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Uvod

Parkinsonova bolest (PB) je progresivno oboljenje za-
stupljeno u starijem Zivotnom dobu koje se karakteriSe po-
remecajima pokretljivosti. Glavni simptomi bolesti su tre-
mor u mirovanju, koji se najces¢e prvo javlja na rukama
(tremor ,,pravljenje pilula®) i znacajno se smanjuje prilikom
izvodenja voljnih radnji. Zatim su to rigiditet misica (rigor),
miSi¢na hipertonija sa povecanim otporom pri pasivnim po-
kretima ekstremiteta i usporenost voljnih pokreta (hipokine-
zija), izazvana delimi¢no rigidno$¢éu misica, a delimi¢no po-
remecenom inercijom motornog sistema, S$to znaéi da je
motornu aktivnost teSko zapoceti i zaustaviti (1).

U osnovi PB je osteCenje bazalnih ganglija. Hornykie-
wicz je neurohemijsko poreklo ove bolesti opisao 1960. godi-
ne, kada je postmortalnim ispitivanjem mozga obolelih utvrdio
da je koncentracija dopamina u strukturama substantia nigra i
corpus striatum znacajno smanjena (< 10% normalne koncen-
tracije). SniZenje koncentracije dopamina posledica je gubitka
dopaminergijskih neurona u substantia nigra i degeneracije
nervnih zavrSetaka u strijatumu. ZabeleZena je i snizena kon-
centracija drugih monoamina i to pre svega noradrenalina
(NA) i 5-hidroksitriptamina (5-HT), ali u mnogo manjoj meri
od dopamina. Kasnije studije (npr. ispitivanje transporta do-
pamina u strijatumu pozitronskom emisionom tomografijom)
pokazale su da je sniZzenje koncentracije dopamina u ovim re-
gijama mozga dugotrajan proces i da se simptomi javljaju tek
kada se koncentracija dopamina u strijatumu snizi na 20-40%
od normalne. Lezije nigrostrijatnog puta ili hemijski indukova-
ni gubitak dopaminergijskih neurona kod ekperimentnih zivo-
tinja, takode, dovodi do razvoja simptoma PB. Simptom koji je
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najjasnije vezan za deficit dopamina je hipokinezija. Kod Zi-
votinja sa lezijom jedara hipokinezija se javlja odmah nakon
intervencije i ne menja se tokom vremena. Rigiditet i tremor
imaju kompleksniji mehanizam nastanka i pored poremecaja
transmisije dopamina vezani su i za promene drugih neurotran-
smiterskih sistema, delimi¢no acetilholina, NA, 5-HT i gama-
aminobuterne kiseline (GABA).

U patogenezi Parkinsonove i Hantingtonove bolesti vaz-
nu ulogu imaju holinergicki neuroni corpus striatuma, koji
sadrzi najvise acetilholina i acetilholinesteraze u mozgu. Do-
pamin snazno inhibise oslobadanje acetilholina iz strijatuma i
hiperaktivnost holinergic¢kih neurona (usled nedostatka dopa-
mina) $to dovodi do razvoja simptoma PB, dok se hipoaktiv-
nost (usled prezasi¢enosti dopaminom i sekundarnog deficita
GABA) manifestuje hiperkinetickim pokretima i hipotonijom,
simptomima karakteristicnim za Hantingtonovu bolest.

Cilj terapije obe bolesti je popravljanje ravnoteze iz-
medu dopaminergicke i holinergicke transmisije u central-
nom nervnom sistemu (CNS). Veruje se i da je PB posledi-
ca dejstva faktora spoljne sredine, mada postoji i hereditarni
oblik ove bolesti. Kao i kod drugih neurodegenerativih bo-
lesti, oSteCenje je posledica tri faktora: ekscitotoksi¢nosti,
oksidativnog stresa i apoptoze (1-5).

