativna spektralna snaga delta talasa bila znacajno visa u TAAggo grupi (p<0,01) u odnosu
na kontrolu, relativha snaga u delta opsegu je bila znacajno niza u FIN (p<0,01) i
FIN+TAAg grupi (p<0,01) u poredenju sa kontrolom. FIN u kombinaciji sa TAA-om je
izazvao izrazeniji pad relativne spektralne snage delta talasa u odnosu na sam FIN 23 h

(p<0,01) i 23,5 h (p<0,01) nakon tretmana (Grafikon 4.17B).
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Grafikon 4.13. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na srednju ukupnu spektralnu snagu pacova. Dnevne
doze FIN (50 mg/kg) i TAA (300 mg/kg) su administrirane intraperitonealno tokom tri uzastopna dana, a u
FIN+TAAgy grupi FIN je primenjen 2 h pre svake doze TAA. EEG je registrovan u periodu od 22-24 h nakon
primene poslednje doze TAA i analiziran u intervalima od 30 minuta (u vremenskim tatkama 22,5, 23 1 23,5 h). U
svakoj tacki deo EEG-a bez artefakta je podeljen na 8 epoha od po 12 s i analiziran brzom Furijeovom (Fourier)

transformacijom.

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
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Grafikon 4.14. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na srednju (A) i relativnu spektralnu snagu (B) beta

talasa (14-30 Hz).

StatistiCka znacajnost razlike spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.13.
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Grafikon 4.15. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na srednju (A) i relativnu spektralnu snagu (B) alfa

talasa (8-13 Hz).

Statisticka znacajnost razlike spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey)
post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.13.
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Grafikon 4.16. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na srednju (A) i relativnu spektralnu snagu (B) teta

talasa (4-7 Hz).

StatistiCka znacajnost razlike spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.13.
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Grafikon 4.17. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na srednju (A) i relativnu spektralnu snagu (B) delta
talasa (0,5-3 Hz).

StatistiCka znacajnost razlike spektralnih snaga je procenjena koris¢enjem dvostruke ANOVE sa Takijevim (Tuckey)
post hoc testom (**p<0,01 u odnosu na kontrolu, +p<0,01 u odnosu na FIN grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.13.
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4.2.3. Uticaj finasterida na oksidacijski stres u mozgu izazvan TAA-om

Ekspresija p22-phox subjedinice NADPH oksidaze je bila znacajno niza u
hipokampusu zivotinja iz TAAgy grupe u poredenju sa kontrolom 24 h nakon primene
poslednje doze TAA (p<0,01). Nasuprot ovome, u korteksu nije nadena znacajna promena
u ekspresiji ove subjedinice izmedu TAAgy i1 kontrolne grupe (p>0,05). Slicno kao u
TAAg grupi, i u FIN grupi ekspresija p22-phox subjedinice je bila znacajno niza u
hipokampusu (p<0,01), dok se u korteksu nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu
grupu (p>0,05). Ekspresija p22-phox u FIN+TAAg grupi se nije razlikovala ni u korteksu
ni u hipokampusu u poredenju sa kontrolom (p>0,05; Grafikon 4.18A).

Ekspresija p40-phox subjedinice NADPH oksidaze je bila znacajno visa u korteksu
zivotinja iz TAAggo (p<0,05) i FIN+TAAgy grupe (p<0,05) u odnosu na kontrolu. U FIN
grupi nije uoéena znacajna razlika u kortikalnoj ekspresiji ove subjedinice u odnosu na
kontrolu (p>0,05). U hipokampusu ekspresija p40-phox se nije razlikovala u
eksperimentalnim grupama u poredenju sa kontrolom (Grafikon 4.18B).

Ekspresija p47-phox subjedinice u korteksu se nije znaajno razlikovala u
eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu (p>0,05). Medutim, ekspresija ove
subjedinice u hipokampusu je bila znacajno niza u TAAgy (p<0,01), FIN (p<0,01) i
FIN+TAAgy grupi (p<0,01) u poredenju sa kontrolom 24 h nakon tretmana (Grafikon
4.18C).

Ekspresija p67-phox subjedinice NADPH oksidaze je bila znac¢ajno niza u korteksu
(p<0,05) i hipokampusu Zivotinja iz TAAggo grupe (p<0,05) u poredenju sa kontrolom. Sam
FIN nije izazvao znafajne promene u ekspresiji ove subjedinice u odnosu na kontrolu ni u
korteksu ni u hipokampusu. U FIN+TAAgg grupi ekspresija p67-phox je bila znacajno niza
u korteksu u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,05), dok se ekspresija ove subjedinice
nije znacajno razlikovala u hipokampusu zivotinja iz FIN+TAAgy i kontrolne grupe
(p>0,05; Grafikon 4.18D).

Nivo MDA u korteksu, hipokampusu i nc. caudatusu je bio znacajno veéi u TAAgno
grupi u odnosu na kontrolu 24 h nakon primene poslednje doze TAA (p<0,01). S druge
strane, TAA nije izazvao znacajnu promenu nivoa MDA u talamusu (37,68 + 6,08 nmol/mg

prot.) u poredenju sa kontrolom (47,62 + 4,42 nmol/mg prot.)(p>0,05). Sam FIN je smanjio
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nivo MDA u korteksu (21,99 + 3,84 nmol/mg prot.)(p<0,01), hipokampusu (29,53 + 2,88
nmol/mg prot.)(p<0,01) i talamusu (34,82 + 3,97 nmol/mg prot.)(p<0,01) i povecao nivo
MDA u nc. caudatusu (40,93 £ 4,73 nmol/mg prot.)(p<0,05) u odnosu na kontrolu. U
FIN+TAAgg grupi nivo MDA u korteksu (38,27 + 4,74 nmol/mg prot.)(p>0,05) i talamusu
(55,16 = 7,56 nmol/mg prot.)(p>0,05) se nije znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu
(36,17 £ 5,74 nmol/mg prot. i 47,62 £ 4,42 nmol/mg prot. u korteksu i talamusu), dok je u
hipokampusu (88,63 = 13,03 nmol/mg prot.)(p<0,01) i nc. caudatusu (42,07 + 2,26
nmol/mg prot.)(p<0,01) bio znacajno visi u poredenju sa kontrolnom grupom (60,20 £ 7,05
nmol/mg prot. i 32,40 + 2,11 nmol/mg prot.). Poredenjem FIN+TAAgy I TAAgy grupe
uoceno je da je nivo MDA bio znacajno veci u talamusu zivotinja iz FIN+TAAgy grupe u
odnosu na TAAg grupu (p<0,01), dok znacajna razlika u nivou MDA izmedu TAAgq i
FIN+TAAg0 grupe nije uocena u hipokampusu i nc. caudatusu (p>0,05; Grafikon 4.19A).

Aktivnost SOD je bila znacajno visa u korteksu zivotinja iz TAAgp grupe (201,02 £
35,93 U/mg prot.) u odnosu na kontrolu (123,32 + 18,52 U/mg prot.)(p<0,01). Nasuprot
ovome, u hipokampusu, talamusu i nc. caudatusu nije uo¢ena znacajna razlika u aktivnosti
ovog enzima izmedu TAAgg i kontrolne grupe (p>0,05). FIN je izazvao porast aktivnosti
SOD u korteksu (241,65 = 28,08 U/mg prot.)(p<0,01) i hipokampusu (145,68 + 16,51
U/mg prot.)(p<0,05) u odnosu na kontrolu. Aktivnost SOD u korteksu (229,79 + 68,35
U/mg prot.)(p<0,01), hipokampusu (137,06 + 15,43 U/mg prot.)(p<0,05) i nc. caudatusu
(129,57 + 18,89 U/mg prot.)(p<0,05) je bila zna¢ajno visa u FIN+TAAgg grupi u poredenju
sa kontrolom. S druge strane, aktivnost ovog enzima u talamusu se nije znacajno
razlikovala u odnosu na kontrolnu grupu. Ni u jednoj mozdanoj strukturi nije uocena
znacajna razlika u aktivnosti SOD izmedu FIN+TAAg | TAAg grupe (p>0,05; Grafikon
4.19B).

Ekspresija SOD1 u korteksu je bila znacajno visa u TAAg grupi (p<0,05), dok se u
hipokampusu ekspresija ovog enzima nije znacajno promenila u odnosu na kontrolu
(p>0,05). Sam FIN je izazvao znacajan porast ekspresije SOD1 u korteksu (p<0,01) i
hipokampusu (p<0,05) u poredenju sa kontrolom, koji je u korteksu bio izrazeniji nego u
TAAg grupi (p<0,01). U FIN+TAAgy grupi ekspresija SOD1 je bila znacajno visa u
korteksu (p<0,01) i hipokampusu (p<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom. Dok u
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hipokampusu nije postojala znacajna razlika u ekspresiji ovog enzima izmedu FIN+TA Aggo
I TAAg grupe, ekspresija SOD1 u korteksu je bila znac¢ajno visa u FIN+TAAgy U 0dnosu
na TAAgy grupu (p<0,01). Medutim, ekspresija ovog izoenzima SOD je bila zna¢ajno niza
u korteksu u FIN+TAAggo grupi u odnosu na FIN grupu (p<0,01; Grafikon 4.20).

S druge strane, ekspresija SOD2 u korteksu i hipokampusu se nije znacajno
razlikovala u eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu (p>0,05; Grafikon 4.20).
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Grafikon 4.18. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na ekspresiju p22-phox (A), p40-phox (B), p47-phox
(C) i p67-phox subjedinice (D) NADPH oksidaze u korteksu (kort) i hipokampusu (hip) pacova. Dnevne doze FIN
(50 mg/kg) i TAA (300 mg/kg) su administrirane tokom tri uzastopna dana, a u FIN+TAAgg grupi FIN je primenjen
2 h pre svake doze TAA. Uzorci mozga za analizu su uzeti 24 h nakon primene poslednje doze TAA.

Ekspresija subjedinica je odredivana koris¢enjem poliklonskih ze¢jih anti-p67-phox (1:500), anti-p47-phox (1:500),
anti-p40-phox (1:500) i anti-p22-phox (1:500) antitela. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima membrane su
inkubirane sa sekundarnim anti-ze¢jim (1:2000) antitelima obelezenim peroksidazom rena.

Statisticka znacajnost razlike je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa Fiserovim (Fisher) post hoc testom
(*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu).
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Grafikon 4.19. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na nivo malondialdehida (MDA)(A) i aktivnost
superoksid dizmutaze (SOD)(B) u mozdanim strukturama pacova. Dnevne doze FIN (50 mg/kg) i TAA (300 mg/kg)
su administrirane tokom tri uzastopna dana, a u FIN+TAAgy grupi FIN je primenjen 2 h pre svake doze TAA.
Uzorci mozga za analizu su uzeti 24 h nakon primene poslednje doze TAA.

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa Fiserovim (Fisher)
post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgy, grupu).
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Grafikon 4.20. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na ekspresiju SOD1 i SOD2 u korteksu (A) i
hpokampusu (B) pacova. Ekspresija SOD1 i SOD2 je odredivana kori§¢enjem poliklonskih kozjih anti-SOD1
(1:500) i anti-SOD2 (1:500) antitela. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima membrane su inkubirane sa
sekundarnim anti-kozjim (1:2000) antitelima obelezenim peroksidazom rena.

