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Kratak sadrZaj: Patogeneza encelopatije u holestazi je proizvod akumulacije nekonjugovanog bilirubina i
hidrofobnih Zu¢nih kiselina u mozdanom tkivu. Putrescin, spermidin i spermin su endogeni poliamini
neophodni za rast, proliferaciju i regeneraciju celija. L-metionin je aminokiselina neophodna za biosintezu
poliamina. Cilj ove studije bio je proucavanje efekta L-metionina na metabolizam poliamina u mozgu pacova sa
holestazom. Wister pacovi bili su podeljeni u 3 grupe: I-kontrola, ll-pacovi sa podvezanim ductusom chole-
dochusom, Ill-pacovi sa holestazom tretirani L-metioninom (50 mg/kg TM). Zivotinje su nakon 9 dana ekspe-
rimenta zZrtvovane. U mozgu pacova s holestazom javlja se poveéanje nivoa putrescina (p<0,001), i smanjenje
koncentracije spermidina i spermina (p<0,05), u odnosu na kontrolu. Aktivhost PAO je povecana (p<0,001),
dok je aktivhost DAO smanjena (p<0,001) u mozgu pacova sa holestazom, u odnosu na kontrolu. Davanje L-
-metionina Zivotinjama s holestazom sprecava poremedaj biosinteze i katabolizma poliamina u mozdanom

tkivu.

Kljucne reci: poliamini, holestaza, L-metionin, mozak

Uvod

U uslovima holestaze, usled poremedaja toka
Zuci, dolazi do hepatocelularnog zadrzavanja bilijarnih
sastojaka, a u sledu dogadaja i do osteéenja hepato-
cita i encefalpatije (delovanjem nakupljenih hidrofob-
nih Zu¢nih kiselina i nekonjugovanog bilirubina) (1).
Usled deterdzentskog dejstava toksi¢nih zu¢nih kiseli-
na, narusava se permeabilitet ¢elijske membrane (2).
Dokazana je pojava oksidativnog stresa u mozdanom
tkivu i jetri u uslovima holestaze (3, 4).

Poliamini (spermin, spermidin i putrescin) pred-
stavljaju neproteinske azotne baze male molekulske
mase prisutne u svim zivim sistemima. Oni su raspro-
stranjeni u skoro svim tkivima i organima Zivotinja i
Coveka i zato moze da se kaze da su oni neophodni
za zivot (5, 6). Na ogromnu vaznost poliamina ukazu-
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je njihova nezamenjiva uloga u vitalnim procesima
rasta, deobe i diferencijacije ¢elija, kao i njihova reg-
ulacija permeabilnosti i stabilnosti ¢elijske membrane
(7). Dokazano je da poliamini inhibiraju proces lipidne
peroksidacije i sprecavaju proces apoptoze (8).

Poliamini se nalaze u velikim koli¢inama u nerv-
nom tkivu. Nivo spermidina je najveci u beloj masi,
dok je koncentracija putrescina najvec¢a u kori velikog
mozga, hipotalamusu, cerebelumu i kicmenoj moz-
dini (9). Sadrzaj poliamina u likvoru je zanemarljiv.

Glavni put biosinteze poliamina u mozgu se ne
razlikuje od onog u perifernim tkivima. Spermidin se
sintetiSe iz putrescina (nastalog iz ornitina pomocu
ornitin dekarboksilaze, ODC) i dekarboksilisanog S-
adenozilmetionina (dcSAM), dok spermin nastaje iz
spermidina i dcSAM-a.

Dokazano je da su ¢elije mozga izuzetno ose-
tljive na smanjenje nivoa poliamina, i one su sposob-
ne da prepoznaju sniZzenje njihove koncentracije i da
pokrenu regulatorne mehanizme, ciji je krajnji cilj
odrzavanje normalnog nivoa ovih jedinjenja (10).

