
Uvod

Hantingtonova bolest (HB) je progresivno neuro-
degenerativno oboljenje, koje se karakteri{e dege-
neracijom selektivnih populacija neurona strijatuma,
motornom disfunkcijom i kognitivnim pogor{anjem
uz smanjenje u~enja, gubitak memorije i demenciju
(1). HB je autosomno-dominantno nasledno oboljenje
koje se patolo{ki manifestuje kao atrofija sa gubitkom
neurona strijatuma i kore velikog mozga (2). 

Autopsijske studije na mozgu obolelih od HB su
ukazale na patolo{ke promene, prvenstveno u bazal-
nim ganglijama. Selektivni i mozai~ki gubitak pojedi-
nih neuronskih populacija, prvenstveno u strijatumu,

u saglasnosti je sa osnovnim ustanovljenim neurohe-
mijskim promenama u HB (3, 4). 

Posebnu pa`nju privukli su receptorski sistemi za
ekscitatorne aminokiseline (EAK), s obzirom na po-
datke o neurotoksi~nom efektu visokih doza ovih neu-
rotransmitera, sa mogu}im patofiziolo{kim zna~ajem
u razli~itim neurolo{kim oboljenjima (5, 6). Pokazano
je da N-metil-D-aspartat (NMDA) ekscitotoksi~ni pro-
cesi imaju ulogu u degeneraciji neurona u HB, tako da
se mo`e o~ekivati da neuroni koji sadr`e veliku gustinu
ovih receptora budu osetljiviji (7, 8).

Hinolinska kiselina (HK) kao metabolit triptofana
nastaje u kinureninskom putu i ujedno predstavlja sna-
`an ekscitotoksin, koji u kaudatusu ispoljava efekte
sli~ne glutamatu (9). Sinteza NAD (NADP) iz triptofana
uklju~uje seriju enzima i formiranje brojnih intermedi-
jera, koji se kolektivno nazivaju�kinurenini�(10, 11).
Intraventrikularna aplikacija nekih kinurenina mo`e
izazvati konvulzije, dok HK, kao jedan od kinurenina i
agonist subpopulacije NMDA-receptora dovodi do eks-
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citotoksi~ne }elijske smrti (12). Intrastrijatna aplikacija
HK kod `ivotinja omogu}ava definisanje neurohemij-
skog modela sa sli~nim biohemijskim i morfolo{kim
promenama opisanim u strijatumu obolelih od HB. 

Aktivacija NMDA-receptora uzrokuje influks Ca2
+

koji se vezuje za kalmodulin i aktivira azot oksid sintazu
(NOS), koja konvertuje molekularni kiseonik i arginin
u citrulin i azot oksid (NO). NO je skoro prepoznat sig-
nalni molekul u nervnom sistemu, koji zauzima zna-
~ajno mesto u reakcijama koje posreduju kalmodulin
i cikli~ni gvanozin monofosfat (cGMP). Azot oksid se
danas smatra jednim od najinteresantnijih fiziolo{kih
regulatora (13). Smatra se da visoka produkcija NOa
dovodi do o{te}enja nervne }elije koja se sre}u kod
ishemije mozga ili kod degenerativnih bolesti, kao {to
je HB (14).

NO sintaza se javlja u razli~itim izoformama, za-
visno od }elije u kojoj se nalazi. Preko ovog enzima
ostvaruje se negativna povratna sprega ve} stvorenog
NOa. Do sada su izolovane i klonirane inducibilna
(i)NOS i konstitutivna (c)NOS, koje se nalaze u cito-
plazmi (15). Osnovna uloga konstitutivnih NOS je fi-
ziolo{ka regulacija procesa u organizmu. Na osnovu
prete`ne lokalizacije u tkivima, za sada se zna za po-
stojanje 2 konstitutivne NOS, koje su u bazalnim uslo-
vima veoma slabo inducibilne. Jedna je u krvnim su-
dovima (endotelna, eNOS), a druga u nervnom tkivu
(mo`dana ili neuronska, nNOS). 

