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SAZETAK

Neuroinflamacija je vodeéi patogenetski mehanizam mnogih neuroloskih bolesti, u prvom redu onih
iz grupe demijelinizacionih oboljenja kojima pripada multipla skleroza (MS). Skorija istrazivanja potvrduju
bifazicnu patogenezu MS koja pociva na neuroinflamatornim procesima, koji su karakteristika akutnih ataka
bolesti, i na neurodegenerativnim procesima prisutnim u odmaklim fazama bolesti, kada postoje i trajna
neuroloska oste¢enja. U patogenezi MS najznacajnijim se smatra prodor aktivisanih nosilaca nespecifi¢nog i
specificnog imuniteta u tkivo centralnog nervnog sistema (CNS), mada se znacajnom, ali nedovoljno ispitanom,
smatra i uloga medijatora oksidativnog i nitrozativnog stresa, kao i procesi ekscitotoksi¢nosti.

Polazed¢i od malobrojnih i medusobno suprostavljenih rezultata iz skorije sprovedenih istrazivanja koja
su bila posvecena ispitivanju patogenetskih aspekata oksidativnog i nitrozativnhog stresa u neuroinflamaciji, ovo
istrazivanje za opsti cilj postavlja preciznije definisanje uloge i znacaja pomenutih patogenetskih faktora,
ispitivanje njihove medusobne interakcije i korelaciju sa morfoloskim i neuroloskim nalazom u akutnoj fazi
eksperimentalne i klinicke neuroinflamacije.

U cksperimentalnom delu istrazivanja koris¢en je naucno standardizovani model ekperimentalne
neuroinflamacije — akutni model eskperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa (EAE). Zivotinje sa EAE su
tretirane  selektivnim  inhibitorom inducibine azot oksid sintaze (INOS), aminogvanidinom (AG) i
antioksidansom, N-acetil L cisteinom (NAC). Potencijalno protektivna svojstva ovih supstanci testirana su u
odnosu na biohemijske (koncentracija NO2 i NO3;, MDA, GSH, SOD), imunohistohemijske (ekspresija GFAP,
EAAT1, OX42, ED1, iNOS) i neuroloske korelate neuroinflamacije. S druge strane, u klinickom delu
istrazivanja odredivani su parametri nitrozativnog i oksidativnog stresa (NO2 i NOs, MDA, AOPP, SH grupe,
SOD) u hemolizatima, plazmi i likvoru pacijenata koji su imali akutne atake razli¢itih klinickih fenotipova
neuroinflamacije, klinicki izolovani sindrom (KIS) i ranije dijagnostikovanu relapsno remitentnu formu multiple
skleroze (RRMS). Dobijene vrednosti analizitanih biomarkera su korelirane sa radioloskim, klinickim i
paraklinickim korelatima neuroinflamacije.

Rezultati ukazuju na porast intenziteta oksidativnog stresa u akutnoj fazi eksperimentalne
neuroinflamacije izazvane indukovanjem EAE, u svim strukturama CNS-a, i u svim ispitivanim uzorcima u
toku akutnih ataka neuroinflamacije kod KIS i RRMS pacijenata. Stepen dobijenih korelacija izmedu testiranih
parametara oksidativnog stresa i antioksidativnog potencijala, i morfoloskog i neuroloskog nalaza, potvrduju
veliki  patogenetski potencijal koji oksidativni stres ima ne samo u akutnoj fazi eksperimentalne
neuroinflamacije, ve¢ i u akutnim atacima KIS i RRMS. Shodno ocekivanom, uoceno je da je stepen
antioksidativnog potencijala veéi u KIS u odnosu na RRMS pacijente. Medutim stepen oksidativnog ostecenja,
na osnovu vrednosti MDA i AOPP, takode je bio veéi u ovoj grupi pacijenata. Ovo je objasnjeno vecom
opstom reaktivnoséu organizma i CNS KIS pacijenata, kod kojih se prooksidativni procesi aktiviraju radi
ostvarivanja protektivne uloge u ogranicavanju neuroinflamatornih procesa (nekim od poznatih fizioloskih
mehanizama), ali se zbog intenzivnog i nekontrolisanog stvaranja reaktivnih kiseonicnih vrsta (RKYV)
precipitiraju Stetni efekti ovih hemijskih vrsti. Obrnuto, shodno konstantnoj izlozenosti RKV u RRMS, ovi

pacijenti imaju narusen antioksidativni potencijal pra¢en smanjenjem adaptaciono kompenzatorne reaktivnosti
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organizma i CNS, u ¢emu se nalazi direktno objasnjenje za pojavu oksidativhog stresa, i losiji radioloski i
klinicki nalaz ovih pacijenata, $to je dobijenim korelacijama pomenutih parametara i potvrdeno. Rezultati
ukazuju na povecano stvaranje azot monoksida (NO") u uslovima neuroinflamacije, kada NO- ispoljava direktna
ili indirektna Stetna svojstva. Ostecenja CNS u ovim stanjima posredovana su i glutamatergickom
ekscitotoksi¢noséu, s obzirom da se u neuroinflamaciji prekomerno stvara i oslobada i ekscitatorni
neurotransmiter, glutamat, kao posledica aktivacije astrocita koji su takode klju¢ne celijske komponente
neuroinflamatorne kaskade. Rezultati imunohistohemijske analize uzoraka prednjeg mozga EAE Zivotinja
ukazuju na povecanu ekspresiju iNOS i drugih biomatrkera povecane glijalne aktivnosti (GFAP, OX42, ED1)
kao i na postojanje glutamatergicke ekscitotoksicnosti (EAAT1). Primenom inhibitora iNOS, AG, i tiol
suplementacijom koja je ostvarivana primenom NAC, postignut je protektivni efekat u odnosu na biohemijski,
imunohistohemijski i neuroloski nalaz EAE tretiranih Zivotinja. Takode, dobijeni rezultati u klinickom delu
istrazivanja ukazuju na veliki patogenetski potencijal oksidativnog i nitrozativnog stresa u akutnim atacima
neuroinflamacije i razli¢it oksidativni i nitrozativni profil organizma i CNS u razli¢itim klinickim fenotipovima
neuroinflamacije. Dobijene su znacajne korelacije promene koncentracije testiranih parametara i klinickog i
radioloskog nalaza, kao i duzine trajanja tegoba. Ovi nalazi ukazuju da duZe trajanje bolesti i losiji radioloski i
neuroloski skor tesno koreliraju sa manjim antiokisidativnim i antinitrozativhim potencijalom i veéim stepenom
oksidativnog i nitrozativnog ostecenja organizma i CNS. Sli¢ne korelacije dobijene su testiranjem povezanosti
ovde analiziranih parametara i drugih, opstih parametara biolosko-biohemijskog sindroma inflamacije i u KIS i
u RRMS.

Dobijeni rezultati daju bolji uvid u patogenetski znacaj i ulogu oksidativhog i nitrozativnog stresa u
neuroinflamaciji i sugeri$u znacaj uvodenja antioksidativne i antinitrozativne terapije u tretman akutnih ataka
neuroinflamacije. Ovakvim terapijskim pristupom, bolesti u ¢ijoj je osnovi neuroinflamacija, mogle bi se
efikasno kontrolisati u fazi reverzibilnih neuroloskih o$tecenja, ¢ime bi se prevenirale ireverzibilne promene
nervnog tkiva, a i time i akumulacija onesposobljenosti i trajni invaliditet pacijenta. Istovremeno, pojedini
parametri nitrozativnog i oksidativhog stresa mogli bi, u odsustvu idealnih biomarkera neuroinflamacije, biti
surogat biomarkeri za najraniju dijagnostiku, pradenje i procenu intenziteta neuroinflamacije, i njenih
radioloskih i klinickih korelata.

Kljucne reci: oksidativni stres, nitrozativni stres, neuroinflamacija
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SUMMARY

Neuroinflammation is recognised as the leading mechanism in development of many of neurological
diseases, including multiple sclerosis (MS). Recently published papers suggest biphasic MS pathogenesis which
is based on neuroinflammation, which prevails in the early MS phase, and also neurodegeneration, which
predominates in the later stage of the disease, at the time when accumulated neurological disability occurs. The
invasion of central nerve system (CNS) by activated immune cells is established as the main part of disease
initiation, while oxidative and nitrosative stress participation, through their mediators, as well as glutamatergic
excitotoxicity, although recognised as important factors in disease pathophysiology, are still insufficiently tested.

Starting with weak and conflicting results, found in recently performed studies, which have evaluated
oxidative and nitrosative stress participation in neuroinflaimmation, the general aim of the actual investigation
was to more accurately define the role of named factors in acute attacks of experimental and clinical
neuroinflammation, at the same time investigating mutual correlations of those biomarkers with morphological
and neurological characteristic of neuroinflammatory acute attacks.

In the experimental part, the stated model of neuroinflammation — the acute model of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), was used. The EAE animals were treated with selective inhibitor of
inducible nitric oxide synthase (INOS), aminoguanidine (AG), and, also, with antioxidant, N acetyl L cysteine
(NAC). The potential protective effects of those agents were tested according to biochemical (concentration
NO: i NO3;, MDA, GSH, SOD), immunohistochemical (GFAP, EAAT1, OX42, ED1 and iNOS expression)
and neurological characteristics of neuroinflaimmation. On the other side, in the clinical part, the values of
nitrosative and oxidative stress parameters (concentration of NOz i NO;, MDA, AOPP, SH groups, SOD)
were evaluated in hemolysates, plasma and cerebrospinal fluids of patients in acute attacks of different clinical
phenotypes of neuroinflmamation, defined as clinically isolated syndrome of CNS (CIS) and early defined
relapse remitting multiple sclerosis (RRMS). The obtained values of named parameters were correlated with
radiological, clinical and paraclinical findings of neuroinflammation.

The obtained data show increased oxidative stress intensity in all parts of CNS during accute EAE as
well as in all tested media obtained from CIS and RRMS patients during their relapses. The closed correlations
between parameters of oxidative stress and morphological and neurological findings of neuroinflammation
suggest the relevancy of oxidative stress in pathogenesis of accute attacks in both experimental and clinical
neuroinflammation. In compliance with expected, the higher values of antioxidative capacity were
demonstrated in CIS, compared to RRMS patients. However, the higher level of oxidative disorders, based on
obtained values of MDA and AOPP, were also demonstrated in these patients. These results are understood as
the consequences of higher reactive adequacy of the body and CNS, in CIS patients (due to shorter disease
duration). Thus, the prooxidative processes are more pronounced in these patients as an adaptive phemonenon
in suppression of neuroinflammation (through some of the known physiological functions), but due to
intensive, uncontrolled generation of reactive oxygen species (ROS), detrimental effects are accumulated.
Inversely, the general and CNS antioxidative capacity were decreased in RRMS patients due to their continuous

exposition to ROS, which explains oxidative stress intensity and worse radiological and clinical findings, which
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was confirmed by the obtained correlations. The obtained results show increased level of nitric oxide (NO")
during neuroinflammation attacks, when NO- exerts direct or indirect pathological effects on CNS tissues. The
CNS disorders in neuroinflimmation are also mediated by glutamatergic excitotoxicity, caused by increased
level of glutamate as the consequence of astrocytes activation. The increased expression of iNOS, and other
parameters of glial cell activity (GFAP, OX42, ED1) as well as glutamatergic excitotoxicity (EAATT) were
found in imunohistochemical analysis of forebrain section obtained from EAE animals. The protective
biochemical, imunohistochemical and neurological effects were demonstrated after AG administration and
thiol supplementation by NAC. Also, in the clinical part, the oxidative and nitrosative stress importance in the
pathogenesis of acute neuroinflammatory attacks were demonstrated, while both general and CNS oxidative
and nitrosative profile were different in patients with different clinical phenotypes of neuroinflammation. The
significant correlations between tested parameters and clinical and radiological features, as well as disease
duration, were obtained in CIS and RRMS patients. These data suggest the closed correlations between disease
duration and the worse radiological and neurological score, and decreased antioxidative and antinitrosative
profile, as well as increased, general and CNS, oxidative and nitrosative stress. The similar correlations wete
obtained between all tested parameters and other general parameters of biological and biochemical syndrome
of inflammation, in both, CIS and RRMS group.

The obtained results give an advanced insight into the roles and imoprtances of oxidative and
nitrosative stress during neuroinflammation and offer the posibility for antioxidative and antinitrosative
treatments in accute attacks of neuroinflaimmation. In this way, the diseases caused by neuroinflaimmation
might be controlled in early phases whose characteristic is reversibility, at the same time delaying later phases
which are accompanied with irreversible neurological disabilities. Although there are not ideal biomarkers of
neuroinflammation, some of here tested oxidative and nitrosative stress parameters might serve as surogat
biomarkers for the eatliest diagnosis, tracking and assessing neuroinflammation intensity, and its radiological
and clinical correlates.

Key words: oxidative stress, nitrosative stress, neuroinflammation

DOKTORSKA DISERTACIJA



LISTA KORISCENIH SKRACENICA I SIMBOLA

AG — aminogvanidin

AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina
cAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat

CFA - kompletni Frojndov agens

cGMP — cikli¢ni guanozin monofosfat

CNS - centralni nervni sistem

COX - ciklooksigenaza

DB - duzina bolesti

EAAT — ekscitatorni aminokiselinski transporter
EAE — eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis
ED1 — anti-CD68 antitela, marker aktivisanih monocita, makrofaga i mikroglije
EDSS — skala statusa prosirene onesposobljenosti
FR - fizioloski rastvor

Gd-DTPA — gadolinijum heliran sa dietilen-triaminopentacetatom
GFAP — glijalni kiseli fibrilarni protein

GR - glutation reduktaza

GSH — redukovani glutation

GSH-Px — glutation peroksidaza

GSSG — oksidisani glutation

GST - glutation-S-transferaza

H>0O:z - vodonik peroksid

HOCI - hipohlorna kiselina

HS — hiperintenzivni signal

1L - intetleukin

INF- interferon

KG - kontrolna grupa

KIS — klinicki izolovani sindrom CNS

KM - ki¢mena mozdina

KMB — krv-mozak barijera

MAG - mijelin asocirani glikoprotein

MBP - mijelin bazni protein

MDA — malondialdehid
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MM — mali mozak

MMP — matriks metaloproteinaza

MOG - mijelin oligodendrocitni glikoprotein
MR — magnetna rezonanca

MS — multipla skleroza

NAC — N-acetil L cistein

NADPH — nikotiamid adenin dinukleotid fosfat
NFkB - nukelarni transkripcioni faktor

NO: —azot monoksid

NO; i NOj — nitriti i nitrati

NOS (nNOS, iNOS, eNOS) — azot oksid sintaza (neuronalna, inducibilna, endotelna)
Oz - superoksidni anjon

OKT - oligoklonalne trake

ONOO - peroksinitrit

0OX42 - anti-CD11b antitela, marker aktivisanih monocita, dendritskih ¢elija i mikroglije
PLP - proteolipid protein

RAV - reaktivne azotne vrste

RKYV - reaktivne kiseoni¢ne vrste

RRMS — relapsno remitentna multipla skleroza
RSNO - nitrozotioli

SH — tiolne grupe

SOD - superoksid dizmutaza

TGF - faktor rasta tumora

TNF — faktor nekroze tumora

VM — veliki mozak
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1.1. INFLAMACIJA

1.1.1. Patofizioloski aspekti inflamacije

Inflamacija je adaptaciono kompenzatorna reakcija tkiva ili organizma u celosti koja nastaje
kao odgovor na potencijalno ili realno narusavanje njegove homeostaze. Najcesée je uzrok
inflamacije infektivni ili neinfektivni agens, odnosno trauma (Witte i sar. 2010). Patofizioloski,
inflamacija podrazumeva kaskadu metabolickih, Celijskih i vaskularnih promena koje za cilj imaju
lokalizaciju i neutralizaciju dejstva patogenog agensa i stvaranje uslova za ozdravljenje tkiva (Tracey,
2002). U najranijem odgovoru na dejstvo patogenog agensa aktivira se monocitno-makrofagni sistem
sa ciljem fagocitovanja uzro¢nika ostecenja ili prezentacije njegovih antigena specificnom imunitetu,
zajedno sa molekulima glavnog kompleksa histokompatibilnosti (HLA) domacina. Ovaj proteinski
kompleks ima klju¢nu ulogu u prepoznavanju antigena vlastitog tkiva (Witko-Sarsat 1 sar. 2000). U
svim inflamatornim procesima intenzivno se stvaraju i oslobadaju proinflamatorni medijatori kao $to
su faktor nekroze tumora (TNF-alfa), interleukini (IL) 1 i 6, leukotrieni, razli¢iti adhezioni molekuli,
vazoaktivni medijatori 1 reaktivne kiseoni¢ne vrste (RKV) (Szelényi, 2001; Ek i sar. 2001). Vodecu
patogenentsku ulogu u procesu inflamacije ima i sistem komplementa, set serumskih proteina, koji se
u patoloskim uslovima grupisu na Celijskoj membrani i na taj nacin deluju kao hemoatraktanti za
monocite mikrocirkulatornog korita, premda oni mogu dovesti 1 do direktnog ostecenja Celijske
membrane. Na taj nacin dolazi do masivnog influksa jona Ca u oste¢enu Celiju, ¢ime se pokreée dalji
mehanizam njenog osteéenja (Griffin, 2006). Komponente komplementa se mogu aktivisati na dva
razlicita nacina, klasicnim 1 alternativnim putem. Klasi¢ni nacin aktivacije se pokreée kompleksom
antitela i antigena koji se stvori na Celijskoj membrani, dok alternativni put otpocinje spontano, na
povrsini Celija stranih organizmu. Na ovaj nacin nastaju i sporedni produkti koji se takode smatraju
znacajnom patogenetskom karikom inflamacije, s obzirom da doprinose njenom daljem razvoju time

sto dovode do vazodilatacije 1 priliva novih monocita iz cirkulisuce krvi (Rivest, 2009).

Inflamacija predstavlja slozeni patogenetski proces koji je orkestriran nizom citokina -
solubilnih medijatora koje lu¢e makrofagi i nosioci specificnog imuniteta (Fetler i Amigorena, 2005).
Svoj efekat na tok i ishod inflamatorne reakcije citokini ostvaruju direktnim ostecenjem ciljne Celije,
ili posredno, modulacijom aktivnosti imunoloski kompetentnih ¢elija (Block i Hong, 2005; Mrak i
Griffin, 2005). Cilj svih metabolickih, celijskih i vaskularnih promena u inflamaciji jeste formiranje
njenog ,,ognjista” kojim se promena u osteCenom tkivu lokalizuje, ¢ime se onemogucava njeno dalje
sirenje. U stanjima kada je priroda etioloskog faktora takva da nije moguce dejstvom prve linije

imunoloske odbrane, monocitno-makrofagnog sistema, lokalizovati ostecenje, kao i onda kada
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ekstenzivnost inflamacijskih promena prevazilazi kapacitete nespecificne odbrane organizma, dolazi

do aktivisanja nosilaca specificnog imuniteta (Tansey i Wyss-Coray, 2008).

Celijski imunitet se aktivise posredstvom antigen prezentujuéih éelija. Rezultat te aktivacije je
kontrolisano umnozavanje T limfocita i njihovo dopremanje do prezentovanih antigena kako bi se
neutralisao njihov patogeni uticaj. Efekat Celijskog imuniteta zavisi od broja aktivisanih celija i
direktno je uslovljen imunobioloskom kompetencijom organizma (Wyss-Coray i Mucke, 2002; Bailey
i sar. 2000). Postoje razliciti tipovi T limfocita: citotoksi¢ni, limfociti pomocnici i supresorski.
Citotoksic¢ni T limfociti direktno deluju na éelije sa ciljnim antigenom i na taj nacin dovode do njenog
ostecenja. Postoji vise subpopulacija T limfocita pomoénika, od kojih su najvise izucavani Thl tip
koji uglavnom aktivie makrofagni sistem kako bi se pojacao T limfocitni odgovor, i Th2 éelije koje
pomazu pokretanje biosinteze antitela posredstvom direktne aktivacije B limfocta. Supresorski T
limfociti supresijom imunobioloske aktivnosti ostvaruju efekat kontrole imunoloskog odgovora u
celosti 1 na taj nacin regulisu intenzitet inflamatorne reakcije (Popovich i Longbrake, 2008). S druge
strane, aktivisani B limfociti stvaraju imunoglobuline, koji svojim slobodnim domenom mogu
vezivati epitope patogenog agensa, dok se drugim vezujuéim domenom spajaju sa efektornim
Celijama, 1 na taj nacin pokreéu neki od opisanih puteva inflamatorne kaskade. Aktivisanje i
umnozavanje B limfocita 1 stvaranje antitela, slicno kao i kod ¢elijskog imunog odgovora, postaje
vodedi patogenentski mehanizam u zavisnosti od koncentracije citokinog stimulusa, §to je direktno

uslovljeno intenzitetom inflamatornog procesa (Bailey i sar. 2000).

Opisani mehanizmi toka 1 promocije infamatornog odgovora organizma najce$ée su
pokrenuti endogenim ili egzogenim patogenim agensom razlicite prirode 1 odvijaju se kao stereotipna,
lokalna, inflamatorna, kaskadna reakcija, za $ta je neophodna fizioloski konzistentna
imunokompetenost organizma. U svim stanjima kada je imunobiolosko stanje organizma naruseno, u
slucaju imunodeficijencije, hipersenzitivnosti ili gubitka imunoloske tolerancije prema sopstvenim
antigenima, intenzitet, tok i ishod inflamatorne reakcije su u velikoj meri izmenjeni (Crutcher i sar.

2000).
1.1.2. Inflamacija i centralni nervni sistem

Centralni nervni sistem (CNS) predstavlja izuzetno osetljivo tkivo koje ima mali kapacitet
regeneracije (Ames, 2000). Zbog te cinjenice, reakcije inflamacije, koje su patofizioloska osnova
gotovo svih vrsta ostecenja CNS, bez obzira na etiologiju, za posledicu imaju ostecenje nervnog tkiva

razlicitog stepena ispoljenosti i reverzibilnosti (Galea i sar. 2007).
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Tkivo CNS predstavlja ,imunoloski privilegovan” deo organizma zbog postojanja krv-
mozak barijere (KMB) i odsustva limfnog sistema. Krv-mozak barijera predstavlja fizicku i
transportnu barijeru za toksi¢ne materije i Celije koje bi mogle invadirati CNS (Abbott i sar. 2000;
Bailey i sar. 20006). Ona je sastavljena od dve bioloske barijere. Prvu formiraju tesni spojevi
endotelijalnih éelija mozdane mikrocirkulacije, ona sadrzi mnogobrojne efluks pumpe, koje eliminisu
toksi¢ne i raspadne metabolicke produkte iz CNS u sistemsku cirkulaciju. Druga se sastoji od bazalne
membrane 1 astrocitnih produzetaka koji ¢ine tzv. glijalnu membranu. Iz ovih razloga, invazija
citkuliSsuc¢ih ¢elija u CNS odvija se kroz dva odvojena procesa: 1) transendotelijalnu migraciju u
perivaskularni prostor, a potom i 2) infiltraciju parenhima CNS prolaskom kroz glijalnu membranu
(Owens 1 sar. 2008). Ova dva procesa su nezavisno regulisana tako da cirkuliSuce celije mogu
migrirati samo u perivaskularni prostor bez moguénosti prolaska u parenhim CNS, ukoliko je glijalna

membrana morfoloski i funkcionalno intaktna (Chan i sar. 2007).
antitela i komplement fagocitoza

. v -

monocit

ey et %L

T

:

T

mikroglija makrofag prezentacija Ag

Slika 1. Uloga makrofaga u patogenezi neuroinflamacije i demijelinizacije

Imunoloski kompetentne celije prisutne u CNS u fizioloskim uslovima su éelije mikroglije.
One predstavljaju rezidentnu Celijsku populaciju CNS. Pretpostavka je da nastaju transformacijom
cirkuliSu¢ih monocita i ¢éelija mijeloidne loze koji koloniziju CNS u toku njegovog embrionalnog i
ranog neonatalnog razvoja (Block i Hong, 2005; Mrak i Griffin, 2005). U fizioloskim uslovima,
mikroglija formira razgranatu mrezu dugih Celijskih produzetaka sa relativnho malim Celijskim telom.
U patoloskim uslovima, nakon aktivacije, mikroglija se transformise u fagocitni ¢elijski fenotip usled
¢ega se formiraju mnogobrojni ameboidni protoplazmatski produzeci nalik onim koje obrazuju
aktivisani makrofagi (Ladeby i sar. 2005) (Slika 1). Sem toga, aktivisana mikroglija stvara i sekretuje
razlicite proinflamatorne citokine, hemokine, RKV 1 azot monoksid (NO), posredstvom kojih
ostvaruje komunikaciju sa drugim éelijama CNS (Dheen i sar. 2007). Na ovaj nacin, dolazi do

aktivisanja i astrocita ¢ime se ostecuje KMB i omogucava invazija cirkuklisu¢ih leukocita u CNS
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(Garden i Moller, 2006). Dakle, pokretanje neuroinflamacije predvodeno je aktivacijom mikroglije,
dok je sama propagacija neuroinflamacije uzrokovana aktivacijom drugih glijalnih ¢elija koje stvaraju
RKV, NO- i druge hemokine (Dheen i sar. 2007). U perivaskularnom prostoru CNS, fizioloski
postoji 1 tzv. subpopulacija neaktivnih makrofaga koji u patoloskom stanju vrse ulogu antigen
prezentujudih Celija i na taj nacin aktiviSu specifi¢ni imuni sistem (Fabriek i sar. 2005). Pored ovih
¢elija, za imunolosku zastitu CNS zaduzeni su i retki T limfociti koji transendotelijalnom migracijom,
posredstvom adhezionih molekula prisutnih na povrsini endotelnih éelija kapilara, ulaze u parenhim
CNS, ali u odsustvu antigena i/ili autoimune patologije ne pokre¢u imunoloske procese (Rivest,

2009).

Proces inflamacije se pokrece jedino u stanju kada je povecan broj monocita i aktivisanih T
limfocita, dopremljenih u CNS iz sistemske cirkulacije, kada je njihov transendotelijalni transport
olaksan i ubrzan, kao i u stanju kada u CNS postoje antigeni na koji su, posredstvom antigen
prezentujucih Celija, T limfociti senzibilisani (Kivisakk i sar. 2009). Jednom kada inflamatorni proces
otpocne u CNS, on se u daljem toku svoje propagacije odvija kao u bilo kom drugom organu.
Povecano se stvaraju molekulski glasnici koji privlace monocite 1 limfocite, mikroglija se umnozava,

pokrece se aktivacija sistema komplementa i stvaraju se antitela (Fetler i Amigorena, 2005).

Imunoloska zasti¢enost CNS je smanjena u nekim njegovim delovima kao $to su parenhim,
komore i mozdane ovojnice, te ovi delovi mogu biti mesto inflamatorne reakcije nalik onoj koja se
javlja u drugim organima (Galea i sar. 2007; Frischer i sar. 2009). S druge strane, mozdana kora je
manje pogodni supstrat za leukocitnu infiltraciju u poredenju sa belom masom i ki¢menom
mozdinom (Schnell i sar. 1999). Postojanje razlicite regionalne osetljivosti na inflamaciju u CNS
moglo bi biti posledica razlic¢ite histoloske grade, s obzirom da, mozdana kora sadrzi na milione
neuronskih tela i sinapsi, koji pojacavajuéi KMB na necki nacin ostvaruju imunosupresivni efekat
(Ponomarev i sar. 2005). Ove bioloske osobenosti predstavljaju prilog razumevanju postojanja

predilekcionih mesta za pojavu inflamacije u CNS.