Proces razgradnje poliamina u mozgu je vrlo
spor. U tkivu mozga opisana su dva katabolicka puta
poliamina. Prvi je ekvivalentan putu interkonverzije/
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biodegradacije poliamina u perifernim tkivima (ace-
tilazno/oksidazni put), koji se odvija uz kataliticko
dejstvo spermidin/spermin N!-acetiltransferaze (SSAT),
poliamin oksidaze (PAO) i diamin oksidaze (DAO),
dok se drugi odvija preko y-amino-butiraldehida kao
intermedijera, do CO, koji je krajnji produkt (11).

Dokazano je da poliamini imaju ulogu u mo-
duliranju ili ¢ak posredovanju u centralnoj sinaptickoj
transmisiji u tkivu mozga. U koncentracijama od ne-
koliko mikrograma spermidin dovodi do sedacije i
hipotermije kod miSeva, dok vec¢e koncentracije sper-
mina izazivaju konvulzije (12).

L-metionin je esencijalna tio-aminokiselina.
Svoju ulogu L-metionin ostvaruje u svom aktivnom
obliku (S-adenozilmetionin, SAM). Za sintezu poliami-
na potreban je dekarboksilisani SAM.

Metionin, kao glavni donor metil grupe, uce-
stvuje u mnogim transmetilacionim reakcijama. Zna-
Cajan je za sintezu nukleinskih kiselina i proteina, a
ucestvuje i u metilaciji fosfolipida i time povecava sta-
bilnost membranskih struktura (13). Svojim tiol gru-
pama ucestvuje u transsulfuracionim reakcijama. On
sluzi za sintezu cisteina, a preko njega i u sintezi tri-
peptida glutationa (GSH), glavnog prirodnog endo-
genog hepatoprotektornog agensa.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se u uslovima
ekstrahepati¢ne holestaze kod pacova ustanovi: nivo
poliamina (spermina, spermidina i putrescina), aktiv-
nost PAO i DAO, kao i efekat L-metionina na meta-
bolizam poliamina u mozdanom tkivu.

Materijal i metode
Materijal

Eksperiment je izveden na belim pacovima
Wister soja, muskog pola, starosti 5 meseci, tezine od
250 do 300 grama. Eksperimentalna holestaza iza-
vana je postupkom podvezivanja ductus choledoc-
husa, hirurskim koncem, u Ketamin anesteziji (apli-
kovan je intraperitonealno u dozi od 2 mL/kg TM), uz
mere dezinfekcije i sterilizacije.

Eksperimentalne Zivotinje su bile podeljene u 3
eksperimentalne grupe:

[ grupa-kontrola (lazno operisane Zivotinje) — zivo-
tinjama je, u Ketamin anesteziji, bila otvarana i zatva-
rana abdominalna duplja, bez izvodenja operacije
podvezivanja ductusa choledochusa, da bi se eliminisali
efekti same operacije na ispitivane parametre. Svako-
dnevno je bio aplikovan fizioloski rastvor (i.p.).

Il grupa (holestaza) — U prva 2 dana eksperimen-
ta, pacovima je aplikovan fizioloski rastvor (i.p.), a za-
tim je izvrSena operacija (podvezivanja ductusa cho-
ledochusa) uz nastavak davanja 154 mmol/L rastvora
NaCl naredna 7 dana, svakodnevno.

lIl grupa (holestaza+L-metionin) — Prva 2 dana

eksperimenta Zivotinjama je oralno aplikovan L-me-
tionin (»Sigmac), u dozi od 50 mg/kg TM, a zatim je
izvr§eno podvezivanje ductusa choledochusa uz na-
stavak aplikacije iste aminokiseline, narednih 7 dana.