Uloga azot oksida u neurodegeneraciji i
neurodegenerativnim bolestima

Nobelovom nagradom za 1998. godinu nagradeno je
otkri¢e da azot oksid (NO), gasoviti molekul koji stvara ¢e-
lija, prolazi kroz membrane i reguliSe funkcije drugih celi-
ja, S$to predstavlja potpuno novi princip prenosa signala u
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organizmu. Azot oksid je ukljuen u endotelijum-zavisnu
vazodilataciju (4), procese neurotransmisije (3, 5-9), kao i u
celularni imunski odgovor u mnogim neurodegenerativnim
bolestima (10, 11). Otkrivanje patofizioloskih mehanizama
u kojima NO ima uticaja raste eksponencijalno u poslednjih
nekoliko godina (10—-12). Azot oksid je 1992. godine pro-
glasen molekulom godine u Casopisu Science (13). Rezultati
pokazuju da NO poseduje ne samo citoprotektivno veé i ci-
totoksicko dejstvo (13, 14). U fizioloskim uslovima kon-
centracije NO fluktui$u u okviru niskih vrednosti. Ovi nivoi
su kontrolisani od strane konstitutivnih sintetaza azotnog
oksida (NOS): neuronske (nNOS) i endotelijalne (eNOS).
Koncentracija NO brzo raste usled hiperaktivnosti nNOS
kod ishemije/ reperfuzije (15, 16), kao i kod neurodegene-
rativnih procesa u CNS-u modulisanih glutamatom (17-20).
U patoloskim uslovima, kao Sto je inflamacija, privremeno,
ali izuzetno visoki nivoi NO stvaraju se aktivacijom induci-
bilne NOS (iNOS), te je NO ,,mac sa dve ostrice® (21).

Podaci o ukljucenosti NO u patofizioloske mehanizme
kod neurodegenerativnih oboljenja ljudi su sve brojniji. Ova
oboljenja nastaju usled multifaktorskih poremecaja, a kas-
kada interakcija i preklapajuéih biohemijskih mehanizama
odreduje ishod bolesti. Oksidativni stres i NO sistem samo
su jedan od tih procesa. Zato je potrebno dodatno lecenje i
terapijske strategije koje su usmerene da umanje oksidativni
stres i njegove posledice (22). Prema prihvaéenoj hipotezi o
ulozi oksidativnog stresa u etiologiji neurodegeneracije, po-
sebno kod PB, reaktivni kiseonicki radikali, kao $to su supe-
roksidni radikal, NO, peroksinitrit (ONOO-) i hidroksilni
radikal (OH), oste¢uju osnovne strukture neurona, ukljucu-
juc¢i mitohondrije, Cije prelazne pore otvaraju, aktiviraju
kaspaze, cepaju supstrate kaspaza, fragmentiSu celijske
membrane i DNK, dovode¢i do poremecaja funkcije i smrti
¢elije (23-26).

Mada se koncentracije reaktivnih kiseonickih radikala
ne mogu meriti direktno za zivota bolesnika, odredivanje
njihovih produkata reakcije i posledi¢no oStecenje neurona
u post mortem tkivnim uzorcima sluzi za indirektno proce-
njivanje njihovih nivoa (27). Tako su strijatni neuroni koji
sadrze NOS, dokazani bojenjem sa NADPH-diaforazom
(NADPH-d), postedeni ne samo u Hantingtonovoj horeji
(28, 29) ve¢ i u Parkinsonovoj i Alchajmerovoj bolesti (30),
delimi¢no i zbog istovremenog poviSenja nivoa superoksid
dismutaze (SOD). Koncentracije 3-nitrotirozina povisene su
u Lewyevim telascima bolesnika sa PB §to ukazuje na oste-
¢enja izazvana NO (31). U prilog tome govore i rezultati
koji pokazuju da je aktivnost iNOS poviSena u substantia
nigra bolesnika sa PB (32). Ispitivanjem mRNK za NOS
nedavno je kod ljudi dokazano da su promene NO sistema u
bazalnim ganglijama povezane sa promenama dopaminergi-
¢kog sistema (33). Oksidativni stres dovodi do oStecenja
bazalnih ganglija (34, 35). Precizniji podaci pokazuju da je
povecano stvaranje NO ukljuceno u patogenezu neurodege-
nerativnih bolesti kao §to su PB (36—41), Hantingtonova ho-
reja (39), Alchajmerova demencija, AIDS demencija kom-
pleks (19, 42) i amiotrofi¢na lateralna skleroza (43, 44).