NaruSavanjem KMB, koje u razlicitom stepenu ispoljenosti postoji u svim
neuroinflamatornim procesima, predstavlja klju¢ni mehanizam kojim se ,,zasticeno” tkivo CNS izlaze
dejstvu aktivisanih nosilaca urodenog i steCenog imuniteta. Stoga, odredivanjem odnosa koncentracije
albumina u likvoru i serumu, 1 magnetno rezonantnim pregledom CNS sa paramagnetnim sredstvom
kakav je gadolinijum, heliran sa dietilen-triaminopentacetatom (Gd-DTPA) u formi dimeglumenske
soli, koji prodire u CNS jedino ako je doslo do oste¢enja KMB, ima znacajnu ulogu u proceni tezine
oste¢enja KMB 1 proceni intenziteta neuroinflamatornog procesa (Noseworthy i sar. 2000; Hafler,

2004).
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1.1.3. Inflamacija kao vodeci patogenetski mehanizam bolesti CNS

Bez obzira na veliku razlicitost etioloskih faktora, gotovo sve neuroloske bolesti u svojoj
patogenezi imaju neuroinflamaciju kao vodeéi mehanizam nastanka i razvoja bolesti odnosno njene
klinicke prezentacije (Griffin, 2000). Asepticna (a retko i septi¢na) inflamacija je patofizioloska
osnova cerebrovaskularnih bolesti, ishemijske i/ili hemoragijske geneze, konvulzivnih manifestacija,
glavobolja, bolesti motornog neurona, demijelinizacionih i neurodegenerativnih bolesti (Kruger 1 sar.
2000; Remarque 1 sar. 2001; Yin i sar. 2008; Flynn i sar. 2008; Brea i sar. 2009; Sims i Muyderman,
2010).

vees

supstrat samo demijelinizacija, uslovljena neuroinflamacijom (Hafler, 2004), relativho novija
istrazivanja ukazuju na postojanje i neurodegenerativnih promena u CNS obolelih od ove bolesti (van
Horssen i sar. 2011). Neurodegenerativne promene su uglavnom prisutne u odmaklim fazama bolesti.
Brojna istrazivanja su sprovedena sa ciljem procene i potvrdivanja uloge neuroinflamacije u
patogenezi multiple skleroze (Dutta i sar. 2006; Han i sar. 2008; Frischer i sar. 2009), ali je malo onih
¢iji rezultati dalju preciznije podatke o ulozi i znacaju neuroinflamacije u odnosu na klinicke i
paraklinicke korelate bolesti (npr. radioloski nalaz). Za potrebe ovih istrazivanja u ekperimentalnim

uslovima kori$¢éeni su razliciti modeli eksperimetalne demijelinizacije (Baxter, 2007; Pahan, 2010).

1.1.3.1. Multipla skleroza
1.1.3.1.1. Epidemiologija

Multipla skleroza je hroni¢na, inflamatorna, imunski posredovana bolest CNS koju
karakteriSe postojanje neuroinflamacije i demijelinizacije ali i pojava degenerativnih promena aksona
(Waxsman, 2005; Vartanian, 2008). Multipla skleroza se smatra najceséim netraumatskim
onesposobljavajuéim neuroloskim oboljenjem od koga u svetu boluje preko 2.5 miliona ljudi starijih
od 18 godina sa pikom oboljavanja izmedu 25 i 35 godine zivota (Coote i sar. 2013). Nakon ovog
perioda ucestalost oboljevanja opada, pa se bolest smatra retkom posle 50 godine (Milo i Kahana,
2010). Procenjuje se da u Evropi vise od 500000 ljudi boluje od MS (Kingwell i sar. 2013).
Procenjena stopa incidencije oboljevanja iznosi 3,6/100000 Zena odnosno 2.0/100000 muskaraca.
Stopa incidencije registrovana u nasoj zemlji (na teritoriji Beograda) iznosi 2 nova slucaja na 100000
stanovnika (Kisic Tepavcevic i sar. 2013). U proseku se bolest javlja 2 godine ranije kod Zena u
odnosu na muskarce. Ucestalost MS smatra se retko stabilnom, tj. broj obolelih raste u funkciji
vremena. U regionima sa umerenom klimom incidencija i prevalencija MS rastu sa porastom
geografske Sirine (Pugliatti i sar. 2006). Analiza prevalencije MS u Evropi za oba pola iznosi

79/100000 stanovnika, pri ¢emu Srbija spada u red zemalja sa prevalencijom izmedu 41,5 i
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60/100000 stanovnika. Najvisa stopa MS je na Skandinavkom poluostrvu (preko 150/100000), dok
je najniza u Evropi, na Malti (0-34/100000) (Kingwell i sar. 2013).

Multipla skleroza je ¢e$¢a kod osoba bele rase u odnosu na pripadnike drugih rasa (Pugliatti i
sar. 2006). Procenjena stopa prevalence MS na prostoru Afrike je od 0,22 do 25/100000 stanovnika
(Rosati, 2001). Oko 60% obolelih ostaje bez mogucénosti kretanja posle 20 godina od pocetka bolesti.
Ocekivano, mortalitetna stopa obolelih od MS, visa je u ovoj populaciji u odnosu na opstu
populaciju, i ima tendenciju opadanja sa vtemenom (Pekmezovi¢ i sat. 2002). Pokazano je skracenje
ocekivane duzine zivota obolelih od MS, dok medijana prezivljavanja od pocetka bolesti varira
izmedu 27 i 45 godina. Broj godina izgubljenog Zivota iznosi od 5 do 10 godina (Kurtzke, 2005).
Multipla skleroza ima ogroman uticaj na socijalno funkcionisanje obolelog i blagostanje njegove
porodice (Vartanian, 2008). Zbog ranog gubitka radne sposobnosti ekonomske posledice koje iz toga

proizilaze su velike.
1.1.3.1.2. Patofiziologija multiple skleroze

Bez obzira na veliki broj istrazivanja koja postavljaju za cilj definisanje etioloske osnove ovog
oboljelja, etiologija MS je do danas nepoznata. Multipla skleroza predstavlja kompleksno oboljenje u
¢ijoj je patofizilogiji dokazana povezanost genetskih i epigenetskih faktora (Marrie, 2004; Ascherio,
2007a, 2007b). Jasno je definisan genetski rizik, koji podrazumeva sadejstvo vise polimorfnih gena, za
haplotip DRB1 1501, DRB5 0101 1 DQB1 062 koji pripadaju HLA regionu II klase. Pored ovih, za
jos oko 50 gena van HLA regiona pokazana je umerena udruzenost sa celokupnim rizikom za pojavu
bolesti (Dincic, 2006). Pored genetskih, znac¢ajnim se smatra i efekat faktora rizika iz okruzenja kao
§to su niska izlozenost suncu, hipovitaminoza D, infekcija Epstein Barrovim virusom i pusenje
cigareta (Ascherio i Munger, 2008; Milo i Kahana, 2010). Cinjenica je da ni jedan od pomenutih
faktora koji su u studijama izdvojeni kao rizi¢ni za pojavu bolesti, nema efekat ni neophodnog, ni
dovoljnog, da bi u sadejstvu sa genetskim fakorima doveo do pojave bolesti (Hohlfeld, 2009;
Oksenberg i Baranzini, 2010).

Iako etiologija nije rasvetljena, patogeneza bolesti unekoliko je jasnija. Tacku preseka svih
pretpostavljenih etioloskih faktora ¢ini neuroinflamacija. Preciznije definisanje njenog znacaja i uloge
u pojavi i razvoju bolesti, od sustinskog je znacaja za razumevanje klinicke prirode i otkrivanje
efikasnijih terapijskih opcija. Neuroinflamacija je vodedi patogenetski mehanizam u razvoju MS. Ona
dovodi do o$tecenja mijelinskog omotaca i uzrokuje demijelinizaciju usled ¢ega se narusava provodna
sposobnost nervnih vlakana u CNS. U odmaklim fazama bolesti narusava se 1 integritet aksona pa
dolazi 1 do pojave neurodegeneracije (Barnett 1 sar. 2006; Gold i Wolinsky, 2011). U kojoj ¢e meri

ovo oStecenje biti klinicki manifestno zavisi od stepena o$tecenja mijelina, naruSavanja tzv.
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sigurnosnog faktora provodenja i elokventnosti zahvacene zone tj. mesta u CNS na kojem se
ostecenje desilo. Ukoliko postoji samo demijelinizaciono ostecenje fiziologija provodenja ée biti
narusena, ali ¢e usled postojanja transmembranskog provodenja ono ipak biti moguée iako je
najcesce jako otezano (Craner i sar. 2004). Stoga, demijelinizaciona oStecenja ne moraju nuzno biti
funkcionalno znacajna, dok je kod aksonskih o$tec¢enja usled potpunog odsustva provodenja klinicka

manifestacija uvek prisutna (Mahad i sar. 2009).

Mijeliniski omota¢ nastaje kao produkt aktivnosti oligodendrocita u CNS, odnosno Svanovih
¢elija u perifernom nervnom sistemu. Bioloski znacaj mijelina ogleda se u njegovom izolatorskom
svojstvu koje ¢ini da se provodenje naglo nastale promene mirovnog membranskog potencijala tj.
generisanog akcionog potencijala, kroz nervno vlakno, od ili ka telu nervne celije, vrsi brze i to od
jednog do drugog Ranvijerovog suzenja (Vartanian, 2008). Ova suzenja su mesta na nervnom vlaknu

na kojima nema mijelinskih omotaca. Ovakav nacin provodenja poznat je kao skokovito provodenje.

U odnosu na prisustvo mijelina tj. brzinu provodenja impulsa kroz nervno vlakno sva nervna
vlakna podeljena su na mijelinizirana i ona koja nisu mijelinizirana. U prvoj grupi postoji podela na
btrza (provode brzinom vecom od 30 m/s), i spora (provode brzinom manjoj od 30 m/s). Duz
nervnih vlakana postoji razlicita distribucija jonskih kanala, u prvom redu Na kanala, koji su glavni
elektrofizioloski supstrat provodenja i ¢ija je aktivacija pokreta¢ procesa depolarizacije. Oni su
uglavnom skoncentrisani na mestu Ranvijerovih suzenja (Morrison i sar. 2013). S druge strane, K
kanali znacajni su za proces repolarizacije i oni su u veem broju prisutni duz internodalne
membrane. U demijelinizaciji usled ostecenja internodalnog mijelina, i na taj nacin usporavanja
skokovitog provodenja impulsa duz nervnog vlakna, dolazi do produzavanja internodalnog
provodenja i smanjivanja brzine provodenja, §to moze biti i viSe desetina puta manje od fizioloski
uobicajene brzine (Krishnan i Kiernan, 2013). Dakle, klinicka manifestacija demijelinizacije nastaje
kao posledica smanjene frekvence impulsa koji u CNS stizu ili se iz njega na periferiju otpremaju,
usled tzv. rasprsivanja signala, zbog ¢ega se gubi sinhronizacija na sinapsama koja je bitna za proces
propagacije akcionog potencijala (Morrison i sar. 2013). Ukoliko se ove promene desavaju u tzv.
neelokventnim zonama CNS, one ne moraju biti klinicki relevantne, tj. predstavljaju #be lezije
(Vartanian, 2008). Sve opisane promene mogu imati i intermitentni karakter, kada stepen osteéenja
nervnih vlakana nije veliki, i kada se, usled nemoguénosti provodenja brzih serija nervnih impulsa
javlja klinicka prezentacija demijelinizacije u stanjima nakon delovanja nekih deklansirajuéih faktora,
npr. zamora, porasta telesne temperature, promene jonske homeostaze itd. Ovo je patofiziolosko

objasnjenje za postojanje tzv. Uhthoffovog fenomena (Frohman i sar. 2013).
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U propagaciji procesa osteCenja provodenja znacajnom se smatra i neposredna uloga
biohumoralnih faktora, cirkulisucih leukocita i antitela (Bachmann i sar. 2006). Paralelno sa opisanim
procesom demijelinizacije desava se 1 porast broja Na kanala na internodalnim sekvencama
demijeliniziranog nervnog vlakna, $to predstavlja adaptacioni proces u smeru popravljanja
provodenja demijeliniziranog vlakna (Kieseier i sar. 2002). Regeneracijom oligodendrocita ili
njihovom transformacijom od preostalih prekursornih Celija desava se proces remijelinizacije. Sa
napredovanjem bolesti ovaj proces zaostaje za vode¢om demijelinizacijom usled cega se povecava
neuroloska onesposobljenost pacijenta (Griffin, 2006). Usled neuskladenosti ova dva suprotstavljena
procesa zbog napredovanja procesa demijelinizacije, u klinickoj slici se pored ocekivanih ispadnih
fenomena mogu javiti i pozitivni i paroksizmalni fenomeni koji su posledica spontane ektopicne
ekscitacije, mehanicke ekscitacije, autoekscitacije 1 efapticke ekscitacije (Bo i sar. 2013). Ovo je
patofiziolosko objasnjenje za pojavu parestezija koje se Sire niz kicmenu mozdinu, u noge i u ruke pri

fleksiji vrata kod obolelih od MS, $to je poznato kao Lhbermittor fenomen.

U opisima morfoloskih promena u CNS obolelih od MS, pored gubitka mijelinskog omotaca
i aksona, uocena je inflamatorna reakcija okolnog nervnog tkiva, perivaskularne lokalizacije sa obiljem
limfocita i makrofaga (Ransohoff i sar. 2003). Uoceni makrofagi sadrzali su u velikoj koli¢ini raspadne
produkte mijelina, delimi¢no fagocitovane u intracitoplazmatskom prostoru ovih éelija (Ley i sar.
2007). lako je znacaj neurodegeneracije u patogenezi MS relativno novijeg datuma, ovi opisi ukazuju
takode, 1 na prisustvo odredenog stepena ostecenja aksona, i to ¢ak kod lezija u ranoj fazi MS
(Frischer i sar. 2009). U demijelinizacionim lezijama je uoceno postojanje antimijelinskih antitela,
komponenti komplementa i razli¢itih biohumoralnih faktora. Pored inflamatornog infiltrata, akutne
lezije karakterisala je velika aktivnost astrocita 1 mikroglije, uz kompenzatornu aktivaciju oc¢uvanih
oligodendrocita, dok se kod starijih lezija u manjem procentu nalazio makrofagni infiltrat tj.
neuroinflamacija, dok je astrocitoglioza bila dominantnija i to na rac¢un potiskivanja oligodendrocita
(Trapp i Nave, 2008). Cinjenica je, da je u patogenezi MS, tesko identifikovati moment kada se
neuroinflamacija kao vodedi mehanizam bolesti smenjuje astrocitogliozom i narusavanjem integriteta
aksona. Ove promene primarno se javljaju u beloj masi, i to blize granici sa sivom masom (Frischer i

sar. 2009).
1.1.3.1.3. Patomorfoloske osnove multiple skleroze

Histopatoloskom analizom demijelinizacionih lezija, procenom njihove veli¢ine, stepena
gubitka proteina i mijelina, oste¢enja oligodendrocita i imunopatoloskog profila Celijskog infiltrata,

sve demijelinizacione lezije razvrstane su u 4 osnovna tipa. lako je prisustvo tzv. mesovitog fenotipa
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moguce kod jednog bolesnika, ipak u svakom pojedinacnom slucaju preovladava samo jedan od ovih

tipova predominantno.

Tip I 1 II karakteriSu se perivaskularnim gubitkom mijelina sa predominacijom T Celijskog
infiltrata i makrofaga, dok su oligodendrociti relativno oc¢uvani, usled ¢ega u ovom tipu lezija postoji
zavidan proces remijelinizacije. Tip II se jo§ karakteriSe i prisustvom imunoglobulina G i aktivisanog
komplementa na mestima ostecenja mijelina (Henderson i sar. 2009). Ova dva tipa demijelinizacije su
najéeséa. Oni su dokazani u ecksperimentalnoj demijelinizaciji, virusnom i autoimunom

encefalomijelitisu (Lassmann i sar. 2007; Mix i sar. 2010).

Tip III i IV demijelinizacionih lezija nema predilekciju ka perivaskularnom prostoru. Oba
fenotipa se karakterisu prisustvom T Celijskog i makrofagnog infiltrata. Za razliku od prva dva tipa
ovde dominira apoptotska i nekrobioticka smrt oligodendrocita sa neznatno prisutnim procesom
remijelinizacije. Tip III karakteriSe predominantno gubitak mijelin asociranog glikoproteina (MAG),
dok se tip IV ne karakteriSe gubitkom pojedina¢nih proteinskih molekula. Takode, u ova dva
fenotipa ne postoji udruzenost sa imunoglobulinom G niti aktivisanim sistemom komplementa, §to
sugeriSe primarno oligodendropatski profil ostecenja, koji je u osnovi demijelinizacije (Lassmann i

sar. 2007; Haider i sar. 2011).

Znacaj poznavanja histopatoloskih razli¢itosti znacajan je za razumevanje patofiziologije MS,
jer je izvesno da u razli¢itim klinickim fenotipovima bolesti nije re¢ o istom patogenetskom konceptu.
Najcesce se od svih histopatoloskih fenotipova sreée tip 11, a potom tip 11l pa tip 11 IV. Tip I 1 II
karakteristi¢ni su za akutnu MS, dok se II tip uglavnom zapaza kod pacijenata sa kratkim trajanjem
bolesti. Obrazac IV je najredi, on je predominantno prisutan kod pacijenata sa primarno progresivom

formom bolesti (Sakuma i sar. 2004; Henderson i sar. 2009; Haider i sar. 2011).

Inflamatorna reakcija u MS pokrenuta je monocitno-makrofagnom aktivacijom sa
posredovanjem T ¢elijskog imuniteta, ali je znacajan 1 upliv autoantitela (Agace, 2006; Magliozzi 1 sar.
2007). Kao potencijalni autoantigeni navode se mijelin bazni protein (MBP), proteolipid protein
(PLP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein (MOG), mijelin asocirani glikoprotein (MAG) i protein S
100 beta (Kaushansky i sar. 2010). Oslobadanje proteinaza u procesu aktivacije efektornih Celija
neuroinflamatorne kaskade smatra se neposrednim razlogom za pokretanje procesa demijelinizacije.
Razli¢iti toksi¢ni produkti koji se oslobadaju u ovom procesu su takode znacajni za mehanizam daljeg
razvoja demijelinizacije (Fletcher i sar. 2010). Senzibilisanje T limfocita na periferiji nekim od
pretpostavljenih faktora rizika, koji ispoljavaju bilosku mimikriju sa potencijalnim antigenima CNS,
smatra se klju¢nim u procesu pokretanja neuroinflamatornih reakcija (Carson i sar. 2006). Uporedo sa

procesom demijelinizacije, u najéeséim patomorfoloskim fenotipovima MS (tip I i II), dolazi do
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aktivacije 1 procesa remijelinizacije. Ovaj proces direktno zavisi od stepena ocuvanosti tj. gubitka
oligodendrocita i njihovih prekursora, od koncentracije inhibitornih molekula stvorenih u
neuroinflamaciji, od stepena astrocitoglioze i stepena receptivnosti ostecenih aksona na dejstvo

stimuliSucih biohumoralnih faktora (Frischer i sar. 2009).
1.1.3.1.4. Klinicke manifestacije multiple skleroze

Pojava klinickih simtptoma 1 znakova u akutnom ataku bolesti je posledica ostecenja mijelina
i bloka u provodenju nervnog impulsa. Tezina i duzina akutnog ataka bolesti je direktno uslovljena
odnosom procesa demijelinizacije i remijelinizacije (McFarland i Martin, 2007). Stoga bi preveniranje
i ublazavanje procesa demijelinizacije paralelno sa stimulacijom procesa remijelinizacije moglo biti

terapijski imperativ u prevenciji i tretmanu akutnih ataka MS.

Ranije se mislilo da je ostecenje aksona u MS uglavnom karakteristika odmaklih faza bolesti,
iako je u nekim studijama, postojanje aksonskog osteéenja pronadeno kao jedan od najranijih
biomarkera MS (Ferguson i sar. 1997). Rano aksonsko ostecenje nastaje kao posledica intenzivne
neuroinflamacije, dok se u kasnijim fazama bolesti ono javlja kao posledica visestrukih subletalnih
ostecenja koja zaostaju iz prethodnih neuroinflamatornih ataka (Dutta i sar. 2006; Higgins i sar.
2010). U kasnijim fazama bolesti izostaje trofic¢ki uticaj oligodendrocita na neurone usled direktnog
ostecena oligodendrocita, javlja se blok provodenja i povecanje vulnerabilnosti demijeliniziranog
aksona (Kieseier i sar. 2002). Progresivna onesposobljenost obolelih od MS nastaje kao posledica
aksonalnog ostecenja nekim od opisanih mehanizama usled ¢ega dolazi do gubitka nervnog tkiva u
MS lezijama ili Wallerove degeneracije ostecenih nerava, a dalje i do mozdane atrofije koja se javlja
vremenom (Bermel i Bakshi, 2006). U prilog tome ide i nalaz da se sa progresijom bolesti povecava
indeks atrofije mozga i kicmene mozdine (Popescu i sar. 2013), do 1% godisnje, $to se smatra
korisnim prediktorom za procenu evolucije relapsne forme ka progresivnim oblicima MS. Cinjenica
da i u fazi neurodegeneracije postoje neuroinflamatorni procesi, ukazuju da bi neuroinflamacija
mogla biti ciljno mesto za primenu potencijalne neuroprotektivne terapije kojom bi se moglo odloziti

ili makar usporiti napredovanje ireverzibilnih promena CNS.

Ostecenje nervnog tkiva u MS je mesovitog fenotipa, prisutni su i apoptoza i nekroza.
Programirano izumiranje neurona, oligodendrocita i aktivisanih leukocita moglo bi se smatrati u
izvesnom smislu i kompenzatornom reakcijom CNS, koja nastaje u odgovoru na dejstvo
neuroinflamacije (Izikson 1 sar. 2002). Sve je vise rezultata koji ukazuju da je progresivna
onesposobljenost oboleih od MS, bez aktivnih lezija na MR pregledu CNS, ipak udruzena sa
procesom intenzivnog programiranog odumiranja éelija CNS (Zhang i sar. 2013). U pokretanju ovog

procesa klju¢nim se smatraju upravo neuronflamatorni procesi koji narusavaju integritet neurona i
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menjaju njegovu mikrookolinu, ¢ime se nervno tkivo ¢ini vulnerabilnim, te se aktivira apoptoza kao

vid prevencije daljeg oste¢enja CNS (Herold i Reichardt, 2013).

Klinicke manifestacije MS su toliko raznovrsne da je gotovo svaki neuroloski simptom ili
znak, opisan u njenoj klinickoj prezentaciji. Oni se javljaju kao posledica osteenja mijelinskog
omotaca i narusavanja funkcionalnog, a u kasnijom evoluciji bolesti 1 morfoloskog integriteta nervne
Celije. Bolest najc¢esée pocinje pojavom somatosenzornih simptoma, koji mogu biti nadrazajni ili
negativni, motornim manifestacijama ili pojavom neuritisa optickog nerva. Tok bolesti je vatirajuci pa
je tesko, gotovo nemoguce u njenom pocetku postaviti pouzdanu prognozu njenog toka. Definisana
su 4 osnovna klinicka fenotipa bolesti: relapsno remitentna MS (RRMS); sekundarno progresivna MS
(SPMS); primarno progresivna MS (PPMS) i progresivno remitentna forma MS (PRMS). U vedini
slucajeva (80-85%), bolest se karakteriSe pogorsanjima koja se smenjuju sa periodima klinickog
poboljsanja (RRMS), premda u malom broju slucajeva (10-15%), tok bolesti od pocetka moze biti
progresivan (PPMS), bez perioda koji nisu optereceni neuroloskim tegobama (Lublin i Reingold,

1996).

Svi klinicki fenotipovi MS verovatno predstavljaju jedinstveni kontinuuum patofizioloskog
odmaklim fazama i neurodegeneracija (Gonsette, 2008). U velikom broju slucajeva bolest se inicijalno
manifestuje neuroloskom simptomatologijom kada nisu ispunjeni drugi paraklini¢ki dijagnosticki
kriterijumi za postavljanje definitivne dijagnoze MS. Ovo stanje se naziva klinicki izolovani sindrom
CNS (KIS) (Miller i sar. 2005). Ovo stanje se smatra Kklinickim ekvivalentom najranijih
neuroinflamatornih procesa. Istina, veéina KIS pacijenata vremenom, ispuni sve klinicke i

paraklinicke dijagnosticke kriterijume i razvija neki od klinickih fenotipova MS (Ferraro i sar. 2013).

Generalno, opste karakteristike akutnog ataka MS podrazumevaju prisustvo senzornih
smetnji, motornih abnormalnosti, pojavu cerebelarne simptomatologije, poremecaj vida, poremecaj
funkcije mozdanog stabla, poremecaj funkcije sfinktera, seksualnu disfunkciju, kognitivne smetnje
itd. (Polman 1 sar. 2011). Pravim akutnim atakom bolesti (za razliku od tzv. pseudoataka) smatra se
prisutsvo neuroloske simptomatologije u trajanju ne manjem od 24h i u odsustvu deklansirajuéih
faktora poput povisene temperature itd. (Uhttoffov fenomen). Ukoliko je re¢ o ponovljenom ataku
bolesti, od prethodnog ataka bolesti mora proé¢i najmanje mesec dana. Po klinickom toku MS moze
biti benigna ili maligna, u odnosu na stepen funkcionalne onesposobljenosti pacijenta koji zaostaje
tokom vremena. Benigna MS se karakterise relativho malom funkcionalnom onesposobljenoscu 1
nakon duzeg vremena od postavljanja dijagnoze (u proseku oko 15 godina), dok malignu formu

karakterise progresivna akumulacija neuroloske onesposobljenosti usled ¢ega se ona zavr$ava smréu
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nakon relativno kratkog perioda od pojave bolesti. U pokusaju da se preciznije definisu prediktori
toka i ishoda MS, danas su prepoznati povoljni i nepovoljni prognosticki indikatori bolesti. U grupu
povoljnih indikatora spadaju pocetak bolesti u mladem zivotnom dobu, zenski pol, pocetak bolesti sa
neuritisom optickog nerva, postojanje senzornih simptoma na pocetku bolesti, akutna pojava
simptoma, mali rezidualni invaliditet nakon svake pojedinacne egzacerbacije i dug period izmedu
egzacerbacija (Pittock i sar. 2004). Nasuprot ovim, u grupu nepovoljnih indikatora spadaju pocetak
bolesti kasnije tokom zivota, progresivan tok bolesti nakon njenog pocetka, muski pol, ceste
egzacerbacije, slab oporavak nakon egzacerbacija, pocetak sa cerebelarnim i/ili motornim otecenjem

(Gholipour i sar. 2011).
1.1.3.1.5. Dijagnoza multiple skleroze

S obzirom na polimorfnost klinickog ispljavanja MS moze imitirati mnogobrojna druga
neuroloska oboljenja. Dijagnoza bolesti pored pazljive obrade istorije bolesti podrazumeva i analizu
neuroloskog ispoljavanja i posmatranje razvoja promena u CNS kroz vreme i prostor. Princip
dokazivanja diseminacije neuroloskih osteta kroz vreme i u prostoru podrazumeva primenu
revidiranih McDonaldovih kriterijuma (Polman i sar. 2011), kojima se objektivizira postojanje
neuroloskih ispada (klinickim i neuroradioloskim pregledom), isklju¢uju se druge bolesti koje
diferencijalno dijagnosticki dolaze u obzir (autoimune, infektivne, metabolicke, sistemske, vaskularne,
neurodegenerativne) i dokazuje se diseminacija u vremenu 1 prostoru primenom dopunskih
dijagnostickih metoda (neuroradiosko slikanje mozga i ki¢mene mozdine, pregled likvora, vizuelni
evocirani potencijali) (Polman i sar. 2011). Magnetna rezonanca se smatra najsenzitivnijom
neuroradioloskom metodom u detekciji promena u mozgu i kiémenoj mozdini kod obolelih od MS
(Bakshi i sar. 2008). Pomocu MR se verifikuje postojanje zona poviSenog intenziteta signala (tzv.
hiperintenzivne zone) na T sekvenci i sekvenci protonske gustine. Aktuelnost ovih lezija dokazuje se
primenom paramagnetnog kontrasnog sredstva, Gd-DTPA, koji se u slucaju osteenja KMB
deponuje u aktivnim lezijama, a koje se potom vizuelizuju na T sekvenci kao hiperintenzivne regije.
Ipak, nalaz ovih promena iako visoko senzitivan za MS (90-95%), nema sasvim pouzdanu
specificnost za MS, s obzirom da se sliche promene mogu nadi i u drugim demijelinizacionim i
nedemijelinizacionim oboljenjima CNS (Lucchinetti i sar. 2000; Barnett i Prineas, 2004; Trapp, 2004).
Nalaz inflamatornog profila u opstoj citobiohemijskoj pretrazi likvora iako je podrska pretpostavcei o
postojanju inflamatornih procesa u CNS, §to moze biti korisno u odsustvu promena na MR nalazu,
ima malu specificnost koja je daleko od sasvim pouzdane za postavljanje dijagnoze MS (Confavreux 1
sar. 2000). Znacajan je porast IgG indeksa i nalaz intratekalne sinteze oligoklonalnog imunoglobilina
G metodom izolektricnog fokusiranja likvora (tzv. oligoklonalne trake — OKT), sa ili bez sli¢cnog

nalaza u serumu obolelog. S druge strane, vizuelni evocirani potencijali mogu doprineti dijagnostici
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MS, jer se analizom latence talasa P10 mogu dobiti informacije o asimptomatskim lezijama kojim bi
se mogla dokazati diseminacija demijelinizacionih lezija u prostoru, onda kada takva potvrda izostaje

u nalazu radioloske pretrage CNS (Polman i sar. 2011).