Zivotinje su Zrtvovane nakon 9 dana eksperi-
menta u Ketamin anesteziji, posle gladovanja od 15
sati. Krv je uzimana punkcijom iz aorte abdominalis,
nakon medijalne laparatomije. Heparinizirana krv je
centrifugirana na 3 000 ob/min, a izdvojena plazma je
do analiza ¢uvana na —20 °C. Za biohemijska ispitiva-
nja uziman je mozak, koji je viSestruko ispiran u hlad-
nom izotoni¢nom rastvoru NaCl, odmah zamrzavan
na —20 °C i tako ¢uvan do homogenizovanja. Zatim je
pripreman 25%-tni homogenat mozga u destilovanoj
vodi na 0 °C. Homogenizovanje tkiva je vrseno Poter-
ovim homogenizatorom sa teflonskim tuckom.

Biohemijski parametri

v-glutamiltransferaza (y-GT). Aktivhost enzima
y-GT u plazmi odredivana je gotovim testom firme
Ellitech, na aparatu BTS-370 (BioSystems) (14).

Alkalna fosfataza (AF). Aktivnost enzima AF u
plazmi, odredivana je gotovim testom firme Ellitech,
na aparatu BTS-370 (BioSystems) (15).

Alanin aminotransferaza (ALT). Aktivnost enzi-
ma ALT u plazmi odredivana je gotovim testom firme
Ellitech, na aparatu BTS-370 (BioSystems) (16).

Poliamini. Poliamini (spermin, spermidin i pu-
trescin) odredivani su elektroforetskom tehnikom na
Whitmanovom papiru N° 3 pri 8 V/cm?2 u trajanju od
60 minuta. Metoda je zasnovana na ekstrakciji poli-
amina iz tkiva mozga u alkalnoj sredini pomoc¢u n-bu-
tanola i kolorimetrijskom merenju nakon separacije
poliamina tehnikom elektroforeze i bojenjem ninhidri-
nom (17, 18).

Poliamin oksidaza (PAO) i diamin oksidaza
(DAQO). Aktivhost PAO i DAO u mozgu odredivana je
spektrofotometrijskom metodom po Buchrachu i
Rechesu, na bazi merenja koliCine stvorenog amino-
aldehida (19).

Proteini. Koli¢ina ukupnih proteina u mozda-
nom tkivu odredivana je metodom po Lowryu (20).

Statisticke metode

Rezultati su obradeni koris¢enjem Studentovog
t-testa, a sve merne veli¢ine su izraZzavane kao srednja
vrednost = SD. Obrada dobijenih podataka izvrSena
je koris¢enjem statistickog programskog paketa -
»Statistical Package for Social Science« (SPSS) soft-
verom, verzija 11,0 u Windows 2000 okruzenju, pri
¢emu su rezultati prikazani tabelarno i graficki.
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Rezultati

A cilju procene efekta podvezivanja ductusa
choledochusa, odredivana je aktivnost enzima mar-
kera holestaznog ostecenja, dok je kolicina putre-
scina znacajno (skoro dvostruko) povecana u odnosu
na lazno operisane Zivotinje (110+13,2 vs. 65+6,8
nmol/g tkiva; p<0,001) (Slika 1).

Aktivnost PAO u tkivu mozga holestaznih pacova
je znacajno vec¢a u odnosu na lazno operisane Zivotinje
(1,25+0,09 vs. 0,81+0,08 U/mg prot; p<0,001).
Aktivnost DAO u istom tkivu pokazala je suprotan
trend, i vrednosti kod holestaznih pacova bile su zna-
¢ajno nize u odnosu na lazno operisane Zivotinje (0,33
+0,06 vs. 0,68+ 0,10 U/mg prot; p<0,001) (Slika 2).

Aplikovanje L-metionina pacovima sa podveza-
nim ductusom choledochusom dovodi do pada nivoa
putrescina (101=7,8 vs. 110=13,2 nmol/g tkiva;
p<0,05), kao i porasta koli¢ine spermidina (326=
18,2 vs. 298+19,2 nmol/g tkiva; p<0,05) u tkivu
mozga pacova u odnosu na Zivotinje sa holestazom
kojima nije aplikovan L-metionin (Slika 1).