Uloga NO u oste¢enjima mitohondrija objasnjava se Cinje-
nicom da NO inhibise komplekse I, II i IV oksidativnog
lanca' (18, 45, 46), kod neurodegeneracije (47) dok poveca-
na glutaminergicka aktivnost koja uslovljava povisenje
koncentracije NO (7) ucestvuje u ekscitotoksi¢nosti (20, 40,
41, 47-49).

Uloga NO u neurodegeneraciji putem disfunkcije mi-
tohondrija pokazana je i u eksperimentnim modelima koris-
¢enjem mitohondrijskih toksina. Na nivou mitohondrija 1-
metil-4-fenilpiridin (MPP"), aktivni metabolit neurotoksina
1-metil-4-fenil-1,2,3, 6-tetrahidropiridina (MPTP), deluje
inhibisu¢i NADPH-koenzim Q reduktazu (kompleks I)
elektronskog transportnog lanca. Neurotoksin MPTP izazi-
va degeneraciju mezencefali¢nih dopaminergic¢kih neurona
kod miSeva, primata i ljudi, prouzrokuju¢i mnoge simptome
PB (38-42). Kao i mnogo puta u istoriji medicine jedan
slu¢ajni dogadaj bacio je novo svetlo na etiologiju PB. Gru-
pa mladih narkomana iz Kalifornije je 1982. godine razvila
teSku formu PB (poznate i kao sindrom ,,sledenog zavisni-
ka“) nakon zloupotrebe MPTP supstancije, koju su uzimali
kao zamenu za heroin (41). MPTP dovodi do ireverzibilnog
ostecenja nigrostrijatnih dopaminergickih neurona kod veli-
kog broja Zivotinjskih vrsta, a kod primata izaziva sindrom
slican parkinsonizmu. MPTP se pretvara u toksi¢ni metabo-
lit MPP" dejstvom enzima monoaminooksidaze B (MAO-
B). MPP" biva preuzet od strane dopaminergi¢kog tran-
sportnog sistema i selektivno deluje na dopaminergicke ne-
urone inhibisuci procese oksidacije u mitohondrijama. Osim
toga, MPTP selektivno deluje na nigrostrijatne neurone, ali
ne deluje na dopaminergicke neurone u drugim delovima
mozga iz, za sada, neobjasnjivih razloga. Selegilin, selekti-
vni MAO-B inhibitor, spre¢ava MPTP — indukovanu neu-
rotoksi¢nost zbog blokade stvaranja MPP'. Lek se, takode,
koristi u leCenju PB. Pored inhibicije razgradnje dopamina,
selegilin spreCava metabolicku aktivaciju potencijalnih en-
dogenih ili egzogenih MPTP — sli¢nih supstancija, koje mo-
gu izazvati PB.

MPTP je veoma koristan za testiranje novih lekova u
ekperimentnim uslovima. Neki herbicidi, kao $to je rotenon,
koji selektivno inhibisu funkciju mitohondrija kod Zivotinja,
izazivaju sindrom sli¢an PB.

Azot oksid povecava toksi¢nost MPTP pa inhibicija
aktivnosti kompleksa I u mitohondrijama, izazvana MPP’,
postaje ireverzibilna.