Primenom svih preporucenih dijagnostickih algoritama moguée je doé¢i do sledecih
zakljucaka, ukoliko su svi kriterijumi ispunjeni potvrduje se dijagnoza MS, ukoliko kriterijumi nisu u
potpunosti ispunjeni re¢ je o mogucoj MS, dok, ukoliko veéina kriterijuma nije ispunjena onda nije
re¢ 0 MS (Polman i sar. 2011). Komplikovanijim se smatra proces postavljanja dijaganoze MS nakon
moguceg prvog ataka bolesti, odnosno KIS, koji ukazuje na MS (Brex i sar. 2001; Miller i sar. 2005).
Rana dijagnostika MS smatra se kljucnom za process planiranja primene patogenetski uslovljene
terapije sa ciljem potenciranja reverzibilnosti nastalih promena i ciljem preveniranja i odlaganja

onesposobljenosti obolelih.
1.1.3.1.6. Patogenetska terapija multiple skleroze

U poslednjoj dekadi proslog veka, u terapiji multiple skleroze, prihvacena je primena
imunomodulatornih lekova, interferona-beta 1b, kao terapijske opcije prve linije za tretman RRMS,
koja menja prirodni tok bolesti (Beck i sar. 2002). Mnogo je dokaza koji idu u prilog efektivnosti tri
preparata interferona beta (interferon beta 1b i dva interferona-beta 1a), koji se zajedno sa glatiramer
acetatotom, sintetskim kopolimerom koji visi funkcionalnu inhibiciju aktivisanih limfocita, smatraju
prvom linjjom terapije RRMS (Dhib-Jalbut i Marks, 2010; Thamilarasan i sar. 2013). Efikasnost ovih
lekova ne iznenaduje, ako se u obzir uzme imunopatogenetski znacaj biohumoralnih faktora u

iniciranju i razvoju MS, a koji su jos uvek aktuelna tema razlicitih istrazivanja (Mahurkar i sar. 2014).

Ipak, u poslednje vreme postoje i sve cesce potvrde delimi¢ne efikasnosti ove terapije koji u
pojedinim sluc¢ajevima samo neznatno smanjuju aktivnost bolesti i blago ili neznatno usporavaju
njenu progresiju (Freedman, 2013). Na nedostacima ovih, ali i ranijih terapijskih opcija, razvijane su
nove imunomodulatorne strategije medu kojima je bila i primena mitoksantrona Cciji se
imunosupresivni efekat u tretmanu agresivnijih formi MS i dalje testira (Martinelli Boneschi i sar.
2013). Monoklonska antitela nalaze veliku primenu u tretmanu MS. U tu grupu spadaju, natalizumab,
rekombinatno humanizovano monoklonsko antitelo na «4 integrinsku komponentu aktivisanih
limfocita, alemtuzumab, antitelo na CD52 glikoprotein limfocita i dendritskih Celija, daklizumab,
antitelo koje se vezuje za alfa lanac IL-2 receptor CD25, rituksimab i okrelizumab koji se vezuju za
CD20 protein na povssini limfocita (Melzer i Meuth, 2013). Postoje i oralni lekovi poput fingolimoda
koji je agonist receptora za sfingozin-1-fosfat, kladribin, sintetski analog adenozin purinskog

nukleotida, lakvinimod, imunomodulator dobijen iz linomida, terflunomid, aktivni metabolit
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leflunomida i dimetilfumarat kojim se posebno ostvaruje regulacija imunopatogeneze u MS

(Agashivala i sar. 2013).

Sve terapijske opcije polaze od znacaja imunoloskih mehanizama u patofiziologiji MS i za cil]
imaju imunomodulaciju tj. menjanje prirodnog toka bolesti, ¢ime je posebno naglasen znacaj
imunskih mehanizama u patogenezi MS (Costello, 2013). S druge strane, nedostatak ili delimi¢nu
efikasnost opisanih terapijskih intervencija, koji su saopsteni u nekim studijama (Freedman, 2013),
moguce je tumaciti zanemarenim znacajem i drugih (ne samo imunogenih), neopravdano potcenjenih
patogenetskih mehanizama koji uplivisu prirodni tok MS (Hauser, 2008). Medu njima se posebno
patogenetskim potencijalom isticu poremecaji redoks celijske signalizacije, poremecaj homeostaze

NO,, kao i razlicite vaskularne disfunkcije (Ortiz i sar. 2013).
1.1.3.2. Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis

Za proucavanja razli¢itth patofizioloskih aspekata neuroinflamacije i MS, i procenu
efikasnosti alternativnih terapijskih intervencija u ovim stanjima, koriste se animalni modeli
cksperimentalne demijelinizacije naj¢esée autoimune, virusne ili toksi¢ne geneze (Gold i sar. 2000).
Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (EAE) predstavlja nau¢no standardizovani i Siroko
prihvaéeni model neuroinflamacije, koji je prvi put upotrebljen dvadesetih i tridesetih godina proslog
veka (Koritschoner i Schweinburg, 1925; Rivers i sar. 1933). Eksperimentalni autoimuni
encefalomijelitis je T Celijskim imunitetom posredovana autoimuna bolest CNS koja je, shodno
klinicko-patoloskoj i imunobioloskoj slicnosti sa humanom MS, najc¢escée koriséeni model humane

neuroinflamacije (Gold i sar. 2000).

Uopsteno, EAE se izaziva imunoindukcijom u osetljivih Zivotinja, koris¢enjem emulzije
mijelina ili njegovih komponenti, MBP, MOG odnosno PLP, sa ciljem pokretanja imune reakcije, 1
to u uslovima arteficijalno indukovane imunostimulacije sojem Mikobakterijuma tuberkuloze koji je
poznat kao kompletni Frojndov agens (eng. Complete Freund’s Adjuvant - CFA). Moze biti izazvan
aktivno, injiciranjem encefalitogena dispergovanog u CFA, ili pasivno, prenosom T limfocita
senzibilisanih na MBP (Baxter, 2007). Mnogim studijama koje su testirale podobnost upotrebe EAE
modela za proucavanje neuroinflamacije, i to nakon indukcije razli¢itim metodama i u razlicitih
zivotinjskih vrsta, potvrdeno je da EAE predstavlja neprikosnoveni eksperimentalni model

neuroinflamacije i demijelinizacije (Gold i sar. 2000).

U stanjima kada se encefalomijelitis uzrokuje bilo aktivhom ili pasivhom autoimunom
indukcijom, $to je najblize modelu humane neuroinflamacije, javlja se imunostimulacija na mijelin i

pojedine njegove delove ¢ime se u daljoj evoluciji promena javljaju perivaskularni Celijski infiltrati u
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tkivu CNS, perivaskularna demijelinizacija i pojava remijelinizacionih procesa. S druge strane, u
slucaju EAE koji je uzrokovan virusom, imunoindukcija je primarno usmerena na celularne
komponente, oligodendrocite, astrocite i neurone, iako je u daljoj evoluciji neuroinflamacije
patomorfoloski supstrat ovako uzrokovanog EAE identican prethodnom. Slican efekat viden je i u
tzv. toksi¢cnom modelu EAE kojim se cirkulisuce ¢elije senzibiliSu na oligodendrocitne autoantigene

(Hohlfeld i Wekerle, 2001; Rao i Segal, 2012).

U odnosu na vremenski dizajn eksperimenta, EAE moze biti akutnog i hroni¢nog toka
(Baxter, 2007). Akutni model je monofazican i karakteriSe se izrazitom neuroinflamacijom koju prati
blaga demijelinizacija i najéesée odsutnost neurodegenerativnih procesa. Kod hroni¢ne forme EAE,
koju karakteriSu ponovljeni ataci bolesti, poput RRMS, u patomorfoloskom supstratu dominira
demijelinizacija sa ekstenzivnim neurodegenerativnim regijama. Stoga je primena akutnog modela
EAE korisna u tumacenju neuroinflamatornih procesa i njihovog dovodenja u vezu sa klinickom
manifestacjom  bolesti, dok je hronicni EAE prijemdciviji za patofiziolosku analizu

neurodegenerativnih promena koje karakterisu kasnije patogenetske faze bolesti (Gold i sar. 2000).

EAE se moze izazvati u razli¢itih Zivotinjskih vrsta, od misa do majmuna, iako je evidentna
razlicitost u osetljivosti razlicitih Zivotinjskih vrsta na razlicite antigene, pa se tako klinicki tok 1
intenzitet neuroinflamacije razlikuju od vrste do vrste. Postoje dokazi o genetskoj kontroli osetljivosti
pojedinih zivotinjskih vrsta ka obolevanju od EAE. Neke Zivotinjske vrste pokazuju jasnu
rezistentnost dok su druge osetljivije na indukciju EAE (Rao i Segal, 2012; Soellner i sar. 2013).
Senzibilisuéi antigen moze biti cela ili samo deo encefaliticne mase ili kicmene mozdine obolele
zivotinje, premda se Cesto koriste samo encefaliticni fragmenti MBP. Kod razlicitih vrsta razlicito je
mesto u konformacionoj strukturi MBP koje se smatra encefaliti¢cnim. Samo su encefaliticni epitopni
segmenti MBP odgovorni za indukovanje programirane deobe T limfocita, koja je uzrocnik
neuroinflamacije (Tian i sar. 2013). Najpotentnijim u indukovanju EAE se smatra MBP zamorca, dok
su zecji, govedi 1 humani protein manje potentni. U tome nalazimo objadnjenje za potrebu
istovremene primene MBP dobijenog od drugih zivotinjskih vrsta (ne zamorca) i CFA u indukovanju
EAE, s obzirom da CFA ima ulogu tzv. nezavisnog i nespecificnog stimulatora deobe pojedinih
populacija T limfocita. Takode, pretpostavka je da CFA doprinosi imunoindukciji tako §to menja
konfiguraciju molekula antigena, ¢ime dovodi do potpune ekspresije prikrivenih antigenih
determinantni MBP. Aktivna jedinica u pokretanju EAE je kompleks encefalitogen-adjuvans (Zheng
i sar. 2013). U svrthu potpune imunostimulacije ¢esto se injicira i koadjuvans koji sadrzi antigene
Bordetelle pertusis. Pertusinogen je vazoaktivna supstanca koja poveéava propustljivost KMB, ¢ime
se omogucava infiltracija CNS senzibilisanim, cirkulisué¢im leukocitima (Pachner, 2011). Najznacajniji

u patogenezi EAE je T Celijski imunitet, pri ¢emu su od posebnog znacaja T limfociti senzibilisani na

PREGLED LITERATURE 16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rao%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22933079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segal%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22933079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rao%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22933079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segal%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22933079

MBP. Re¢ je o T limfocitima sa citolitickim potencijalom, koji je pomognut biohumoralnom
signalizacijom aktivisane mikroglije i astrocita koji imaju ulogu antigen prezentujucih Celija (Nicot i

sar. 2003; Ruck i sar. 2013).

Ovaj eksperimentalni model, poput MS, karakteriSe polimorfno neurolosko ispoljavanje,
pocev od gubitka tonusa repa, sa napredovanjem, do slabosti 1 oduzetosti zadnjih, a potom i prednjih
nogu sve do smrti. Nakon perioda od 7. do 10. dana od indukovanja EAE, bolest se manifestuje
akutnim atacima trajanja do 5 dana, a potom ulazi u period remisije posle 14. dana (Sajad i sar. 2009;
Pachner, 2011). Kod hroni¢nog EAE, spontani relaps se javlja od 18. do 25. dana od senzibilizacije sa
istim intenzitetom klini¢ke manifestacije kao i u akutnoj fazi. Zivotinje koje prezive EAE ozdrave u
periodu od 30 do 40. dana nakon senzibilizacije. Resenzibilizacijom se bolest moze ponovo
indukovati kod prethodno aktivno indukovanog EAE i to samo pasivhom transmisijom mijelinskog

antigena (Zorzella-Pezavento i sar. 2013).

1.2. OKSIDATIVNI I NITROZATIVNI STRES

1.2.1. Oksidativni metabolizam

Slobodni radikali predstavljaju atome, molekule ili jone sa nesparenim elektronima. Oni
nastaju u bioloskim sistemima usled raskidanja kovalentnih veza u procesu homo ili heterolize ili
postredstvom transfera elektrona. Shodno naelektrisanju mogu biti anjoni (negativno naelektrisani) ili
katjoni (pozitivno naelektrisani). Zbog izuzetne hemijske nestabilnosti, slobodni radikali stupaju u
hemijske reakcije sa drugim slobodnim radikalima i neradikalnim molekulima. To ih ¢ini vode¢om
patogenetskom karikom u mnogim patoloskim stanjima (Rizvi i Maurya, 2007). Slobodni radikali
nastaju u razli¢itim uslovima: u toku oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, u procesu fagocitoze,
u reakcijama biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata u endoplazmatskom retikulumu, u
enzimskim reakcijama koje katalizuju oksidaze, u procesu sinteze ecikosanoida, u reakcijma
oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenjivom valencom (van Horssen i sar. 2008). Kao
posledica delovanja stvorenih slobodnih radikala nastaje lipidna peroksidacija, premda se i tokom

samog procesa lipidne peroksidacije slobodni radikali stvaraju u poveéanoj koncentraciji.

Sve reaktivne hemijske vrste (radikalske i neradikalske), mogu biti kiseoni¢ne, reaktivne vrste
azota, ugljenika i reaktivne vrste sumpora (Tasset i sar. 2012). Najznacajnije RKV su superoksidni

(O2), hidroksil (HO-), peroksil (ROz), alkoksil (RO i hidroperoksil (HO2) radikal, i vodonik
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peroksid (H202), hipohlorna kiselina (HOCI), ozon (O3) 1 singletni kiseonik ('O2) iz grupe
neradikalskih RKV (Kancheva i Kasaikina, 2013). Znacajne radikalske reaktivne vrste azota (RVA) su
azot monoksid (NO), azot dioksid (NO2) i peroksinitrit (ONOO), dok su iz grupe neradikalskih
RAV najznacajniji azot dioksid anjon (NOgz), azot trioksid (N20s3), nitronijum jon (INO.*),
peroksinitritni anjon (ONOO"), alkil peroksinitrit (ROONO), singlet i triplet nitroksil anjon (NO),
nitrozil katjon (NO*) i nitril hlorid (NO2Cl) (Suarez i sar. 2013). Od reaktivnih vrsta ugljenika
znacajni su alkil radikal (R), alkoksil radikal (RO) i peroksil radikal (ROO"), dok su bitne reaktivne
vrste sumpora tiol radikal (RS), glutationil (GS) i diglutatiol anjon (GSSG) radikal (Ullevig i sar.
2013). Bez obzira na veliki patogenetski potencijal, reaktivne vrste smatraju se izuzetno bitnim i za
obavljanje niza fizioloskih funkcija u organizmu, kao §to su proces Celijske proliferacije, deobe,
programirane smrti. U uslovima kada je njihovo stvaranje prekomerno, reaktivne vrste ispoljavaju niz
stetnih efekata koji su uglavnom posredovani modifikacijom DNK, proteina i lipida (Erden Inal i sar.

2001; Schreibelt i sar. 2007).

Shodno ¢injenici da u uslovima aerobrnog metabolizma najvedi promet u organizmu
ostvaruje Oz, najbrojne i najznacajnije su RKV, i to na prvom mestu Oz. On se stvara u procesu
transporta elektrona u mitohondrijama ili u endoplazmatskom retikulumu, autooksidacijom redoks
aktivnih supstrata, glikacijom proteina i oksidacijom tiola (Miller, 2004). S druge strane, Oz se stvarai
u enzimski posredovanim procesima, u fagocitima posredstvom ksantin oksidaze i NADPH oksidaze
(Namaki i sar. 2009). Bioloski znacaj Ox lezi u ¢injenici da se na ovaj nacin Oy direktno ukljucuje u
procese fagocitoze, pomazudi fagocitozu patogenog agensa. U uslovima prekomernog stvaranja Oz,
kao $to je to slucaj u ognjistu zapaljenja, Oz spontano dizmutuje u H>O». Superoksidni anjon se u
vodenoj sredini ponasa kao redukciono sredstvo, dok u neutralnoj i baznoj sredini moze posredovati
u oksidaciji brojnih supstrata kao §to su kateholamini, vitamin E 1 C, tioli i leukoflavini (Afonso i sar.
2007). Shodno ¢injenici da je lako difuzibilan Oz predstavlja izuzetno toksi¢ni kiseoni¢ni radikal.
Uklanja se posredstvom enzima superoksid dizmutaze (SOD) konverzijom do H2O; kojim su bogati

upravo delovi Celija u kojima se Oy stvara u visokoj koncentraciji (Johnson i Giulivi, 2005).

Vodonik peroksid se stvara u peroksizomima, mitohondrijama, mikrozomalnoj frakciji ¢elije
i u Celijskim membranama (Ramming i Appenzeller-Herzog, 2013). U najvec¢oj meri H2O se stvara
dizmutacijom Og iako moze nastati i direktnim dejstvom ksantin oksidaze. Toksi¢nost H2O: se
viestruko povecava stvaranjem HOCI posredstvom mijeloperoksidaze fagocita, 1 ukljuc¢ivanjem u
modifikovanu Haber Weisovu reakciju u kojoj se H2O: direktno redukuje pomocu Oz uz produkciju
HO, Oz 1 OH-. U uslovima kada je koncentracija slobodnog Fe visoka, toksi¢cnost H2Oz se takode

viestruko povecava. U visokim koncentracijama H»O ispoljava citocidni efekat, dok je u manjim
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koncentracijama stimulator Celijskog rasta i deobe celjje, induktor apoptoze u inficiranim éelijama i

¢elijama okolnog tkiva i direktni stimulator pentoznog puta (Woolley 1 sar. 2013).

Hidroksilni radikal je najreaktivniji poznati hemijski radikal. Stvara se u procesu
monovalentne redukcije Oz u toku (Celijskog metabolizma, u procesu redukcije H2O» metalnim
katjonima, u Fe katalizovanoj Haber Weisovoj reakciji, u toku reakcija u kojima se stvaraju Ox i
H20Os, 1 dejstvom peroksidaze. Hidroksilni radikal moze nastati u reakciji Oz sa hidroperoksidima,
produktima lipidne peroksidacije, $to u osnovi znaci pocetak kontinuiranog stvaranja OH- nakon
inicijacije procesa lipidne peroksidacije. Izuzetna reaktivnost OH- ogleda se u brojnim hemijskim
interakcijama sa biomolekulima poput DNK, proteina, polisaharida i lipida (Piloni i sar. 2013).
Prekomerno stvaranje OH- karakteristika je brojnih patoloskih procesa, u prvom redu onih koji se

karakterisu postojanjem inflamatorne reakcije (Korbecki i sar. 2013).
1.2.1.1. Oksidativna modifikacija proteina

Oksidativna modifikacija proteina podrazumeva kovalentnu modifikaciju proteina, koja
nastaje kao posledica dejstva reaktivnih hemijskih vrsta ili produkata njihove interakcije sa drugim
biomolekulima. Bolesti CNS, u prvom redu one u c¢ijoj osnovi stoje inflamatorni procesi,

predstavljaju stanja u kojima se ove vrste promene nalaze u velikoj meri (Ozyazgan i sar. 2013).

Oksidativna modifikacija proteina moze nastati dejstvom razlicitih agenasa kao §to su
slobodni radikali i neradikalske reaktivne vrste, dejstvom aktivisanih fagocita, u prisustvu lipidnih
peroksida, u mitohondrijama (elektron transportnom lancu), u procesu oksidoreduktaznih
mehanizama, dejstvom lekova, metabolita, u sistemu oksidiza meSovite funkcije, ksantin oksidaznoj
reakciji, u procesu stvaranja prostaglandina. Kao posledica svih ovih stanja dolazi do izmene
primarne strukture proteina usled promena na molekulima aminokiselinskih rezidua, ili do

kompletnog gubitka neke aminokiseline (Feligioni i Nistico, 2013; Sitar i sar. 2013).

Takode, u ovom procesu se narusava sekundarna i tercijarna struktura proteina, $to dovodi
do agregacije ili fragmentacije polipeptidnog makromolekula (Sitar i sar. 2013). Ovo uzrokuje
promene fizicko hemijskih karakteristika proteina, menja njthovu rastvorljivost u bioloskim
tecnostima, menja njihova elektrofizioloska svojstva, termicku stabilnost, viskoznost, fluorescenciju
(Sadowska-Bartosz 1 sar. 2013). Ipak, razli¢ite amino-kisleine imaju razli¢itu prijemcivost za reakciju
sa agensima koji dovode do oksidativne modifikacije proteina. Ta sklonost je odredena biohemijskim
svojstvima amino-kiselina. Derivati oksidativne modifikacije pojedinih amino-kiselina mogu bitt
disulfidi i meSoviti sulfidi (nastali dejstvom na cistein), sulfoksidi (nastali dejstvom na metionin),

ditirozin, nitrotirozin, hlortirozin (dejstvom na tirozin), hidroksi i nitro triptofan (dejstvom na
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triptofan), itd. Pored toga, pojedine sekvence polipeptidnih fragmenata predstavljaju ciljno tj. katjon
vezujuée mesto za vezivanje induktora oksidativnih promena proteina, koji u krajnjem dovode do

agregacije 1 fragmentacije proteina i sledstvenog gubitka njihove uloge (Go i Jones, 2013).
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Slika 2. Mehanizam oSte¢enja proteina u procesu fagocitoze

Hipohlorit i peroksinitrit predstavljaju najznacajnije neradikalske induktore oksidativne
modifikacije proteina. U ovim reakcijama, narocito karakteristicnim za inflamatorne procese, nastaju
hloro i ditirozil produkti, amino-kiselinski adukti, hloramini i nitrotirozin (Boersma i sar. 2013).
Produkti oksidativne modifikacije proteina takode mogu biti i kompleksi proteina sa nekim
neproteinskim jedinjenjima, poput onih koji nastaju kao krajnji produkti procesa lipidne peroksidacije
(malondialdehid, akrolein), ili poput produkata koji nastaju procesom glikacije proteina. U ovim
reakcijama nastaju uznapredovali produkti oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein products —
AOPP), i krajnji produkti glikacije proteina (eng. advanced glycation end product - AGE) (Perez Gutierrez
i sar. 2010). Oni se smatraju izuzetno patogenim zbog cinjenice da postaju generatori slobodnih

radikala i nezavisni promoteri daljeg Sirenja procesa njihovog nekontrolisanog stvaranja (Go i Jones,

2013) (Slika 2).
1.2.1.2. Lipidna peroksidacija

Lipidi predstavljaju heterogenu grupu jedinjenja koja su vazna kao izvor energije,
konstituenti membrane i CNS, termicki i elektrolitni provodnici i kao lokalni hormoni. Peroksidacija
lipida predstavlja jedan od najcesée proucavanih procesa poremecaja redoks Celijske signalizacije u
kojem klju¢nu ulogu imaju slobodni radikali. Celijske membrane su mesto kontrole Celijskog rasta,
deobe, diferencijacije i smrti celije. One su lipoproteinskog sastava pri ¢emu su proteini
diskontinuirano uronjeni u lipidni dvosloj. Lipidni deo sastavljen je od fosfolipida, holesterola i
glikolipida, u kojima su najcesce prisutne masne kiseline sa 14 do 21 C atoma, sa dvogubim vezama u

¢is konfiguraciji (Ferretti 1 Bacchetti, 2011). Najvaznija za proces lipidne peroksidacije je arahidonska
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kiselina, kao visestruko nezasi¢ena masna kiselina. Lipidna peroksidacija narusava fizicko hemijske

osobine lipida, povecava propustljivost membrane i dovodi do ostecenja same Celije (Nam, 2011).

Medutim, procesom lipidne peroksidacije ostvaruju se i neke znacajne regulatorne funkcije,
poput regulacije jonskog transporta u mitohondrijama, éelijska proliferacija, inicijacija odumiranja
Celije, sinteza bioloski aktivnih eikosanoida, proces maturacije razlicitih Celijskih populacija,
razgradnja membranskih struktura, konvertovanje fizioloski aktivne frakcije citohroma p450 u
katalicki neativau citohrom P 420, itd. (Yeagle, 2013). U patoloskim uslovima nekontrolisanog Sirenja
procesa lipidne peroksidacije dolazi do narusavanja barijerne funkcije membrane, slabljenja protein
lipid interakcije, povecanja kataliticke aktivnosti i smanjenja termalne stabilnosti membranskih
proteina (Nam, 2011) (Slika 3). Da bi proces lipidne peroksidacije otpoceo i bio kontinuirano
nastavljen, a potom 1 kontrolisano zaustavljen, neophodno je prisustvo supstrata koji oksidise,
prisustvo RKV sa visokim oksidativnim potencijalom, prisustvo Oj, metala sa promenjivom
valencom, i delovanje antioksidativnih enzima, vitamina i antioksidanasa vaznih za zavtSetak ovog
procesa. Peroksidacija masnih kiselina moze biti neenzimska, kada je neophodno prisustvo slobodnih
radikala, a proces se nastavlja autooksidacijom. Lipidna peroksidacija moze biti i enzimski

posredovana i u tom slucaju se stvaraju eikosanoidi (Ren i sar. 2013).

Autooksidacija je karakteristika neenzimske peroksidacije viSestruko nezasicenih masnih
kiselina. Ona se odvija fazno i prolazi kroz fazu inicijacije, propagacije i terminacije. U pokretanju
ovog procesa klju¢nu ulogu imaju OH-, singletni kiseonik, perhidroksil radikal i tioli (Kocha i sar.
2007). U interakciji ovih agenasa i masnih kiselina Celijske membrane stvaraju se alkil radikali
nezasi¢enih masnih kiseleina, od kojih u procesima dalje transformacije nastaju konjugovani dieni.
Oni reaguju sa Oz 1 obrazuju lipidperoksid radikal koji zbog izrazite nestabilnosti stupa u dalju
interakciju sa masnim kiselinama ¢ime doprinosi kontinuitetu procesa lipidne peroksidacije (Nam,
2011; Quintana i sar. 2012). U prisustvu metala sa promenjivom valencom, npr. Fe, stvaraju se uslovi
za pokretanje Fentonove reakcije u kojoj nastaju OH- radikal i obrazuju se alkoksi i peroski radikali
koji mogu nezavisno da iniciraju proces lipidne peroksidacije (Pandey i Rizvi, 2009). Neposredni
produkti lipidne proksidacije predstavljaju potentne izvore OH-, ¢ime uzimaju uceséa u daljoj

propagaciji ovog procesa.

Lipidna peroksidacija moze biti zaustavljena u slucaju reagovanja peroksil radikala 1 «
tokoferola ili reagovanjem alkil radikala sa lipidnim peroksidima, pri ¢emu se formiraju dimeri ili
odgovarajuéi hidroksi derivari, mada je terminacija moguca i u slucaju reakcije lipidnih peroksida 1

membranskih proteina (Nam, 2011; Ren i sar. 2013).
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Slika 3. Uloga lipidne peroksidacije u patogenezi inflamacije

Nakon oksidacije alkoksi radikala nastaje dihidroperoksid c¢ijom razgradnjom nastaju
sekundarni krajnji produkti lipidne peroksidacije, isparljivi kratkolancani ugljovodonici, alkani i alkeni,
aldehidi (4-hidroksipentenal) i kratkolan¢ani malondialdehid (MDA). Pokazano je da ovi produkti pri
malim koncentracijama izazivaju hemotaksu, aktivaciju guanil ciklaze 1 fosfolipaze C (Yeagle, 2013).
Pri vecoj koncentraciji oni uzrokuju inhibiciju sinteze proteina i DNK. Malondialdehid se vezuje za
lizinske ostatke proteina, za nukleinske kiseline i fosfolipide, dovodi do modifikacije LDL i ispoljava
brojna mutagena dejstva. Ima svojstvo da ihbibise brojne tiol zavisne enzime (Mitosek-Szewczyk i

sar. 2010).