Aktivnost NO sintaze blokira se NOS inhibitori-
ma. Postoje kompetitivni (kompeticija sa 1-argininom,
analozi 1-arginina), kao i nekompetitivni NOS inhibi-
tori (16). Terapijska primena inhibitora NOS jo{ uvek
nije u klini~koj praksi; u na{em istra`ivanju kori{}en je
nespecifi~ni inhibitor NOS-Nw-nitro-L-arginin metil
estar (L-NAME), kao i selektivni inhibitor nNOS-7-
-nitro-indazol (7-NI). Cilj ovog rada bio je da se ispita
neuroprotektivna uloga L-NAME i 7-NI u odnosu na
oksidativni stres u selektivno osetljivim strukturama
mozga i poka`e da inhibitori NO sintaze modulacijom
stepena sinteze azot oksida dovode do redukcije
neurotoksi~nosti indukovane hinolinskom kiselinom
na eksperimentalnom modelu Hantingtonove bolesti.

Materijal i metode

HK je aplikovana unilateralno u strijatum adult-
nih Wistar pacova, oba pola, u pojedina~noj dozi od
250,7 mg (150 nmol/L) pomo}u stereotaksi~nog apa-
rata za male `ivotinje. Druga i tre}a grupa `ivotinja su
tretirane L-NAME i HK (L-NAME u dozi od 1×10-4 g) i
7-NI i HK (7-NI u dozi od 1×10-4 g). 7-NI je aplikovan
neposredno nakon davanja HK, za razliku od L-NAME,
koja je aplikovana 30 minuta pre neurotoksina. Kon-
trolna grupa `ivotinja je primila fiziolo{ki rastvor (0,154
mmol/L) na isti na~in. 

Neposredno pre tretmana `ivotinje su anestezira-
ne fentobarbital natrijumom i.p. u dozi od 0,0405 g/kg

TM. @ivotinje su `rtvovane dekapitacijom 7 dana na-
kon tretmana. Nepre~i{}ena mitohondrijalna frakcija
strijatuma i kore prednjeg mozga kori{}ena je za odre-
|ene biohemijske analize (17).

Nitriti i nitrati predstavljaju stabilne metabolite
azot oksida (NO) i koriste se za indirektno merenje
produkcije NOa u biolo{kim sistemima. Koncentracija
nitrita merena je Griess-ovom reakcijom, u kojoj nitri-
ti reaguju sa sulfanilamidom (10 g/L) u kiselom rastvo-
ru naftil-etilendiamin-dihidrohlorida (1 g/L), formiraju-
}i azo-jedinjenje sa maksimumom apsorbancije na
570 nm. Koncentracija nitrita o~itavana je sa stan-
dardne krive dobijene serijom poznatih koncentracija
NaNO2 rastvorenog u saharoznom puferu, u kome je
vr{ena i priprema uzoraka. Detektovana koncentracija
nitrita izra`avana je u mmol nitrita/mg proteina u sva-
kom pojedina~nom uzorku (18).

Princip metode za odre|ivanje aktivnosti gluko-
zo-6-fosfat dehidrogenaze (G-6-PDH) zasniva se na
merenju nastalog NADPH u reakciji G-6-PDH iz uzor-
ka sa dodatim supstratima, glukozo-6-fosfatom (G6P)
(100 mmol/L, f.c. 5 mmol/L) i NADP (100 mmol/L,
f.c. 1 mmol/L) u reakcionu sme{u (TRIS-HEPES pu-
fer, 200 mmol/L, pH 7,4 i 0,1 mmol/L Na2EDTA). Ak-
tivnost enzima izra`avana je kao nmol NADPH/h/mg
proteina (19). 

Rezultati

Sve eksperimentalne grupe `ivotinja su aktivno
pra}ene od operativnog zahvata do `rtvovanja. @ivo-
tinje koje su dobile jednokratnu dozu HK nakon bu-
|enja iz anestezije imale su konvulzivne napade, za
razliku od `ivotinja koje su pre neurotoksina dobile od-
govaraju}i inhibitor NO sintaze (L-NAME, 7-NI), kod
kojih nakon bu|enja iz anestezije, kao ni u narednih 7
dana, vizuelno nisu uo~ene bilo kakve razlike u motori-
ci i pona{anju u odnosu na kontrolnu grupu. 

Koncentracija nitrita je sni`ena u ipsi- i kontrala-
teralnom strijatumu (Si, Sc) i korteksu (Cxi, Cxc) `ivo-
tinja tretiranih inhibitorima NOS (1-NAME, 7-NI), kao
i u kontrolnoj grupi, u pore|enju sa HK-tretiranim `i-
votinjama (Si=2,14±0,52; Sc=1,43±0,39; Cxi=1,61
± 0,34; Cxc=1,80 ± 0,40 mmol nitrita/mg prot)
(Slika 1 i 2).