Sli¢no tome i oSteCenje izazvano malonatom, reverzi-
bilnim inhibitorom sukcinat dehidrogenaze (kompleks II),
kao i oStecenje izazvano 3-nitro-propionskom kiselinom (3-
NP), ireverzibilnim inhibitorom, podseéa na histoloske, ne-
urohemijske i klinicke karakteristike Hantingtonove horeje

1 Kompleks I oksidativnog lanca — NADH-koenzim Q oksidore-
duktaza ili NADH-kvinon oksidoreduktaza; Kompleks II oksidativnog
lanca — sukcinat dehidrogenaza; Kompleks IV oksidativnog lanca —
citohrom ¢ oksidaza; NO spada u endogene inhibitore ovih kompleksa
respiratornog lanca stvaraju¢i se u mozgu nakon izlaganja primarnom
egzogenom toksinu ili sekundarno, nakon infekcije ili inflamacije
CNS-a.
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kod pacova i primata (50-52). Remecenje oksidativne fos-
forilacije dovodi do smanjenja adenozintrifosfata (ATP), a
posledi¢na parcijalna depolarizacija neurona sekundarno
aktivira voltazno zavisne N-metil-D-aspartatne (NMDA)
receptore, pa dolazi do povisenja intracelularnog kalcijuma,
uz aktivaciju NOS i poviSenje koncentracija NO.

Nedavna ispitivanja pokazuju da u krvi bolesnika sa
PB postoji stalna i blaga redukcija kompleksa I, a ponekad i
kompleksa IV respiratornog lanca, povecanim stvaranjem
slobodnih kiseoni¢nih radikala, kao i sistema za njihovo ve-
zivanje (npr. SOD, katalaze). Sve ove abnormalnosti vero-
vatno poticu od DNK mitohondrija kod bolesnika sa PB,
ukazujuéi da su njihove izmenjene mitohondrije izvor oksi-
dativnog stresa. Stoga ovako genetski ostecene mitohondrije
bile bi vazni terapijski cilj kod PB (20). Smanjena aktivnost
kompleksa I moze se odrediti i u pojedinim perifernim tki-
vima (npr. trombociti): moguci biomarkeri za PB (27). Ka-
rakteristicna topografska distribucija respiratorne disfunk-
cije u mozgu moze biti povezana sa razlikom u regionalnoj
ekspresiji izoenzima. Tako tkivno-specificna ekspresija
NADH dehidrogenaze i citohrom-c oksidaze (kompleks IV)
(46), kao i lokalno povisenje ekspresije posebno citohrom-c
oksidaze, korelira sa oStecenjima kod Alchajmerove bolesti
(53). DNK mitohondrija je posebno osetljiva na oksidativni
stres (54): genetski poremecaj u energetskom metabolizmu
ne mora biti znaajan sve dok se uticaji ne pojacaju usled
poremecaja oksidacije uzrokovane starenjem, $to objasnjava
kasniju pojavu 1 progresiju neurodegenerativnih bolesti.
Poremecaji respiratornog lanca u Hantingtonovoj horeji i
Fridrajhovoj ataksiji, suprotno tome, smatraju se sekundar-
nim fenomenom mutacije nuklearnih gena za nerespiratorne
belancevine mitohondrija (55). Ukljucenost poremecaja
funkcije mitohondrija u zapocinjanje apoptoze (54) ukazuje
na njihovu kriti¢nu ulogu u neurodegeneraciji.

Takode, dokazano je i da aktivnost glutamatnih
NMDA receptora, povecana aktivnost NOS i povecano
stvaranje NO imaju znacajnu ulogu u ekscitotoksi¢nosti po-
sredovanoj glutamatom (7, 13, 31, 56—58). NO reaguje sa
superoksidnim radikalom, stvarajuci peroksinitritni anjon
(ONOO-), toksicki kiseonicki radikal (57).