Opisanim mehanizmima lipidna peroksidacija narusava barijernu  funkciju Celijske
membrane, inaktiviSe membranske enzime, poveéava propustljivost za vodu, jednovalentne i
dvovalentne jone, a Cesto i za visokomolekularna jedinjenja. Ostecenjem lizozomalnih membrana
omogucava se izlazak hidrolitickih enzima, dok ostecenje mitohondrijalne membrane dovodi do

oslobadanja jona Ca i aktivacije enzima zavisnih od ovog jona (Pandey i Rizvi, 2010).
1.2.1.3. Antioksidativni potencijal

Antioksidanse ¢ini set razlicitth enzimskih i neenzimskih komponenti koji antioksidativni
efekat ostvaruju sprecavanjem stvaranja radikala, neutralizacijom i umanjenjem efekata njihovog
stvaranja i ucestvovanjem u reparaciji oksidativno izmenjenih biomolekula. Enzime antioksidativne
zaStite Cine superoksid dizmutaza (SOD), glutation peroksidaza (GSH-Px), katalaza, glutation-S-
transferaza (GST), glutation reduktaza (GR). Neenzimske komponente antioksidativhog potencijala
organizma cine liposolubilni i hidrosolubilni antioksidansi, kao §to su vitamin E, vitamin A, karoteni,
koenzim Q, vitamin ¢, glutation (GSH), cistein, mokra¢na kiselia, albumin, transferin, feritin,

ceruloplazmin, biliverdin, bilirubin, poliamini itd (Sims-Robinson i sar. 2013).
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Superoksid dizmutaza (SOD) predstavlja najznacajniju komponentu enzimskog
antioksidativnog sistema. Eukariotski organizmi poseduju tri familije ovog enzima, citozolarnu Cu-,
ZnSOD, mitohondruijalnu, MnSOD 1 ekstracelularnu EcSOD (Satsour i sar. 2013). Citozolarna
SOD je znacajna za proces dizmutacije Oz u H2O; (Slika 4).

l 20, +2H" H,0,, 0,
RKV i RAV SOD NO- + O = ONOO-

Oksidativni stres  Nitrozativni stres  Neuroinflamacija

Slika 4. Mehanizam aktioksidativnog dejstva SOD

lako je predominantno prisutna u citoplazmi, SOD se moze nadi i u endoplazmatskom
retikulumu, jedru i lipozomima. Molekul SOD je homodimerna struktura molekulske mase 32 kDa.
Gen odgovaran za sintezu SOD se nalazi na 21. hromozomu. Bakar u molekulu SOD je znacajan za
njena kataliticka svojstva, dok je Zn znacajan za stabilizaciju prostorne konformacije SOD. Ovaj
enzim predstavlja izuzetno osetljivu strukturu koja se lako moze inaktivisati procesom oksidativne
modifikacije 1 glikozilacije (Sheng i sar. 2012). Mitohondrijalna SOD se sintetiSe na ribozomima, u
vidu prekursornog molekula, a potom se transportuje u mitohondrijalni matriks. Gen za ovu familiju
SOD se nalazi na hromozomu 6. Ova SOD je tetramerna struktura, koja u humanoj populaciji
pokazuje izuzetni genetski polimorfizam. Svaki od opisanih polimorfizama karakteride razlicit stepen
enzimske aktivnosti (Mirshafiey i Mohsenzadegan, 2009). Esktracelularna SOD se nalazi u telesnim
te¢nostima, plazmi, limfi i likvoru. Predstavlja homotetramerni glikoprotein molekulske mase 135
kDa. Ovu izoformu SOD sintetisu glijalne Celije, makrofagi, endotelijalne Celije. Ova familija SOD

znacajna je i za odrzavanje optimalne koncentracije NO- i promet arginina (Carillon i sar. 2013).

Regulacija genske ekspresije za SOD postize se mnogim faktorima poput razlicitih hemijskih
agenasa, citokina, TNF-a. Obezbedivanje optimalne koncentracije SOD u uslovima oskidativhog
stresa moze se posti¢i razli¢itim terapijskim intervencijama, aplikacijom SOD proteina u formi
lipozoma ili konjugovanog enzima ili transfekcijom/transdukcijom egzogene SOD ¢DNK vektorima

poput plazmida i adenovirusa (Qi i sar. 2007).

Glutation (GSH), y-glutamilcisteinilglicin, se nalazi u intracelijskom prostoru u koncentraciji
od 1 do 10 mmol, u zavisnosti od vrste éelijske populacije. Cini preko 90% ukupnih neproteinskih

sulthidrilnih jedinjenja u Celiji. Glutation je donor redukujucih ekvivalenata u mnogim reakcijama.
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Koristi se kao kosupstrat u enzimskoj reakciji koju katalizuje GSH-Px, pri cemu u toj reakciji nastaje
oksidisani glutation (GSSS). Dejstvom GR iz GSSG nastaje GSH u prisustvu NADPH (Slika 5).
Ovim oksdioredukcionim ciklusom se prevenira gubitak GSH. Biosinteza GSH direktno zavisi od
dostupnosti cisteina, i aktivnosti glutamat-cistein ligaze. Aktivhost ovog enzima moze biti bitno
izmenjena u uslovima S-nitrozilacije, fosforilacije i oksidativne modifikacije proteina (Heather i

Teismann, 2009).

+ H,0,

SH peroksidaza~._] @
2 GSH GSSG

ﬂ GSH reduktaza
+ NADP+ + 2 NADPH + H*
Slika 5. Mehanizam regeneracije GSH

Pored opisanih, veliki znac¢aj u antioksidativnoj zastiti ima i GSH-Px koja katalizuje GSH
zavisnu redukciju H2O» u H>O i organske hidroperokside, i dalje do odgovarajucih alkohola. Opisane
su dve izoforme ovog enzima, membranska i citozolarna. Katalaza je hem enzim koji se pretezno
nalazi u peroksizomima i mitohondrijama. Po strukturi je homotetramer kodiran egzonskom
sekvencom na 11. hromozomu. Katalizuje razgradnju H>O> do H>2O 1 Oz. U peroksidnoj reakeiji vrsi
oksidaciju H donora uz utrosak jednog molekula H>Oo. Pri niskim koncentracijama H»O; i pri
normalnim koncentracijama GSH dominira GSH peroksidaza u razgradnji H>O» (Baud i sar. 2004;

van Horssen 1 sar. 2008).

U grupi neenzimskim antioksidanasa najznajcajniji su vitamin E, koji svoje antioksidativno
dejstvo ostvaruje posredstvom imunostimulacije, povecanja nivoa GSH, zastite LDL i VDLD
partikula od oksidacije. Vitamin C antioksidativni efekat ostvaruje redukcijom nitrozamina,
reakcijama sa OH-, detoksikacijom ksenobiotika, imunomodulacijom itd. Karotini, koenzim Q,
mokrac¢na kiselina, melatonin, albumin, ceruloplazmin, transferin, feritin, laktoferin, bilirubin i
poliamini spadaju u red znacajnih endogenih regulatora antioksidativhog potencijala organizma
(Keller 1 sar. 2004). Efekat ostvaruju neutralizacijom slobodnih radikala, direktnom reakcijom sa
neradikalskim reaktivnim hemijskim vrstama, stvaranjem stabilnih kompleksa, stimulacijom stvaranja
imunomodulatora ili inhibicijom metabolicke kaskade arahidonske kiseline (Halldorsdottir i sar.
2013). Ovo su samo neki od dokazanih mehanizama kojim endogeni antioksidansi ostvaruju svoj

protektivni efekat.
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1.2.1.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres je patolosko stanje koje podrazumeva prekomernu produkciju RKV u
uslovima kada je njihova eliminacija smanjena (Penga i sar. 2012). U fizioloskim uslovima,
zahvaljujudi efikasnosti enzimskog antioksidativnog potencijala organizma (SOD, katalaza, itd.) i
neenzimskih molekula (GSH, vitamin C, vitamin, E, bilirubin, itd.), koncentracija RKV je mala 1 tada
RKYV ispoljavanju niz korisnih, fizioloskih svojstava. Ona podrazumevaju regulaciju deobe i rasta
¢eljje, regulaciju apoptoze, oksidativne modifikacije biomolekula u ekstracelularnom prostoru, zastitu
od invazije patogena itd. (Han i sar. 2008). Reaktivne kiseoni¢ne vrste i produkti njihove interakcije sa
drugim biomolekulima dovode do mutacija DNK, ostecenja jonskih kanala, intenziviranja procesa
lipidne peroksidacije, oksidacije proteina i drugith biomolekula (Pitt i sar. 2000; Lambeth, 2004). U
uslovima oksidativnog stresa, RKV mogu direktno pokretati kaskadu proinflamatornih desavanja
stimulisanjem stvaranja citokina, oste¢enjem KMB i omogucavanjem prodora nosilaca imunog
sistema u CNS (Ilhan i sar. 2004). S druge strane, najznacajniji posrednik u svim opisanim
oksidativnim procesima je ONOO-, koji nastaje kao proizvod reakcije NO- i Oy (Witte i sar. 2009;
Pahan i Mondal, 2012).

1.2.2. Azot monoksid i nitrozativni stres

Azot monoksid je intercelularni signalni molekul koji ostvaruje niz fizioloskih funkcija u
organizmu. On ucestvyuje u regulaciji vaskularnog tonusa, regulaciji motiliteta gastrointestinuma, u
procesima agregacije i adhezije trombocita, procesima programirane smrti Celija, proliferaciji i
neurotransmisiji (Guix i sar. 2005). Azot monoksid u CNS ostvaruje niz efekata, poput
interneuronske komunikacije, sinapticke plasticnosti, stvaranja memortije, obavljanja funkcije
receptora, ucestvuje u interacelijskoj signalizaciji i oslobadanju neurotransmitera (Calabrese i sar.
2007) (Slika 6). Azot monoksid je lipofilni molekulski medijator, koji lako difunduje kroz éelijsku
membranu 1 lako stupa u hemijsku interakciju sa molekulima iz okruzenja (Abraham i sar. 2000;
Elfering i sar. 2002). Na mestu interakcije sa drugim biomolekulima stvara razli¢ite metabolite
posredstvom kojih ostvaruje svoje uloge (Gaston i sar. 2003). Iako brzo difunduje u okolno tkivo,
domet te difuzije je mali, s obzirom da NO- ima izuzetno kratak poluzivot. Bioloska reaktivnost NO-
uslovljena je stepenom njegovog uklanjanja u reakciji sa hemoglobinom, stepenom aktivacije guanil

ciklaze, transformacijom u peroksinitrit i interakcijom sa tiol grupama (Martinez i Andriantsitohaina,

2009).

Azot monoksid nastaje iz L-arginina dejstvom azot oksid sintaze (NOS), u prisustvu
NADPH i Oy, i tom prilikom pored NO- nastaju citrulin i NADP. Azot oksid sintaza postoji u tri

izoforme: neuronalna (nNOS), koja se nalazi u nervnom tkivu; inducibilna iNOS), koja je prisutna u
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¢elijama mikroglije, makrofagima i drugim ¢elijama u organizmus; 1 endotelna (eNOS), koja se nalazi u
¢elijama vaskularnog endotela. Neuronska i endotelna NOS, predstavljaju konstitutivne izoforme
koje se u odgovoru na fizioloske stimuluse, zavisno od jona Ca aktiviraju, i stvaraju NO-. Ovako
stvoren NO:- je kratkozivedi, njegova bioraspolozivost se procenjuje na nekoliko sekundi. Inducibilna
NOS nije zavisna od jona Ca i ona se aktiviSe u odgovoru na citokine i proinflamatorne medijatore. S
obzirom na Cdinjenicu da ova indukcija moze trajati duze, u prisustvu patogenog stimulusa,
aktivacijom iNOS stvara se NO:- u vecoj koncentraciji za sve vreme stimulacije iNOS, ¢ime se
izlozenost njegovom Stetnom dejstvu visestruko povecava (Jaffrey i sar. 2001; Kone i sar. 2003; Pautz
i sar. 2010). Direktno, ili posredstvom intermedijarnih jedinjenja, NO- neselektivno ostecuje tkiva,
uzrokuje mitohondrijalnu disfunkciju, ucestvuje u nitrovanju tirozina, nitrozilaciji tiolnih grupa (-SH),

dovodi do elektrolitnog disbalansa (Knott i Bossy-Wetzel, 2009).

Svoj fizioloski i patofizioloski efekat NO- ostvaruje posredstvom radikalskih i neradikalskih
RAV. Najznacajnije su NO2, ONOOH, ONOO- i N2Os. Najveéim delom NO- reaguje sa Oz 1 na taj
nacin se stvara izuzetno potentni oksidant 1 nitrusudi agens, ONOO-. Brzina interakcije NO: sa Oy je
c¢ak tri puta veca od brzine kojom se stvoreni O, uklanja sa mesta na kojima je stvoren, dejstvom
SOD. Ekstracelularna SOD znacajna je u limitiranju reakcije NO 1 Oz. Koncentracija Oz ima
znacajnu regulatornu ulogu u limitiranju efekata koje NO- ostvaruje na okolnom tkivu (Janssen-
Heininger i sar. 2008). U uslovima kada L-arginin nije dostupan u optimalnoj koncentraciji, dejstvom
NOS mogu nastati Oz i HxOz, $to je potvrdeno u kulturi aktivisanih makrofaga i cerebelarnih

neurona nakon stimulacije NMDA receptora (Lipton i sar. 2002; Lambeth, 2004).

neurotransmisiia 4+— @ —» neurotoksi¢nost

neurosekreciia neuroprotekciia
neuroinflamaciia termoregulaciia
meducelijska regulam]a unosa
komunikaciia hrane

Slika 6. Najznacajniji bioloski efekti NO- u CNS-u

Azot monoksid u reakciji sa hidroksilnim jonom koji inicira proces lipidne peroksidacije,
sprecava odvijanje ovog lan¢anog procesa. On moze reagovati i sa alkoksil 1 peroksil radikalima ¢ime
se prekida proces stvaranja slobodnih radikala (Dedon i Tannenbaum, 2004). Azot monoskid regulise
metabolizam glukoze, stimuliSe pentozni put u kojem se stvara velika kolicina NADPH, klju¢nog

faktora za proces regeneracije GSH. Na ovaj nacin, dejstvom NO- ostecenje tiol redoks sistema moze
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biti kompenzovano, iako samo kratkotrajno i to u inicijalnim fazama inflamacije (Paget i Buttner,

2003).

S obzirom na dualnu ulogu koju NO- ostvaruje kako u fizioloskim tako i u patofizioloskim
procesima, ne iznenaduje Cinjenica da je poslednjih godina mnogo istrazivanja koja su za cilj
postavljala preciznije ispitivanje znacaja njegove uloge u patogenezi mnogih, pa i neuroloskih bolesti
(Marshall i Stamler, 2002; Packer i sar. 2003; Reiter, 2006; Pacher i sar. 2007). Rezultati tih istrazivanja
prilicno su kontroverzni. To ¢ini da je ovaj molekul okarakterisan kao jedan od klju¢nih medijatora u
kompleksnoj patogenezi razlicitih neuroloskih stanja, ¢ija bi se preciznija uloga mogla ispitivati jedino

u odnosu na patogenezu i1 druge metrljive kriterijume osteéenja nervnog sistema.
1.2.3. Specificnosti oksidativnog i nitrozativnog stresa u CNS

Celije CNS su izlozene malim koncentracijama RKV i RAV i u fizioloskim uslovima, ali
usled dobre antioksidativne zadtite njihov Stetni efekat je zanemarljiv (Satoh i Lipton, 2007).
Strukture CNS su posebno osetljive na dejstvo RKV 1 RAV, $to je posledica izuzetno aktivhog
oksidativnog metabolizma CNS, kada se 2-5% iskoris¢enog Oz pretvara u RKV u procesu ¢elijskog
disanja u mitohondrijama (Ames, 2000). Svoj efekat RKV i RAV ostvaruju u neposrednom
okruzenju u odnosu na mesto gde su stvoreni, difundujuci u dijametru do 0.3 nm. Poredenja radi,

veli¢ina medulaminarnog prostora mijelinskog omotaca je reda velicine 10 nm.

S druge strane, CNS ima relativno ogranicen potencijal anaerobnog metabolisanja zbog ¢ega
je narocito osetljiv na hipoksiju (Yokoyama i sar. 2008). U uslovima male dostupnosti Oz, u
mitohondrijama dolazi do dramati¢nog povecanja koncentracije Oz (Bailey 1 sar. 2006). Konacno,
neke éelije u CNS, kao npr. oligodendrociti, imaju fizioloski nizak nivo antioksidativnog potencijala,
suprotno relativno velikom energetskom prometu (Charil i Filippi, 2007). Veliki procenat lipida u
CNS je osnova njegove sklonosti ka iniciranju procesa lipidne peroksidacije. Pokazano je da je tkivo
mozga osetljivije na opisana osteenja u poredenju sa tkivom ki¢mene mozdine ili perifernim
nervnim sistemom (Macco 1 sar. 2013). Ovo moze biti posledica manjeg sadrzaja tiol redoks sistema
u ki¢menoj mozdini i perifernim nervima u poredenju sa tkivom mozga (Schnell i sar. 1999).
Pomenute razli¢itosti se takode vezuju za razlicite koncentracije GSH, s obzirom da GSH ucestvuje u
redukciji RKV 1 RAV, ali s druge strane, nezavisnim mehanizmima reaktivira inhibisane
antioksidativne enzime u CNS. U najvecoj meri GSH se nalazi u astrocitima (do 5 mM), §to je daleko

vise u odnosu na druge strukture CNS (Ortiz i sar. 2013).
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1.3. OKSIDATIVNI I NITROZATIVNI STRES I NEUROINFLAMACIJA

1.3.1. Znacaj oksidativnog stresa u neuroinflamaciji

Izvori stvaranja RKV u CNS su enzimski posredovani procesi u mitohondrijalnom
respiratortnom lancu, ksantin oksidaza, NADPH oksidaza, lipooksigenaza i ciklooksigenaza (COX), i
neenzimski procesi poput autooksidacije dopamina i noradrenalina. Najznacajniji izvor RKV su
mitohondrije u kojima se od ukupne kolicine metabolisanog kiseonika (20% ukupne dnevne
potrosnje kiseonika), ¢ak 3% konvertuje do Oy. Peroksizomi su drugi znacajan izvor RKV, oni su u
velikom broju prisutni u oligodendrocitima u procesu aktivne mijelinizacije (Beal, 2003; Perkins,
2007). lako u fizioloskim uslovima mikroglijalne celije nisu znacajan izvor RKV, u uslovima
neuroinflamacije dolazi do drasti¢nog povecanja koncentracije RKV kao posledice njihove aktivacije.
Tretman mikroglijalnih Celija u # vitro uslovima razlicitim proinflamatornim medijatorima, poput
INF-y ili IL-1, dovodi do aktivacije mikroglije i enormnog stvaranja RKV, pri ¢emu se Oy stvara u
najvec¢oj meri (Garden i Moller, 2006). Ove ¢elije su prisutne u perivaskularnom prostoru i u samom
ognjistu demijelinizacije. One su smatraju depoima RKV u ovim patoloskim stanjima i klju¢nim
pokretacima procesa demijelinizacije koji je posredovan upravo RKV. Peroksinitrit je znacajan u
aktivaciji makrofaga s obzirom da konvertuje lipoproteine do oblika koji nezavisno od drugih faktora
iniciraju fagocitnu aktivnost makrofaga, jer se vezuje za tzv. receptore Cistace makrofaga (Ladeby i
sar. 2005). Neuroni su takode izvor RKV, s obzirom da u procesima elektricne aktivnosti u Celiji
nastaju RKV. Pretpostavka je da je u ovom procesu najznacajniji transaksolemski transport Ca u

Celiju, kao 1 oslobadanje, Ca iz intracelularnih depoa u unutrasnjost éelije (Slika 7).

neuroinflamacija
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Slika 7. Mehanizam nastanka demijelinizacije i neurodegeneracije

Na ovaj nacin se aktivira fosfolipaza As, koja pokrece metabolizam arahidonske kiseline i
stvaranje prostaglandina, leukotriena i tromboksana, dejstvom COX 1 lipooksigenaze (Androdias i
sar. 2010). Ovi enzimi koriste O3 i na taj nacin ucestvuju u stvaranju RKV. Intenzivan metabolizam

aksona u uslovima neuroinflamacije istovremeno je objasnjenje za pojavu spontanog, repetitivhog
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okidanja u njima, sa pojavom odgovaraju¢ih klinickih ekvivalenata. Ovo je pra¢eno povecanjem
ekstracelularne koncentracije K, $to istovremeno aktivira astrocite, s obzirom da su astrociti znacajni
za puferovanje ekstracelularnih promena koncentracije jona K (Kornek i sar. 2000; Knoferle i sar.

2010).

Uloga T limfocita u stvaranju RKV je izuzetno znacajna jer iako ove Celije ne stvaraju NO,,
pokazana je njihova imunoreaktivnost na nitrotirozin koji nastaje difuzijom NO- iz okolnog nervnog
tkiva 1 interaguje sa Oy koji je upravo stvoren u ovim Celijama (Shah i sar. 2010; Pahan i Mondal,

2012).

Indirektni dokazi o postojanju intenzivnog oksidativnog stresa u neuroinflamaciji pocivaju
na pracenju koncentracija krajnjih produkata lipidne peroksidacije u toku neuroinflamacije (Fukuda i
sar. 2009; Miller i sar. 2011). Neka istrazivanja demijelinizacionih plakova nalaze povecano prisustvo
lipidnom peroksidacijom izmenjenih molekuila LDL u samim plakovima, makrofagima i astrocitima,
paralelno sa porastom koncentracije krajnjih produkata lipidne peroksidacije (Hendrickx i sar. 2013).
U ovom procesu dolazi do oslobadanja arahidonske kiseline koja se enzimski konvertuje do
prostaglandina ili se nenezimskim metabolisanjem prevodi do izoprostana. Izoprostani nastaju
slobodno radikalskom peroksidacijom arahidonske kiseline, a od svih izoprostana posebno se 8-epi-
PGF2a, koristi kao biomarker oksidativnog stresa. Prostaglandini, posebno E, nezavisno i u
sadejstvu sa NO- mogu povecavati permeabilnost KMB (Miller i sar. 2011). Ipak, prostaglandini se
smatraju uslovno patogenim u neuroinflamaciji s obzirom da njihov krajnji efekat u nervnom tkivu

zavisi od intenziteta oksidativnog i nitrozativnog stresa u CNS (Zhu i sar. 2007).

Monociti obolelih od MS, i u periodu remisije bolesti pokazuju predisponiranost ka
pokretanju proinflamatornog fenotipa kad se izloze dejstvu patogenog agensa u eksperimentalnim
uslovima (Ponomarev i sar. 2005). Izvori RKV nisu samo celije CNS 1 leukociti koji infiltriSu CNS,
vel 1 eritrociti. Eritrociti obolelih od MS pokazuju vedi rigiditet Celije i smanjenu fluentnost Celijske
membrane, u poredenju sa ¢elijama zdravih ispitanika (Xiang i sar. 2013). Ove promene shvacene su
kao posledica kontinuiranog oksidativnog oste¢enja ovih Celija koje postoji u MS (Oliveira i sar.

2012).

Oksidativni stres u CNS-u takode uzrokuje promene transendotelijalnog transporta ¢ime se
omogucava dalja evolucija neuronflamatornog procesa (Satoh i Lipton, 2007). Najznajacajniji efekat
RKV je oitecenje oligodendrocita, klju¢nih ¢elija u procesu stvaranja mijelina u CNS. Iako
mehanizmi o$teCenja ovih Celija nisu sasvim razjasnjeni, dokazana je izuzetno velika uloga
oksidativnog stresa 1 NO- u tom procesu (Przedborski i Ischiropoulos, 2005). Studije koje su u i vitro

uslovima testirale osetljivost ovih ¢elija na RKV i NO- ukazale su da su oligodendrociti osetljivi na
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koncentracije RKV 1 NO- koje su bile daleko ispod toksicnih koncentracija za druge Celije glije,
astrocite i mikrogliju. Dodavanjem antioksidanasa ostvarivan je protektivni efekat na ovu Celijsku

liniju (Kim i sar. 2013).

Efekat RKV i NO- posredovan je interakcijom ovih hemijskih vrsta sa metalima promenjive
valentnosti, kakvo je Fe, kojim su oligodendrociti narocito bogati. S obzirom da su oligodendrociti
izuzetno metabolicki aktivne Celije u procesu stvaranja mijelina i procesima remijelinizacije. U tim
periodima Celijske aktivnosti peroksizomalna frakcija oligodendrocita poveéava volumen i gustinu,
shodno metabolickim zahtevima, te predstavlja znacajan nezavisni izvor RKV (Singh i sar. 2004; Zeis
i sar. 2008; Sullivan i sar. 2013). Dakle, i u procesu remijelinizacije koji se desava paraleleno sa
procesom aktivne demijelinizacije, oligodendrociti su narocito predisponirani ostecenju posredstvom
oksidativnog stresa. Usled toga oligodendrociti najéesée podlezu procesu degeneracije i dolazi do
parcijalne remijelinizacije i zaostajanja neuroloskog ostecenja (Fancy i sar. 2010). Pored direktnog
efekta koji ostvaruju na oligodendrocite, RKV i NO-, direktno reaguju sa lipidnim i proteinskim
komponentama mijelinskog omotaca. Na ovaj nacin izmenjeni MBP i PLP podlozniji su tripsin
degradaciji, $to sugeriSe da i u iz vivo uslovima, mijelin, koji je izmenjen oksidativnim i nitrozativnim
stresom, lakse podleze degradaciji dejstvom ekstracelularnih proteaza, poput onih oslobodenih od
strane makrofaga (Chaitanya i sar. 2013). Delaminacija mijelinskog omotaca ¢ini dostupnim nove
kolicine mijelinskih komponenti osteéenju dejstvom RKV i RAV. Dejstvom RKV dolazi do
povecanja koncentracije iRNK i proteinske ekspresije matriks metaloproteinaze (MMP-1), koja
predstavlja intersticijalnu kolagenazu, koja aktivno ucestvuje u procesu dalje demijelinizacije (Agrawal
isar. 2013). S druge strane, NO- moze ispoljiti inhibitorni efekat na aktivnost MMP, ¢ime umanjuje

njen Stetni efekat (Uccelli i sar. 2003).

Poznato je da oksidativni stres i NO- citotoksi¢ni efekat ostvaruju posredstvom enormnog
oslobadanja glutamata ¢ime se stvara tzv. glutamatergicka ekscitotoksi¢nost. Oligodendrociti su
posebno osetljivi na ovaj vid ostedenja, daleko vise u poredenju sa astrocitima. Primera radi,
citotoksi¢ni efekat glutamat ostvaruje na oligodendrocite u dozi od 200 uM, dok su atrociti
rezistentni i pri dozi od 5 mM glutamata (Willard i Koochekpour, 2013). U akutnim atacima bolesti
belezi se povetana koncentracija glutamata, $to je izmedu ostalog posledica inhibicije njegovog
preuzimanja od strane astrocita, nastala dejstvom proinflamatornih citokina, TNF-o, INF-y, i IL-18
na astrocite. Ekscitotoksi¢nost glutamata je posredovana smanjenjem koncentracije cistina, usled cega
se smanjuje koncentracija i GSH (Mandolesi i sar. 2013). Oligodendrociti inace, u svim razvojnim
oblicima, pocev od progenitorne Celije do zrelog oligodendrocita imaju upola manju koncentraciju
GSH u poredenju sa astrocitima. To je posledica manje aktivnosti glutation sintetaze, upola manje

aktivnosti GR u odnosu na astrocite, i daleko manje aktivnost (15% astrocitne aktivnosti) GSH-Px.
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pokazana je manja aktivnost SOD u kulturi oligodendrocita u poredenju sa mikroglijalnim ¢éelijama i
astrocitima (Arend i sar. 2013). Oligodendrocite karakteriSe manji sadrzaj metalotioneina, koji je
bogat cisteinom, u poredenju sa astrocitima. Metalotionein je znac¢ajan antioksidans koji vezuje cink 1
bakar, i u uslovima stimulacije citokinima, pre svih IL-1, povecava svoju koncentraciju u astrocitima

(Fernandez-Fernandez i sar. 2012).