Aktivnost G-6-PDH je sni`ena u ipsi- i kontrala-
teralnom strijatumu (Si, Sc) i korteksu (Cxi, Cxc) `ivo-
tinja tretiranih inhibitorima NOS (L-NAME, 7-NI), kao
i u kontrolnoj grupi, u pore|enju sa HK-tretiranim `i-
votinjama (Si=200,19 ± 57,97; Sc=345,59 ± 80,18;
Cxi=301,86 ± 85,95; Cxc=276,99 ± 88,89 nmol
NADPH/h/mg prot) (Slika 3 i 4).
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Diskusija

Razli~iti metaboli~ki insulti zbog selektivne vulne-
rabilnosti mozga dovode do selektivne lezije neurona
samo odre|enih mo`danih struktura, dok su drugi re-
gioni mozga po{te|eni. Posebno osetljivi regioni moz-
ga obuhvataju tre}i sloj kore velikog mozga, CA1 i CA3

sektor hipokampusa i strijatum (20). Selektivnost koja
se javlja u o{te}enju, odre|ena je specifi~nom bio-
hemijskom organizacijom pojedinih regiona, {to zna~i
da }e strukture koje su bogatije sadr`ajem medijatora
}elijske smrti lak{e podle}i o{te}enju. 

Azot oksid (NO) je jedan od medijatora }elijske
smrti, uklju~en u razne modele NDB. Odlikuje se rela-
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Slika 1.   Koncentracija nitrita u ipsi- i kontralateralnom
strijatumu HK- i `ivotinja tretiranih NOS inhibitorima. 

(Si, Sc=strijatum ipsi-, kontralateralno). 
Vrednosti su izra`ene kao mmol nitrita/mg prot. 

Srednja vrednost ± standardna varijacija. 
*Statisti~ka zna~ajnost u odnosu na grupu tretiranu HK.

(Studentov t-test, p<0,05).
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Slika 2.   Koncentracija nitrita u ipsi- i kontralateralnom
korteksu HK- i `ivotinja tretiranih NOS inhibitorima. 

(Cxi, Cxc=kora prednjeg mozga ipsi-, kontralateralno).
Vrednosti su izra`ene kao mmol nitrita/mg prot. 

Srednja vrednost ± standardna varijacija. 
*Statisti~ka zna~ajnost u odnosu na grupu tretiranu HK.

(Studentov t-test, p<0,05).
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Slika 3.   Aktivnost G-6-PDH u ipsi- i kontralateralnom 
strijatumu HK- i `ivotinja tretiranih NOS inhibitorima. 

(Si, Sc=strijatum ipsi-, kontralateralno). 
Vrednosti su izra`ene kao nmol NADPH/h/mg prot. 

Srednja vrednost ± standardna varijacija. 
*Statisti~ka zna~ajnost u odnosu na grupu tretiranu HK.

(Studentov t-test, p<0,05).

500

400

300

200

100

0
kontrola    L-NAME+HK     7-NI+HK           HK

A
kt

iv
no

st
 G

-6
-P

D
H

, n
m

ol
 N

A
D

PH
/h

/m
g 

pr
ot S-ipsi

S-kontra

*
*

* *

* *

Slika 4.   Aktivnost G-6-PDH u ipsi- i kontralateralnom 
korteksu HK- i `ivotinja tretiranih NOS inhibitorima. 

(Cxi, Cxc=kora prednjeg mozga ipsi-, kontralateralno).
Vrednosti su izra`ene kao nmol NADPH/h/mg prot. 

Srednja vrednost ± standardna varijacija. 
*Statisti~ka zna~ajnost u odnosu na grupu tretiranu HK.

(Studentov t-test, p<0,05).

500

400

300

200

100

0
kontrola    L-NAME+HK     7-NI+HK           HK

A
kt

iv
no

st
 G

-6
-P

D
H

, n
m

ol
 N

A
D

PH
/h

/m
g 

pr
ot Cx-ipsi

Cx-kontra

* *
*
*

* *



tivno kratkim polu`ivotom (10 s) i izrazitom reaktiv-
no{}u prema intra}elijskim enzimima kao ciljnim mo-
lekulima. Ta~na uloga NOa u degeneraciji neurona
ostaje kontroverzna, ali je sasvim sigurno potvr|en
kao intracelularna i ekstracelularna signalna supstan-
ca ~iji su nitriti jedan od produkata oksidativnog meta-
bolizma. Griess-ovom metodom je mogu}e meriti
akumulaciju nitrita (NO2

’), metabolita NO, parametra
oksidativnog stresa, u homogenatu mo`danog tkiva
Wistar pacova. Rezultati koji su dobijeni nakon unila-
teralne aplikacije HK pokazuju porast koncentracije
nitrita u strijatumu, kao i u kori prednjeg mozga ipsi- i
kontralateralno (Slike 1 i 2). 