Statisticka znacajnost razlike je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa Fiserovim (Fisher) post hoc testom
(*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAgy grupu, $<0,01 u odnosu na FIN grupu).
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Nivo GSH je bio znacajno visi u korteksu Zivotinja tretiranih TAA-om (104,29 +
29,87 nmol/mg prot.) u odnosu na kontrolnu grupu (43,98 + 13,94 nmol/mg prot.)(p<0,01),
dok je nivo GSH u hipokampusu (24,05 + 7,84 nmol/mg prot.)(p<0,05) i nc. caudatusu
(23,46 = 3,19 nmol/mg prot.)(p<0,05) je bio znafajno nizi u TAAgyp u poredenju sa
kontrolnom grupom (39,67 + 5,76 nmol/mg prot. i 34,70 £ 9,91 nmol/mg prot. u
hipokampusu i nc. caudatusu). Slicno kao u TAAgg grupi, nivo GSH u korteksu (86,52 +
26,60 nmol/mg prot.)(p<0,01) je bio znacajno visi, a u nc. caudatusu (13,18 + 2,26
nmol/mg prot.)(p<0,01) znacajno nizi u FIN+TAAgy grupi u odnosu na kontrolu 24 h
nakon primene poslednje doze TAA. Takode, nivo GSH u nc. caudatusu je bio znacajno
nizi U FIN+TAAgy u poredenju sa TAAgg grupom (p<0,01), dok se u korteksu nivo GSH
nije znacajno razlikovao izmedu FIN+TAAg | TAAgy grupe (p>0,05). Dok sam TAA nije
uzrokovao promenu nivoa GSH u talamusu, nivo GSH u ovom regionu je bio znacajno nizi
u FIN+TAAg grupi (19,37 = 2,33 nmol/mg prot.)(p<0,05) u poredenju sa kontrolom
(28,76 + 6,87 nmol/mg prot.) U hipokampusu zivotinja iz FIN+TAAg grupe nije uocena
znacajna razlika u nivou GSH u odnosu na kontrolu (p>0,05). Sam FIN nije izazvao
znacajnu promenu nivoa GSH u poredenju sa kontrolom ni u jednoj mozdanoj strukturi
(p>0,05; Grafikon 4.21A).

Aktivnost GPx je bila znaCajno visa u talamusu (235,09 = 44,91 U/mg
prot.)(p<0,01) i nc. caudatusu (109,61 + 16,11 U/mg prot.)(p<0,01) zivotinja iz TAAgmo
grupe u odnosu na kontrolu (162,61 + 18,72 U/mg prot. i 67,85 £ 12,97 U/mg prot. u
talamusu i nc. caudatusu). lako je postojala tendencija rasta aktivnosti ovog enzima u
korteksu 1 hipokampusu, u ovim strukturama TAA nije izazvao znaajnu promenu
aktivnosti GPx u poredenju sa kontrolom (p<0,05). S druge strane, FIN je izazvao pad
aktivnosti GPx u korteksu (58,38 + 14,48 U/mg prot.)(p<0,01) i talamusu (49,17 + 10,67
U/mg prot.)(p<0,01) u odnosu na kontrolu. Aktivnost ovog enzima se nije razlikovala ni u
jednoj ispitivanoj mozdanoj strukturi u FIN+TAAgg grupi u odnosu na kontrolu (p>0,05),
ali je aktivnost GPx u talamusu (176,71 £ 23,68 U/mg prot.)(p<0,01) i nc. caudatusu (57,82
+ 12,43 U/mg prot.)(p<0,01) bila znacajno niza u FIN+TAAgy grupi u poredenju sa
TAAg grupom (Grafikon 4.21B).
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Iako je aktivnost GR pokazivala tendenciju porasta u svim mozdanim strukturama u
TAAg grupi, TAA je izazvao znacajan porast aktivnosti ovog enzima jedino u korteksu
(9,74 £ 1,52 U/mg prot.) u poredenju sa kontrolnom grupom (6,23 + 2,06 U/mg
prot.)(p<0,05). Aktivnost GR se nije zna¢ajno razlikovala ni u jednoj mozdanoj strukturi
zivotinja iz FIN+TAAgy grupe u odnosu na kontrolu (p>0,05). Medutim, aktivnost ovog
enzima u korteksu (6,37 £ 2,55 U/mg prot.)(p<0,05), hipokampusu (10,61 = 0,87 U/mg
prot.)(p<0,05) 1 talamusu (7,44 + 2,42 U/mg prot.)(p<0,05) je bila znacajno niza u
FIN+TAAg u poredenju sa TAAgy grupom 24 h nakon tretmana. Sam FIN nije izazvao
znacajnu promenu aktivnosti ovog enzima u odnosu na kontrolu ni u jednoj mozdanoj
strukturi (Grafikon 4.22A).

Dok FIN nije izazvao znacajne promene aktivnosti katalaze, aktivnost ovog enzima
u korteksu (6,81 + 1,58 U/mg prot.)(p<0,01), hipokampusu (3,06 + 0,56 U/mg
prot.)(p<0,01) i talamusu (1,96 £ 0,55 U/mg prot.)(p<0,01) je bila znacajno niza u TAAgmo
u odnosu na kontrolnu grupu. U nc. caudatusu nije uo¢ena znacajna razlika u aktivnosti
ovog enzima izmedu TAAgy (2,94 + 0,60 U/mg prot.) i kontrolne grupe (4,15 £ 1,72 U/mg
prot.)(p>0,05). S druge strane, aktivnost katalaze je bila zna¢ajno niza u hipokampusu (2,54
+ 0,93 U/mg prot.)(p<0,01) i talamusu (2,52 £ 0,84 U/mg prot.)(p<0,01) zivotinja iz
FIN+TAAg0 grupe u odnosu na kontrolu (6,13 + 1,81 U/mg prot. i 5,53 + 1,37 U/mg prot.),
dok se aktivnost katalaze u korteksu i nc. caudatusu nije znacajno razlikovala izmedu
FIN+TAAgg i kontrolne grupe (p>0,05). Ni u jednoj strukturi nije uo¢ena znacajna razlika
u aktivnosti ovog enzima izmedu FIN+TAAgy i TAAgy grupe 24h nakon tretmana
(p>0,05; Grafikon 4.22B).
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Grafikon 4.21. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na nivo redukovanog glutationa (GSH)(A) i
aktivnost glutation peroksidaze (GPx)(B) u mozdanim strukturama pacova.

StatistiCka znacCajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem jednostruke ANOVE sa FiSerovim
(Fisher) post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,01 u odnosu na TAAg grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.19.
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Grafikon 4.22. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na aktivnost glutation reduktaze (GR)(A) i
katalaze (B) u mozdanim strukturama pacova.
Statisticka znacCajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem jednostruke ANOVE sa FiSerovim
(Fisher) post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu, #p<0,05 u odnosu na TAAg grupu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.19.
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4.2.4. Uticaj finasterida i TAA na aktivnost acetilholinesteraze

TAA je izazvao znaCajan porast aktivnosti AchE u talamusu (24,16 + 2,47 U/mg
prot.) (p<0,05) i nc. caudatusu (54,10 + 12,12 U/mg prot.) (p<0,05) u poredenju sa
kontrolnom grupom 24 h nakon primene poslednje doze (20,31 + 1,71 U/mg prot. i 38,20 =
5,54 U/mg prot. u talamusu i nc. caudatusu). S druge strane, u korteksu i hipokampusu nije
bilo znacajne promene u aktivnosti ovog enzima u TAAgy grupi u odnosu na kontrolu
(p>0,05). lako je sam FIN izazavao porast aktivnosti AchE u korteksu (9,53 = 1,19 U/mg
prot.) (p<0,01), hipokampusu (17,44 + 1,74 U/mg prot.) (p<0,01) i nc. caudatusu (48,98 +
9,27 U/mg prot.) (p<0,05) u odnosu na kontrolu, u FIN+TAAgy grupi aktivnost ovog
enzima se nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu grupu u ispitivanim mozdanim
strukturama (p>0,05; Grafikon 4.23).

4.2.5. Celijski markeri u mozgu

Ekspresija NeuN je bila znacajno niza u korteksu zivotinja iz FIN grupe i u
hipokampusu zivotinja iz TAAgyp grupe u poredenju sa kontrolom (p<0,05; Grafikon
4.24A). Ekspresija GFAP u korteksu je bila znacajno niza u FIN u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0,05), dok se u drugim eksperimentalnim grupama kortikalna ekspresija GFAP
nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu. Za razliku od korteksa, ekspresija GFAP je
bila znacajno visa u TAAgy (p<0,05) i znacajno niZza u FIN+TAAg grupi (p<0,05) u
poredenju sa kontrolom (Grafikon 4.24B). Dok FIN i TAA pojedinacno i u kombinaciji
nisu izazvali znacajne promene u ekspresiji Ibal u hipokampusu, kortikalna ekspresija Ibal
je bila znacajno visa u TAAgp, FIN i FIN+TAAgy grupama u poredenju sa kontrolom
(p<0,05; Grafikon 4.24C). Ekspresija MOG se nije znacajno razlikovala u korteksu i
hipokampusu eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na kontrolu (p>0,05; Grafikon 4.24D).
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Grafikon 4.23. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na aktivnost acetilholinesteraze (AchE) u
mozdanim strukturama pacova. Uzorci mozga za analizu su uzeti 24 h nakon primene poslednje doze TAA.

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena kori§éenjem jednostruke ANOVE sa FiSerovim
(Fisher) post hoc testom (*p<0,05 i **p<0,01 u odnosu na kontrolu).
Za detaljnije informacije videti grafikon 4.19.
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Grafikon 4.24. Uticaj finasterida (FIN) i tioacetamida (TAA) na ekspresiju ¢elijskih markera neurona (NeuN) (A),
astrocita (GFAP) (B), mikroglije (Ibal) (C) i oligodendrocita (MOG) (D) u korteksu (kort) i hipokampusu (hip)
pacova. Ekspresija markera je odredivana 24 h nakon tretmana koriS¢enjem monoklonskih mi$jih anti-NeuN
(1:1000), poliklonskih ze¢jih anti-GFAP (1:2000), poliklonskih kozjih anti-Ibal (1:250) i monoklonskih misjih anti-
MOG (1:1000) primarnih antitela. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima membrane su inkubirane sa
sekundarnim anti-ze¢jim (1:2000), anti-kozjim (1:2000) ili anti-misjim (1:2000) antitelima obeleZenim peroksidazom
rena.

Statisti¢ka znacajnost razlike je procenjena kori§¢enjem jednostruke ANOVE sa FiSerovim (Fisher) post hoc testom
(*p<0,05 u odnosu na kontrolu).

Za detaljnije informacije videti grafikon 4.18.

85



5.DISKUSIJA
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Klini¢ka slika i EEG analiza uz potvrdu oSteCenja jetre predstavljaju osnovu
dijagnoze HE. Patohistoloska analiza (Slika 4.1) i koncentracija amonijaka u plazmi
(Grafikon 4.1A) su potvrdile da se TAA moze koristiti za indukciju akutne insuficijencije
jetre. Fokalna krvarenja u nekroti¢nim zonama uo¢ena u TAAgy grupi su nadena i u
drugim modelima toksi¢nih hepatitisa (219).

U prethodnim studijama koriS¢ene su razli¢ite skale za klasifikaciju EEG promena u
HE u humanoj populaciji. Prva klasifikacija se zasnivala na kvalitativnoj vizuelnoj analizi
EEG-a (220). Prema ovoj klasifikaciji loSu prognozu sa povecanom smrtno$éu u
jednogodisnjem periodu imaju pacijenti sa alfa ritmom prekinutim pojedina¢nim teta
talasima, kao i pacijenti sa osnovnom difuznom teta aktivho$¢u uz povremenu pojavu
visokovoltaznih delta talasa. Najgoru prognozu imaju pacijenti sa dezorganizovanom
elektriénom aktivno$¢u mozga sa difuznim asinhronim teta i delta ritmom (21). Nasi
rezultati su u skladu sa ovim nalazima, s obzirom da je najveéa smrtnost (50%) bila
udruzena sa porastom zastupljenosti delta talasa u TAAg grupi (Tabela 4.5). Medutim,
ova Klasifikacija nije pouzdana, jer nosi rizik subjektivne interpretacije nalaza (21).

U cilju poboljsanja reproducibilnosti van der Rijt i sar. (18) su uveli spektralnu
analizu kao metodu tumacenja EEG-a. Pored reproducibilnosti spektralna analiza
omogucava utvrdivanje parametara koji korelisu sa klinickom slikom i prognozom HE (23).
Spektralnom analizom EEG promene se mogu klasifikovati prema srednjoj dominantnoj
frekvenciji 1 relativnoj zastupljenosti teta i delta talasa. Najtezi stadijum HE se karakterisSe
srednjom dominantnom frekvencijom < 3 Hz i zastupljeno$¢u delta talasa > 45% (16-18).
lako se klasifikacija po van der Rijtu (18) moze koristiti u humanoj populaciji, ona nije
pogodna za evaluaciju EEG promena u HE izazvanoj TAA-om, s obzirom da je u svim
grupama tretiranim TAA-om zastupljenost delta talasa bila veca od 45% (Tabela 4.5).
Odgovarajuca klasifikacija za ovaj model bi trebalo da ukljuci i voltazu delta talasa.