A grupi pacova s holestazom kojima je oralno
davan L-metionin zapazeno je statisticki znacajno
snizenje aktivnosti PAO (1,01=0,05 vs. 1,25+0,09
U/mg prot; p<0,001), kao i povisenje aktivnosti DAO
(0,42+0,11 vs. 0,33+0,06 U/mg prot; p<0,001), u
tkivu mozga u odnosu na holestazne pacove kojima
nije davana pomenuta aminokiselina (Slika 2).

Tabela I Aktivnost enzima markera holestaznog
ostecenja u krvnoj plazmi pacova

Aktivnost Kontrola Holestaza Holestaza +
enzima (U/L)| (laZzno operisani) L-metionin
GGT 5302 | 199%34% | 129+ 12%*
AF 194,2 + 12.0 |340,5 £45,1%| 176,8 + 34,4+
ALT 45,0 = 12.3 [101,5 £14.2%| 635 + 14,8+
*p<0,001 (vs. lazno operisani); **p<0,001 (vs. holestaza)
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Slika 1 Nivo poliamina (spermina, spermidina i putrescina)
u mozdanom tkivu eksperimentalnih Zivotinja.
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Slika 2 Aktivnost PAO i DAO u mozdanom tkivu pacova

Diskusija

Postoje oprecni stavovi o efektima poliamina u
mozdanom tkivu. Mogu¢i neuroprotektivni efekti po-
liamina se pripisuju: 1) antiapoptoti¢kim i antioksida-
tivnim efektima, 2) promeni neuronalne ekscita-
bilnosti, 3) stabilizaciji hromatina (21). Eventualni
mehanizmi neuronalnog oste¢enja koji zavise od
poliamina su: 1) aktivacija fluksa Ca2+ i oslobadanje
neurotransmitera u oblastima sa pove¢anom produk-
cijom putrescina, 2) povecana stimulacija NMDA re-
ceptorskog kompleksa, izazvana oslobadanjem poli-
amina u ekstracelularni prostor, tokom i nakon oste-
¢enja CNS-a, 3) spermin moze da pokrene apoptozu
¢elija mozga, stimuliSuéi oslobadanje citohroma c iz
mitohondrija i aktiviraju¢i kaspazu 3 (22).

Cerebralni ODC/poliaminski sistem je veoma
osetljiv na fizioloske i patoloske stimuluse u mozda-
nom tkivu (ukljucujudi i oste¢enje CNS-a u uslovima
holestaze). Dokazano je da se posle oste¢enja CNS-a
javlja znacajan porast aktivnosti ODC-a i akumulacija
putrescina, ali ne i spermidina i spermina u mozgu
(21). Utvrdeno je da su promene u metabolizmu po-
liamina povezane sa stepenom oste¢enja CNS-a i
imaju znacajnu ulogu u degeneraciji neurona (23).

U mozgu holestaznih pacova u ovom eksperi-
mentalnom modelu utvrden je znadajan porast nivoa
putrescina. Postoje dva kontradiktorna gledista o zna-
Caju visokih koncentracija putrescina u mozgu.

Prvo glediste podrazumeva da porast nivoa
putrescina u mozgu (zbog povecane aktivnosti ODC)
predstavlja glavni uzrok neuronalnog osteéenja. Ulo-
ga putrescina u izazivanju neuronalne nekroze moze
se objasniti: 1) zavisnim odnosom izmedu akumu-
lacije putrescina i stepena nekroze, 2) aktivnoscu
putrescina u stimulaciji NMDA receptora i 3) da se u
post-ishemijskoj neuronalnoj nekrozi stvara pove¢ana
kolicina putrescina (22).