Sinteza i regeneracija redukovanog glutationa te-
sno su povezane sa redoks stanjem }elije, predstavlje-
nim odnosom NAD(P)H/NAD(P), koji je, prvenstveno,
zavisan od aktivnosti glukozo-6-fosfat dehidrogenaze.
Registrovano je pove}anje aktivnosti ovog enzima u
regionu strijatuma i kore mozga obostrano nakon ap-
likacije HK, {to ukazuje na pove}ano tro{enje gluta-
tiona, mo`da najzna~ajnijeg endogenog protektivnog
sistema }elije, usled intenziviranih oksido-redukcionih
procesa, ali i na pove}anu regeneraciju ovog tripepti-
da (Slike 3 i 4). Iscrpljenost obnavljanja GSH mo`e
pove}ati oksidativni stres i nivo ekscitotoksi~nih mo-
lekula i time u~estvovati u inicijaciji }elijske smrti vul-
nerabilnih neuronskih populacija. 

U ovom radu je, pored uticaja HK na parametre
oksidativnog stresa, ispitivan i efekat blokiranja NO
sintaze u za{tititi neurona vulnerabilnih struktura od
o{te}enja indukovanog neurotoksinom. Prvi eksperi-
ment obuhvatio je aplikaciju L-NAME, koji predstavlja
neselektivni kompetitivni antagonist NO sintaze i
poseduje svojstva antagonista muskarinskih recepto-
ra. Zapa`eno je izrazito smanjenje produkcije NOa,
kako u strijatumu, mestu direktne aplikacije neuro-
toksina, tako i u kori prednjeg mozga obostrano u
eksperimentalnim grupama `ivotinja koje su pored 1-
NAME primile i odgovaraju}u dozu HK (Slike 1 i 2).
Prema mi{ljenju mnogih autora, neselektivni NOS
inhibitor L-NAME, vr{i supresiju akumulacije nitrita i
smanjuje o{te}enje neurona posredovano NMDA-re-
ceptorima (21, 22). 

U daljem istra`ivanju kori{}en je 7-NI, nakon ~ije
aplikacije je odmah u strijatum data i HK. Poku{ano je
da se mogu}a uloga oslobo|enog NOa u neuronima
objasni upravo pomo}u 7-NI, koji je selektivni inhibitor
NO sintaze. Efekti koje u strijatumu i kori prednjeg
mozga pokazuje 7-NI, rezultat su blokade neuronske
NOS. Pove}ana produkcija NOa mogu}a je samo uz
pomo} mehanizama uklju~enih u neurotoksi~nost
glutamata i ostvaruje se depolarizacijom, pove}anjem
ekstracelularne koncentracije glutamata, prekomer-
nom stimulacijom NMDA receptora, pove}anjem
intracelularne koncentracije Ca2

+, aktivacijom nNOS,
osloba|anjem azot oksida (koji brzo reaguje sa .O2

’) i
najverovatnije, formiranjem visoko toksi~nog per-

oksinitrita (23). Postoje podaci o uklju~enosti NOa u
o{te}enje DNK, procesom deaminacije nukleotidnih
baza i pokretanjem programirane }elijske smrti. Pro-
na|eno je da 7-NI u~estvuje u zna~ajnoj neuroprotek-
ciji protiv NMDA-posredovanog ekscitotoksi~nog
o{te}enja strijatuma, ali i protiv sekundarnog o{te-
}enja. Da je inhibicija NO sintaze zaista uklju~ena u
proces neuroprotekcije u o{te}enju izazvanom HK,
agonistom NMDA-receptora, potvr|uje smanjenje
koncentracije nitrita, koje je izmereno u strijatumu i
korteksu obostrano nakon davanja 7-NI (Slike 1 i 2). 