Na modelu HE izazvanom TAA-om bihejvioralne i EEG promene ne koreliSu
precizno sa koncentracijom amonijaka u plazmi, §to ukazuje na uticaj drugih toksina u
patogenezi HE, kao i na moguce direktno neurotoksi¢no dejstvo TAA (221). U mozgu se
nalazi izoenzim citohrom P450-zavisne monooksigenaze koji metabolise TAA u

neurotoksi¢ne metabolite, koji potencijalno mogu doprinositi patogenezi encefalopatije
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(221,222). Sinteza ovih metabolita je potvrdena u mozgu pacova nakon intraperitonealne
primene TAA (222), ali ne i nakon unosa TAA per os (223). Medutim, kako je TAA
izazvao bihejvioralne i EEG promene na dozno-zavistan nacin, analiza ponaSanja zivotinja i
spektralna analiza EEG-a ostaju pogodne metode za pracenje toka HE izazvane TAA-om.
Hipotermija, jedan od faktora koji moze doprinositi razvoju encefalopatije u intoksikaciji
TAA-om nije uo¢ena u nasoj studiji (Grafikon 4.1B).

Iako TAA u dozi od 300 mg/kg nije izazvao znacajne bihejvioralne promene
(Tabela 4.1), EEG analiza je potvrdila razvoj po¢etne HE. Ova doza TAA je izazvala porast
srednje voltaze na EEG-u, koji je pre svega izrazen u beta i alfa opsegu (Tabele 4.2 1 4.3),
dok je u teta opsegu porast voltaze uocen jedino 23,5 h nakon primene TAA (Tabela 4.4).
Blaga HE u humanoj populaciji je prac¢ena slicnim promenama u voltaZi EEG talasa, $to se
moze objasniti povecanom GABA-ergickom i glutamatergickom aktivno$¢u u akutnoj HE
(15,224). Primena malih doza benzodijazepina povecava voltazu beta talasa u prednjim
delovima korteksa, dok se sa povecanjem doze elektri¢na aktivnost mozga usporava sa
pojavom alfa talasa (15). S druge strane, pocetne promene u zastupljenosti EEG talasa
variraju u humanoj populaciji. Dok neke studije naglasavaju dominaciju alfa talasa u
frontalnim reznjevima (225,226), druge studije (21,227) ukazuju na porast zastupljenosti
beta talasa u blagoj HE (Tabela 4.2). Takode, neke studije opisuju i niskovoltaznu beta
aktivnost u pocetnim stadijumima HE kod ljudi (227). U naSoj studiji uocen je porast
zastupljenosti alfa i pad zastupljenosti beta talasa u blagoj HE izazvanoj TAA-om.

Za razliku od 300 mg/kg, TAA je u dozi od 600 mg/kg izazvao pad ukupne OBT
kod pacova (Tabela 4.1). Medutim, nisu svi bihejvioralni testovi podjednako osetljivi na
dejstvo TAA. Dok su vitalni refleksi bili ouvani kod vecine zivotinja (80%)(Grafikon 4.2),
TAA u dozi od 600 mg/kg je izazvao smanjenje opSte motorne aktivnosti i eksplorativnog
ponaSanja pacova, sa daljim progresivnim smanjenjem i gubitkom spontane motorne
aktivnosti nakon primene 900 mg/kg TAA (Grafikon 4.4A i B). Kako bradikinezija,
hiperrefleksija, leprSaju¢i tremor, Cesto udruzeni sa rigidnosS¢u, predstavljaju najcesce
motorne manifestacije HE u humanoj populaciji (228), ovo ukazuje da se TAA u dozi od

600 mg/kg moze koristiti za ispitivanje patogeneze motornih promena u HE.
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Osim motorne aktivnosti, TAA je izazvao slabljenje refleksnih trzaja glave i
auditivnog refleksa na dozno-zavistan nacin (Grafikon 4.3A). Ovo slabljenje pratilo je i
otezano izvodenje ekvilibrijumskog testa i refleksa postavljanja (Grafikon 4.3B). Dok
refleksni trzaji glave i auditivni refleks nisu progresivno slabili u periodu od 6-24 h nakon
primene druge doze TAA u TAAsw grupi, izvodenje ekvilibrijumskog testa i refleksa
postavljanja se dodatno pogorsavalo u ovom periodu. Ovo ukazuje da ekvilibrijumski test i
refleks postavljanja imaju poseban znacaj u pracenju progresije HE izazvane TAA-om, dok
u ranoj fazi HE ovi testovi nemaju nikakvu prednost u dijagnozi motornih promena u
odnosu na refleksne trzaje glave i auditivni refleks.

TAA se moze koristiti i za indukciju ciroze jetre i tipa C HE sa izrazenim
kognitivnim poremecajima, a bez izrazene anksioznosti (148,229). Na ovom modelu nije
uoCena promena lokomotorne aktivnosti i eksplorativnog ponaSanja pacova (148), $to
ukazuje da se bihejvioralne karakteristike akutne i hronicne HE izazvane TAA-om
razlikuju, sa izrazenim motornim promenama u akutnoj i dominacijom kognitivnih
poremecaja u hroni¢noj HE.

Najraniji EEG znak pogorSanja HE u TAAgp grupi pracen razvojem kome i
smrtnim ishodom (letalitet 10%) je bio porast voltaze delta talasa (Tabela 4.5). Porast
voltaze alfa i teta talasa je uocen jedino 23,5 h nakon primene poslednje doze TAA, a beta
talasa 23 i 23,5 h nakon tretmana (Tabele 4.2, 4.3 i 4.4). lako je zastupljenost delta talasa
bila niza, a teta talasa znaCajno visa 22,5 h nakon tretmana, ovi parametri nemaju
prognosti¢ku vrednost, zato §to ove promene kasnije nisu bile uocljive, iako je koma bila
prisutna. Ovo ukazuje da je prvi EEG znak pogorsanja HE izazvane TAA-om povecanje
voltaze delta talasa, a ne promena zastupljenosti pojedinih EEG talasa.

Vitalni refleksi (kornealni refleks, refleksi uklanjanja, hvatanja i uspravljanja) su se
istovremeno menjali, a znacajno smanjenje ovih refleksa je uoceno kod 75% Zivotinja
nakon primene TAA u dozi od 900 mg/kg 2 h nakon tretmana (Grafikon 4.2). Gubitak
vitalnih refleksa sa auditivnim refleksom 1 refleksnim trzajima glave definiSe komu kod
pacova i odgovara najtezem stadijumu HE (stadijum 1V)(204). Na razvoj kome u TAAgm
grupi ukazuju i EEG promene. Hepati¢na koma u humanoj populaciji je udruzena sa

razli¢itim promenama na EEG-u, od alfa ritma sa povremenom pojavom teta talasa u
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pocetnoj komi do difuzne pojave teta i delta talasa u terminalnoj komi. Trifazicni talasi
mogu biti prisutni, ali nisu uvek uocljivi (230). Terminalna koma se karakteriSe
zaravnjenjem EEG-a sa dominacijom delta talasa (231). HE izazvana galaktozaminom i
podvezivanjem hepati¢ne arterije kod pacova se takode karakteriSe niskofrekventnom EEG
aktivnoscéu (232). Sli¢ni nalazi su nadeni i kod hepatektomisanih svinja sa fulminantnom
insuficijencijom jetre (146). Kako je i u nasoj studiji gubitak vitalnih refleksa bio udruzen
sa smanjenjem voltaze EEG-a uz izrazeniju dominaciju delta talasa nakon primene TAA u
dozi od 900 mg/kg (Grafikon 4.2 i tabela 4.5), EEG analiza i analiza ponaSanja ukazuju da
je ova doza TAA pogodna za ispitivanje patogenetskih mehanizama hepati¢ne kome.

Dok je u nasoj studiji hepati¢nu komu izazvao TAA u dozi od 900 mg/kg u periodu
od 24 h, druge studije su ustanovile razvoj kome tek 64 h nakon tretmana veéim dozama
TAA (1200 mg/kg)(204). Ova razlika se moze objasniti razli¢itim metabolizmom TAA u
razli¢itim modelima. TAA se metaboliSe u jetri u TAA-S-oksid pod uticajem citohrom
P450-zavisne monooksigenaze (233,234). U slede¢em koraku TAA-S-oksid se pretvara u
acetamid i polarne produkte, koji se kovalentno i ireverzibilno vezuju za razlicite
makromolekule u hepatocitima, dovodeé¢i do njihove nekroze (233). Kako su citohrom
P450-zavisne monooksigenaze inducibilni enzimi, moze se pretpostaviti da tri pojedinacne
doze TAA od 300 mg/kg primenjene u nasoj studiji uzrokuju vec¢u produkciju citotoksi¢nih
metabolita u jetri od dve doze od po 600 mg/kg (204). Povecana produkcija citotoksi¢nih
metabolita moZe takode biti uzrok brze pojave ostalih bihejvioralnih promena u nasoj
studiji u odnosu na druge (204).

Kvantitativna EEG analiza je pokazala porast zastupljenosti teta talasa u zadnjim
odvodima kod 15-30% pacijenata sa cirozom jetre (23). Nasi rezultati ne koreliSu precizno
sa ovim nalazima, najverovatnije zbog toga Sto TAA izaziva akutnu insuficijenciju, a ne
cirozu jetre 1 zbog mogucih direktnih neurotoksicnih efekata TAA.

Brojne eksperimentalne studije su pokazale razlicitu osetljivost zivotinjskih vrsta na
efekte TAA. Baterijom testova SHIRPA je pokazano da TAA u dozi od 600 mg/kg izaziva
znacajne motorne i kognitivne poremecaje kod C57BL/6 miseva (235), dok su znatno nize
doze TAA (200 mg/kg) dovoljne da izazovu motorne promene kod miSeva Sabra soja

(236). Nasuprot ovome, doza TAA od 1200 mg/kg je neophodna za razvoj motornih

90



promena kod Sprague-Dawley pacova (204). Ova doza nije pogodna za indukciju akutne
insuficijencije jetre kod Wistar pacova, s obzirom da je ve¢ doza od 900 mg/kg uzrokovala
visok mortalitet (50%) u nasoj studiji.

Poznato je da oksidacijski stres ima vaznu ulogu u patogenezi HE izazvanoj TAA-
om. Uoceno je da je nivo MDA u nesinaptickim mitohondrijama kortikalnih neurona
povisen 12 h nakon primene TAA, kao i da se antioksidacijski kapacitet mozga smanjuje
(237). Takode, antioksidansi kao $to su vitamin E, L-karnitin i melatonin smanjuju
hiperamonijemiju i lipidnu peroksidaciju u mozgu i spre¢avaju smanjenje antioksidacijskog
kapaciteta neurona nakon izlaganja TAA (238). TAA inhibise komplekse 1 i III
respiracijskog lanca i piruvat dehidrogenazu u mitohondrijama, §to doprinosi stvaranju
slobodnih radikala i mitohondrijskoj disfunkciji (239). Slobodni radikali potencijalno
doprinose smanjenju aktivnosti Na*/K* ATP-aze u mozgu (237).