Drugo glediste je suprotno i sastoji se u tome da
povecdanje sadrzaja putrescina predstavlja najvazniju
neuroprotektivnu meru CNS-a, pre nego uzrok oste-
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¢enja. U skladu sa ovim gledistima, istrazivanja po-
slednjih godina su ukazala na to da dugotrajna pove-
¢ana ekspresija ODC-a kod miseva nije dovela do de-
generacije neurona, i da putrescin ¢ak podstice rege-
neraciju ostecenih aksona i neurona (21). Ovi rezul-
tati su kontradiktorni sa ranijim istraZivanjima, po
kojima direktna infuzija putrescina u mozak stvara
neuropatoloske lezije, koje se ne mogu razlikovati od
ishemickih lezija. U najnovijim eksperimentima, intra-
kortikalne ili intrastrijatalne aplikacije mikro doza pu-
trescina nisu bile neurotoksi¢ne, sto moze da nam
sugerise da efekti egzogenih poliamina na mozak
nisu toksi¢ni (21, 22).

U mozgu holestaznih pacova u ovom eksperi-
mentu zapazeno je pored povecanja nivoa putrescina
i blago smanjenje nivoa spermina i spermidina u
odnosu na lazno operisane Zvotinje. Moze se pret-
postaviti da nemoguénost poveéanja nivoa spermidi-
na/spermina kod ovih Zivotinja pokazuje da putrescin,
verovatno kroz sekvestracije u vakuole ili putem ne-
kog drugog nepoznatog mehanizma, postaje nedo-
stupan za dalju konverziju u spermidin i spermin (22).
Henley i sar. (24) su dokazali da nakon osteéenja
CNS-a dolazi do smanjenog nivoa SAM-a i smanjenja
aktivnosti enzima SAM-dekarboksilaze (koji obezbe-
duje amino-propilne grupe neophodne za konverziju
putrescina u spermidin i spermin). Studija Pashena
(25) je dokazala da se smanjenje koli¢ine spermina i
spermidina u uslovima mozdanog osteéenja javlja
zbog njihovog povecanog izlaska u krv iz tesko oste-
¢enih neurona. ZabeleZeno je oslobadanje spermidi-
na iz oSte¢enog mozdanog tkiva u periferni krvotok,
kod pacijenata sa fokalnom cerebralnom ishemijom
(26).

Eksperimentalna istrazivanja na pacovima su
pokazala da dugotrajan tretman poliaminima moze
da zastiti neurone nakon oste¢enja CNS-a (22). Poka-
zano je da spermin ima antioksidativna svojstva koja
se ogledaju u uklanjanju slobodnih radikala. Poznato
je da spermin deluje kao jak antioksidans tako sto ili
eliminise slobodne radikale kiseonika ili vrsi »hela-
ciju« Fe2+ i Cu2+ (27). Posto je u nasem eksperimen-
talnom modelu, u tkivu mozga holestaznih pacova,
doslo do smanjenja nivoa spermina i spermidina,
moZe se pretpostaviti da je ukupni anti-oksidativni i
anti-apoptoticki kapacitet mozdanog tkiva smanjen i
time se verovatno toksi¢no ostecenje mozga pojaca-
va i produbljuje.

Aplikovanje L-metionina pacovima sa podveza-
nim ductusom choledochusom dovodi do blagog
sniZzenja nivoa putrescina, laganog (statisti¢ki nezna-
cajnog) porasta koliCine spermina i statisticki zna-
¢ajnog porasta nivoa spermidina u tkivu mozga paco-
va u odnosu na Zivotinje sa holestazom kojima nije
aplikovan L-metionin. Dobijeni rezultati se mogu tu-
maciti tako da egzogeno aplikovanje L-metionina ho-

lestaznim pacovima najverovatnije dovodi do poveca-
nja koncentracije ove aminokiseline u cirkulaciji i
njenog posledi¢nog prodora u mozdano tkivo (speci-
ficnim transportnim proteinima). Povecanje nivoa L-
metionina u mozgu holestaznih pacova (tj. njena
aktivna forma — SAM) moze uticati na poveéanu bios-
intezu spermidina i spermina.