S druge strane, oligodendrociti sadrze najvecu kolicinu Fe koja se inace nalazi u CNS. U
redukovanom obliku Fe je vezano za ADP i citrate i iz tih kompleksa pokrece oksidativne procese u
kojima se stvara OH- iz H2O; ¢ime dovodi do sekundarne inicijacije procesa lipidne peroksidacije
(Bizzozero 1 sar. 2006). U neuroinflamaciji usled aktivacije mikroglije Fe moze biti oslobodeno iz
depoa, feritina i tranferina, i u uslovima smanjene aktivnosti SOD moze biti okida¢ oksidativnog
stresa (Stadtman i sar. 2003). Radioloskim pretragama CNS obolelih od MS pronadjeni se depoziti Fe
(Rumzan 1 sar. 2013). Direktna povezanost poremecéaja homeostaze Fe i pojave MS pokazana je u

nekim ranijim istrazivanjima (Abo-Krysha i Rashed, 2008).
1.3.2. Stvaranje i uloga NO- u odgovoru na neuroinflamaciju

Pored ve¢ opisanih uloga u razli¢itim neurobioloskim procesima, NO- je izuzetno znacajan i
u patogenezi razlicitth neuropatoloskih stanja, ukljucujuéi i neuroinflamaciju (Smith i Lassmann,
2002; Acar, 2003). U fizioloskim koncentracijama NO: nije toksican za nervno tkivo, dok u uslovima
prekomernog stvaranja, slicno kao i u drugim tkivima u organizmu, moze interagovati sa metalima
promenjive valentnosti i drugim biomolekulima usled ¢ega dolazi do stvaranja RAV (Yokoyama i sar.

2008).

Iako je bioraspolozivost NO- jako mala usled njegovog kratkog poluzivota, NO- u
patoloskim uslovima brzo dovodi stvaranja velikih kolicina ONOO-. Ovo se ne deSava kada je
aktivnost SOD u ¢eliji dovoljna kako bi ukupnu koli¢inu Oz dizmutovala i na taj nacin onemogucila
njegovu interakciju sa NO.. Ipak, u uslovima oksidativnog stresa, kada se stvara prekomerna kolicina
Oy, ¢ak i povecana aktivnost SOD nije dovoljna za dizmutaciju Oz ¢ime se omogucava stvaranje
velike kolicine ONOO- (Alvarez i Radi, 2003). Njegov poluzivot iznosi oko jedne milisekunde.
Smatra se da ukupni Stetni efekat NO- nastaju posredstvom ONOO- odnosno posredstvom

hemijskih jedinjenja koja nastaju u interakciji ONOO- sa drugim biomolekulima (Pacher i sar. 2007).

Povecana aktivnost iNOS, ali i konstitutivnih NOS (mada u manjoj meri), u astrocitima,
oligodendrocitima, mikrogliji, Svanovim ¢elijama i endotelu kapilara u CNS, smatraju se vodeéim

faktorima u odgovoru CNS na inflamatorni stimulus (Reiter, 2006; Jana i sar. 2009). Takode,
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povecano stvaranje NO- zabelezeno je i u monocitima/makrofagima i limfocitima koji infiltriraju
CNS u inflamaciji (Howell i sar. 2010; Cox 1 sar. 2013), uz proporcionalno smanjenje broja vijabilnih
oligodendrocita u ispitivanim kulturama Celija (Marshall i Stamler, 2002). Postoji razli¢itost dobijenih
rezultata u odnosu na stepen stvaranja NO- nakon primene stimulatora iNOS (lipopolisaharidi,
proinflamatorni citokini) u kulturi mikrogilije, oligodendrocita i astrocita humanog porekla. Dok su
makrofagi pokazivali izuzetnu ekspresiju iINOS nakon stimulacije lipopolisaharidima (Hua i sar.
2012), astrociti su povecano stvarali NO: jedino u odgovoru na proinflamatorne citokine (Argaw i
sar. 2012; Motoyoshi-Yamashiro i sar. 2013). Dobijene razli¢itosti tumacene su razli¢itim efektom
koji primenjeni induktori iNOS imaju na gensku ekspresiju nekih od klju¢nih transkripcionih faktora,
kao npr. NFkB, a koji su bili razlicito eksprimirani u testiranim ¢elijskim kulturama. Takode, uoceno
je da primenjeni induktori iNOS imaju direktni, ali razli¢iti efekat na biostabilnost iNOS iRNK, ¢ime
direktno uticu na smanjenje iNOS aktivnosti (Leiper i Nandi, 2011). Regulacija iNOS u mikrogliji
vezana je za promenu aktivnosti mitogen aktivirajuée protein kinaze (Jung i sar. 2009). Postoje dokazi
da mnogi inflamatorni medijatori ispoljavaju nezavisni direktni efekat na kontrolu aktivnosti iNOS u
mikrogliji 1 astrocitima (Kim i sar. 2013). Eikosanoidi mogu smanjivati stvaranje NO-, prostaglandin
E» takode smanjuje stvaranje NO- smanjivanjem cAMP. Inhibicija COX povecava stvaranje NO- u
aktivisanim astrocitima humanog porekla (Zang i sar. 2012), dok suprotni efekat ostvaruje u
astrocitima pacova (Rosado 1 sar. 2012). Arahidonska kiselina moze ispoljiti 1 pozitivno i negativnho
dejtsvo na iNOS. I sama koncentracija NO- moze biti regulator aktivnosti iNOS (Choti i sar. 2009).
Smanjenje koncentracije NO- dovodi do povecanja ekspresije iINOS i obrnuto (Moncada i Bolanos,
20006). Konac¢no, znacajnu ulogu u regulaciji stvaranja NO- ima i vaskularni endotel, s obzirom da
stvoreni NO- moze difundovati kroz endotel i reagovati sa oksigenisanim hemoglobinom (Naughton
i sar. 2002, Puca i sar. 2012), ¢ime se njegova koncentracija u tkivu smanjuje. Citokini, IL-1, INF-y 1
TNF-a, pojedinacno povecavaju stvaranje NO- u gliji, premda imaju i znacajan sinergisticki efekat
(Moncada i Bolanos, 2006). Na ovaj nacin glijalne Celije stvarajuci citokine ostvaruju povratni

regulatorni efekat na sopstvenu iNOS, ali 1 INOS ostalih ¢elija CNS.

Suprotno, antiinflamatorni citokini, IL-4 i IL-10, TGF-81, smanjuju aktivnost iNOS u
glijalnim Celijama. Kontrola koncentracije citokina u neuroinflmaciji smatra se kljucnom u regulaciji
aktivnosti iNOS (Janssen-Heininger i sar. 2008). U nekim studijama je pokazan direktni stimulatorni
efekat mijelina na stvaranje NO: od strane makrofaga, dok se opsonizacijom mijelina antimijelinskim
antitelima taj efekat pojacavao (Stys, 2005). Ipak, sam mijelin nije dominantni regulator stvaranja NO-
s obzirom da se i nakon njegove fagocitoze u Celijama glije stvara povecana koli¢ina NO- (Guix i sar.
2005). Celije glije se u u odgovoru na inflamatorni agens, poveéanim stvaranjem NO- i same izlazu

njegovim Stetnim svojstvima.

PREGLED LITERATURE 32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leiper%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21455237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nandi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21455237

Medutim, u pocetnim fazama neuroinflamacije Stetni efekat NO- je bitno ogranicen s
obzirom da se poveéano stvaranje NO- i Oz, koje bi vodilo velikoj stvaranju ONOO- (medijatora
svih oksidativnih 1 nitrozativnih ostecenja), ne javlja istovremeno (Forman i sar. 2004; Dinkova-
Kostova i Talalay, 2008). Ipak, u uslovima intenzivne neuroinflamacije, na mestu stvaranja ognjista
zapaljenja, dolazi do gubitka takve kontrole, usled cega se potenciraju stetni efekti ONOO- na okolno

nervno tkivo (Coffey i sar. 2002).

Jasno je da uloga NO- u patogenezi demijelinizacije nije direktna ve¢ je posredovana brojnim
faktorima i medijatora neuroinflamacije (Contestabile 1 Ciani, 2004). Dokazi o povezanosti NO- i
proinflamatornih citokina dobijeni su analizom uzoraka plazme i likvora pacijenata obolelih od MS, u
kojima je pokazan porast koncentracije 1 NO- 1 raznih inflamatornih medijatora (Calabrese i sar. 2002;

Marik i sar. 2007).

Povecana eskpresija iNOS pokazana je u kulturi perivaskularnih makrofaga, limfocita iz
likvora i monocita periferne krvi, dobijenih od pacijenata u akutnoj fazi neuroinflamacije (Parratt i
Prineas, 2010). Takode, uocena je povecana koncentracija iNOS iRNK u MS plakovima (Saha i
Pahan, 20006). Neke studije ukazuju na paralelni porast aktivnosti 1 iINOS i konstitutivnih formi NOS
(eNOS i nNOS), u astrocitima u aktivnim demijelinizacionim lezijama, iako je daleko veéi porast
aktivnosti belezila iINOS (De Groot i sar. 1997; Kahl i sar. 2003). Povecana koncentracija produkata
interakcije stvorenog ONOO- sa drugim biomolekulima, poput nitrotirozina, pronadena u toku
akutizacije MS (Leung i sar. 2011), takode ukazuje na povecano stvaranje NO- u neuroinflamaciji i
demijelinizaciji. Takode je pokazano da, kada je koncentracija arginina u 7z vitro uslovima mala,
intenzivno se stvara Oz 1 na taj nacin se favorizuje stvaranje ONOO-, ¢ime se istovremeno

potenciraju njegova Stetna dejstva (Carreras i Poderoso, 2007).

Ciljne strukture za NO- i ONOO:- su tiolne grupe razlicitih proteina. U interakciji sa tiolima
nastaju nitrozotioli (RSNO) koji se stvaraju i u fizioloskim uslovima, a stepen njihovog stvaranja
direktno je zavisan od nivoa stvaranja NO- i Oy (Brown i Bal-Price, 2003). Nitrozotioli su depoi NO-
kojim se povecava bioraspolozivost NO- u organizmu, ¢ime se u patoloskim uslovima potenciraju
njegova Stetna dejstva (Calabrese 1 sar. 2006). Peroksinitrit ucestvuje u nitrovanju tirozina stvarajuci

na taj nacin nitrotirozin (Alvarez i Radi, 2003).

U uslovima prekomernog stvaranja, NO- moze inhibisati mnoge enzime, protein kinazu C,
enzime uklju¢ene u proces Celijskog disanja, ukljucujuéi akonitazu, NADPH-ubihinon
oksidoreduktazu i sukcinat-ubihinon oksidoreduktazu (Carreras i Poderoso, 2007). Takav efekat je
pokazan 1 u kulturi astrocita (Calabrese i sar. 2005). Pretpostavljeni mehanizam kojim NO- ostvaruje

citotoksi¢ni efekat ukljucuje 1 umanjenje ukupnog energetskog potencijala Celije usled smanjene

PREGLED LITERATURE 33



produkcije ATP (Smith i Lassmann, 2002). Direktnim efektom NO- smanjuje aktivnost razlicitih
aktioksidativnih enzima poput, katalaze, GSH-Px 1 SOD (Calabrese i sar. 2009), menjajuéi u
hemijskim interakcijama njihove konformacione strukture, pri ¢emu se istovremeno na ovaj nacin
ekprimiraju neoepitopi koji nezavisnim mehanizmima indukuju aktivaciju specifi¢cnog imuniteta. Na
ovaj nacin dolazi do produkcije antitela. U prilog ovakvoj tvrdnji ide nalaz specificnih IgM antitetla
na S-nitrozocistein koji je pronaden u pacijenata sa MS (Boullerne i sar. 2002). Efekat na ¢elije NO:
ostvaruje direktno, posredstvom deaminacije DNK 1 istovremenom inhibicijom reparativnog enzima,
DNK ligaze (Mancuso i sar. 2007). Ipak, i ovde, najveci Stetni efekat NO- ostvaruje posredstvom
ONOO- koji direktno reaguje sa DNK uzrokujuéi deaminaciju njenog molekula. Takva ostecenja
dovode do aktivacije poli-(ADP)-riboza sintetaze koiji za svoju aktivnost dodatno trosi Celijske depoe

NAD™ i ATP (Broniowska 1 sar. 2013).

I NO- i ONOO- mogu uticati na pojavu lipidne peroksidacije u CNS, ¢ime se narusava
permeabilnost i integritet Celijskih struktura u CNS. U odnosu na ovaj process, NO- 1 ONOO- mogu
ispoljiti razlicit efekat, u zavisnosti od uslova u kojima se desava proces lipidne peroksidacije. Kada se
Oz stvara u vecoj meri u odnosu na NO- dolazi do stvaranja ONOO- koji onda stimuliSe proces
lipidne peroksidacije. Suprotno, kada je stvaranje NO- dominantnije u odnosu na stvaranje Oy,
proces lipidne peroksidacije je smanjen, s obzirom da se u tim okolnosti NO- trodi u reakcijama
terminacije lipidne peroksidacije, gde sluzi kao ¢ista¢ stvorenih radikala (Stys, 2004). Dakle, NO-
moze ispoljiti 1 prooksidantna i antioksidantna svojsta u zavisnosti od koncentracije Oz (Przedborski
i Ischiropoulos, 2005). Ovim se moze objasniti razli¢itost dobijenih rezultata u pokusaju terapijske

primene inhibitora stvaranja NO- sa ciljem smanjenja intenziteta lipidne peroksidacije.

Rezultati eksperimentalnih studija sprovedenih na kulturi oligodendrocita ukazuju na daleko
vecu osetljivost ove Celijske linije na NO- i njegove medijatore u poredenju sa astrocitima i
mikroglijom (Prineas i Parratt, 2012; Paintlia i sar. 2013). Aktivisana mikroglija stvara velike kolic¢ine
NO- ¢ime direktno ostvaruje citotoksicni efekat na okolne oligodendrocite. U nedavno sprovedenom
istrazivanju na kulturi Celija glije pokazana je takode veca senzitivnost oligodendrocita na ostecenje
genetskog materijala 1 Celijskog signalnog puta u uslovima prekomernog stvaranja NO-, u poredenju

sa drugim Celijama glije (Contestabile 1 sar. 2012).

Stetni efekat NO- na aksonalno osteéenje moze biti direktna posledica njegovog $tetnog
uticaja na morfologiju i1 funkcionalnost jonskih kanala, $to dovodi do blokova u provodenju
(Knoferle i sar. 2010). Podrucja demijelinizacije smatraju se posebno osetljivim na porast
koncentracije NO- i njegove Stetne efekte (Zhou i sar. 2005). Ovo je posledica direktnog uticaja NO

na kanale K, Na, Ca i glutamatergicke kanale (Stitling i Stys, 2010). lako se efekat NO- u Celijskog
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signalizaciji ostvaruje posredstvom cGMP, pretpostavka je da se patogenetski znacaj NO- u pojavi
smetnji provodenja ipak ne vezuju za ovaj medijator (Nikolaeva i sar. 2005; Papadopoulos i sar. 20006;

Friese i sar. 2007).
1.3.3. Interakcija oksidativnog i nitrozativnog stresa u neuroinflamaciji

Iako je dobro poznata interakcija NO- i Ox, u kojoj se stvara ONOO-, pokazano je da NO,,
takode, moze inhibirati stvaranje O u procesu Celijskog disanja (Pacher i sar. 2005). Ovo nije
posledica njihove medusobne interakcije ve¢ nekih drugih mehanizama za koje se pretpostavlja da
nisu posredovani cGMP. Na ovaj na¢in NO- umanjuje Stetne efekte Or. Azot monoksid moze vrsiti
inhibiciju proiliferacije limfocita, moze inhibisati adherenciju leukocita za vaskularni endotel i
migraciju leukocita kroz nervno tkivo, moze inhibisati stvaranje INF-y, blokirati stvaranje hidroksil
radikala 1 ucestvovati u terminaciji procesa lipidne perodksidacije, ¢ime ispoljava i niz protektivnih

efekata (Pacher i sar. 2007). Ovi efekti se uglavnom javljaju u najranijim fazama neuroinflamacije.

Ipak, generalno, efekti NO- procenjuju se kao stetni s obzirom da nezavisnim mehanizmima
NO- vrsi supresiju aktivnosti mnogih antioksidativnih enzima, SOD, glutation peroksidaze, katalaze
(Slika 8). Ovaj efekat NO- ostvaruje supresijom biosinteze njihovih iRNK (Reiter, 2006). Takode,
NO: moze direktno interagovati sa cistinskim ostacima, ¢ime uzrokuje konformacione i funkcionalne

promene u ovim enzimskim sistemima (Paget i Buttner, 2003).

RKV* SOD* +— @ _— citotoksi¢nost

PGI2 4 ostecenje
jonskih kanala

cOox2 * / ostecenje DNK,
proteina, lipida

nitrovanje gubitak bioloskih
proteina uloga NO-

Slika 8. Patogeni efekti ONOO- u neuroinflamaciji

Poslednjih godina izvesna istrazivanja posvecena su ispitivanju uloge neuroinflamacije,
oksidativnog i nitrozativnog stresa u pojavi, toku i ishodu MS (Gilgun-Sherki i sar. 2004; Koch i sar.
2006; Han i sar. 2008; Haider 1 sar. 2011), ali su retka ona koja preciznije i sveobuhvatnije definisu
ulogu pomenutih patogenetskih faktora, definiSuci tacno mesto 1 intenzitet njihovog uticaja na
pojavu, klinicki tok, paraklinicke nalaze i ishod bolesti, kao i njihovu medusobnu interakciju u

patogenezi bolesti.
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Cini se da su neophodna upravo istrazivanja koja bi mogla dati odgovor na pitanje kada
oksidativni i nitrozativni stres predstavljaju primarne fenomene u patogenezi neuroinflamacije, i
njome uzrokovanih bolesti, a kada se javljaju kao koegzistirajuci faktori i posledica predominatno
neuroinflamatornih procesa. S obzirom da u nekim sluc¢ajevima, na osnovu raspolozivih kriterijuma
nije moguce jasno definisati biolosku aktivnost bolesti (MS), jer klinicki nalaz ne mora biti podrzan i
pozitivnim radioloskim nalazom, i obrnuto (Brex i sar. 2001; Graber i Dhib-Jalbut, 2011; Corthals,
2011; Ortiz 1 sar. 2013), znacajno bi bilo testiranje promene koncentracije 1 aktivnosti razlicitih
biomarkera oksidativnog i nitrozativhog stresa u odnosu na druge klinicke i paraklinicke korelate

neuroinflamacije, s ciljem mogucéeg identifikovanja tzv. surogat biomarkera neuroinflamacije.

Uzimajuéi u obzir napred navedeno i polazeéi sa stanovista da je CNS, jos od najranije
pojave neuroinflamacije i demijelinizacije pa nadalje, kontinuirano izlozen stvaranju RKV, NO- i
RAV, ¢ak i u periodu klinicke remisije (Tiberio i sar. 2006; Oliveira i sar. 2012), te da se radi o
patofizioloskom kontinuumu desavanja u obolelom organizmu, ¢ini se realnim ocekivanje o
postojanju potencijalnih razlika u antioksidativhom potencijalu i stepenu oksidativnog i nitrozativnog
ostecenja CNS izmedu pacijenata koji su u razli¢itim patogenetskim fazama neuroinflamacije, i koji
shodno vazedim klinickim i radioloskim kriterijumima (Polman i sar. 2011) pripadaju razlic¢itim
klinickim fenotipovima bolesti. Drugim rec¢ima, pitanje je u kojoj meri razli¢itost klinickih fenotipova

podrazumeva i razlicit intenzitet oksidativnih i nitrozativnih oStecenja i stepena neuroinflamacije.

Shodno bifazicnoj patogenezi MS (Confavreux i Vukusic, 2006; Gonsette, 2008), u
inicijalnoj manifestaciji bolesti (KIS), predominiraju neuroinflamatorni procesi za razliku od
ponovljenih ataka klinicki definisane bolesti (RRMS) kada bi shodno pretpostavci o patofizioloskoj
iscptljenosti, ukupnih i CNS adaptivnih i kompenzatornih antioksidativnih i antiinflamatornih
mehanizama, njen intenzitet mogao biti manji, na osnovu ¢ega bi se mogla objasniti i smanjena
reparativnost CNS, odnosno akumulacija ireverzibilnih, neurodegenerativnih, promena i dalja
progresija bolesti. Modulacijom neuroinflamatornih procesa, nitrozativnog i oksidativhog stresa,
potencijalnim biofarmakoloskim agensima mogao bi se udiniti pokusaj odlaganja sigurne evolucije
reverzibilnih u ireverzibilna i trajna histoloska, radioloska i klinicka oSte¢enja. S obzirom na
pretpostavljenu kljuénu ulogu iNOS u uslovima neuroinflamacije pri primeni aminoguanidina (AG),
selektivnog  inhibitora iNOS , kao i N-acetil L cisteina (NAC), molekula sa antioksidativnim
potencijalom, mogao bi se ocekivati potencijalni protektivni efekat u neuroinflamaciji, iako su u
dostupnoj literaturi rezultati slicnih istrazivanja priliéno neusaglaseni (Okuda i sar. 1998; Puerta 1 sar.

2000; Shin i sar. 2000; Gilgun-Sherki i sar. 2005).

PREGLED LITERATURE 36



Aktuelna, imunomodulatorna terapija za tretman neuroinflamacije u MS, tako bi mogla biti
dopunjena nespecificnom i/ili specifi¢cnom antioksidativnom i antinitrozativnom terapijom jo$ od
najranije faze bolesti kada su prisutne reverzibilne promene CNS. Istovremeno, pojedini biomolekuli
nitrozativnog 1 oksidativhog o$tecenja mogli bi biti markeri za najraniju dijagnostiku, pracenje i

procenu intenziteta neuroinflamacije, radioloske ili klinicke ekstenzije bolesti.

e
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Clilj istrazivanja bio je

1. Ispitivanje koncentracije parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa (MDA, GSH, SOD,
NO2i NO3) u razlicitim strukturama CNS (u tkivu velikog mozga, malog mozga i kicmenoj

mozdini), u eksperimentalnoj neuroinflamaciji, izazvanoj indukovanjem EAE

2. Ispitivanje biohemijskih (MDA, GSH, SOD, NO, i NOs3), imunohistohemijskih
(odredivanjem ekspresije iNOS, EAAT1, OX42, ET1, GFAP) i klinickih efekata (neuroloski
nalaz)  modulacije  cksperimentalne  neuroinflamacije  primenom  potencijalnih
neuroprotektora, selektivnog inhibitora iNOS, aminogvanidina (AG), i antioksidanta, N-

acetil L cisteina (NAC)

3. Procena stepena korelacije vrednosti ispitivanih parametara (NO2i NOs, MDA, GSH, SOD)
sa imunohistohemijskim (INOS, EAAT1, OX42, ET1, GFAP) i klinickim nalazom nakon

modulacije eksperimentalne neuroinflamacije primenom AG i NAC

4. Ispitivanje parametara biolosko-biohemijskog sindroma neuroinflamacije, koncentracije
parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa (AOPP, SH grupe, MDA, SOD, NO:zi NO3)
u plazmi, eritrocitima i likvoru pacijenata sa inicijalnom klinickom prezentacijom
demijelinizacione bolesti (KIS) i pacijenata sa akutnim atakom ranije definisane bolesti

(RRMS)

5. Ispitivanje stepena medusobne povezanosti parametara biolosko-biohemijskog sindroma
neuroinflamacije, koncentracije parametara oksidativhog i nitrozativnog stresa (AOPP, SH
grupe, MDA, SOD, NOz i NOs3) u plazmi, eritrocitima i likvoru i pola, starosti, ucestalosti
relapsa, imunoloskog nalaza analize likvora, duzine trajanja bolesti (aktuelnih tegoba), u KIS i

RRMS pacijenata

6. Ispitivanje stepena medusobne povezanosti parametara biolosko-biohemijskog sindroma
neuroinflamacije, vrednosti parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa (AOPP, SH
grupe, MDA, SOD, NO:1 NOj3) u plazmi, eritrocitima i likvoru i tezine klinicke slike merene
EDSS u KIS i RRMS pacijenata
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7. Ispitivanje stepena medusobne povezanosti parametara biolosko-biohemijskog sindroma
neuroinflamacije, vrednosti parametara oksidativhog i nitrozativnog stresa (AOPP, SH
grupe, MDA, SOD, NO i NO3) u plazmi, eritrocitima i likvoru i radioloskog nalaza
(volumen Gd vezujucih promena videnih na T sekvenci i broj T2 hipertintenzivnih promena

na MR mozga) u KIS i RRMS pacijenata
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3.1. EKSPERIMENTALNA STUDIJA

3.1.1. Zivotinje
Eksperimentalni protokol istrazivanja odobren je od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u Nisu. Sve zZivotinje ukljucene u istrazivanje tretirane su u skladu sa preporukama National
Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication 80-23, revidirano 1985).
Koris¢eno je 49 zenki Sprague Dawley pacova, starosti do 3 meseca, tezine oko 300 g, koje su
¢uvane u Naucnoistrazivackom centru za biomedicinu Medicinskog fakulteta u Nisu, postujudi rezim

svetlost - mrak 12:12. Zivotinje su drzane u plasti¢nim kavezima, pojene i hranjene ad libitum.

3.1.2. Izazivanje EAE
EAE je indukovan subkutanom injekcijom MBP, bovin tip, u dozi 50 ug, koji je bio
dispergovan u fizioloskom rastvoru (FR) i pomesan sa ekvivalentnom dozom CFA, 01 7. dana u
zadnju Sapicu, pod anestezijom. Dve intraperitonealne injekcije (i.p.) od 200 ng Pertusis toxina
davane su 0 i 1. dana eksperimenta.
Svaka zivotinja je randomizovana u jednu od 7 eksperimentalnih grupa, koje su bile
sastavljene od 6 do 9 zivotinja:
* kontrolna grupa (KG) — zivotinje tretirane FR u dozi 0,3 ml/i.p/dnevno;
* EAE grupa — zivotinje tretirane FR u dozi od 0,3 ml/i.p/dnevno nakon izazivanja EAE;
* CFA - zivotinje tretirane CFA u dozi od 0,3 ml/i.p/dnevno;
* FBEAE + AG grupa — zivotinje tretitane AG (i.p.) u dozi od 100 mg/kg TT/dnevno nakon
izazivanja EAE;
* AG - Zivotinje tretitane AG (i.p.) u dozi od 100 mg/kg TT/dnevno;
* EAE + NAC - zZivotinje tretirane NAC (i.p.) u dozi od 150 mg/kg TT/dnevno nakon
izazivanja EAE;

* NAC grupa — zivotinje tretirane NAC (i.p.) u dozi od 150 mg/kg TT/dnevno

Zivotinje su Zrtvovane 15. dana eksperimenta pod Ketalar anestezijom, dekapitacijom.

Za dalje imunohistohemijske analize uzorkovano je tkivo mozga dve Zivotinje iz svake
eksperimentalne grupe 1 odmah zamrzavano na -80° C. Od ostalih Zivotinja iz svake grupe (6-8
zivotinja po grupi), tkiva CNS — veliki mozak (VM — intrakranijalno nervno tkivo bez mozdanog
stabla 1 cerebeluma), mali mozak (MM) i kiémena mozdina (KM) ispirana su u FR, a potom su
pripremani 10% homogenati koris¢enjem teflonskog tucka. Nakon pripreme, homogenati su cuvani

na -20°C do izvodenja planiranih analiza.
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3.1.3. Klinicko skorovanje
Kod svih zivotinja vrsena je procena klinickog (neuroloskog) nalaza, na dnevnom nivou.
Klinicka slika EAE je procenjivana na sledec¢i nacin (Sajad i sar. 2009):
1 = bez nalaza;
2 = pad tonusa repa;
3 = blaga slabost zadnjih nogu;
4 = umerena slabost zadnjih nogu;
5 = teska slabost zadnjih i blaga do umerena slabost prednih nogu;

6 = smtt.