Nasi rezultati takode potvrduju ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi HE.
Medutim, iako je TAA izazvao lipidnu peroksidaciju u mozgu na dozno-zavistan nacin,
nasa studija je pokazala da nisu sve mozdane strukture podjednako osetljive na oksidacijski
stres. Mozdano stablo je osetljivije od korteksa i hipokampusa, dok je talamus najmanje
osetljiv na lipidnu peroksidaciju. Dok je 300 mg/kg TAA bilo dovoljno da izazove lipidnu
peroksidaciju u mozdanom stablu (Grafikon 4.7A), ¢ak ni doza od 900 mg/kg nije bila
dovoljna da izazove peroksidaciju lipida u talamusu (Grafikon 4.19A). lako su i ranije
studije pokazale razli€itu osetljivost moZdanih struktura na oksidacijski stres, rezultati su
delimi¢no kontradiktorni. Dok su neke studije utvrdile vecu osetljivost ponsa, produzene
mozdine i mozdanog korteksa na oksidacijski stres izazvan TAA-om od cerebeluma (240),
in vitro studije su pokazale da su cerebelarne granularne ¢elije i CA1 neuroni hipokampusa
(241). Ovo ukazuje da osim unutrasnjih svojstava samih neurona, supstanca kori$¢ena u
modelu odreduje stepen oksidacijskog oSte¢enja pojedinih mozdanih struktura. Selektivna
vulnerabilnost neurona na oksidacijsko ostecenje je uocena i u Alchajmerovoj (Alzheimer)
bolesti (242,243), Parkinsonovoj bolesti (244) i amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi (245).
Prema nasoj studiji u patogenezi HE izazvane TAA-om oksidacijski stres je potencijalno

vazniji u mozdanom stablu i korteksu nego u hipokampusu i talamusu.
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Mehanizmi razli¢ite osetljivosti mozdanih regiona na oksidacijski stres su brojni i
ukljucuju: razli¢itu brzinu metabolizma TAA u pojedinim regionima, razli¢ite koncentracije
gvozda, razliCitu ekspresiju antioksidacijskih enzima i gena ukljucenih u oksidacijski
metabolizam, reparaciju DNK, obradu RNK transkripta 1 aktivaciju razli¢itih signalnih
puteva (241). Nasa studija takode potvrduje da regionalne razlike u aktivnosti
antioksidacijskih enzima mogu doprinositi razliCitoj osetljivosti pojedinih mozdanih
struktura na oksidacijsko oStec¢enje. GPx predstavlja potencijalno najvazniji antioksidacijski
enzim, koji odreduje otpornost talamusa na oksidacijsko oSte¢enje izazvano TAA-om, s
obzirom da je, kako u bazalnim uslovima, tako i nakon primene 900 mg/kg TAA aktivnost
ovog enzima bila najvisa u talamusu (Grafikon 4.21B). Porast aktivnosti GPx nakon
primene TAA moze predstavljati adaptacioni odgovor talamusa na povecano stvaranje
slobodnih radikala. Kao posledica vece aktivnosti GPx nivo GSH u talamusu je bio nizi u
odnosu na ostale ispitivane strukture u bazalnim uslovima. Medutim, nivo GSH se nije
dodatno smanjivao nakon primene TAA (Grafikon 4.21A). Aktivnost SOD u talamusu je
takode bila visa u odnosu na korteks i nc. caudatus, ali ovaj enzim najverovatnije nema
tako vaznu ulogu u odbrani talamusa od oksidacijskog oSte¢enja, s obzirom da primena
TAA nije izazvala znac¢ajnu promenu aktivnosti ovog enzima (Grafikon 4.19B).

U korteksu TAA u dozi od 300 mg/kg nije izazvao lipidnu peroksidaciju, §to se bar
delimi¢no moze objasniti porastom aktivnosti katalaze u ovom regionu (Grafikon 4.6A i
B). Aktivnost katalaze je i u bazalnim uslovima viSa u korteksu u odnosu na ostale
ispitivane regione (Grafikon 4.22B), §to dodatno ukazuje na vaznu ulogu ovog enzima U
zastiti od oksidacijskog oStec¢enja kortikalnih neurona. Medutim, sa povecanjem doze TAA,
lipidna peroksidacija u korteksu je rasla (Grafikon 4.6A), Sto moze biti posledica
povecanog stvaranja ili smanjene neutralizacije slobodnih radikala.

Vazan enzim u stvaranju slobodnih radikala u HE je NADPH oksidaza. Na modelu
ciroze jetre izazvanom podvezivanjem holedohusa ustanovljen je porast ekspresije NADPH
oksidaze u korteksu (246), u cijoj aktivaciji vaznu ulogu ima NF-xB (120). NADPH
oksidaza predstavlja multiproteinski kompleks, koji se sastoji od veceg broja membranskih
1 citoplazmatskih komponenti i ¢ija aktivacija zahteva kompleksne proteinske interakcije

(247). Aktivacija fagocitne NADPH oksidaze (NOX2) zapocinje fosforilacijom p47
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subjedinice, koja uzrokuje njenu konformacionu promenu i vezivanje za membransku p22
subjedinicu (248). p47 zatim omogucava interakciju aktivacione subjedinice p67 i male p40
subjedinice sa NOX2 kompleksom (249). U zavrsnom koraku GTP-aza Rac interreaguje sa
NOX2, najpre direktno, a potom i indirektno preko p67 subjedinice (247). Ovako formirani
kompleks je aktivan i prenosi elektron sa citosolnog NADPH na O, gradeci superoksidni
anjon.

Na astrocitima u kulturi i presecima korteksa uocCena je povecana ekspresija p47
subjedinice NADPH oksidaze u hiperamonijemiji kao posledica bubrenja ¢elija (43,250),
prekomerne aktivacije NMDA receptora (250) i nagomilavanja Ca** u neuronima (251).
Nasuprot ovome, u nasoj studiji uofena je smanjena ekspresija p67 u korteksu, dok je
ekspresija p40 bila povecana u terminalnoj HE izazvanoj TAA-om (Grafikon 4.18B i D).
Ekspresija p47 subjedinice se nije menjala nakon primene TAA (Grafikon 4.18C). Razlika
izmedu nalaza in vitro studija (250) i naSih nalaza se moZe objasniti prisustvom veceg broja
toksina koji in vivo uti¢u na tok HE, kao i nedovoljno razjasnjenim mehanizmom aktivacije
neuronske NADPH oksidaze, ¢ija ekspresija nije razdvojena od ekspresije fagocitne
NADPH oksidaze u nasoj studiji. NOX3 i NOX4 izoenzimi NADPH oksidaze su prisutni u
neuronima (247). Za razliku od NOX2, aktivacija NOX3 ne zahteva prisustvo citosolnih
subjedinica enzima (247), a uloga p47 i p67 u regulaciji aktivnosti NOX3 je jo$ uvek
nejasna. lako ove subjedinice mogu da aktiviraju NOX3 (252), njihovo odsustvo ne
uzrokuje nikakve fenotipske promene kod ljudi ili miseva (247). Takode, uloga Rac jo$ nije
potpuno razjaSnjena, a za aktivaciju NOX3 potrebna je NOXO1, subjedinica koja ne utice
na aktivaciju fagocitne NADPH oksidaze (253). S druge strane, za aktivaciju NOX4 nisu
potrebne citosolne subjedinice (254). Upoznavanje mehanizama aktivacije ovih izoenzima
NADPH oksidaze i ekspresije subjedinica odgovornih za ovu aktivaciju bi dodatno
razjasnilo ulogu ovog enzima u patogenezi oksidacijskog stresa u HE.

Dodatno objasnjenje za odsustvo porasta ekspresije p47 1 p67 subjedinice NADPH
oksidaze u naSoj studiji moZe biti razvoj kome nakon primene TAA u dozi od 900 mg/kg.
U komi se usporavaju metabolicki procesi, §to moze rezultovati i manjim stvaranjem

slobodnih radikala. Iako nasa studija ne negira ulogu NADPH oksidaze u patogenezi HE
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izazvanoj TAA-om, vazniju ulogu u razvoju oksidacijskog stresa u korteksu u terminalnoj
HE verovatno ima smanjenje antioksidacijskog kapaciteta ¢elija.

U hepati¢noj komi izazvanoj TAA-om porast lipidne peroksidacije je bio udruzen sa
opadanjem aktivnosti katalaze (Grafikon 4.22B). S druge strane, aktivnost drugih
antioksidacijskih enzima kao §to su SOD i GR je porasla u TAAgy grupi (Grafikon 4.19B i
4.22A), dok se aktivnost GPx nije znacajno promenila (Grafikon 4.21B). SOD svojom
povecanom aktivnoS¢u povecava stvaranje H2O; u ¢ijoj neutralizaciji u teSkoj intoksikaciji
TAA-om prema nasoj studiji znacajniju ulogu ima GPx od katalaze.

Uloga SOD i njenih izoenzima u vulnerabilnosti kortikalnih neurona na oksidacijski
stres je nedovoljno rasvetljena. U in vitro studiji u kojoj je utvrdena veca osetljivost
cerebelarnih granularnih ¢elija na oksidacijski stres od kortikalnih neurona, nadena je 2,5
puta vecéa ekspresija mitohondrijskog izoenzima SOD2 u cerebelumu u odnosu na korteks u
cerebelarnim ¢elijama moZe se objasniti uzgajanjem ¢elija u sredini sa povisenim pritiskom
O,, $to je upravo moglo uzrokovati indukciju SOD2 na mestu najveceg stvaranja slobodnih
radikala. U prilog ovoj teoriji govori 1 ¢injenica da je parakvat izazvao porast SOD2 u
cerebelarnim Celijama, ali ne i u korteksu, iako je prezivljavanje kortikalnih neurona bilo
znacajno vece (241). Ovo ukazuje da SOD ne doprinosi znacajno vulnerabinosti neurona na
oksidacijski stres, ve¢ da porast aktivnosti ovog enzima predstavlja adaptacioni mehanizam
neurona na povecéano stvaranje slobodnih radikala.

Manje doze TAA (2x300 mg/kg) takode izazivaju porast aktivnosti SOD u
korteksu, ali istovremeno smanjuju aktivnost GPx i GR. Takode, manje doze TAA
izazivaju porast SOD2 (240) za razliku od nase studije gde je naden porast ekspresije SOD1
u korteksu (Grafikon 4.20A). Odnos GSH/GSSG se smanjuje, dok nivo nitrita i nitrata,
markera nitrozativnog stresa, raste, kako u korteksu, tako i u cerebelumu 1 mozdanom
stablu pacova nakon primene manjih doza (240). Nasuprot ovome, u nasoj studiji TAA je u
dozi od 900 mg/kg izazvao porast nivoa GSH u korteksu (Grafikon 4.21A), Sto se moze
objasniti adaptivnim porastom aktivnosti GR bez prate¢e promene aktivnosti GPx, enzima

koji izaziva oksidaciju GSH.
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U drugim hiperamonijemi¢nim stanjima nadeno je smanjenje aktivnosti MnSOD,
GPx i GR (116,255), sto ukazuje da izbor modela i stadijum HE utice na aktivnost
antioksidacijskih enzima u korteksu. U hroni¢noj HE izazvanoj podvezivanjem holedohusa
takode je uocena lipidna peroksidacija u korteksu pra¢ena smanjenjem aktivnosti
antioksidacijskih enzima i ukupnih i neproteinskih tiola (256). Intoksikacija amonijakom
izaziva porast nivoa superoksidnog anjona i pad H,O; u nesinaptickim mitohondrijama
kortikalnih neurona. Porast nivoa superoksidnog anjona u izolovanoj hiperamonijemiji je
posledica njegovog povecanog stvaranja tokom celijske respiracije i usled dejstva enzima
ksantin oksidaze, dok je smanjenje nivoa H,O, posledica smanjenja aktivnosti MnSOD
(255).