Znacajan porast aktivhosti PAO u mozgu ho-
lestaznih pacova mogao bi se objasniti intenzivira-
njem procesa interkonverzije poliamina, u kome PAO
katalizuje reakciju konverzije spermina u spermidin i
spermidina u putrescin. Ovaj acetilazno/oksidazni put
omogucava regulaciju nivoa poliamina i moguénost
njihove dispozicije (25). Za katabolizam spermina/
spermidina u putrescin koji se odvija pomo¢u enzim-
skog sistema SSAT/PAO karakteristi¢no je izdvajanje
toksi¢nih 3-acetaminopropanala i H,O,. Citotoksi¢-
nost 3-aminopropanala je regulisana oticanjem u
akrolein. Toksican H,O, (reaktivna vrsta kiseonika —
ROS) moze da osteti proteine, DNK i lipide, kao i da
pokrene apoptozu. Mnoge studije sugeriSu da je poli-
aminska toksicnost direktna posledica oslobadanja
H,0O, (njegovim katabolizmom) (25).

Promena aktivnosti DAO u serumu i tkivima
Zivotinja i ¢oveka udruZene su sa brojnim patoloskim
stanjima. Zabelezen je pad aktivhosti DAO kod tu-
mora mozga (29). U mozgu holestaznih pacova u
ovoj studiji utvrdeno je da je aktivhost DAO statisticki
znacajno snizena u odnosu na lazno operisane zivo-
tinje. Ovi rezultati se mogu protumaciti tako da se
sniZzenjem aktivnosti DAO u holestazno oste¢enom
mozdanom tkivu smanjuje i nivo katabolizma putres-
cina, ¢ime se povecdava koncentracija ovog poliamina
u mozgu. Povecavanjem nivoa putrescina u mozda-
nom tkivu intenziviraju se i njegovi neuroprotektivni
efekti.

U eksperimentalnoj grupi pacova sa holestazom
kojima je oralno davan L-metionin zapaZzeno je zna-
¢ajno snizenje aktivnosti PAO i poviSenje aktivnosti
DAO u tkivu mozga, u odnosu na holestazne pacove
kojima nije davana ova aminokiselina. Porast aktiv-
nosti DAO u tkivu mozga holestaznih pacova kojima
je aplikovan L-metionin (u odnosu na pacove sa
holestazom) najverovatnije doprinosi blagom sma-
njenju nivoa putrescina. Takode, pad aktivnosti PAO
u ve¢ pomenutoj eksperimentalnoj grupi Zivotinja
moze uticati na smanjenje katabolizma spermina i
spermidina u tkivu mozga (na$i rezultati potvrduju
blagi porast nivoa spermina i spermidina u ovoj grupi
pacova).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi
da oralno davanje L-metionina Zivotinjama sa hole-
stazom sprecCava poremecaj biosinteze i katabolizma
poliamina u mozdanom tkivu. L-metionin se kao neu-
roprotektor moze preporuciti u klinickoj praksi za
terapiju pacijenata sa holestazom.
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METABOLISM OF POLYAMINES IN RATS’ BRAIN
WITH EXTRAHEPATIC CHOLESTASIS
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Summary: The pathogenesis of encephalopathy in cholestasis results from the accumulation of uncon-
jugated bilirubin and hydrophobic bile acids in the brain. Putrescine, spermidine and spermine are endogenous
polyamines essential for cellular growth, proliferation and regeneration. The amino-acid L-methionine is
required for the biosynthesis of polyamines. The aim of the study was to examine the effect of L-methionine in
polyamine metabolism on the cholestatic brain of injured rats. Wistair rats were divided into 3 groups: | — con-
trol, Il - bile duct ligated (BDL) rats, Il - BDL rats treated with L-methionine (50 mg/kg BW). Cholestasis in rats’
brain increases the putrescine level (p<0.001) and decreases spermidine and spermine concentrations
(p<0.05), in relation to controls. The activity of PAO is increased (p<0.001) and activity of DAO is reduced
(p<0.001) in the brain of BDL rats compared with controls. Administration of L-methionine in BDL rats pre-
vents disorders of the biosynthesis and catabolism of polyamines in the brain during cholestasis.

Key words: polyamines, cholestasis, L-methionine, brain
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