3.1.4. Biohemijske analize
3.1.4.1. Koncentracija nitrata i nitrita
Nakon deproteinizacije uzoraka, koncentracija NO- je odredivana merenjem koncentracije
NO2 i NO; (umol/mg proteina), stabilnih degradacionih produkata NO-, direktnom
spektrofotometrijskom metodom po Griessu (Griess reagens: 1.5% sulfanilamid u 1 M HCI plus
0.15% N-(1-naphthyl)ethylendiamin dihydrochlorid u destilovanoj vodi). Nitrati su prethodno

kadmijumom redukovani do nitrita (Navaro-Gonzalvez i sar. 1998).

3.1.4.2. Koncentracija malondialdehida
Intenzitet lipidne peroksidacije je odredivan merenjem koncentracije MDA (nmol/mg

proteina), bazirano na reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom (Andreeva i sar. 1988).

3.1.4.3. Koncentracija redukovanog glutationa
Koncentracija GSH (nmol/mg proteina) je merena spektrofotometrijskom metodom

koris¢enjem Elmanovog reagensa (Sedlak i Lindsday, 1968).

3.1.4.4. Aktivnost superoksid dizmutaze
Aktivnost SOD je odredivana metodom po Minami i Yoshikawi (1979), koja se bazira na
inhibiciji autooksidacije pirogalola. Superoksidni anjon formiran autooksidacijom pirogalola obrazuje
obojeno jedinjenje sa NBT. Kao ,,¢istac,, Oz, SOD inhibira ovu reakciju, gde jedna jedinica enzimske

aktivnosti predstavlja 50% inhibicije. Aktivnost je izrazavana kao nmol/ mg proteina.

3.1.4.5. Koncentracija proteina

Koncentracija proteina u ispitivanim uzorcima je odredivana metodom po Lowry-ju (1951).
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3.1.5. Imunohistohemija

Smrznuti sagitalni isec¢ci subkortikalnog paraventrikularnog regiona velikog mozga, debljine
oko 8 um, pomesani su sa poli-l-lizinom na vazduhu, a potom su fiksirani u acetonu. Inaktivacija
endogene peroksidaze izvrsena je upotrebom H>O» sa Na-azidom (Dako Cytomation) u trajanju od
15 minuta. Uzorci su potom inkubirani u trajanju od 60 minuta na sobnoj temperaturi sa jednim od
slede¢ih primarnih antitela: misja monoklonska anti-iINOS (dilucija 1:25, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA); misja monoklonska ED1, anti-CD68 antitela koja prepoznaju lizozomalne
membrane tj. za njih asocirane antigene u makrofagima/mikrogliji (dilucija 1:10, Abcam, Cambridge,
UK); misja monoklonska OX42, anti-CD11b/c antitela koja reaguju sa epitopom zajednickim sa
CD11b/c koji je eksptimiran na monocitima/makrofagima i mikrogliji (dilucija 1:100, Abcam,
Cambridge, UK); misja monoklonksa antitela na GFAP (dilucija 1:1000, Abcam, Cambridge, UK),
koji je specifiéni marker astrocita; ze¢ja poliklonska antitela anti-EAAT1, koja reaguju sa glutamat-
aspartat transporterom u CNS uzorcima pacova (dilucija 1:200, Abcam, Cambridge, UK).

Nakon ispiranja u TRIS puferu, imunoperoksidazno bojenje je uradeno EnVision
kompleksom antitela koris¢enjem DakoCytomation EnVision + System-HRP kita (Dako, Glostrup,
Denmark). Bojenje je potom nastavljeno koriséenjem te¢nog 3,3’-diaminobenzidina (DAB), sto je
zbog precipitacije izazvalo braon prebojenost antigenih struktura. U negativnim kontrolnim
uzorcima, isecci su inkubirani sa FR bez primarnih antitela. Uzorci su potom obezbojavani
hematoksilinom, dehidratisanim alkoholom 1 ksilenom, nakon cega je vrSena fiksacija u Kaiser gelu
(Merck, Germany). Ekspresija iNOS i EAAT1 procenjivana je intenzitetom prebojenosti uzoraka
(negativno, slabo — svetlo braon; umereno — zlatna prebojenost; intenzivno — tamno braon), kao i
distribucijom prebojenosti (homogeno (>50% pozitivnih Celija), heterogeno (>5%, ali <50%), ili
samo pojedinacne Celije (<5%) (Tao i sar. 2001; Khan i sar. 2005). Homogenost ili heterogenost
procenjivana je kao intenzivna i oznacavana sa (+++), umerena (++) ili slaba (+) za slucaj da je bilo
<5% pozitivnosti. U imunohistohemijskoj analizit ED1, OX42 i GFAP, procena ekspresije vrsena je
brojanjem pozitivnih ¢elija na 5 slucajno izabranih polja (40x) svakog isecka, a potom je bio racunat
prosecan broj pozitivnih ¢elija (Dalmau i sar. 2003; Gosselin 1 sar. 2009).

Za procenu imunoreaktivnosti analiziranih isecaka koriscen je Image] software, Nacionalnog
Instituta za zdravlje. Istraziva¢ koji je analizirao isecke nije imao uvid u to kojoj eksperimentalnoj

grupi pripadaju analizirani uzorci.
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3.2. KLINICKA STUDIJA

Klini¢ki protokol istrazivanja odobren je od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u
Nisu. Informisani pristanak je dobijen od svakog pacijenta pre ukljuc¢ivanja u istrazivanje, u skladu sa
preporukama World medical association Declaration of Helsinki - Ethical principles for medical research involving

buman subjects (usvojena 1964, revidirana 1975, 1983, 1989, 1996, 2000, 2002, 2004, 2008, 2013).

3.2.1. Kontrolna grupa pacijenata
U kontrolnoj grupi je bilo 30 pacijenata, nepusaca (20 Zena i 10 muskaraca), starosti od 23 do
45 godina, koji su bili primljeni na Kliniku za neurologiju KC Nis radi kompletnog dijagnostickog
sagledavanja, a pod sumnjom na postojanje demijelinizacione bolesti. Njihov klinicki nalaz
podrazumevao je prisustvo reverzibilnih neuroloskih simptoma i1 znakova, u odsustvu pozitivhog
nalaza u sprovedenim laboratorijskim, biohemijskim i radioloskim analizama. Konac¢na dijagnoza

ovih pacijenata iskljucila je postojanje organske patologije CNS.

3.2.2. Pacijenti KIS grupe

U KIS grupu je bilo 50 pacijenata (15 muskaraca i 35 Zena), starosti 17 do 57 godina, koji su
bili primljeni na Kliniku za neurologiju KC Nis, zbog akutnog ili subakutnog razvoja neuroloskih
simptoma, pod klinickom sumnjom na postojanje demijelinizacionog oboljenja. Sve Kklinicke,
laboratorijske i radioloske analize, kod ovih pacijenata ucinjene su neposredno po prijemu na Kliniku.
Nakon s$to je iskljucena moguénost alternativnih dijagnoza na osnovu rezultata svih preduzetih
dijagnostickih postupaka, i u odsustvu podataka iz licne anamneze o postojanju slicnih tegoba u
ranijem periodu, a kako nisu bili ispunjeni svi dijagnosticki kriterijumi za dijagnozu kona¢ne MS

(Polman i sar. 2011), u ovoj grupi pacijenata postavljena je dijagnoza KIS.

3.2.3. Pacijenti RRMS grupe

U RRMS grupu je bilo 57 pacijenata (12 muskaraca i 45 Zena), starosti 23-58 godina, koji su
bili primljeni na Kliniku za neurologiju KC Nis, sa klinickom manifestacijom akutnih ataka ranije
definisane MS, sa postojanjem odvojenih ataka (diseminovanost u vremenu) i sa potvrdom
diseminovanosti promena u prostoru (klinicka prezentacija odvojenih lezija CNS) (Polman i sar.
2011). Kod svih pacijenata sprovedene su detaljne klinicke, laboratorijske 1 radioloske pretrage. U
nameri da se iskljuci moguénost da se u ovu grupu ukljuce 1 pacijenti sa drugim klinickim atakom koji
bi mogao biti sporo progredirajuéi diseminovani encefalomijelitis, uzeto je da interval izmedu
prethodnog i aktuelnog ataka bolesti mora biti duzi od 6 meseci. Samo pacijenti kod kojih je bolest

klasifikovana kao RRMS (Lublin i Reingold, 1996; Polman i sar. 2011), bili su ukljuceni u ovu grupu.
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Pacijenti sa drugim formama MS, kao i oni sa komorbidnim stanjima, nisu ukljuceni u istrazivanje,
kao ni RRMS pacijenti koji su primili imunosupresivnu, interferonsku ili kortikosteroidnu terapiju
unutar 6 meseci pre ukljucivanja u ispitivanje.

U obe ispitivane grupe (KIS i RRMS) pacijenti nisu bili aktivni pusaci u poslednjih godinu
dana.

Svi pacijenti dalje su klasifikovani prema starosti, polu, vtemenu od pojave neuroloskih
simptoma do prijema na Kliniku, duzini bolesti (RRMS), ucestalosti relapsa (RRMS), nalazu
izoelektricnog fokusiranja likvora i seruma, zajhvaéenosti odredenih struktura CNS, tezini klinicke

slike 1 radioloskog nalaza.

3.2.4. Klinicka procena bolesti
Kod svih KIS i RRMS pacijenata tezina klinicke prezentacije procenjivana je kori§¢enjem
skale statusa prosirene onesposobljenosti (engl. Kurtzke's Extended Disability Status Scale - BEDSS)
(Kurtzke, 1983). U odnosu na ucestalost dobijenih EDSS vrednosti svi pacijenti su za potrebe daljih

ispitivanja bili podeljeni na podgrupe sa blagom do umerenom, odnosno teskom klinickom slikom.

3.2.5. Biohemijske analize
3.2.5.1. Uzorkovanje krvi i CST

Krv i likvor su uzorkovani istovremeno.

Krv je kod svih pacijenata uzorkovana venepunkcijom antekubitalne vene nakon 12h
gladovanja, u jutarnjim satima, u epruvetama koje sadrze 500 mM EDTA kao antikoagulans za
potrebe odredivanja parametara biolosko-biohemijskog sindroma zapaljenja, odnosno u
hepariniziranim epruvetama (za sve preostale analize), koje su potom centrifugirane na 4500g 10
minuta, a nakon toga je plazma odvajana i ¢cuvana na -80°C do sprovodenja planiranih biohemijskih
analiza. Preostali eritrociti su ispirani tri puta u hladnom FR, a potom hemolizirani dodavanjem 9
ckvivalentnih koli¢ina hladne demineralizovane vode nakon ¢ega su hemolizati ¢uvani na -80°C do
izvodenja analiza. Nijedan uzorak nije bio stariji od 6 meseci u momentu sprovodenja analiza. Svi
uzorci izlagani su sobnoj temperaturi jedino za vreme analiza. Sve biohemijske analize izvedene su na
Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u Nisu.

Uzorci likvora dobijani su lumbalnom punkcijom subarahnoidalnog prostora u lezecem,
bo¢nom polozaju, u nivou L3-L4. Deo uzoraka je koris¢en za citoloske analize i potrebe
izoelektricnog fokusiranja, a deo je odmah centrifugiran na 10000g 3 minuta na 4°C kako bi se
otklonili Celijski elementi, a potom zamrznut na -80°C do sprovodenja planiranih biohemijskih
analiza. U dobijenim uzorcima nije bilo znakova krvarenja. Rezultati izoelektricnog fokusiranja

interpretirani su u odnosu na prisustvo odnosno odsustvo oligoklonalnih traka u likvoru sa
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odgovarajuéim nalazom u serumu. Permeabilnost KMB procenjivana je odnosom koncentracije

albumina u serumu odnosno likvoru.

3.2.5.2. Koncentracija nitrata I nitrita
Koncentracija NO- je odredivana merenjem koncentracije NO2 i NO; (umol/l), direktnom
spektrofotometrijskom metodom po Griessu (Griess reagent: 1.5% sulfanilamid uw 1 M HCI plus
0.15% N-(1-naphthyl)ethylendiamin dihydrochlorid u destilovanoj vodi), u plazmi i likvoru (Navaro-
Gonzalvez i sar. 1998).

3.2.5.3. Koncentracija malondialdehida
Koncentracija MDA je odredivana u plazmi, hemolizatima i likvoru spektrofotometrijskom
metodom sa tiobarbiturnom kiselinom (ITBA). Koncentracija TBARS izrazena je kao koncentracija

MDA (pmol) na litar (plazme i likvora), odnosno g Hb (hemolizat) (Andreeva 1 sar. 1988).

3.2.5.4. Koncentracija uznapredovalih produkata oksidacije proteina
Koncentracija AOPP je odredivana u plazmi, hemolizatima i likvoru pomoc¢u H>O, KI i
siréetne kiseline, spektrofotometrijskom metodom, na 340 nm (Witko-Sarsat i sar. 1996). Dobijene

vrednosti izrazene su kao pmol na litar (plazma i likvor), odnosno g Hb (hemolizat).

3.2.5.5. Koncentracija sulthidrilnih grupa
Ukupna kolicina (proteinskih i neproteinskih) SH grupa je odredivana u plazmi, i likvoru,
dok je u hemolizatima odredivana koncentracija GSH, spektrofotometrijskom metodom koriséenjem
2,2-dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB) (Sedlak i Lindsay, 1968; Hu, 1994). Dobijene vrednosti

izrazene su kao umol na litar (plazma i likvor), odnosno g Hb (hemolizat).

3.2.5.6. Aktivnost superoksid dizmutaze
Aktivnost SOD merena je metodom po Minami i Yoshikawa (1979), koja je bazirana na
inhibiciji autooksidacije pirogalola. Superoksidni anjon formiran autooksidacijom pirogalola obrazuje
obojeno jedinjenje sa NBT. Kao ¢ista¢ Oz, SOD inhibise ovu reakciju, gde jedna jedinica enzimske
aktivnosti predstavlja 50% inhibicije. Dobijene vrednosti izrazene su kao U na litar (plazma i likvor),

odnosno g Hb (hemolizat).

3.2.6. Radioloski nalaz
Tkivo CNS je ispitivano magnetnom rezonancom sa 1.5 T (Avanto, Siemens, Erlangen,

Germany). MR protokol ukljucivao je sledece konvencionalne spin eho sekvence: aksijalnu T'-wesghted
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(vreme repeticije (VR) = 500 milisekundi, eho vreme (EV) = 78 milisekundi, broj ekcitacija (BE) = 2
) 1 To-weighted (VR = 4700 milisekundi, EV = 93 milisekundi, BE = 2) sa debljinom preseka 5 mm, i
prostorom izmedu preseka od 0,5 mm, veli¢ine piksela od 0,9 x 0,9 mm.

Intravenski je aplikovano Gd kontrasno sredstvo (Gadovist, Schering, Berlin, Germany) u
dozi od 0,1 mmol/kg telesne mase. Broj i/ili volumen hiperintenzivnih promena videnih na T
sekvenci kao i volumen Gd vezujuéih promena videnih na Ty sekvenci uzimani su za potrebe analiza.
Svi MR nalazi interpretirani su od strane neuroradiologa koji nije imao uvid u klinicki nalaz, niti
dijagnosticku klasifikaciju pacijenata. U odnosu na broj opisanih promena izvrsena je podela unutar
obe grupe pacijenata na one sa manjim i one sa veéim brojem radioloskih promena u odnosu na

srednje vrednosti unutar svake grupe.

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Nakon zavrsenog istrazivanja formirana je jedinstvena baza podataka u softverskom paketu
SPSS (verzija 13.0) sa kojom je vrSene dalja statisticke obrada i analiza dobijenih rezultata.

Koriséeni su slededi statisticki postupci:

®  Deskriptivna statistika: mere centralne tendencije (srednja vrednost, medijana,

mod) i mere varijabiliteta (standardna devijacija, vatijansa, interkvartilni raspon);

®  Analiticka statistika: metode za analizu znacajnosti dobijenih razlika
(parametrijski i/ili neparametrijski — Studentov t test, t test za uparene i
nezavisne uzorke, testovi za testiranje intergrupnih varijansi (ANOVA), Mann-
Whitney, Wilcoxon, Kruskal Wallisov test. Svi testovi primenjivani su tamo gde
je to bilo adekvatno uzimajuéi u obzir distribuciju vrednosti dobijenih varijabli,
velicinu uzorka i Zeljenu analizu), i metode za analizu povezanosti testiranih
varijabli (Pearsonov koeficijent linearne korelacije, Spearmanov koeficijent

korelacije rangova, linearna korelaciona i regresiona analiza).
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4.1. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1.1. Uticaj aplikovanih supstanci na klinicko ispoljavanje EAE

Prve klinicke manifestacije EAE, u EAE Zivotinja koje nisu tretirane AG i NAC, javile su se
izmedu 7.1 9. dana eksperimenta, uz progresiju klinickih znakova od pada tonusa repa do slabosti

zadnjih nogu i potprecaznog dela trupa (rang izmedu 314, od 7. do 10. dana eksperimenta).

Kod EAE zivotinja koje su tretirane AG i NAC vreme pojave klinickih znakova EAE se
poklapa sa vremenom javljanja kod netretiranih zivotinja (izmedu 7.1 9. dana eksperimenta), pri ¢emu
je progresija klinicke slike bila manja u odnosu na netretirane EAE Zivotinje, unutar prva 2 dana od

pocetka klinicke prezentacije EAE.
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Grafikon 1. Tok i klini¢ki skor EAE

Bolest se u obe tretirane grupe (EAE+AG 1 EAE+NAC) inicijalno prezentovala na skali
rangova izmedu 112 (pad tonusa repa uz neznatnu slabost zadnjih nogu), uz neznatnu progresiju sve
do kraja trajanja cksperimenta. Poredenjem nalaza u inicijalnoj klinickoj prezentaciji EAE (na
pocetku eksperimenta), izmedu tretiranih 1 netretiranih EAE Zivotinja, uocena je statisticki znacajna
razlika, p=0,0015 (EAE vs. EAE+AG) i p=0,001 (EAE vs. EAE+NAC). Takav trend odrzan je do
kraja trajanja eksperimenta kada je zabelezen klinicki nalaz u obe tretirane EAE grupe na skali
rangova izmedu 2 1 3 (slabost zadnjih nogu izrazenijeg stepena), sto je bio blazi nalaz u poredenju sa
klinickim nalazom EAE netretiranih Zivotinja koje su imale klinicki skor izmedu 4 1 5 (oduzetost svih

ekstremiteta), p=0,0018 (EAE vs. EAE+AG) 1 p=0,0015 (EAE vs. EAE+NAC).
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Iako je efekat AG na ublazavanje toka i klinicke slike EAE bio ve¢i u odnosu na efekat kojt
je ostvario NAC, nije dobijena statisticka potvrda preimuéstva AG u odnosu na NAC u ostvarivanju
protektivnih efekata na klinicki tok EAE (p=0,085 na pocetku, EAE+AG vs. EAE+NAC; p=0,1 na
kraju, EAE+AG vs. EAE+NAC). Razvoj klinickih znakova EAE od pocetka ekspresije do kraja

trajanja eksperimenta, skorovan na EAE skali, prikazan je na Grafikonu 1.

4.1.2. Uticaj aplikovanih supstanci na imunohistohemijski nalaz u EAE

Rezultati imunohistohemijske obrade isecaka paraventrikularnog regiona prednjeg mozga,
kontrolne grupe i EAE Zivotinja bez tretmana i onih koje su tretirane sa AG 1 NAC prikazani su na
slikama 9 1 10.

Slika 9. Ispitivani biomarkeri u uzorcima kontrolne grupe zivotinja

Poredenjem ekspresije analiziranih biomarkera uoc¢ava se odsustvo ili slaba ekspresija u KG
(Slika 9) u poredenju sa svim EAE grupama (Slika 10). Ekspresija iNOS i EAAT1 nisu uocene
(p<0,001; EAE, EAE+AG, EAE+NAC vs. KG), dok su GFAP+ astrociti (p<0,001; EAE,
EAE+AG, EAE+NAC vs. KG) ili aktivisani makrofagi/mikroglija (p<0,001; EAE, EAE+AG,
EAE+NAC vs. KG) bili izuzetno retki u KG.

U uzorcima EAE zivotinja, koje nisu tretirane sa AG 1 NAC, i onih koje su tretirane ovim
supstancama, ckspresija iNOS je bila ogranic¢ena na citoplazmu pojedinacnih éelija ili Celija grupisanih
u manje klastere. Inducibilna NOS pokazala je visoku ekspresiju (+++) u velikom broju éelija iz
EAE grupe, u poredenju sa uzorcima dobijenim iz EAE+AG (+) 1 EAE+NAC (+) grupe, u kojima
je uocena slaba iNOS ekspresija (Slika 10, A-C; p<0,05).

Broj 1 gustina ED1 (Slika 10, D-F) i OX42 (Slika 10, G-I) pozitivnih celija (monociti,
makrofagi i mikroglija) bio je znacajno vedi u uzorcima dobijenih od zivotinja EAE grupe koje nisu

tretirane (+++), u poredenju sa EAE grupama koje su tretirane sa AG 1 NAC (+) (p<0,05).
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Broj GFAP pozitivnih astrocita (Slika 10, J-L) je bio veéi u uzorcima EAE netretiranih
zivotinja (+++), u odnosu na AG i NAC tretirane EAE grupe (+) (p<0,05). Ekspresija ekscitatornog
aminokiselinskog transportera (EAAT1) (Slika 10, M-O) pokazala je difuznu distribuciju sa izrazitim
poveéanjem signala u uzorcima EAE netretiranih Zzivotinja (+++), u poredenju sa rezultatima

dobijenim iz AG 1 NAC tretiranih grupa (p<<0,05).

Slika 10. iNOS (A-C), ED1 (D-F), OX42 (G-I), GFAP (J-L) i EAAT1 (M-O), u uzorcima EAE
zivotinja bez tretmana (A, D, G, J, M) i EAE zivotinja tretiranih sa AG (B, E, H, K, N) i sa
NAC (C,F, L L, O)
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4.1.3. Uticaj aplikovanih supstanci na nivo nitrata i nitrita u EAE

Dobijent rezultati, prikazani na Grafikonu 2, ukazuju da je nivo NO2 i NOj3 bio znacajno
visi u EAE grupi (331,2131,4 nmol/mg proteina - VM; 340,1£31,7 nmol/mg proteina - MM,
807,3£57,2 nmol/mg proteina - KM) u odnosu na KG (228,3122,4 nmol/mg proteina - VM;
268,6£42,7 nmol/mg proteina - MM, 5411+47,8 nmol/mg proteina - KM) i grupu koja je
tretirana sa CFA (243,3121,4 nmol/mg proteina - VM; 238,6+30,2 nmol/mg proteina - MM,
508,8+35,2 nmol/mg proteina - KM).
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Grafikon 2. Koncentracija NO2 1 NOs; u CNS EAE zivotinja sa i bez tretmana AG i NAC

Dobijena razlika je visoko statisticki znacajna za sve pojedinacne delove CNS EAE
netretiranih zivotinja, (p=0,0008 za VM i MM, p=0,0005 za KM) u odnosu na vrednosti u KG.
Poredenjem vrednosti pojedinacnih delova CNS, najveéi porast koncentracije NO- produkata je
zabelezen u homogenatima tkiva KM (p=0,0004 u odnosu na VM i MM). Tretman EAE Zivotinja
AG znacajno je smanjivao nivo NO; i NO; u svim ispitivanim strukturama CNS (25891123
nmol/mg proteina - VM; 195,1£32,6 nmol/mg proteina - MM, 566,4£57,1 nmol/mg proteina -
KM), u poredenju sa EAE zivotinjama koje nisu tretirane ovim agensom (p=0,0009 za VM,
p=0,0003 za MM, p=0,0005 za KM). Takode, tretman EAE Zivotinja NAC pokazao je statisticki
znacajno smanjenje nivoa metabolita NO-, u svim analiziranim strukturama CNS (199,3+21,3
nmol/mg proteina - VM; 189,7£22,6 nmol/mg proteina - MM, 532,2137,4 nmol/mg proteina -
KM), u odnosu na EAE Zivotinje koje nisu imale nikakav tretman (p=0,0003 za VM, p=0,0002 za
MM, p=0,0004 za KM).
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Poredenjem ostvarenih efekata AG i NAC na smanjenje koncentracije produkata NO.,

uocen je intenzivniji efekat NAC u odnosu na AG (p=0,007 za VM, p=0,045 za MM, p=0,056 za
KM).

4.1.4. Uticaj aplikovanih supstanci na intenzitet lipidne peroksidacije u EAE

Koncentracije MDA, krajnjeg produkta procesa lipidne peroksidacije, bile su znacajno vise u
svim ispitivanim strukturama CNS, u EAE zivotinja (23,524,4 nmol/mg proteina - VM; 25,7127
nmol/mg proteina - MM, 152,1£17,2 nmol/mg proteina - KM) u odnosu na KG (17,4+2,9
nmol/mg proteina - VM; 19,1£2,5 nmol/mg proteina - MM, 89,1£10,2 nmol/mg proteina - KM) i
grupu zivotinja koja je tretirana sa CFA (12,1439 nmol/mg proteina - VM; 153137 nmol/mg
proteina - MM, 71,1£15,4 nmol/mg proteina - KM), p=0,009 za VM, p=0,0015 za MM, p=0,0003
za KM.
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Grafikon 3. Koncentracija MDA u CNS EAE Zivotinja sa i bez tretmana AG i NAC

Najvise koncentracije MDA zabelezene su u homogenatima tkiva KM (p=0,00004, u odnosu
na VM i MM) (Grafikon 3) Tretman AG doveo je do smanjenja koncentracije MDA u svim
ispitivanim strukturama CNS EAE Zivotinja (16,712,4 nmol/mg proteina - VM; 16,823 nmol/mg
proteina - MM, 68,1+19,2 nmol/mg proteina - KM) u odnosu na EAE Zivotinje koje nisu tretirane
ovim agensima (p=0,0006 za VM, p=0,0002 za MM, p=0,00025 za KM). Tretman NAC izazvao je
znacajno smanjenje nivoa MDA, u svim analiziranim strukturama CNS (15,71+3,9 nmol/mg proteina
- VM; 15,3128 nmol/mg proteina - MM, 65,3121,2 nmol/mg proteina - KM), u odnosu na EAE
zivotinje koje nisu imale nikakav tretman (p=0,0006 za VM, p=0,00011 za MM, p=0,00025 za KM).
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Poredenjem ostvarenih efekata AG i NAC na smanjenje koncentracije MDA, uocen je izrazitiji

efekat NAC u odnosu na AG (p=0,07 za VM, p=0,05 za MM, p=0,035 za KM).

4.1.5. Uticaj aplikovanih supstanci na koncentraciju GSH u EAE

Koncentracije GSH belezile su pad u svim ispitivanim delovima CNS, u EAE Zivotinja
(11,6£2,4 nmol/mg proteina - VM; 12,4£3,7 nmol/mg proteina - MM, 7,4%2,2 nmol/mg proteina -
KM) u odnosu na KG (14,6+3,4 nmol/mg proteina - VM; 15,5134 nmol/mg proteina - MM,
10,8+1,2 nmol/mg proteina - KM) i CFA grupu (14,9£2,4 nmol/mg proteina - VM; 15,912
amol/mg proteina - MM, 11,942,2 nmol/mg proteina - KM), p=0,0085 za VM, p=0,0075 za MM,
p=0,005 za KM.
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Grafikon 4. Koncentracija GSH u CNS EAE zivotinja sa i bez tretmana AG i NAC

Na Grafikonu 4, se uocava da tretman AG dovodi do povecanja koncentracije GSH u svim
ispitivanim strukturama CNS EAE zivotinja (12,6£1,9 nmol/mg proteina - VM; 13,9429 nmol/mg
proteina - MM, 8,91+1,8 nmol/mg proteina - KM) u odnosu na EAE zivotinje koje nisu tretirane
ovim agensima (p=0,075 za VM, p=0,067 za MM, p=0,071 za KM). Tretman NAC pokazao je
povecanje koncentracije GSH, u svim analiziranim strukturama CNS (15,5+2,9 nmol/mg proteina -
VM; 15,8422 nmol/mg proteina - MM, 8,8+1,2 nmol/mg proteina - KM), u odnosu na EAE
zivotinje koje nisu imale nikakav tretman, p=0,001 za VM, p=0,009 za MM, p=0,061 za KM.
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Poredenjem ostvarenih efekata AG i NAC na povecanje koncentracije GSH, uocen je

intenzivniji efekat NAC u odnosu na AG (p=0,018 za VM, p=0,025 za MM, p=0,085 za KM).