Prethodne studije (240) i na$i rezultati ukazuju da se patogeneza oksidacijskog
stresa u korteksu u HE izazvanoj TAA-om razlikuje od patogeneze u encefalopatiji
izazvanoj intoksikacijom amonijakom. U blazim oblicima HE izazvane TAA-om najpre se
povecava aktivnost katalaze kao prva linija odbrane od oksidacijskog stresa u korteksu, da
bi u umerenoj HE SOD2 (MnSOD) imala kljuénu ulogu u odbrani od slobodnih radikala. U
najtezim stadijumima HE udruzenim sa komom povecava se aktivnost SOD1 (Cu/ZnSOD)
1 GR, sto doprinosi porastu GSH, iako ovi enzimi ne mogu da sprece lipidnu peroksidaciju.
SOD pretvara superoksidni anjon u H,0O,, koji sa prelaznim metalima (npr. sa gvozdem u
Fentonovoj reakciji) stvara visoko reaktivni hidroksilni radikal, koji najverovatnije
uzrokuje lipidnu peroksidaciju u korteksu (257). Za sprecavanje lipidne peroksidacije
neophodna je indukcija GPx i katalaze, s obzirom da primena prirodnog antioksidansa C-
fikocijanina izaziva porast aktivnosti ovih enzima i uz smanjenje lipidne peroksidacije
smanjuje bubrenje astrocita i poboljsava tok HE (257). Razlika u patogenezi oksidacijskog
stresa u korteksu u HE izazvanoj TAA-om i encefalopatiji izazvanoj intoksikacijom
amonijaka se mozZe objasniti ulogom veceg broja toksina u patogenezi HE 1 moguéim
direktnim neurotoksi¢nim efektima TAA. Uloga ksantin oksidaze i nitrozativnog stresa u
oksidacijskom osteé¢enju korteksa u HE bi dodatno objasnila ovu razliku i trebalo bi da
bude predmet daljih istraZivanja.

In vitro studije pokazuju da TAA izaziva promene u lipidnom sastavu i fluidnosti

¢elijskih membrana u korteksu (258). Povezanost ovih promena sa oksidacijskim stresom
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nije potpuno rasvetljena. TAA izaziva smanjenje nivoa holesterola, sfingomijelina i
fosfatidilserina, kao i1 odnosa nezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina u membranama
kortikalnih neurona (258). Smanjenje nivoa holesterola i sfingomijelina uti¢e na formiranje
lipidnih platformi, funkcije receptora i neurotransmitera, kao i na preuzimanje glutamata u
kortikalne neurone (259). Na ovaj nacin, smanjenje holesterola doprinosi poveéanoj
osetljivosti neurona na ekscitotoksi¢ne efekte glutamata i time potencijalno na povecano
stvaranje slobodnih radikala (260,261). Takode, lipidna peroksidacija povecava fluidnost
membrana, $to je utvrdeno i na modelu HE izazvanom TAA-om (258,262).

TAA je u dozi od 900 mg/kg izazvao lipidnu peroksidaciju, dok je manja doza (300
mg/kg) cak redukovala nivo MDA u hipokampusu (Grafikon 4.8A). NADPH oksidaza
najverovatnije ne doprinosi oksidacijskom ostecenju hipokampusa, s obzirom da je TAA u
dozi od 900 mg/kg izazvao smanjenje ekspresije p22-phox, p47-phox i p67-phox
subjedinice NADPH oksidaze (Grafikon 4.18A, C i D).

Relativna otpornost hipokampusa na lipidnu peroksidaciju se moze bar delimi¢no
objasniti ve¢om aktivnoSéu GR u odnosu na druge moZdane regione u bazalnim uslovima
(Grafikon 4.22A). GPx najverovatnije ne doprinosi otpornosti hipokampusa, s obzirom da
je aktivnost ovog enzima niza u odnosu na talamus i korteks (Grafikon 4.21B).

Sli¢no kao na modelu blage HE izazvane suzenjem portne vene (263), rezultati nase
studije ukazuju da katalaza moze imati vazan uticaj na oksidacijsko ostecenje hipokampusa
izazvano TAA-om. Medutim, blaga i umerena HE izazvana TAA-om u dozama od 300
mg/kg i 600 mg/kg je pracena porastom aktivnosti katalaze u hipokampusu (Grafikon
4.8B), §to se mozZe objasniti adaptacionim odgovorom neurona na povecano Stvaranje
slobodnih radikala. S druge strane, sa povecanjem doze TAA (900 mg/kg) aktivnost
katalaze u hipokampusu se smanjuje, $to ukazuje da u teskoj intoksikaciji TAA-om pad
aktivnosti katalaze moze doprinositi oksidacijskom oStecenju hipokampusa 1 pogorsanju
kognitivnih poremecaja u HE. Za razliku od korteksa TAA u dozi od 900 mg/kg nije
izazvao znacajnu promenu aktivnosti SOD i GR u hipokampusu (Grafikon 4.19B i 4.22A).
Izostanak porasta aktivnosti SOD moze biti znac¢ajan u ublazavanju oksidacijskog ostecenja
hipokampusa, s obzirom da je zbog pada aktivnosti katalaze omoguc¢eno nagomilavanje
H,0O, u hipokampusu (257).
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Pokazano je da N-acetilcistein, donor sulfhidrilnih grupa, ima protektivno dejstvo u
encefalopatiji izazvanoj CCl, i paracetamolom (264). Piramidne i granularne celije
hipokampusa su posebno bogate kreatin kinazom, ¢iju aktivnost moduliSe redoks stanje
¢elija (265). Paracetamol izaziva oksidacijski stres i inhibiSe kreatin kinazu u cerebelumu i
hipokampusu, dok primena N-acetilcisteina spreava ove promene (264). Nasa studija
ukazuje na mogucu protektivnu ulogu donora sulthidrilnih grupa u modulaciji toka HE
izazavne TAA-om, s obzirom da je TAA izazvao smanjenje nivoa GSH u hipokampusu
(Grafikon 4.21A), iako aktivnost GPx i GR nije bila znacajno promenjena u TAAgy U
odnosu na kontrolnu grupu (Grafikoni 4.21B i 4.22A).

Blaga HE izazvana suzenjem portne vene je takode pracena lipidnom
peroksidacijom u hipokampusu, ali uz smanjenje aktivnosti GPx i SOD (263). Nasuprot
ovome, utvrdeno je da hroni¢na primena TAA tokom 3 meseca izaziva cirozu jetre pra¢enu
porastom aktivnosti SOD u hipokampusu (148). lako oksidacijski stres doprinosi
patogenezi HE u akutnoj i hroni¢noj insuficijenciji jetre, ovo ukazuje da redoks stanje
hipokampusa zavisi od modela HE, kao i da je profil antioksidacijskih enzima u
hipokampusu razli¢it u akutnoj i hroni¢noj insuficijenciji jetre. Ova razlika potencijalno
doprinosi razli¢itim bihejvioralnim promenama u akutnoj i hroni¢noj HE izazvanoj TAA-
om (148), ali precizniji znacaj ove razlike bi trebalo da bude predmet daljih istrazivanja.

Nc. caudatus je kao komponenta dorzalnog strijatuma uklju¢en u kontrolu motorike,
dok je ventralni strijatum (nc. accumbens) odgovoran za nagradne efekte i motivaciono
ponasanje (266). Sporije hodanje kod starijih osoba je udruzeno sa atrofijom nc. caudatusa
(267), a slicne promene U ovom jedru su uocene i u prodromalnoj fazi Hantingtonove
(Huntington) bolesti (268) i u multiploj sklerozi (269). Takode je pokazano da disfunkcija
nc. caudatusa rezultuje hiperaktivno$cu orbitofrontalnog korteksa i prednjeg dela gyrusa
cinguli, §to doprinosi razvoju opsesivno-kompulzivnog poremecéaja (270). Smanjena
aktivnost levog nc. caudatusa i oslabljene veze izmedu njega i donje frontalne vijuge su
povezane sa poremecajima misljenja u shizofreniji (271).

Disfunkcija nc. caudatusa i drugih bazalnih ganglija takode doprinosi patogenezi
HE. Magnetnom rezonancom je kod pacijenata sa minimalnom HE utvrden povecan protok

krvi kroz levi globus pallidus, putamen i talamus, dok je srednje vreme prolaska kontrasta
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skraceno u desnom nc. caudatusu i obostrano u talamusu (272). U akutnoj HE izazvanoj
primenom valproata uoc¢ene su promene u desnom putamenu i nc. caudatusu, koje su se
povlacile nakon prestanka primene leka (273).

Patogeneza disfunkcije nc. caudatusa u HE jos§ uvek nije dovoljno rasvetljena. Jos$
su Mousseau i sar. (274) na uzorcima mozga dobijenim nakon obdukcije pacijenata sa HE
utvrdili da se broj veznih mesta za [3H] triptamin smanjuje u nc. caudatusu i pretpostavili
da triptamin doprinosi disfunkciji ovog regiona i patogenezi HE. Kvantitativna analiza
sadrzaja vode u razli¢itim mozdanim regionima pacijenata sa HE je utvrdila da se za razliku
od drugih regiona u nc. caudatusu ne razvija niskostepeni edem mozga (275). Neke studije
naglaSavaju ulogu mangana u disfunkciji nc. caudatusa, s obzirom da je najveca
akumulacija mangana kod pacijenata sa hronicnom HE nadena u ovom jedru (276).
Patogeneza neurotoksi¢nih efekata mangana nije dovoljno rasvetljena, ali se pretpostavlja
da nakupljanje mangana u strijatumu doprinosi dopaminergic¢koj disfunkciji i motornim
poremecajima u HE (277).

Nasa studija je medu prvima koja sugeriSe da i oksidacijsko oSte¢enje nc. caudatusa
potencijalno doprinosi njegovoj disfunkciji i patogenezi motornih poremecaja. Lipidna
peroksidacija u nc. caudatusu u TAAgy grupi je praéena porastom aktivnosti GPx, §to
najverovatnije predstavlja adaptacioni odgovor na povecano stvaranje slobodnih radikala
(Grafikoni 4.19A i 4.21B). Kako se aktivnost GR nije znacajno menjala (Grafikon 4.22A),
TAA je u terminalnoj HE izazavao smanjenje nivoa GSH u nc. caudatusu (Grafikon
4.21A). Ovo ukazuje da bi primena donora sulfhidrilnih grupa potencijalno ublazila
oksidacijsko ostecenje nc. caudatusa, $to bi moglo uticati na tok HE, ali ovo treba da bude
predmet daljih istraZivanja.

Iako su u patogenezi HE najbolje ispitane uloge poremecaja glutamatergicke i
GABA-egricke transmisije (38,55,77), poremecaji holinergicke transmisije takode mogu
doprinositi razvoju HE (114). Nivo Ach u mozgu zavisi od brzine njegove sinteze i njegove
razgradnje pod dejstvom enzima holin acetiltransferaze i AchE. Dok je u nekim studijama
nadeno da se aktivnost AchE povecava u frontalnom korteksu pacijenata sa cirozom jetre, a
aktivnost holin acetiltransferaze i butirilholinesteraze ne menja (114), druge studije nisu

ustanovile promenu aktivnosti AChE u mozgu u cirozi (278). Porast aktivnosti AchE je
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takode naden i na eksperimentalnom modelu HE izazvanom podvezivanjem holedohusa
bez ili u kombinaciji sa hiperamonijemijskom dijetom (114). Medutim, sama
hiperamonijemijska dijeta ne izaziva promenu aktivnosti AchE, Sto ukazuje da aktivnost
ovog enzima ne koreliSe sa stepenom hiperamonijemije 1 da na aktivnost AchE uticu drugi
toksini koji se nakupljaju u insuficijenciji jetre (114). Na modelu ciroze jetre izazvane
TAA-om pokazano je povecanje aktivnosti AchE u entorinalnom korteksu,
anterodorzalnom i anteroventralnom talamusu i nc. accumbensu, dok je smanjenje
aktivnosti ovog enzima nadeno u CA1l, CA3 regionu i gyrusu dentatusu hipokampusa. Ove
promene u aktivnosti AchE u delovima limbickog sistema doprinose kognitivnim
poremecajima i poremecajima paznje u tipu C HE (279).

Za razliku od tipa C HE izazvane TAA-om, u akutnoj HE nisu nedvosmisleno
dokazane promene aktivnosti AchE u mozgu. Dok Zarros i sar. (237) nisu na$li promenu
aktivnosti AchE u mozgu, Swapna i sar. (280) su ustanovili pad aktivnosti ovog enzima u
korteksu nakon primene TAA. Kineti¢ki parametri AchE u izolatima kortikalnih membrana
su prema Swapni i sar. (280) takode bili promenjeni: koncentracija supstrata pri kojoj je
brzina enzimske reakcije jednaka polovini maksimalne (Km) je bila povecana, a
maksimalna brzina enzimske reakcije (Vmax) snizena. Promene kinetickih parametara
enzima su verovatno posledica promene lipidnog sastava ¢elijske membrane u HE (280).
Za razliku od prethodnih, u nasoj studiji utvrden je porast aktivnosti AChE u talamusu i nc.
caudatusu u TAAgy grupi, dok u korteksu i hipokampusu nisu uocene promene aktivnosti
ovog enzima (Grafikon 4.23). Razlika izmedu rezultata drugih i naSe studije se moze
objasniti primenom razli¢itih doza TAA, §to potencijalno ukazuje da stadijum HE moze
uticati na aktivnost AchE.