S obzirom na dvostruku ulogu NO, citoprotektivnu ili
citotoksic¢ku, Colasanti i Suzuki (12) ukazuju da u celijama
koje poseduju istovremeno konstitutivnu i inducibilnu NOS
(npr. astrociti i endotelijalne ¢éelije), nNOS i/ili eNOS su u
meduzavisnosti sa iNOS, koriste¢i NO kao modulator. Uka-
zuje se na obazrivost pri manipulacijama NO sistema s ob-
zirom na to da iNOS aktivatori mogu regulisati intracelular-
ni NO direktnom i brzom modulacijom nNOS i eNOS, dok
inhibitori iNOS povecéavaju aktivnost konstitutivnih formi
NOS. Deksametazon povecava aktivnost nNOS, dok opioi-
di (morfin) povecéavaju aktivnost eNOS (59).

Podaci ukazuju da je glutamat osloboden u bazalnim
ganglijama ukljucen u ispoljavanje klinicke slike, kako PB,
tako i Hantingtonove horeje (48). Pored nNOS dodatni iz-
vor NO u ekscitoksi¢nosti je iNOS u aktiviranoj mikrogliji
(7,41, 59, 60). Aktivirane nNOS i iNOS uzrokuju ostecenja

tkiva povecanim stvaranjem NO, sa posledi¢nim povise-
njem koncentracije peroksinitrita, najdestruktivnijeg slobo-
dnog kiseonickog radikala. Preciznije, MPTP uzrokuje neu-
rotoksi¢nost posredstvom NO sintetisanog uz pomo¢ nNOS,
oste¢ujuci primarno dopaminergicka vlakna u strijatumu,
dok NO poreklom od iNOS deluje uglavnom na dopaminer-
gicke neurone u pars compacta s. nigra. Lezije stvorene NO
iz nNOS su aktivator iNOS i glioze (41).

Povecano stvaranje NO od strane nNOS i1 iNOS u mo-
zgu povecava lokalni oksidativni stres (45). Kao $to je veé
rec¢eno, reakcijom NO sa superoksidnim anjonom stvara se
jedan od najdestruktivnijih slobodnih kiseonickih radikala,
peroksinitrit, koji se razgraduje u nitrit (NO™) i hidroksilni
jon (OH), snazne inicijatore lipidne peroksidacije. NO, mo-
ze biti stvoren, kako razgradnjom peroksinitrita, tako i oksi-
dacijom NO (60). Rezultati LaVoiea i Hastingsa (61) uka-
zuju da stvaranje NO, kao i posledi¢ni nastanak peroksinit-
rita 1 nitrita, ima ulogu u selektivnoj osetljivosti dopaminer-
gickih neurona zbog oksidacije dopamina i modifikacije
proteina. Na taj je nacin NO ukljucen u selektivnu neuroto-
ksi¢nost dopaminergickih ¢éelija kod PB. Pored toga, slobo-
dni kiseonicki radikali stvaraju se i u uslovima smanjene
koncentracije koenzima za NOS, tetrahidrobiopterina, $to je
pokazano kod PB (62) i kod multisistemske atrofije (63).
Ne samo da povisene koncentracije NO direktno inhibisu
respiratorni lanac u mitohondrijama (55, 60) ve¢ i osloba-
daju gvozde vezano za feritin, potpomazuci lipidnu perok-
sidaciju i oksidativna oSteCenja posredstvom Fentonove re-
kacije (50, 64). Na taj nacin porast nivoa NO u substantia
nigra kod bolesnika sa PB (31) moze prouzrokovati i povi-
Senje koncentracije gvozda koje se vida u ovoj bolesti (40).
U poredenju sa drugim ¢elijama CNS-a, neuroni su posebno
osetljivi na ovakva oSteCenja. Zato bi opisano povecano i
neadekvatno stvaranje NO imalo vaznu ulogu u neurotoksi-
¢nosti. Dodatno, se ukazuje da je odnos nNOS i hantingtina
u Hantingtonovoj bolesti analogan odnosu nNOS i distrofi-
na u DiSenovoj misi¢noj distrofiji, u kojoj se abnormalna
nNOS u sarkolemi okrivljuje za povecanu toksi¢nost NO,
Sto uslovljava degeneraciju/nekrozu misica (64, 65).