4.1.6. Uticaj aplikovanih supstanci na aktivnost SOD u EAE

Dobijeni rezultati pokazuju da je aktivnost SOD bila znacajno snizena u EAE Zivotinja
(0,45£0,09 nmol/mg proteina - VM; 0,5910,07 nmol/mg proteina - MM, 0,4910,1 nmol/mg
proteina - KM) u poredenju sa KG (0,95+0,1 nmol/mg proteina - VM; 0,9410,2 nmol/mg proteina -
MM, 0,84£0,1 nmol/mg proteina - KM) i grupom koja je tretirana sa CFA (0,91+0,1 nmol/mg
proteina - VM; 0,910,1 nmol/mg proteina - MM, 0,910,1 nmol/mg proteina - KM), u svim
ispitivanim strukturama CNS, p=0,0005 za VM, p=0,009 za MM, p=0,001 za KM.
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Grafikon 5. Aktivnost SOD u CNS EAE Zivotinja sa i bez tretmana AG i NAC

Na Grafikonu 5 se vidi da tretman AG dovodi do povecanja aktivnosti SOD u svim
ispitivanim strukturama CNS EAE zivotinja (0,7210,09 nmol/mg proteina - VM; 0,65+0,09
nmol/mg proteina - MM, 0,5+0,1 nmol/mg proteina - KM) u odnosu na EAE zivotinje koje nisu
tretirane ovim agensima, p=0,001 za VM, p=0,08 za MM, p=0,09 za KM. Tretman NAC pokazao je
povecanje aktivnosti SOD, u svim analiziranim strukturama CNS (1,11+0,12 nmol/mg proteina -
VM; 0,71£0,17 nmol/mg proteina - MM, 0,61£0,17 nmol/mg proteina - KM), u odnosu na EAE
zivotinje koje nisu imale nikakav tretman, p=0,0095 za VM, p=0,055 za MM, p=0,065 za KM.
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Poredenjem ostvarenih efekata AG 1 NAC na povecanje aktivnosti SOD, uocen je izrazeniji

efekat NAC u odnosu na AG (p=0,025 za VM, p=0,075 za MM, p=0,055 za KM).

4.1.7. Korelacije koncentracija ispitivanih parametara i klinickog skora EAE
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Grafikon 6. Korelacije koncentracije NO2 i NOj (levo) 1 MDA (desno) sa EAE klinickim skorom
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Grafikon 7. Korelacije koncentracije GSH (levo) i aktivnosti SOD (desno) sa EAE klini¢kim skorom

Analizom korelacije koncentracija ispitivanih parametara i tezine klinicke prezentacije EAE
(Grafikon 6), uocena je pozitivna korelacija EAE nalaza i koncentracija NO- metabolita u svim
analiziranim kompartmanima CNS, VM (r=0,506, p=0,02), MM (r=0,316, p=0,015), KM (x=0,695,
p=0,01). Takode, porast na skali klinickog skora EAE pokazao je pozitvnu korelaciju sa vrednostima
MDA, u svim analiziranim tkivima (Grafikon 6), VM (1=0,476, p=0,025), MM (1=0,474, p=0,02),
KM (r=0,579, p=0,015).
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Na Grafikonu 7 se uocava negativna linearna povezanost promene koncentracije GSH, u
svim pojedina¢nim delovima CNS i tezine klinickog nalaza EAE, VM (r=-0,362, p=0,025), MM (r=-
0,490, p=0,01), KM (t=-0,485, p=0,01). Analizom korelacije promena aktivnosti SOD u CNS i tezine
klinicke slike EAE (Grafikon 7), uocena je takode negativna linearna povezanost promene aktivnosti
SOD u svim strukturama CNS, VM (r=-0,421, p=0,03), MM (r=-0,389, p=0,035), KM (1=-0,547,
p=0,013).

4.2. KLINICKI DEO

4.2.1. Opste karakteristike pacijenata

Poredenjem godina zivota KIS (37,5 godina (17-57)), RRMS pacijenata (40 godina (23-58)) i
pacijenata KG (35 godina (23-45)) nisu uocene statisticki znacajne razlike, p=0,065 KIS vs. KG;
p=0,052 RRMS vs. KG; p=0,073 KIS vs. RRMS. Pacijenti KIS grupe bili su mladi u poredenju sa
RRMS sto je ocekivano s obzirom 58elap ovo pacijenti sa prvom klinickom manifestacijom bolesti.
U obe grupe, zene su bile dominantnije zastupljene u odnosu na muskarce (KIS — 35/15, RRMS —

45/12), p=0,021 KIS (zenski pol vs. muski pol); p=0,018 (zenski pol vs. muski pol).

Tabela 1. Opste karakteristike pacijenata

KG KIS RRMS
broj 30 50 57

zene/muskarci 20/10 35/152 45/12a

starost (godine) 35 (23-45) 37,5 (17-57) 40 (23-58)
broj meseci od pojave

neu]roloékih simI;)t(])ma / 2012 1a-12)
duZina bolesti (meseci) / / 84 (1-396)
broj 58elapse po godini / / 0,5 (0.2-1)

a-p<0,05, broj Zena vs. broj muskaraca

U pogledu trajanja aktuelnih klinickih simptoma i znakova bolesti, racunato od momenta
njihove pojave do momenta aktuelne hospitalizacije, tj uklju¢ivanja u istrazivanje, nisu dobijene
statisticki znacajne razlicitosti izmedu KIS i RRMS pacijenata (2 meseca (1-12), za obe grupe;
p>0,05). Duzina trajanja bolesti, racunato od momenta postavljanja definitivne dijagnoze RRMS, u
RRMS pacijenata iznosila je od 1 do 396 meseci (vrednost medijane 84), dok se broj 58elapse kretao

od 0,2 do 1 na godinu dana (vrednost medijane 0,5). Rezultati su prikazani u Tabeli 1.
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4.2.2. Vrednosti parametara biolosko-biohemijskog sindroma inflamacije

Vrednosti svih parametara biolosko-biohemijskog sindroma zapaljenja u plazmi i likvoru

(Tabela 2) bile su izrazitije povecane u KIS i RRMS pacijenata u odnosu na pacijente KG (p<0,05).

Tabela 2. Vrednosti parametara biolosko-biohemijskog sindroma inflamacije

KG KIS RRMS
Sedimentacija (SE/¢) 5(2-17) 22 (2-31)» 18 (3-33)2
Broj leukocita /Gr/Ly/Mo 9 (3,7-14)/7 (2,7-11,2)/2 (0,7- | 8 (4,1-19,8)/6 (2,1-13,8)/2 (1,1-
(<10°11) 5 (4-9)/4 (3-7)/1.5 (0,9-2,5) 30)% 424
C-reaktivni protein (CRP)
2 (0-10 12 (2-21)2 9 (2-18)a>
P (0-10) @21) (218)
Fibrinogen (mg/dL) 3 (2-5) 9 (5-13)= 6 (4-10)
Broj eritrocita (x 10'2/L) 4,79£0,9 4,05£0,75 2 3,55£0,8 %0
Hemoglobin (g/dL) 14+£0,85 13,4£1,04» 12,7+1,152
Hematokrit (%) 42,3121 39,5%4,3 36,5£6,1 0
Gr/Ly (u likvoru) 1(0-2)/0 3 (0-8)/5 (0-10) 3 (0-8)/2 (0-5)
OKT+/OKT- (u likvoru) / 15/35¢ 53/4¢
Indeks propustljivosti n 1095 /904 . .
KMB/N 4£1,05/20 5,90,95/29 6,240,7/15
prot/alb (u plazmi, g/L) 66,4+17,2/39£10,1 64,2+12/42,319,5 60,2+10,2/43,9£11,1
prot/alb (u likvoru, g/L) 0,25+0,1/0,16£0,05 0,32+0,13/0,25+0,11 2 0,42+0,23/0,27£0,11 >

a-p<0,05, vs. kontrolna grupa; b- p<0,05, vs. KIS; c- p<0,05, OKT+ vs. OKT-

Poredenjem dobijenih vrednosti izmedu KIS i RRMS pacijenata dobijene su sledece
znacajnosti: SE je bila viSe ubrzana u KIS (22/¢ (2-31) u odnosu na RRMS (18 (3-33)) pacijente,
p=0,057; CRP je pokazivao vise vrednosti u KIS (12 mg/L (2-21) u poredenju sa RRMS (9 mg/L (2-
18)) pacijentima, p=0,062; vrednosti fibrinogena bile su izrazitije povecane u KIS (9 g/L (5-13) u
poredenju sa RRMS (6 g/L (4-10)) pacijentima, p=0,035. Ukupan broj leukocita, kao i broj
pojedinac¢nih Celijskih fenotipova bele loze, bio je blago visi u KIS (9x10%/L (3,7-14x10°/L)) u
odnosu na RRMS (8x10°/L (4,1-19,8x109/L)) grupu pacijenata, p=0,08.

Analiza dobijenih vrednosti hematograma ukazala je na pad broja eritrocita, hematokrita i
koncentracije 59¢lapse59in u KIS i RRMS pacijenata u odnosu na KG (p<0,05). Broj eritrocita bio je
visi u KIS (4,05£0,75x1012/1) u odnosu na RRMS pacijente (3,55£0,8x10'2/L), p=0,045.
Koncentracija 59elapse59in je bila visa u KIS (13,4+1 g/dL) u odnosu na RRMS grupu (12,7+1,1
g/dL), p=0,08. Isti trend je uocen i u analizi vrednosti hematokrita, poredenjem KIS (39,5+4,3) i
RRMS (36,5£6,1) pacijenata, p=0,085.
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Nije uocena znacajna razlika u broju polimorfonukleara u likvoru izmedu KIS i RRMS grupe,
p=0,9, dok je poredenjem broja limfocita u likvoru, veéi porast uocen u KIS (5 (0-10)) u odnosu na
RRMS (2 (0-5)) pacijente, p=0,038. Kod veceg broja RRMS pacijenata (54 pacijenta) dokazano je
prisustvo oligoklonalnih traka (OKT+) na izoelektricnom fokusiranju likvora i seruma u odnosu na

broj KIS pacijenata (15 pacijenata) koji su imali OKT+, p=0,025.

Narusenost KMB, definisana kao povecanje odnosa koncentracije albumina u likvoru u
odnosu na vrednosti u serumu >7,0x10-3, uocena je kod 7 KIS i 11 RRMS pacijenata. Kod ostalih
pacijenata obe grupe dobijene razlike u proceni permeabilnosti KMB, izmedu KIS (5,9+0,95) i
RRMS (6,210,7) pacijenata, nisu bile statisticki znacajne (p=0,08). Koncentracije ukupnih proteina u
likvoru bile su vise u RRMS (0,4240,23 g/L) u odnosu na pacijente KIS grupe (0,32+0,13 g/L),
p=0,032. Nisu uocene statisticki znacajne razlike koncentracija albumina u likvoru izmedu KIS

(0,25%0,1 g/I) i RRMS pacijenata (0,27%0,1 g/L), p=0,07.

Takode, poredenjem koncentracije ukupnih proteina u plazmi izmedu KIS (64,2£12 g/1) i
RRMS (60,2+10,2 g/L) grupe, i plazmatskih koncentracija albumina KIS (42,3+9,5 ¢/L) i RRMS
(43,9111,1 g/L) grupe, nisu uocene statisticki znacajne razlike, p=0,072 i p=0,084.

4.2.3. Neuroloski nalaz KIS i RRMS pacijenata

Uoceno je da najvedi broj pacijenata ima simptome i znake afekcije vise od jednog
funkcionalnog sistema CNS (Tabela 3), u obe, KIS (35 pacijenata) i RRMS grupi (47 pacijenata),
p=0,035 (KIS vs. RRMS). Kod ostalih pacijenata obe grupe dominatan neuroloski nalaz bila je
piramidna (KIS — 11, RRMS — 9 pacijenata), p=0,075, i senzorna (KIS — 3, RRMS — 1 pacijent)

osteta, kao 1 smetnje vida (KIS — 1 pacijent).

Tabela 3. Neuroloski nalaz kod KIS i RRMS pacijenata

KIS RRMS
Piramidna lezija 11 9
Senzitivni ispadi 3 1
Smetnje vida 1 /
Ostecenje vise od jednog funkcionalnog sistema 35 474

2-p<0,05, vs. KIS
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Demografske karakteristike pacijenata, trajanje neuroloskih tegoba do momenta dolaska na
bolnicko lecenje, broj 6lelapse i ukupno trajanje bolesti od momenta postavljanja dijagnoze (za

RRMS pacijente), u odnosu na vrednosti medijane EDSS, prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Karakteristike pacijenata u odnosu na vrednosti EDSS

EDSS (KIS) EDSS (RRMS)
<3 >3 <5 >5
broj 26 24 30 27
zene/muskarci 19/7 16/8 27/3 18/9
starost (godine) 37 (17-57) 38 (26-52) 39 (23-59) 41 (23-58)
broj meseci od pojave .
neuroloskih simpotma 112 4(1-12) 112 1a-12)
prethodno trajanje ) 206\b
bolesti (meseci) / / 46 (1-250) 96 (8-396)
broj relapsa po godini / / 0,75 (0,2-1) 0,5 (0,25-1)

2-p<0,05, vs. KIS EDSS<3; b-p<0,05, vs. RRMS EDSS=<5

Uocena je statisticka znacajnost u razlici trajanja tegoba do dolaska na bolnicko lecenje u KIS
pacijenta sa veéim (vrednost medijane 1 mesec (1-12 meseci)) u odnosu na KIS pacijente sa manjim
EDSS (vrednost medijane 4 meseca (1-12 mesecti)), p=0,025. Poredenjem duzine trajanja bolesti (od
momenta postavljanja dijagnoze definitivne RRMS), uoceno je da RRMS pacijenti sa ve¢im EDSS

imaju duze trajanje bolesti (vrednost medijane 96 meseci (8-396 meseci)), u odnosu na one koji imaju

manji EDSS (vrednost medijane 46 meseci (1-250 meseci)) (p=0,0013).

Poredenjem ostalih dobijenih vrednosti u podgrupama KIS i RRMS pacijenata podeljenih na

osnovu EDSS nalaza, nisu dobijene statisticki znacajne razlike (p>0,05).

4.2.4. Radioloski nalaz KIS i RRMS pacijenata

Podaci koje se odnose na radioloski nalaz (Tabela 5), ukazuju da je kod 37 pacijenata KIS
grupe 1 svih RRMS pacijenata uoceno postojanje T> hiperintenzivnih signala (p=0,035, RRMS vs.
KIS). Ovi podaci su dobijeni na osnovu rezultata sprovedene MR prilikom aktuelne hospitalizacije,
kao i uvidom u raniju medicinsku dokumentaciju pacijenata. Za potrebe detaljnijih analiza u ovom
istrazivanju, kori§éeni su samo MR nalazi koji su nacinjeni u toku aktuelne hospitalizacije, kod 16

pacijenata KIS i 15 pacijenata RRMS grupe.
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Uoceno je da je ukupan broj, 1 broj supratentorijelnih hiperintenzivnih signala videnih na T>
sekvenci, bio statisticki znacajno veéi u grupi RRMS pacijenata (vrednost medijane za ukupan broj
lezija i broj lezija supratentorijelne lokalizacije — 40 (5-84 supratentorijelne, 3-70 infratentorijelne
lokalizacije)) u odnosu na iste karakteristike u KIS pacijenata (vrednost medijane za ukupan broj
lezija - 9 (0-506), vrednost medijane za ukupan broj supratentorijelnih lezija - 8 (0-80)), p=0,023 i
p=0,03.

Volumen Gd vezujucih lezija, videnih na T sekvenci, je bio statisticki znacajno veéi u RRMS
grupi, kako u mozgu (277,71109,1 mm?), tako i kicmenoj mozdini (641,3£210,2.1 mm?), u poredenju
sa istim nalazom u mozgu (146,5%46,8 mm?) i ki¢cmenoj mozdini (446,61120,1 mm?) pacijenata iz

KIS grupe, p=0,031 (za mozak), p=0,04 (za ki¢menu mozdinu).

Tabela 5. Radioloski nalaz kod KIS i RRMS pacijenata

KIS RRMS
T2 hiperintenzivne lezije mozak ki¢mena mozdina mozak ki¢mena mozdina
Ukupan broj 9 (0-56)/16 / 40 (5-84)/15= /
Supratentorijalno 8 (0-80)/16 / 40 (3-70)/152 /
Infratentorijalno 2 (0-10)/16 / 3 (0-14)/15 /
Ti Gd+ lezije (broj) 2(0-3)/16 1(0-2)/9 2(1-2)/15 1(0-2)/7
Ti Gd+ lezije (mm?) 146,5146/16 546,6+120/9 277,7£109/15= 641,3+250,2/7
Ukupan broj pacijenata
sa To-hiperintenzivnim 37 57 2
lezijama

2-p<0,05, vs. KIS

4.2.5. Koncentracije ispitivanih parametara u odnosu na starost pacijenata

Dobijene vrednosti ispitivanih parametara u plazmi, likvoru i hemolizatima, u odnosu na

starost pacijenata prikazani su na Tabeli 6.

Uoceno je da stariji pacijenti imaju vece koncentracije NO2 i NOs, u odnosu na mlade
pacijente, i u KIS (plazma - p=0,034; likvor — p=0,04), i u RRMS grupi (plazma — p=0,03; likvor —
p=0,025). Sli¢no, koncentracija MDA u svim ispitivanim medijumima bila je veéa u grupi starijih u
odnosu na mlade pacijente, u obe ispitivane grupe, KIS (plazma — p=0,07; likvor — p=0,06; hemolizat
—p=0,09), i u RRMS grupi (plazma — p=0,055; likvor -p=0,065; hemolizat — p=0,06). Koncentracije
AOPP belezile su porast u grupi starijih pacijenata i u KIS (plazma — p=0,05; likvor — p=0,00;
hemolizat — p=0,055), i u RRMS grupi (plazma — p=0,006; likvor —p=0,04; hemolizat — p=0,095).
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Tabela 6. Vrednosti ispitivanih biomarkera u odnosu na starost pacijenata

KIS RRMS
Starost (godine) starost < 37,5 /26 | starost > 37,5 /24 sarost <40 /30 | starost >40 /27
NO.i NO; |
(umol/L plazme) 88,7+9,7 98,649 1 75,8+7,7 85,4174
(umol/L likvora) 16,2434 222442 14,5438 19,3+4,10
MDA |
(umol/L plazme) 94+12 9,8+1,5 8,9+1 9,3+1,1
(wmol/L likvora) 41408 4,7+0,65 3,8+0,6 42405
(wmol/g Hb hemolizata) 0,6+0,12 0,64%0,1 0,78+0,1 0,8310,14
AOPP
(umol/L plazme) 94,3%6,7 100,3%7,1+ 72,746 78247,
(umol/L likvora) 47+7,1 51,2487 32,746,2 39,2470
(umol/g Hb hemolizata) 0,89%0,16 1,140,1 140,12 1,1£0,15
SH grupe
(umol/L plazme) 184,2+16,5 172,3+ 14,4+ 147,1+12,1 127,3+10°
(umol/L likvora) 82,2+9.4 74,618,64 422163 28,547,6
(umol GSH/g Hb hem.) 6,810,54 6,8310,42 5,310,5 51404
SOD
(U/mL plazme) 23404 1,903 24402 1,6+0,2°
(U/mL likvora) 0,25%0,04 0,1520,06° 0,2610,03 0,1810,04
(U/g Hb hemolizata) 21314258 19733541 19541358 1875+320°

a-p<0,05, vs. KIS starost=37,5; b-p<0,05, vs. RRMS starost=40

Istovremeno, uocen je pad vrednosti SH u plazmi i likvoru, odnosno GSH u hemolizatima, u
starijih u odnosu na mlade i u KIS (plazma — p=0,025; likvor — p=0,04; hemolizat — p=0,9) i u RRMS
pacijenata (plazma — p=0,015; likvor — p=0,035; hemolizat — p=0,75). Trend pada aktivnosti SOD sa
porastom godina zivota zabelezen je i u KIS (plazma — p=0,065; likvor — p=0,031; hemolizat —

p=0,05) i u RRMS pacijenata (plazma — p=0,025; likvor —p=0,031; hemolizat — p=0,07).

4.2.6. Koncentracije ispitivanih parametara u odnosu na pol pacijenata

Analizom dobijenih vrednosti ispitivanih parametara, u odnosu na pol pacijenata (Tabela 7),
uoceno je da muskarci imaju vise vrednosti koncentracija NO2 i NO3, u odnosu na Zzene, i u KIS
(plazma — p=0,06; likvor — p=0,075), i u RRMS grupi (plazma — p=0,065; likvor — p=0,023).
Koncentracija MDA u svim ispitivanim medijumima bila je selektivno visa u zena u odnosu na
muskarce, u obe ispitivane grupe, KIS (plazma — p=0,078; likvor — p=0,045; hemolizat — p=0,9), 1 u
RRMS grupi (plazma — p=0,85; likvor — p=0,95; hemolizat — p=0,0).
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Koncentracije AOPP belezile su porast koncentracije u muskaraca u odnosu na zene 1 u KIS
(plazma — p=0,58; likvor — p=0,6; hemolizat — p=0,55), 1 u RRMS pacijenata (plazma — p=0,00;
likvor — p=0,06; hemolizat — p=0,55).

Tabela 7. Vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na pol pacijenata

- s """ RBRMS
Pol/broj sene / 35 | muskarci / 15 | sene / 45 | muskarci / 12
NO:i NO; |
(wmol/L plazme) 89,4%9,5 96,349,1 78,746,7 82,1475
(wmol/L likvora) 18,1439 20,4+4 15,543 19331
MDA |
(umol/L plazme) 97412 9,5+1,2 9,2+1 9+1
(wmol/L likvora) 4,8+0,7¢ 40,6 42405 4404
(wmol/g Hb hemolizata) 0,62%0,1 0,62%0,1 0,8%0,1 0,820,1
AOPP
(umol/L plazme) 96,16,5 98,3%7 73,5461 77,247
(wmol/L likvora) 48+7 50,5474 34,856, 37,246,9
(wmol/g Hb hemolizata) 0,9+0,11 140,11 1£0,1 1.120,1
SH grupe
(umol/L plazme) 176,1+14,5 180,9+14 127,1+12,1 147,3%10,4+
(wmol/L likvora) 76,2474 80,6+8 30,7£6,9 40,547+
GSH (umol/g Hb hemolizata ) 6,8+0.4 6,67%0,5 49404 514034
SOD
(U/mL plazme) 2403 22402 1,9%0,2 21402
(U/mL likvora) 0,2040,04 0,2140,06 0,1840,02 0,25+0,04+
(U/g Hb hemolizata) 2051+281 2178+314 1784325 19802300

a-p<0,05, vs. zene

Uocen je pad vrednosti SH grupa u plazmi i likvoru, odnosno GSH u hemolizatima, u zena u
odnosu na muskarce i u KIS (plazma — p=0,095; likvor — p=0,055; hemolizat — p=0,65) i RRMS
pacijenata (plazma — p=0,025; likvor — p=0,025; hemolizat — p=0,07). Pad aktivnosti SOD bio je
dominantniji u Zena u odnosu na muskarce i u KIS (plazma — p=0,075; likvor — p=0,3; hemolizat —

p=0,05) i u RRMS pacijenata (plazma — p=0,065; likvor — p=0,03; hemolizat — p=0,045).

4.2.7. Koncentracije ispitivanih parametara u odnosu na nalaz OKT u likvoru

Analizom dobijenih vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo ili odsustvo
oligoklonalnih traka (OKT+/OKT-) u plazmi i/ili likvoru (Tabela 8), uocen je porast koncentracije
NO2 i NOs, MDA 1 AOPP, i pad koncentracije SH grupa i aktivnosti SOD u grupi OKT+ u odnosu
na OKT-1u KIS i u RRMS grupi.
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Tabela 8. Vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo oligoklonalnih traka

KIS RRMS
OKT/broj OKT+/15 OKT-/35 OKT+/53 OKT-/4
NO:iNO;
(umol/L plazme) 97,8192 90,5+9,4 84,5+6,5 75,9£7,7
(umol/L likvora) 23,1£3,5% 16,514 21£3,6 13,9£3)5
MDA
(umol/L plazme) 9,9%1= 9,1+1,3 9,9%1 8,1+1,1
(umol/L likvora) 5,4%0,82 3,940,5 4,9 £0,6 3,84+0,35
(umol/g Hb hemolizata) 0,72£0,1= 0,55%0,1 0,89£0,1 0,75£0,1
AOPP
(umol/L plazme) 100,1£6,9 96,317,3 79,3£6,5 71,2£6,7
(umol/L likvora) 54,3172 44,5184 40,8£5,2 31,4£6
(umol/g Hb hemolizata) 1,1£0,12 0,9%0,1 1,1£0,1 0,9%0,1
SH grupe
(umol/L plazme) 170,2£13,57 185,8£13,9 130,1£11,1 144,6+12,4
(umol/L likvora) 74,5+7,14 83,0£7,8 33,4£6,9 37,5%6,9
GSH (umol/g Hb hemolizata ) 6,7£0,35 6,6%0,65 4,8%0,35 5,4%10,3
SOD
(U/mL plazme) 1,940,252 2,4+0,21 1,8+0,15 2,240,22
(U/mL likvora) 0,19£0,052 0,23£0,05 0,2%0,03 0,23£0,05
(U/g Hb hemolizata) 2007+2227 22581224 1845£285 1990£210

a-p<0,05, vs. OKT-

S obzirom na mali broj OKT- pacijenata u RRMS grupi (4 pacijenta) koji nije dozvolio

validnu procenu statisticke znacajnosti dobijenih razlika vrednosti ispitivanih biomarkera u odnosu na

OKT+ RRMS pacijente (53 pacijenta), statisticka obrada je vr$ena samo za KIS pacijente.

Tako su u KIS grupi uocene vise vrednosti koncentracija NO2 i NO3 u OKT+ u odnosu na

OKT- pacijente (plazma — p=0,045; likvor — p=0,025). Koncentracija MDA u svim ispitivanim

medijumima bila je visa u OKT+ u odnosu na OKT- pacijente ove grupe (plazma — p=0,05; likvor —
p=0,019; hemolizat — p=0,03). Koncentracije AOPP su bile vise u OKT+ u odnosu na OKT-

pacijente (plazma — p=0,65; likvor — p=0,045; hemolizat — p=0,045).

Uocen je pad vrednosti SH grupa u plazmi i likvoru, odnosno GSH u hemolizatima, u

OKT+ u odnosu na OKT- pacijente KIS grupe (plazma — p=0,035; likvor — p=0,05; hemolizat —

p=0,85). Aktivnosti SOD ukazivale su na pad u OKT+ u odnosu na OKT- pacijente (plazma —
p=0,035; likvor — p=0,04; hemolizat — p=0,041).
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4.2.8. Koncentracije ispitivanih parametara u odnosu na ucestalost relapsa

Nisu uocene statisticki znacajne razlike poredenjem vrednosti ispitivanih parametara u odnosu

na ucestalost pojave relapsa u RRMS pacijenata (Tabela 9), p>0,05.