Aktivnost AchE 1 oksidacijski stres u mozgu su medusobno povezani. Pokazano je
da produzena inhibicija AchE povecava aktivnost brojnih neurona i time smanjuje koli¢inu
ATP-a i kreatin-fosfata u njima, inhibiSe oksidativnu fosforilaciju i poveéava stvaranje
slobodnih radikala. Nedovoljno stvaranje energije rezultuje nagomilavanjem Ca®" i
aktivacijom NOS, §to uzrokuje sintezu NO i nitrozativno oStecenje neurona (281). Ovo
ukazuje da porast AchE u talamusu naden u naSoj studiji potencijalno doprinosi njegovoj

manjoj osetljivosti na oksidacijsko oste¢enje (Grafikon 4.23).
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Svi terapijski pristupi za poboljsanje HE imaju ograni¢enu efikasnost i nose sa
sobom brojne nezZeljene efekte. Ublazavanje toka HE je prvenstveno usmereno ka
izbegavanju precipitirajuc¢ih faktora i primeni agenasa koji ¢e smanjiti proizvodnju (npr.
laktuloza, antibiotici) ili povecati preuzimanje amonijaka od strane jetre (npr. L-ornitin, L-
aspartat) (282,283). Antibiotici i probiotici predstavljaju vaznu komponentu terapije HE, s
obzirom da crevne bakterije poseduju ureazu, koja povecava sintezu amonijaka (284).
Medutim, ovi vidovi terapije imaju ozbiljna neZeljena dejstva. Neomicin moze dovesti do
gubitka sluha i bubrezne insuficijencije, a metronidazol ispoljava zna¢ajne neurotoksi¢ne
efekte. Vankomicin potencira umnozavanje bakterija U crevima i povecava rizik od
bakterijske rezistencije na antibiotike, koji predstavljaju obaveznu terapiju u HE (282).
Alternativni vidovi lecenja pacijenata sa HE ukljucuju: antagoniste benzodijazepinskih
receptora, aminokiseline razgranatog lanca, suplementaciju cinkom, natrijum benzoat,
agoniste dopaminskih receptora, akarbozu i probiotike (282). Nove terapijske metode su
usmerene ka uklanjanju amonijaka, ne samo iz jetre, ve¢ i iz drugih organa (285). Imajuéi u
vidu ulogu poremeéaja glutamatergi¢ke transmisije u kognitivnim disfunkcijama, jedna od
terapijskih strategija u HE podrazumeva i primenu antagonista fosfodiesteraze (zaprinast,
sildenafil) (76). Antiinflamatorna terapija bi takode potencijalno mogla biti korisna u
poboljsanju toka HE, s obzirom na tesnu povezanost neuroinflamacije, oksidacijskog stresa
1 poveCanja propustljivosti unutra$nje mitohondrijske membrane u patogenezi HE.
Etanercept, antagonist receptora za TNF-a, i minociklin, inhibitor mikroglije, su se pokazali
efikasnim u spreavanju inflamacije i ublazavanju manifestacija HE (286).

Rasvetljavanje uloge povetane GABA-ergi¢ke transmisije u patogenezi HE je
ukazalo da bi terapija HE potencijalno mogla biti usmerena na smanjenje efekata GABA u
mozgu. Antagonisti GABAA receptora i parcijalni inverzni agonisti benzodijazepinskih
receptora su dali kontradiktorne rezultate u pogledu terapijske efikasnosti u humanoj
populaciji i eksperimentalnim modelima HE (38,287,288). Drugi potencijalni terapijski
pristup moze biti inhibicija sinteze neurosteroida u cilju spreavanja GABAergicke
hiperaktivnosti. Ovo je prva studija koja je ispitivala efekte FIN na tok HE.

Ova studija je jasno pokazala da FIN poboljsava motorne sposobnosti i EEG

promene i sprecava nastanak najtezih formi HE sa smrtnim ishodom nakon tretmana TAA-
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om. Pretretman FIN-om je ublazio smanjenje ukupne OBT u HE izazvanoj TAA-om
(Tabela 4.6) i uzrokovao razli¢ite promene u izvodenju pojedinih motornih testova.
Najizrazeniji efekat FIN je prevencija kome kod pacova tretiranih TAA-om. Pretretman
FIN-om je u potpunosti sprecio gasenje kornealnog, auditivnog refleksa, refleksa uklanjanja
I refleksnih trzajeva glave (Grafikon 4.10), sto ukazuje da se FIN moze koristiti u prevenciji
razvoja najtezeg stadijuma HE (IV stadijum).

EEG analiza je potvrdila protektivni efekat FIN u hepati¢noj komi izazvanoj TAA-
om, s obzirom da je pretretman FIN-om sprecio pad srednje ukupne voltaze talasa i
uzrokovao porast voltaze delta talasa (Grafikon 4.13 i 4.17A). Dok je hepaticna koma
izazvana TAA-om bila pra¢ena smanjenjem zastupljenosti teta i povec¢anjem zastupljenosti
delta talasa, pretretman FIN-om je doveo do reverzije ovih promena (Grafikon 4.16B i
4.17B). Takode, FIN je izazvao povecanje voltaze alfa i beta talasa i zastupljenosti alfa
talasa (Grafikoni 4.14 i 4.15A), §to odgovara blazim oblicima HE u humanoj populaciji
(15). Sli¢éne promene voltaze i zastupljenosti alfa i beta talasa nadene su i u blagoj HE
izazvanoj TAA-om (TAA3z grupa).

FIN je takode uticao na poboljSanje opSte motorne aktivnosti i eksplorativnog
ponasanja 6 i 24 h nakon tretmana poslednjom dozom TAA (Grafikon 4.12A i B). Ovaj
odlozeni efekat FIN moze se objasniti njegovim mehanizmom dejstva, s obzirom da
enzimski inhibitori zahtevaju odredeno vreme za svoju maksimalnu efikasnost. Tako je i
porast ekspresije translokatorskog proteina uocen 24 h nakon portno-kavnog Santa kod
pacova (79). Sa druge strane, poboljSanje izvodenja ekvilibrijumskog testa i refleksa
postavljanja je bilo uo€ljivo neposredno nakon primene poslednje doze TAA (Grafikon
4.11B). Poboljsanje motornih promena u HE izazvanoj TAA-om, kao i odsustvo kome
nakon pretretmana FIN-om ukazuje da FIN ima neuroprotektivno dejstvo i da se moze
koristiti kao potencijalno sredstvo za poboljsanje toka HE. Ipak, FIN nije omogucio
kompletan oporavak motornih funkcija iz najmanje dva razloga. Prvo, porast ekspresije
translokatorskog proteina u HE nije jednak u svim mozdanim strukturama, Sto ukazuje da
FIN ima selektivno dejstvo na pojedine mozdane regione. Najvec¢i porast ekspresije
translokatorskog proteina uocen je u cerebelumu i ponsu, manji u talamusu, cerebralnom

korteksu i hipokampusu, a najmanji u striatumu (101). Drugo, neurosteroidi na posredan
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na¢in moduliSu i aktivnost serotoninskih (5-HT3), NMDA glutamatskih, glicinskih,
opioidnih i drugih receptora u CNS-u (101). Na aktivnost neuronskih krugova u frontalnom
korteksu uticu GABA-ergicki interneuroni ¢iju aktivnost reguliSu ascendentni
serotoninergicki i adrenergic¢ki neuroni (79). Serotonin, koji se oslobada iz neurona ¢ija se
tela nalaze u raphe jedrima, preko 5-HTj3 receptora stimuliSu GABA-ergic¢ke interneurone,
koji zatim inhibiSu glutamatergi¢ke motoneurone (79,289). ALLO modulacijom GABAA
receptora uti¢e na aktivnost ovih neuronskih krugova. S druge strane, smanjen nivo
dehidroepiandrosteron sulfata, antagonista GABAAa receptora, u mozgu u HE uzrokuje
inhibiciju serotoninergi¢kih neurona u raphe jedrima, $to takode doprinosi motornim
poremecajima u HE (101,290). Takode, neurosteroidi promenom ekspresije MAO-A,
enzima koji razgraduje kateholamine, moduliSu adrenergicke ulazne signale u korteksu
(94). Uticaj neurosteroida na ove neurotransmitere treba da bude predmet daljih
istrazivanja, ali moze se pretpostaviti da bi se terapijska efikasnost FIN potencijalno mogla
povecati kombinacijom sa modulatorima efekata drugih neurotransmitera.

Utvrdeno je i da antagonisti GABAA, receptora dovode do bihejvioralnih promena u
HE. Bikukulin, lek iz ove grupe, uzrokuje poboljsanje kognitivnih sposobnosti pacova sa
hiperamonijemijom (55), dok flumazenil dovodi do povecanja spontane motorne aktivnosti
na modelu akutne insuficijencije jetre uzrokovane ishemijom (291). lako flumazenil ima
pozitivno dejstvo na tok HE kod pacova, ovaj lek nije naSao svoju nedvosmislenu primenu
u terapiji HE u humanoj populaciji (292). Ranije studije su pokazale da flumazenil
poboljsava klini¢ki tok tezih oblika HE i ubrzava EEG aktivnost sa zamenom kontinuirane
delta aktivnosti difuznom pojavom teta talasa (293-295). Ove promene na EEG-u su sli¢ne
promenama koje je izazvao FIN u HE izazvanoj TAA-om u naSoj studiji. Medutim,
kontrolisane klini¢ke studije su pokazale da flumazenil ne smanjuje smrtnost od HE, ve¢ da
samo prolazno poboljsava tok HE kod jednog dela soporoznih pacijenata (295). Izostanak
perzistentnog povoljnog uticaja flumazenila na tok HE se moZe objasniti odsustvom
direktne modulacije aktivnosti GABA, receptora ovim lekom, s obzirom da on jedino
onemogucava efekte benzodijazepina na ovaj receptor. Stoga su za potpunu efikasnost
flumazenila neophodni neurosteroidi, koji povecavaju osetljivost GABAA receptorskog

kompleksa na GABA i niske koncentracije benzodijazepina (84). Ovo jasno ukazuje da bi
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terapiju HE trebalo prvenstveno usmeriti na blokadu efekata neurosteroida, a ne na blokadu
GABAA, receptora. U skladu sa ovim i sa nalazima naSe studije, FIN bi mogao biti bolji
izbor u terapiji HE od GABA antagonista.

Parcijalni inverzni agonisti benzodijazepinskih receptora, kao §to su R015-4513 i
sarmazenil, imaju potvrdene povoljne efekte na tok HE, usled smanjenja modulatornog
uticaja neurosteroida na GABAA, receptore (288). Studije na kulturi hipokampalnih neurona
potvrduju da Ro15-4513 smanjuje efekte neurosteroida na hloridne struje indukovane
GABAom na dozno-zavistan nacin (288). Pokazano je da Ro015-4513 u kratkom
vremenskom periodu oporavlja pacove iz hepaticne kome i uspostavlja refleks uspravljanja
efikasnije u odnosu na flumazenil (296). Sarmazenil poboljsava tok HE i poveéava srednju
dominantnu frekvenciju EEG talasa kod pasa sa portno-kavnim Santom (297). Neka
istrazivanja su pokazala da nemaju svi parcijalni agonisti benzodijazepinskih receptora
podjednake efekte na tok HE. Tako R015-3505, R015-4513 i CGS 8216 poboljsavaju HE u
stadijumu 111 kod pacova tretiranih TAA-om, dok samo R015-3505 ima povoljan efekat na
HE u stadijumu Il (298). Ovi agonisti nisu korisni u terapiji HE kod ljudi, jer izazivaju
ozbiljne nezeljene efekte, kao §to su konvulzije i anksioznost (84). Medutim, njihov
pozitivan efekat na tok HE ukazuje da terapijski pristup treba da bude direktno usmeren na
modulaciju funkcije neurosteroida, §to FIN ¢ini potencijalnim kandidatom za terapiju HE.