I brojne eksperimentalne studije, na ~elu sa ra-
dovima Perez-Severiano et al. (24) iz ove oblasti, pru-
`aju dokaze da inhibicija NOS spre~ava akutnu neuro-
toksi~nost u strijatumu indukovanu HK. Balans izme-
|u dve razli~ite (neuronske i endotelne) Ca2

+-zavisne
izoforme NOS mo`e biti osnova za obja{njenje rezul-
tata dobijenih aplikacijom L-NAME, odnosno 7-NI. 

Postoje podaci da je uloga NOa u patogenezi HB
znatno slo`enija nego {to bi se na osnovu izlo`enih
rezultata moglo zaklju~iti. Generalno, efekat inhibicije
NO sintaze pomo}u L-NAME i 7-NI aplikovanih intra-
strijatno, ukazuje na znatno sni`enu produkciju nitrita
u ovim eksperimentalnim grupama. Balans imunore-
gulatornog inhibitornog delovanja NOa i direktnih tok-
si~nih efekata na }elije CNS uspostavlja se na razli~i-
tom nivou, {to zavisi od razli~ite kinetike produkcije i
}elijskog izvora NOa u toku HB. 

Postoji veoma bliska veza izme|u sinteze gluta-
tiona i redoks-stanja (redukuju}eg potencijala) }elije,
predstavljenog odnosom NAD(P)H/ NAD(P), koji za-
visi od aktivnosti G-6-PDH, a {to je sve determinisano
energetskim metabolizmom (25). Tokom sinteze NOa,
koji nastaje iz L-arginina, aktivno{}u enzima NO sin-
taze u toku oksido-redukcionog procesa, dolazi do
prenosa 5 elektrona i stvaranja L-citrulina. Enzim NO
sintaza za svoju aktivnost zahteva prisustvo 3 kosup-
strata (L-arginina, NADPH i kiseonika), kao i 4 kofak-
tora (flavin adenin dinukleotida-FAD, flavin mononuk-
leotida-FMN, tetrahidrobiopterina i hema). Sni`enje
aktivnosti enzima G-6-PDH, koje je registrovano u
grupama `ivotinja tretiranih inhibitorima NOS, sma-
njuje redukovane ekvivalente u }eliji (NADPH) neop-
hodne za optimalnu aktivnost NO sintaze (Slike 3 i 4).
U pomenutim eksperimentalnim grupama, kao po-
sledica izmereno je sni`enje koncentracije nitrita u
regionu strijatuma i kore prednjeg mozga kako ipsi-,
tako i kontralateralno (Slike 1 i 2). 

O{te}enje strijatuma indukovano HK dovodi do
funkcionalnih promena u povezanim selektivno osetlji-
vim regionima, ~ije se izmenjeno funkcionalno stanje
delimi~no oporavlja inhibitorima NOS. Paleta delo-
vanja neuroprotektivnih supstanci je {iroka, zbog ~ega
su i istra`ivanja ove oblasti veoma kompleksna. Re-
gulatorni mehanizmi delovanja inhibitora NO sintaze
su polje istra`ivanja u kome se danas tra`e nove osno-
ve i principi le~enja.
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Summary: In the present study we employed Nw-nitro-L-arginine methyl ester, non-specific potent nitric
oxide synthase inhibitor and a selective inhibitor of neuronal nitric oxide synthase, 7-nitroindazole, reportedly  to
investigate the possible involvement of nitric oxide in quinolinic acid-induced striatal toxicity in the rat. Quinolinic
acid was administered unilaterally into striatum of adult Wistar rats in the single dose of 150 nmol/L. The other
two group of animals were pretreated with Nw-nitro-L-arginine methyl ester and 7-nitroindazole, respectively.
Control groups of animals were treated with 0,154 mmol/L saline solution likewise. Nitrite levels was decreased
in the ipsi- and contralateral striatum and forebrain cortex in the group treated with nitric oxide synthase inhibitors
and neurotoxin compared to quinolinic acid-treated animals. In the same structures, activity of glucose-6-phos-
phate dehydrogenase was also decreased, compared to quinolinic acid-treated animals. These results indicate
that application of the nitric oxide synthase inhibitors, supressed nitrite accumulation and glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity and attenuated quinolinic acid-induced neuronal damage in the striatum and forebrain
cortex.

Key words: Huntington disease; quinolinic acid; nitric oxide synthase inhibitors; nitric oxide; glucose-6-
phosphate dehydrogenase. 
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