Noviji rezultati sa inhibitorima NOS podrZavaju pret-
hodne nalaze. Toksi¢nost izazvana MPTP farmakoloski je
redukovana inhibitorima NOS. Tako je, 7-nitroindazol (7-
NI), selektivni inhibitor nNOS, onemogucio smanjenje do-
pamina u iseécima strijatuma inkubisanim sa MPP" (28),
redukovao lezije kod PB koja je izazvana MPTP, smanjuju-
¢i akumulaciju MPP™ u strijatumu nakon primene MPTP
(66—68), sprecio metamfetaminom izazvanu dopaminergic-
ku neurotoksiénost (69, 70) i smanjio oste¢enja u Hanting-
tonovoj horeji izazvanoj malonatom i/ili 3-NP (47). Stavise,
kod primata je dokazano neuroprotektivno dejstvo inhibito-
ra nNOS u neurotoksic¢nosti izazvanoj MPTP (31, 39, 68,
71). Transgeni knock-out miSevi kojima nedostaje gen za
nNOS, pokazali su manje izrazena ostecenja kod PB, izaz-
vane ne samo MPTP ve¢ i metamfetaminom (39, 71). 7-NI
je in vivo redukovao sintezu slobodnih kiseonickih radikala
i smanjio stvaranje peroksinitrita (47). Inhibitor iNOS, ami-
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nogvanidin, inhibisao je neurotoksi¢nost izazvanu lipopoli-
saharidima aktivirane mikroglije (72).

Ukazuje se da bi inhibicija hiperaktivnosti nNOS mo-
gla da zastiti od gubitka dopamina, posebno u ranim fazama
neurotoksic¢nosti/neurodegeneracije i da bi inhibitori nNOS
bili korisni u terapiji neuroloskih bolesti u kojima su eksci-
totoksi¢ni mehanizmi dominantni (38). Podaci da ostecenje
mitohondrija posredovano NO ucestvuje u neurodegenerati-
vnim bolestima upucuje na moguée raznovrsnije terapijske
strategije. Pokazano je da antioksidantne i antiapoptoticke
osobine melatonina obuhvataju vezivanje slobodnih radi-
kala, poviSenje aktivnosti antioksidantnih enzima (npr.
SOD) i inhibiciju NOS (73). Koncentracije endogenog me-
latonina sniZavaju se sa starenjem i razumljivo je da ove
promene povecavaju osetljivost nervnih struktura na oksi-
dativna oStecenja.

Zakljucak

Brojni rezultati velikih studija pokazuju znac¢ajnu ulo-
gu NO u kaskadi dogadaja koji dovode do smrti dopaminer-
gickih neurona. Zna se da MPTP uzrokuje neurotoksi¢nost
putem NO sintetisanog pomoc¢u nNOS, oStecujuéi primarno
dopaminergi¢ka vlakna i zavrSetke u strijatumu, dok NO
stvoren uz pomo¢ iNOS deluje prvenstveno na tela dopami-
nergic¢kih neurona u pars compacta substantia nigra. OSte-
¢enje uzrokovano NO iz nNOS moze sluziti kao katalizator
aktivacije iNOS 1 glioze. Sli¢an sled dogadaja moze se pri-
meniti na oStecenje dopaminergickih neurona kod ljudi, bilo
usled idiopatske PB ili usled intoksikacije MPTP. Znacaj
ovih otkri¢a je ne samo u osvetljavanju ¢inioca koji uces-
tvuju u progresiji neurodegeneracije i PB ve¢ i u upuéivanju
na nove terapijske mogucnosti.
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