Mehanizmi protektivnog efekta FIN na HE nisu potpuno rasvetljeni. lako je
pretretman FIN-om ublazio patohistoloske promene u jetri (Slika 4.3D), nasa studija ne
ukazuje na hepatoprotektivan efekat FIN, s obzirom da se koncentracija amonijaka u
plazmi nije razlikovala u FIN+TAAgw | TAAg grupi (Grafikon 4.9). Ovo sugerise da FIN
najverovatnije ublazava tok HE centralnim efektima, ali se ne moze iskljuciti ni moguénost
periferne inhibicije sinteze neurosteroida kao dodatni mehanizam. Pretpostavlja se da bi
FIN mogao spreciti porast nivoa cirkuliSu¢ih neurosteroida u HE, koji mogu da produ kroz
krvno-mozdanu barijeru i doprinesu efektima lokalno sintetisanih neurosteroida u mozgu
(79). Na osnovu ekspresije neuronskog markera NeuN moze se pretpostaviti da FIN
ublazava ostecenje neurona u hipokampusu izazvano TAA-om (Grafikon 4.24A).

Iako FIN dominantno moduliSe GABA-ergicku transmisiju, jo§ jedan moguci

mehanizam protektivnog dejstva FIN u HE predstavlja modulacija holinergicke transmisije.
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FIN je sprecio porast aktivnosti AchE u talamusu i nc. caudatusu u HE izazvanoj TAA-om
(Grafikon 4.23). Znacaj ovog efekta FIN nije potpuno rasvetljen, ali moze doprinositi
modulaciji neuroinflamacije u HE (299). Pokazano je da primena inhibitora
acetilholinesteraze sprecava neurodegeneraciju i porast nivoa IL-1B u korteksu i
hipokampusu nakon laparotomije pacova kombinovane sa tretmanom lipopolisaharidom
(299). Primena rivastigmina, inhibitora AchE, poboljsava kognitivne sposobnosti pacova,
ali ne i motornu aktivnost u insuficijenciji jetre (114).

u ublazavanju toka HE. Antioksidans kurkumin smanjuje lipidnu peroksidaciju u
hipokampusu i poboljsava tok HE (263). Novija istrazivanja ukazuju da hroni¢na
suplementacija omega-3 polinezasi¢enim masnim kiselinama iz ribljeg ulja ublazava
oksidacijski stres i poboljSava kognitivne sposobnosti pacova u HE izazvanoj TAA-om
(148).

U prethodnim studijama pokazano je da FIN potencijalno ublazava hiperplaziju
prostate smanjenjem lipidne peroksidacije i nivoa nitrita u prostati (300), iako ovaj lek ne
uti¢e na oksidacijsko os$teCenje proteina (301). Nasa studija ukazuje da FIN takode
modulise oksidacijski stres u mozgu, ali znacaj ovog efekta u potencijalnim terapijskim
efektima FIN u HE nije poznat. Pretretman FIN-om je ublazio lipidnu peroksidaciju
izazvanu TAA-om jedino u korteksu, dok je u talamusu nivo MDA bio ¢ak i veéi u
FIN+TAAgo nego u TAAgo grupi (Grafikon 4.19A). Studije na celijama glioma Su
pokazale da palmitoiletanolamid redukuje lipidnu peroksidaciju, dok pretretman FIN-om
ublazava ovaj efekat palmitoiletanolamida (302). Takode, progesteron smanjuje
oksidacijsko oStecenje mozga u orofacijalnoj diskineziji, efekat koji je posredovan
neurosteroidima i koji se ne ispoljava nakon pretretmana FIN-om (303). Ovo ukazuje da
neurosteroidi doprinose smanjenju oksidacijskog stresa u mozgu, Sto delimi¢no moze
objasniti porast lipidne peroksidacije u talamusu nakon pretretmana FIN-om, naden u nasoj
studiji.

Pogorsanje lipidne peroksidacije u talamusu nakon pretretmana FIN-om je udruZeno
sa padom nivoa GSH (Grafikon 4.21A). Ovo se moze objasniti smanjenjem aktivnosti

katalaze i GR nakon primene FIN (Grafikon 4.22A i B). FIN takode spreCava porast
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aktivnosti GPx indukovan TAA-om, §to dodatno smanjuje efikasnost uklanjanja slobodnih
radikala enzimom vaznim za relativnu otpornost talamusa na oksidacijski stres (Grafikon
4.21B).

Uticaj FIN na lipidnu peroksidaciju u mozdanim regionima postaje kompleksniji s
¢injenicom da FIN sprecava razvoj kome u HE izazvanoj TAA-om i time doprinosi
ubrzanju metabolickih procesa u mozgu. Takode, uoceno je da FIN izaziva metabolicke
promene u prostati, koje mogu uticati na stvaranje slobodnih radikala. FIN smanjuje
ekspresiju a lanca ATP sintaze, farnezil difosfat sintaze (enzima neophodnog za sintezu
holesterola i prenilaciju proteina) i fosfofruktokinaze 2/fruktozo-2,6-bifosfataze (enzima
vaznog u regulaciji glikolize i glukoneogeneze), a povecava ekspresiju transketolaze i tri
glikoliticka enzima: aldolaze, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze i piruvat kinaze (304).
Uticaj FIN na ekspresiju ovih enzima i njihovu povezanost sa oksidacijskim stresom u
mozgu nije poznat i treba da bude predmet daljih istrazivanja.

Iako FIN nije imao znacajan uticaj na lipidnu peroksidaciju u HE izazvanoj TAA-
om u hipokampusu i nc. caudatusu, FIN je izazvao promene ekspresije subjedinica
NADPH oksidaze i aktivnosti antioksidacijskih enzima. Pretretman FIN-om je sprecio pad
ekspresije p22-phox i p67-phox subjedinice NADPH oksidaze u hipokampusu, $to
potencijalno moze doprinositi vecoj aktivnosti ovog enzima (Grafikon 4.18A i D).
Nagomilavanje superoksidnog anjona u hipokampusu nakon primene FIN ublaZio je porast
aktivnosti citosolnog izoenzima SOD, SOD1 (Grafikoni 4.19B i 4.20B). Pretretman FIN-
om je spre¢io pad nivoa GSH izazvan TAA-om (Grafikon 4.21A), iako je smanjio aktivnost
GR u hipokampusu u odnosu na sam TAA (Grafikon 4.22A). Primena donora sulfhidrilnih
grupa bi potencijalno doprinela poboljSanju redoks stanja u hipokampusu i povecanju
efikasnosti FIN u terapiji HE. Kurkumin izaziva porast aktivnosti SOD, GR i GPx u
hipokampusu pacova u blagoj HE izazvanoj suzenjem portne vene (263), $to ga takode Cini
potencijalnim kandidatom u povecanju terapijske efikasnosti FIN.

U korteksu pretretman FIN-om je sprecio pad katalaze izazvan TAA-om uz
istovremeno smanjenje aktivnosti GR (Grafikon 4.22A i B). U odnosu na kontrolu nivo
GSH je bio povisen u FIN+TAAgy grupi slicno kao u TAAgy grupi (Grafikon 4.21A),

najverovatnije zbog odrzanja aktivnosti katalaze, koja redukuje H,0O,. Na osnovu studija sa
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C-fikocijaninom (257) moze se pretpostaviti da bi porast katalaze mogao biti jedan od
korisnih efekata FIN na oksidacijski stres u korteksu. Ekspresija subjedinica NADPH
oksidaze u HE izazvanoj TAA-om se nije znac¢ajno promenila nakon pretretmana FIN-om
(Grafikon 4.18), sto ukazuje da FIN najverovatnije nema znacajan uticaj na stvaranje
superoksidnog anjona i potentnijih radikala u korteksu.

U nc. caudatusu aktivnost SOD je bila povecana nakon pretretmana FIN-om, iako
sam TAA nije izazvao znaCajnu promenu aktivnosti ovog enzima (Grafikon 4.19B).
Medutim, iako FIN nije imao zna¢ajnog uticaja na aktivnost GPx i GR (Grafikoni 4.21B i
4.22A), redoks stanje nc. caudatusa u HE izazvanoj TAA-om, procenjeno na osnovu nivoa
GSH, se pogorsava nakon primene FIN (Grafikon 4.21A). Pogorsanje redoks stanja moze
biti posledica povecane produkcije superoksidnog anjona pod uticajem SOD ili smanjene
sinteze GSH. S obzirom na ulogu nc. caudatusa i putamena u motorici, ovo pogorsanje
redoks stanja moze biti jedan od uzroka samo delimi¢énog oporavka motorne aktivnosti u
HE nakon primene FIN.

Neke studije su pokazale da neurosteroidi mogu biti ukljuéeni u razvoj
neuroinflamacije u HE (84). Produkcija citokina i ekspresija markera mikroglije je poviSena
u eksperimentalnoj akutnoj insuficijenciji jetre izazvanoj ishemijom (135) ili primenom
azoksimetana (133). Takode, nivo cirkuliSuc¢ih neurosteroida je povisen u kasnoj trudnoci
(305), istovremeno sa porastom incidencije HE kod gravidnih Zena sa akutnom
insuficijencijom jetre (306). Ovo je dovelo do razvoja teorije da periferni neurosteroidi
potencijalno doprinose razvoju neuroinflamacije (84). Nasi rezultati potvrduju da je HE
izazvana TAA-om pracena povecanjem ekspresije mikroglijalnog markera Ibal u korteksu
(Grafikon 4.24C). Medutim, kako FIN nije sprecio porast ekspresije ovog markera, nasa
studija ne podrzava teoriju o ulozi neurosteroida u patogenezi neuroinflamacije u HE i
sugeriSe da inhibicija neuroinflamacije ne predstavlja jedan od mehanizama
neuroprotektivnog dejstva FIN u HE izazvanoj TAA-om (Grafikon 4.24C).

TAA ima razliCite efekte na ekspresiju astrocitnog markera GFAP u pojedinim
mozdanim regionima. Dok se ekspresija GFAP u korteksu nije zna¢ajno menjala, TAA je
indukovao ekspresiju ovog markera u hipokampusu. Pretretman FIN-om je smanjio

ekspresiju GFAP, §to ukazuje na mogucu protektivnu ulogu FIN na astrocite u
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hipokampusu u HE (Grafikon 4.24B). lako prethodne studije uglavnom naglasavaju
smanjenje ekspresije GFAP u HE izazvanoj akutnom insuficijencijom jetre (94,95), postoje
indicije o regionalnim razlikama u ekspresiji astrocitnog markera. Tako je na modelu HE
izazvanom portno-kavnim Santom kod pacova pokazano poveéanje imunoreaktivnosti na
GFAP u Bergmanovoj gliji, specijalizovanim astrocitima cerebeluma (307), a smanjenje u
frontalnom korteksu (308). S druge strane, ekspresija GFAP u cirozi jetre kod ljudi se ne
menja u Bergmanovoj gliji (307), $to ukazuje da i tok i hronicitet HE uti¢u na ekspresiju
GFAP. TAA i FIN nisu izazvali znafajnu promenu ekspresije oligodendrocitnog markera
MBP u korteksu i hipokampusu (Grafikon 4.24D), §to nije iznenadujuce, s obzirom da
demijelinizacija nije karakteristi¢na morfoloska promena u mozgu u HE.

Terapijska upotreba FIN bi mogla biti ograni¢ena njegovim nezZeljenim efektima.
Neke studije su ustanovile trajno smanjenje libida, erektilnu disfunkciju i depresiju kod
pojedinih pacijenata sa hiperplazijom prostate i androgenom alopecijom, koji se mogu
pripisati efektima FIN (309-311). Tumor Lajdigovih (Leydig) ¢elija i akutna lokalizovana
egzantematozna pustuloza takode mogu biti posledica dugotrajne upotrebe FIN (312,313).
Eksperimentalne studije su pokazale da FIN smanjuje pokretljivost i integritet membrane
spermatozoida, Sto narusava fertilitet pacova (314).

U naSoj studiji sam FIN je smanjio ekspresiju NeuN u korteksu, ali ne 1 u
hipokampusu (Grafikon 4.24A), S§to ukazuje na potencijalno Stetno dejstvo FIN na
kortikalne neurone. Takode, FIN je smanjio ekspresiju p22-phox i p47-phox subjedinice
NADPH oksidaze (Grafikon 4.18A i C) i istovremeno povecao ekspresiju SODI u
hipokampusu (Grafikon 4.20B) i na taj naéin najverovatnije odrzava redoks stanje
hipokampalnih neurona i ¢ak smanjuje lipidnu peroksidaciju. Povecanje ekspresije SODI je
bar delimi¢no odgovorno i za smanjenje lipidne peroksidacije u korteksu nakon primene
FIN (Grafikon 4.20A). S druge strane sam FIN je pogorSao lipidnu peroksidaciju u nc.
caudatusu, ali mehanizam ovog dejstva treba da bude predmet daljih istrazivanja. lako sam
FIN nije izazvao bihejvioralne promene kod pacova, EEG analiza je pokazala porast
srednje voltaze talasa nakon primene FIN (Grafikon 4.13), koja je bila izrazena u svim
frekventnim opsezima. Ovo ukazuje da FIN povecava stepen sinhronizacije neurona, ali

znaCaj ovih promena treba da bude predmet daljih istrazivanja. Osim voltaze, FIN je
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uzrokovao i promene zastupljenosti EEG talasa uz smanjenje zastupljenosti delta i beta
talasa (Grafikoni 4.14B i 4.17B) i povecanje zastupljenosti alfa i teta talasa (Grafikoni
4.15B i 4.16B). Odnos izmedu korisnih i Stetnih efekata FIN ¢e odrediti moguénost

terapijske primene ovog leka u HE.
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6.ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata ove disertacije moze se zakljuciti da TAA izaziva HE kod
pacova na dozno-zavistan nacin. TAA u dozi od 300 mg/kg izaziva blagu HE prac¢enu
porastom voltaze beta i1 alfa talasa uz smanjenje zastupljenosti beta 1 delta i povecanje
zastupljenosti alfa talasa. Ove EEG manifestacije nisu prac¢ene bihejvioralnim promenama.
Sa pogorsanjem HE smanjuje se motorna aktivnost pacova, a prvi znak pogorsanja na EEG-
u je povecéanje voltaze delta talasa. U dozi od 900 mg/kg TAA izaziva hepati¢nu komu sa
zaravnjenjem EEG-a, povecanjem zastupljenosti delta i smanjenjem zastupljenosti teta
talasa i ove EEG promene predstavljaju lo§ prognosticki znak u HE izazvanoj TAA-om.
TAA u dozi od 600 mg/kg se moze koristiti za ispitivanje patogenetskih mehanizama
motornih promena u HE, a u dozi od 900 mg/kg za ispitivanje patogeneze terminalnih
stadijuma HE, ukljucuju¢i 1 hepaticnu komu.

TAA izaziva lipidnu peroksidaciju u mozgu na dozno-zavistan nacin, pri ¢emu je
mozdano stablo najosetljivije, a talamus i hipokampus najmanje osetljivi na dejstvo
slobodnih radikala. Relativnoj otpornosti talamusa na lipidnu peroksidaciju izazvanu TAA-
om doprinosi GPx, a hipokampusa SOD i GR. U hepati¢noj komi TAA je izazvao pad
ekspresije p67-phox i porast p40-phox subjedinice NADPH oksidaze u korteksu pracene
porastom aktivnosti SOD1 i GR i padom aktivnosti katalaze. U hipokampusu uocen je pad
jedino katalaze, dok se aktivnost SOD, GR i GPx ne menja. Lipidna peroksidacija u nc.
caudatusu u hepati¢noj komi izazvanoj TAA-om je pracena porastom aktivnosti GPx i
smanjenjem GSH. Patogenezi hepaticne kome u intoksikaciji TAA-om potencijalno
doprinosi i indukcija AchE u talamusu i nc. caudatusu.

Pretretman finasteridom poboljSava motorne sposobnosti 1 EEG promene 1 sprecava
nastanak najtezih formi HE izazvane TAA-om kod pacova, ukljucujuéi hepaticnu komu.
Ovo poboljsanje toka HE se na EEG-u ogleda kroz povecanje voltaze talasa uz smanjenje
zastupljenosti delta i povecanje zastupljenosti beta, alfa i teta talasa. Jedan od potencijalnih
mehanizama povoljnog dejstva finasterida na tok HE izazvane TAA-om je inhibicija AchE
u talamusu i nc. caudatusu i modulacija holinergi¢ke transmisije. lako finasterid menja
aktivnost antioksidacijskih enzima, smanjenje oksidacijskog stresa najverovatnije ne
doprinosi znacajno neuroprotektivnim efektima finasterida u HE, s obzirom da primena

finasterida ublazava lipidnu peroksidaciju samo u korteksu. Medutim, finasterid sprecava
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pad ekspresije p22 i p67 subjedinice NADPH oksidaze u hipokampusu izazvan TAA-om,
izaziva porast aktivnosti SODI1 i pad GR, dok u korteksu povecava nivo GSH i spre¢ava
pad aktivnosti katalaze. Redoks stanje nc. caudatusa u HE izazvanoj TAA-om se pogorSava
nakon primene finasterida, iako finasterid povecava aktivnost SOD u ovom regionu, §to se
moze bar delimi¢no objasniti smanjenjem aktivnosti GPx. U talamusu pretretman
finasteridom sprecava porast aktivnosti GPx izazvan TAA-om, smanjuje aktivnost GR i
katalaze, $to pogorSava lipidnu peroksidaciju. Finasterid spre¢ava smanjenje ekspresije
markera neurona u korteksu i povecanje markera astrocita u hipokampusu nakon tretmana
TAA-om.

Bihejvioralne i EEG promene ukazuju da se finasterid moze koristiti kao
potencijalno neuroprotektivno sredstvo u terapiji HE, ali njegova klinicka upotreba zahteva

prethodna istrazivanja o Stetnim efektima ove terapije.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucanu-a Op Oywax MnageHosuh

6poj ynuca 06-DS-MM-08

UsjaBrbyjem
[a je AOoKTopCKa AgucepTauuja nog Hacrnosom

[ejctBo hunHacTepnaa Ha BuxejsuopanHe, enekrpoeHuedanorpadcke n henuvjcke npomeHe y
XenaTu4yHoj eHuedanonaTnju n3assaHoj TuoaleTammaom ko nalosa

e pe3ynTtaT CONCTBEHOr NCTpaXusadkor paga,

e [a npepnoxeHa guceprauuja y LENVHW HW y Aenosuma Huje Guna npepnoxeHa 3a
fobvjawe 6uno koje Aunnome npema CTyAUCKUM nporpamvmMa Apyrux BUCOKOLIKOMCKUX
yCTaHoBa,

e [a cy pesynTaTtyi KOPEKTHO HAaBEAEHU U
e [a HMCaM KpLUKO/na ayTopcka npasa U KOPUCTUO UHTENEKTyanHy CBOjUHY ApYrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, _29.11.2013.
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Mpwunor 2.

UsjaBa 0 UICTOBETHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOpPCKOr paga

Vime u npesume aytopa ___ [p [ywan MnageHosuh

Bpoj ynuca 06-DS-MM-08
Cryavjcku nporpam MonekynapHa meavuvHa

Hacnos paga __[ejcTBo dhuHacTepuaa Ha 6uxejsropante., enekTpoeHuedanorpadcke u
henujcke npomeHe y xenaTnyHoj eHuedanonatuju n3assaHoj TMoaLeTaMUAOM KOz, nauosa

MeHnTop _ MMpodb. ap TaTjaHa Pagocaersesuh, Mpod. ap Onveepa CTaHoinosuh

MoTnucaxu OyuwaH MnageHosuh

u3jaBrbyjemM Aa je wramnaHa Bepsvja Mor LOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €IeKTPOHCKO] Bep3uju
kojy cam npegao/na 3a oGjaBrbuBake Ha noprany [ururanHor penosuTopujyma
YuuBep3auteta y Beorpagy.

[ossorbaBam fa ce o6jaBe MOjU NUYHW MOAALM Be3aHW 3a nobuvjake akagemckor 3sarba
AOKTOpa Hayka, Kao LWITO Cy UMe 1 NpesnmMe, roguHa 1 Mecto pofiewa u aatym ogbpaHe paga.

OBM nnyHM nogaun mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWLaMa AuruTanHe Bubnwuoteke, y
€MEeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauwjama YHusepauteTa y Beorpagay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, _29.11.2013.
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Mpunor 3.

U3sjaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® Aa y Ourutantu
penosnTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noa HacroBoMm:

Hejcteo uHacTepupa Ha GuxejBroparnte, enektpoeHLedanorpadcke 1 henvjcke npomeHe y
XenaTu4Hoj eHuedanonaTuju n3aseaHoj TMoaLETaMUAOM KOJ, NaLoBa

Koja je moje ayTopcko Aeno.

AvcepTaunjy ca csum npunosnma npepao/na cam y enekTpOHCKOM opmaTty norogHoMm 3a
TpajHO apXxuBUpame.

Mojy pokTopcky AucepTaunjy noxpareeHy y [urutanHn penoautopujym YHueepauteTta y
Beorpagy mory fa kopucte cBu Kkoju nowTyjy ogpeade cappxaHe y ogabpaHoM TUMy MMLEHLE
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTteo

2. AyTopcTBO - HekomepuujanHo
@AyTopcrso — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AeNUTY NOA UCTUM YCroBUMa
5. AytopctBo — 6e3 npepaae

6. AyTOpCTBO — AENUTY NOL UCTVM YCroBUMa

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jeAHy OA LIECT NOHYReHUX NULeHUM, KpaTak onuc nuUeHUW aat
je Ha nonefuHn nucTa).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, _29.11.2013.
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTPUOYUMjy U jaBHO caonwiTaBawe Aena, v
npepage, ako ce HaBeae MMe ayTtopa Ha HauvH ogpefeH op cTpaHe ayTopa wnv gasaoua
nuueHue, Yak n y komepuwjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBYX NULEHUM.

2. AytopctBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBarwe, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caonwitasawe fena, v npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH oa cTpaHe
ayTopa unu gasaolia nuueHue. Osa nuueHua He 403Borbasa komepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage. [losBorbaBate yMHOXaBawe, ANCTpudyLujy un
jaBHO caonwTaBawe aAena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y ceBom Aeny,
aKo ce HaBefe ume ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. Osa
nuueHua He [03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ofgHoCcy Ha cBe ocTane nuueHue,
OBOM NULIEHLIOM Cce orpaHnyasa Hajsehn obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLWMjanHoO — AenuT noa Uctum ycnosuma. [lossorbasaTte yMHOXaBake,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, 1 npepage, ako ce Hasede vMe aytopa Ha HauuH
oapefeH of cTpaHe ayTopa unv gasaola NuueHLe 1 ako ce npepaga auctpubympa noa UCTom
unu cnuyHom nuueHuomM. OBa nuueHUa He Ao3BorbaBa KomepuujanHy ynoTpeby pena wn
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBare fena, 6e3 npoMmeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y cBom Aeny, ako ce
HaBege vme ayTopa Ha HauuH oppefeH of cTpaHe ayTtopa wnu Aasaoua nuuerue. Osa
nuueHua fo3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby fena.

6. AyTOpCTBO - JEnUTU MoA UCTUM ycrnosBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AMcTpubyuujy u
jaBHO caonwiTaBawe fena, v rnpepafe, ako Ceé HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa wnu AaBaoua NuvueHUe W ako ce npepaga AucTpubyumpa nog WCTOM Unu
cnuyHom nuueHuoM. OBa nuueHua Ao3BorbaBa komepuwjanHy ynotpeby gena v npepapga.
CnuyHa je codhTBEPCKMM NULEHLIaMa, OAHOCHO fULieHLIaMa OTBOPEHOr Koaa.