Tabela 9. Vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na ucestalost relapsa u RRMS pacijenata

- ®Ms
Ucestalost relapse (godisnje) | <05 > 0.5
NO:iNO;

(nmol/L plazme) 79,8%8,7 80,4£8,1
(wmol/L likvora) 16,51+3,2 18,3+4
MDA

(wmol/L plazme) 9,1£1 9,1%1
(wmol/L likvora) 4,15%0,5 41103
(wmol/g Hb hemolizata) 0,910,1 0,92£0,1
AOPP

(wmol/L plazme) 76,9%6,1 78,216,5
(wmol/L likvora) 37,76 38,2+6,7
(wmol/g Hb hemolizata) 1£0,1 1,1£0,12
SH grupe

(wmol/L plazme) 147,1+12,1 127,3+10,4
(wmol/L likvora) 40,7£6,9 30,517
GSH (umol/g Hb hemolizata ) 519104 4,910,34
SOD

(U/mL plazme) 2+0,2 2,110,2
(U/mL likvora) 0,240,03 0,22+0,04
(U/g Hb hemolizata) 1804£325 1883+230

4.2.9. Koncentracije nitrata i nitrita u KIS i RRMS pacijenata

Dobijene vtednosti za NO2 i NO3 u plazmi i likvoru (grafikoni 8, 9 i 10), u KIS (plazma —
96,4110,1 umol/L; likvor — 19,1455 umol/L) i RRMS grupi (plazma — 80,9+12,1 umol/L; likvor —
17,615,2 umol/L), pokazale su statisticki znacajno vise vrednosti u odnosu na KG (plazma —
54,519,3 umol/L; likvor — 9,8%14,2 umol/L), p=0,0014 (KIS vs. KG - plazma), p=0,0015 (KIS vs.
KG - likvor); p=0,0019 (RRMS vs. KG - plazma), p=0,002 (RRMS vs. KG - likvor).

Poredenjem dobijenih odnosa koncentracije NO2 i NO3 u plazmi u odnosu na koncentraciju
NOz i NOj u likvoru, u KIS i RRMS grupi, nisu uocene statisticke znacajnosti (p>0,05). Dobijene
vrednosti NO2 1 NOs koncentracija u plazmi i likvoru, bile su vise u KIS u odnosu na RRMS

pacijente (p=0,037, plazma; p=0,065, likvor).
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Grafikon 8. Koncentracija NO; i NOj3 u odnosu na EDSS

Pacijenti sa veéim EDSS (Grafikon 8) imali su vise vrednosti NOz i NOj3 koncentracija u
odnosu na pacijente sa manjim EDSS, i u KIS (plazma — 100,7+15,2 vs. 92,4£9,3 umol/L (p=0,05);
likvor — 191+4.5 vs. 18+4,4 umol/L (p=0,09)), i u RRMS grupi (plazma — 87,3+154 vs. 75,2+10,3
umol/L (p=0,025); likvor — 20,915,5 vs. 16,1+4,4 umol/L (p=0,04)).

120 1 a-p<0,05 vs. KG 4 Kontrolna grupa
b-p<0,05 vs. RRMS B KIS UKUPNO
<
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=
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- T
y |]
0 T T
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Grafikon 9. Koncentracija NO2 i NO3 u odnosu na broj T hiperintenzivnih signala u mozgu
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Dobijene koncentracije NOz i NO; u KIS i RRMS podgrupama nastalim deljenjem
pacijenata u odnosu na ukupan broj T hiperintenzivnih signala u mozgu, na one sa manjim i one sa
veéim brojem (Grafikon 9) ukazale su na postojanje razlika, i u KIS (plazma — 95,7£10,5 vs. 85,619,5
umol/L (p=0,05); likvor — 17,4+6,8 vs. 17,9£7,1 umol/L (p=0,09)), i u RRMS grupi (plazma —
70,3189 vs. 80,1£10,1 umol/L (p=0,05); likvor — 19,7£5,9 vs. 17,1£5,2 umol/L (p=0,025)).

120 -

a—p<0,05 vs. KG 4Kontrolna grupa
a,b b-p<0,05 vs. KIS KIS UKUPNO
] c-p=0,05DB > vs. DB < HKISDB <2 m
1001 MKISDB >2m
c HRRMS UKUPNO
a MRRMS DB < 84 m
80 A MRRMD DB > 84 m
J
=
£ 60 -
3
40 -
a
20 A £ a
I B 5
o WAL ML
0 ! .
PLAZMA LIKVOR

Grafikon 10. Koncentracija NO2 1 NO3 u odnosu na duzinu trajanja bolesti (tegoba)

Analiza dobijenih vrednosti NO; i NOs, podeljenih u odnosu na duzinu trajanja bolesti (za
RRMS grupu), tj duzinu trajanja aktuelnih neuroloskih simptoma i znakova (za KIS grupu), na grupu
onih sa kra¢im i grupu onih sa duzim trajanjem tegoba (Grafikon 10) ukazale su na postojanje visih
koncentracija NO2 i NOs u pacijenata sa duzim trajanjem tegoba, kako u KIS (plazma — 99,8+9,5 vs.
93,418,5 umol/L (p=0,00); likvor — 19,3£3,1 vs. 18,7+4,5 pmol/L (p=0,095)), tako i u RRMS grupi
(plazma — 85,3£9,9 vs. 77,2£8,1 pmol/L (p=0,05); likvor — 18,5+4,9 vs. 17,4+4.2 umol/L (p=0,07)).
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4.2.10. Koncentracije MDA u KIS i RRMS pacijenata

Vrednosti MDA u svim vrstama uzoraka (grafikoni 11, 121 13), 1 u KIS (plazma — 9,6%1,7
umol/L; likvor — 4,410,9 pmol/L, hemolizat — 0,621+0,13 umol/g Hb) i u RRMS grupi (plazma —
9,1+1 umol/L; likvor — 4£0,7 umol/L, hemolizat — 0,7910,12 pmol/g Hb), pokazale su znacajno
vise vtednosti u odnosu na KG (plazma — 4,2+1,7 umol/L; likvor — 0,940,2 umol/L, hemolizat —
0,7910,12 pmol/g Hb), p=0,001 (KIS vs. KG - plazma), p=0,001 (KIS vs. KG - likvor), p=0,0012
(KIS vs. KG - hemolizati); p=0,001 (RRMS vs. KG - plazma), p=0,001 (RRMS vs. KG - likvor),
p=0,0008 (RRMS vs. KG - hemolizati). Poredenjem dobijenih odnosa koncentracije MDA u plazmi
u odnosu na koncentraciju MDA u likvoru, u KIS i RRMS grupi, nije uoceno postojanje statisticke
znacajnosti (p>0,05). Dobijene vrednosti MDA koncentracija u plazmi i likvoru, bile su znacajno vise
u KIS u odnosu na RRMS pacijente (p=0,075, plazma; p=0,08, likvor), dok su vrednosti MDA
koncentracije u hemolizatima bile vise u RRMS u poredenju sa KIS grupom (p=0,039).

Pacijenti sa ve¢éim EDSS (Grafikon 11) imali su viSe vrednosti MDA koncentracija u svim
vrstama uzoraka u odnosu na pacijente sa manjim EDSS, i to kako u KIS (plazma — 10,2+1,8 vs.
9%1,3 umol/L (p=0,04); likvor — 51,5 vs. 3,9%1,2 pmol/L (p=0,035), hemolizat — 0,82+0,19 vs.
0,51+0,1 pmol/g Hb (p=0,003)), tako i u RRMS grupi (plazma — 9,8%1,7 vs. 8,5+1,2 umol/L
(p=0,0012); likvor — 4,6£1,1 vs. 3,4%0,8 umol/L (p=0,05), hemolizat — 0,89+0,14 vs. 0,75£0,09
umol/g Hb (p=0,0011)).

1.2 + 12 -
c a-p<0,05 vs. KG 1Kontrolna grupa

a c b-p<0,05 vs. KIS B KIS UKUPNO
a c-p=<0,05 EDSS > vs. EDSS < onro s

KIS EDSS > 3

®RRMS UKUPNO

MRRMS EDSS < 5

0.8 1 8 1 “RRMD EDSS > 5
06 - 6 - c
C
a
a
0.4 - 4
0.2 1 2
0 - 0 A r .‘:i

HEMOLIZAT PLAZMA LIKVOR

(umol/g Hb)
(umol/L)

Grafikon 11. Koncentracija MDA u odnosu na EDSS
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Analizom koncentracija MDA u KIS i RRMS podgrupama sa manjim u odnosu na one sa
veéim brojem T> hiperintenzivnih signala u mozgu (Grafikon 12) ukazale su na postojanje visih
koncentracija MDA u grupi pacijenata sa veim u odnosu na one sa manjim brojem pomenutih
signala, i to kako u KIS (plazma — 10+1,5 vs. 8,7+1,5 umol/L (p=0,045); likvor — 4,9£1,1 vs. 4£0,8
umol/L (p=0,05), hemolizat — 0,8910,14 vs. 0,62£0,11 umol/g Hb (p=0,025)), tako i u RRMS grupi
(plazma — 8,3+1,3 vs. 7,3%1,5 umol/L (p=0,04); likvor — 4,7+1,3 vs. 3,71 umol/L (p=0,035),
hemolizat — 0,77 £0,12 vs. 0,73+0,14 pmol/g Hb (p=0,12)).

1.2 - 12 4 a,p<0’05 vs. KG 1Kontrolna grupa
c b-p<0,05 vs. KIS KIS UKUPNO
c-p=<0,05T, HS > vs. T, HS < WIS broj T2 HS <9

10

[
a a
8 - 8
6 - 6
04 - 4
02 2
. : i

HEMOLIZAT PLAZMA LIKVOR

M KIS broj T2 HS > 9
HRRMS UKUPNO

M RRMS broj T2 HS < 40

(=)
[o2)

4RRMD broj T2 HS > 40

(umol/L)

(umol/g Hb)

Grafikon 12. Koncentracija MDA u odnosu na broj T hiperintenzivnih signala u mozgu

Analiza dobijenih vrednosti MDA u podgrupama pacijenata sa kraéim i onih sa duzim
trajanjem tegoba (Grafikon 13) ukazale su na postojanje visih koncentracija MDA u pacijenata sa
duzim trajanjem bolesti u odnosu na one sa kradim trajanjem bolesti, i to u svim vrstama uzorak, i u
KIS (plazma — 10£2,5 vs. 8,4+1,5 umol/L (p=0,03); likvor — 5,1£1,1 vs. 3,9+1,2 pmol/L (p=0,035),
hemolizat — 0,75%0,1 vs. 0,6£0,09 pmol/g Hb (p=0,037)), i u RRMS grupi (plazma — 8,5+1,9 vs.
7,1£1,3 umol/L (p=0,035); likvor — 5,1£0,9 vs. 3,5+1,2 umol/L (p=0,025), hemolizat — 0,76£0,1 vs.
0,7510,1 pmol/g Hb (p=0,15)).
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Grafikon 13. Koncentracija MDA u odnosu na duzinu trajanja bolesti (tegoba)

4.2.11. Koncentracije AOPP u KIS i RRMS pacijenata

Dobijene vrednosti za AOPP u svim vrstama uzoraka (grafikoni 14, 151 16), u obe grupe, KIS
(plazma — 97,2£17 pumol/L; likvor — 49,3+8,5 umol/L, hemolizat — 0,98+0,15 pmol/g Hb) i RRMS
(plazma — 75,9%15 umol/L; likvor — 35,2+7,2 umol/L, hemolizat — 1,02£0,11 pmol/g Hb), bile su
znacajno vise u odnosu na vrednosti u KG (plazma — 55£10,3 umol/L; likvor — 23,518 umol/L,
hemolizat — 0,54+0,08 pmol/g Hb), p=0,001 (KIS vs. KG - plazma), p=0,0012 (KIS vs. KG -
likvor), p=0,001 (KIS vs. KG - hemolizati); p=0,005 (RRMS vs. KG - plazma), p=0,005 (RRMS vs.
KG - likvor), p=0,0009 (RRMS vs. KG - hemolizati). Poredenjem dobijenih odnosa koncentracije
AOPP u plazmi u odnosu na koncentraciju AOPP u likvoru, u svakoj od ispitivanih grupa, nisu
uocene statisticke znacajnosti (p>0,05). Koncentracije AOPP u plazmi i likvoru bile su znacajno vise
u KIS u odnosu na RRMS pacijente (p=0,025, plazma; p=0,03, likvor), dok takav trend nije uocen
kod vrednosti AOPP u hemolizatima (p=0,12).

Pacijenti sa ve¢im EDSS (Grafikon 14) imali su vise koncentracije AOPP u svim vrstama
uzoraka u odnosu na pacijente sa manjim EDSS, kako u KIS (plazma — 106,8£17 vs. 88,2£12,3
umol/L (p=0,001); likvor — 53,1£6,5 vs. 46,1174 umol/L (p=0,04), hemolizat — 1,21£0,15 vs.
0,851£0,07 pmol/g Hb (p=0,028)), tako i u RRMS grupi (plazma — 106,8+17 vs. 88,2£12,3 pmol/L
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(p=0,001); likvor — 53,146,5 vs. 46,1274 umol/L (p=0,04), hemolizat — 1,21+0,15 vs. 0,85+0,07
umol/g Hb (p=0,0015)).
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Grafikon 14. Koncentracija AOPP u u odnosu na EDSS

Vrednosti AOPP u KIS i RRMS podgrupama nastalim deljenjem pacijenata u odnosu na
ukupan broj T> hiperintenzivnih signala u mozgu, na one sa manjim i one sa veéim brojem (Grafikon
15) nisu ukazale na statisticku znacajnost, ni u KIS (plazma — 92,5£9,5 vs. 90,3+8,5 umol/L
(p=0,08); likvor — 45,9110 vs. 46,818,1 umol/L (p=0,09), hemolizat — 1,01+0,1 vs. 0,9240,07
umol/g Hb (p=0,071)), ni u RRMS grupi (plazma — 72,9£13,9 vs. 72,6£15,1 umol/L (p=0,09); likvor
—37£7,9 vs. 37,1£9,2 umol/L (p=0,09), hemolizat — 1,06+0,1 vs. 0,98+0,11 umol/g Hb (p=0,08)).

Analiza dobijenih vrednosti AOPP u svim medijumima, podeljenih u odnosu na duzinu
trajanja bolesti (za RRMS grupu), tj duzinu trajanja aktuelnih neuroloskih simptoma i znakova (za
KIS grupu), na grupu onih sa kra¢im i grupu onih sa duzim trajanjem tegoba (Grafikon 16) ukazale
su na postojanje visih koncentracija AOPP u pacijenata sa duzim trajanjem bolesti, i u KIS (plazma —
102,4£17,5 vs. 95,7£8,5 umol/L (p=0,07); likvor — 58,7+10,1 vs. 41,8+8,5 pmol/L (p=0,03),
hemolizat — 1,1£0,1 vs. 0,910,09 pmol/g Hb (p=0,013)), i u RRMS grupi (plazma — 80,5+11,9 vs.
71,2£13,1 umol/L (p=0,065); likvor — 39,689 vs. 32,8£7,2 umol/L (p=0,06), hemolizat — 1,0520,1
vs. 120,11 pmol/g Hb (p=0,081)).
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Grafikon 15. Koncentracija AOPP u u odnosu na broj T> hiperintenzivnih signala u mozgu
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Grafikon 16. Koncentracija AOPP u odnosu na duzinu trajanja bolesti (tegoba)
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4.2.12. Koncentracije SH grupa u KIS i RRMS pacijenata

Dobijene vrednosti za SH grupe u ispitivanim uzorcima (grafikoni 17, 18 1 19), u KIS
(plazma — 178,4£15 pmol/L; likvor — 78£10 pmol/L, hemolizat — 6,82%0,5 umol/g Hb), i u
RRMS gtupi (plazma — 137,5+16,1 umol/L; likvor — 34,5+6,8 umol/L, hemolizat — 5,1520,7
umol/g Hb), ukazale su na nizu koncentraciju SH grupa u odnosu na vrednosti u KG (plazma —
201423 pmol/L; likvor — 96,5+10,5 umol/L, hemolizat — 8,1+0,8 umol/g Hb), p=0,02 (KIS vs.
KG - plazma), p=0,03 (KIS vs. KG - likvor), p=0,0025 (KIS vs. KG - hemolizat); p=0,004
(RRMS vs. KG - plazma), p=0,003 (RRMS vs. KG - likvor), p=0,0007 (RRMS vs. KG -
hemolizat). Poredenjem dobijenih odnosa koncentracije SH u plazmi u odnosu na koncentraciju
SH u likvoru u RRMS grupi dobijena je statisticki znacajna razlika u poredenju sa KIS grupom
(p<0,05). Koncentracija SH grupa u plazmi, likvoru i hemolizatu, bile su znacajno vise u KIS u

odnosu na RRMS pacijente (p=0,015, plazma; p=0,005, likvor; p=0,009, hemolizat).
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Grafikon 17. Koncentracija SH grupa u odnosu na EDSS

Pacijenti sa veéim EDSS (Grafikon 17) imali su nize vrednosti SH koncentracija (GSH u
hemolizatu) u odnosu na pacijente sa manjim EDSS, i u KIS (plazma — 163,8£15 vs. 191,9+14
umol/L (p=0,002); likvor — 73,9+10,4 vs. 82,3110 umol/L (p=0,045), hemolizat — 6,34£0,5 vs.
7,22410,35 pmol/g Hb (p=0,018)), i u RRMS grupi (plazma — 129,6+17,2 vs. 146,8+15,1 pmol/L
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(p=0,01); likvor — 30,1£8 vs. 38,814,2 umol/L (p=0,04), hemolizat — 4,59+0,7 vs. 5,6+0,7 pmol/g
Hb (p=0,012)).

Poredenjem koncentracija SH grupa (GSH u hemolizatu) u KIS i RRMS podgrupama sa
manjim i onih sa veéim brojem T3 hiperintenzivnih signala u mozgu (Grafikon 18) ukazale su na
postojanje razlika, i u KIS (plazma — 186,4£10,2 vs. 184,5213,8 pmol/L (p=0,8); likvor — 84,9£8,7
vs. 76,9177 umol/L (p=0,05), hemolizat — 7,05+0,27 vs. 6,3+0,17 umol/g Hb (p=0,023)), i u
RRMS grupi (plazma — 140,3£10,2 vs. 143,913 pmol/L (p=0,9); likvor — 43,5+8,1 vs. 22,4189
umol/L (p=0,001), hemolizat — 5,28+0,25 vs. 4,68+0,31 pumol/g Hb (p=0,017)).
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Grafikon 18. Koncentracija SH u u odnosu na broj T hiperintenzivnih signala u mozgu

Analiza dobijenih vrednosti u odnosu na duzinu trajanja bolesti ukazala je na postojanje visih
koncentracija SH grupa (GSH u hemolizatu) u pacijenata sa kraéim trajanjem u odnosu na pacijente
sa duzim trajanjem bolesti, i u KIS (plazma — 185,9+12,5 vs. 167,8+18,5 umol/L (p=0,05); likvor —
88,3+8,1 vs. 70,948,5 umol/L (p=0,025), hemolizat — 7,2+1,2 vs. 6,520,9 pmol/g Hb (p=0,029)), i
u RRMS grupi (plazma — 147,8+12,9 vs. 124,6+12,1 pumol/L (p=0,005); likvor — 40,8+5,9 vs.
28,1£7,2 umol/L (p=0,032), hemolizat — 5,2£0,9 vs. 5+1 umol/g Hb (p=0,073)), Grafikon 19.

REZULTATI 75



10 - 250 ~ a—p<0,05 vs. KG 1Kontrolna grupa
b-p<0,05 vs. KIS

KIS UKUPNO
¢p<0,05DB>vs.DB<

=}
1

MKISDB<2m

200 - a MKISDB >2m
l ®RRMS UKUPNO

c
l a
J MRRMS DB < 84 m
c
4RRMD DB > 84 m
a, b
4 a,b 150 -
J 100 -
J 50 -
1 A
0 " 0 += : L

ERITROCITI PLAZMA LIKVOR

N ~ o]
1

(umol/L)

(umol GSH /g Hb)

(S8} +~

AN}

Grafikon 19. Koncentracija SH u odnosu na duzinu trajanja bolesti (tegoba)

4.2.13. Aktivnost SOD u KIS i RRMS pacijenata

Aktivnosti SOD u plazmi i hemolizatu (grafikoni 20, 21 1 22), i u KIS (plazma — 2,2240,4
U/mL; hemolizat - 21184357 U/g Hb) i u RRMS grupi (plazma — 2,02+1,6 U/mL; hemolizat -
1887£410 U/g Hb), ukazale su na znacajno vise vrednosti u odnosu na KG (plazma — 1,321+0,5
U/mL; hemolizat - 14072250 u/g Hb), p=0,003 (KIS vs. KG - plazma), p=0,002 (KIS vs. KG -
hemolizat); p=0,0013 (RRMS vs. KG - plazma), p=0,009 (RRMS vs. KG - hemolizati). Aktivhost
SOD belezila je pad vrednosti u likvoru i u KIS (0,19£0,09 U/mL) i RRMS grupi (0,24+0,08 U/mL),
u odnosu na KG (0,30£0,07 U/mL), p=0,025 (KIS vs. KG), p=0,034 (RRMS vs. KG). Poredenjem
dobijenih odnosa aktivnosti SOD u plazmi u odnosu na aktivnost SOD u likvoru, u KIS i RRMS
grupi, nije uoceno postojanje statisticki znacajnih razlika (p>0,05). Aktivhost SOD u plazmi i
hemolizatima bile su vise u KIS u odnosu na RRMS pacijente (p=0,056, plazma; p=0,02, hemolizat),
dok su vrednosti SOD aktivnosti u likvoru bile vise u RRMS u poredenju sa KIS grupom (p=0,08).

Pacijenti sa ve¢im EDSS (Grafikon 20) imali su nizu SOD aktivnost u svim vrstama uzoraka u
odnosu na pacijente sa manjim EDSS, i to kako u KIS (plazma — 2+1,5 vs. 2,5310,26 U/mL
(p=0,042); likvor — 0,14£0,9 vs. 0,24+0,1 U/mL (p=0,02), hemolizat — 1572+266 vs. 2431+350
U/g Hb (p=0,001)), tako i u RRMS grupi (plazma — 1,74£0,9 vs. 2,29%1,1 U/mL (p=0,04); likvor —
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0,18+0,05 vs. 0,2840,08 U/mL (p=0,015), hemolizat — 17774265 vs. 20424312 U/g Hb
(p=0,023)).
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Grafikon 20. Aktivnhost SOD u odnosu na EDSS

Poredenjem aktivnosti SOD u KIS i RRMS podgrupama sa manjim u odnosu na one sa veim
brojem T> hiperintenzivnih signala u mozgu (Grafikon 21) ukazale su na postojanje visih aktivnosti
SOD u grupi pacijenata sa manjim u odnosu na one sa ve¢im brojem pomenutih signala, i to kako u
KIS (plazma — 2,64£1,2 vs. 240,8 U/mL (p=0,042); likvor — 0,22+0,07 vs. 0,20+0,09 U/mL
(p=0,85), hemolizat — 1979+212 vs. 1600£208 U/g Hb (p=0,009)), tako i u RRMS grupi (plazma —
241+1,1 vs. 1,9£0,8 U/mL (p=0,03); likvor — 0,24+0,08 vs. 0,231£0,07 U/mL (p=0,95), hemolizat —
19021211 vs. 17991195 U/g Hb (p=0,061)).

Analiza dobijenih vrednosti SOD u podgrupama pacijenata sa kraéim i onih sa duzim
trajanjem tegoba (Grafikon 22) ukazale su na postojanje visih aktivnosti SOD u pacijenata sa kraé¢im
trajanjem bolesti u odnosu na one s duzim trajanjem bolesti, i to u svim vrstama uzoraka, 1 u KIS
(plazma — 2,83%1 vs. 1,8£0,8 U/mL (p=0,022); likvor — 0,2£0,09 vs. 0,13£0,09 U/mL (p=0,045),
hemolizat — 2409£202 vs. 15601158 U/g Hb (p=0,0005)), i u RRMS grupi (plazma — 2,49%1,1 vs.
1,7£0,9 U/mL (p=0,037); likvor — 0,25£0,09 vs. 0,15£0,07 U/mL (p=0,01), hemolizat — 2121£192
vs. 17452150 U/g Hb (p=0,002)).
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Grafikon 21. Aktivnost SOD u odnosu na broj T hiperintenzivnih signala u mozgu
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Grafikon 22. Aktivnost SOD u odnosu na duzinu trajanja bolesti (tegoba)
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4.2.14. Korelacije klinickog i radioloskog nalaza i duZine trajanja tegoba

U obe ispitivane grupe, uoceno je postojanje pozitivne korelacije izmedu EDSS vrednosti i
ukupnog broja T: hiperintenzivnih signala u mozgu, r=0,41; p=0,009 (KIS), r=0,52; p=0,007
(RRMS).

Pozitivna korelacija uocena je izmedu EDSS vrednosti i duzine trajanja aktuelnih tegoba
(KIS) odnosno duzine trajanja bolesti (RRMS), r=0,51; p=0,002 (KIS), r=0,61; p=0,001 (RRMS).
Pozitivna korelacija uocena je i izmedu broja T> hiperintenzivnih signala u mozgu i duzine trajanja

tegoba, r=0,48; p=0,008 (KIS), r=0,68; p=0,003 (RRMS).

Poredenjem volumena Gd-vezujucih lezija videnih na Ti sekvenci i duzine trajanja tegoba
nisu uocene statisticki znacajne korelacije, r=0,11; p=0,096 (KIS), r=0,12; p=0,2 (RRMS). Takode,
poredenjem EDSS vrednosti sa volumenom T Gd-vezujucih lezija u mozgu, nisu dobijene statisticki

znacajne korelacije, 1=0,21; p=0,085 (KIS), r=0,18; p=0,09 (RRMS).

4.2.15. Korelacije ispitivanih parametara i klinickog nalaza

Uoceno je postojanje pozitivnih korelacija razlicite statisticke znacajnosti, izmedu EDSS i
koncentracija NOz 1 NO3 u plazmi 1 likvoru (Grafikon 23), i u KIS (+r=0,45, p=0,023 (plazma);
£=0,09, p=0,81 (likvot)) i u RRMS grupi (t=0,512, p=0,01 (plazma); +=0,311, p=0,04 (likvor)).
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Grafikon 23. Korelacija vrednosti NO2 1 NO;3 u plazmi i likvoru i EDSS
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Testiranjem korelacije koncentracija MDA 1 EDSS (Grafikon 24), dobijeni su rezultati koji
ukazuju na postojanje pozitivne korelacije ovih varijabli, i to kako u KIS (1=0,376, p=0,009 (plazma);
r=0,676, p=0,001 (likvor); r=0,39, p=0,007 (hemolizat)), tako i u RRMS grupi (+=0,338, p=0,021
(plazma); 1=0,447, p=0,009 (likvor); r=0,42, p=0,005 (hemolizat)).

g e

A RRMS - MDA u plazmi
B RRMS - MDA u likvoru

EDSS

r=0.376

Grafikon 24. Korelacija vrednosti MDA u plazmi i likvoru i EDSS

Pozitivna korelacija takode je uoc¢ena izmedu koncentracije AOPP i EDSS (Grafikon 25),1iu
KIS (+=0,52, p=0,001 (plazma); +=0,71, p=0,0005 (likvor); t=0,47, p=0,003 (hemolizat)), i u RRMS
pacijenata (r=0,77, p=0,007 (plazma); r=0,72, p=0,006 (likvor); r=0,14, p=0,083 (hemolizat)).

9 7 @ KIS - AOPP u plazmi
=077 B KIS - AOPP u likvoru
A RRMS - AOPP u plazmi
ERRMS - AOPP u likvoru

7 r=0.72

EDSS

14 | A W o

Grafikon 25. Korelacija vrednosti AOPP u plazmi i likvoru i EDSS
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Suprotno prethodnom, uocena je negativna korelacija koncentracije SH grupa i EDSS
(Grafikon 26), i u KIS (r=-0,64, p=0,008 (plazma); r=-0,34, p=0,0095 (likvor); r=-0,513, p=0,004
(hemolizat)), i u RRMS pacijenata (r=-0,47, p=0,0085 (plazma); r=-0,83, p=0,006 (likvor); r=-0,498,
p=0,004 (hemolizat)).

27 KIS - SH u plazmi

B KIS - SH u likvoru

8 4 A A AA ARRMS - SH u plazmi

®RRMS - SH u likvoru

7 ] [ ] AA 4 AA 6 O

EDSS

Grafikon 26. Korelacija vrednosti SH grupa u plazmi i likvoru i EDSS

Takode, negativna korelacija dobijena je prilikom ispitivanja povezanosti aktivnosti SOD i
EDSS (Grafikon 27), u KIS (t=-0,393, p=0,01 (plazma); r=-0,464, p=0,005 (likvor); r=-0,61,
p=0,004 (hemolizat)), i u RRMS pacijenata (r=-0,606, p=0,008 (plazma); r=-0,554, p=0,009 (likvor);
r=-0,52, p=0,007 (hemolizat)).
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Grafikon 27. Korelacija aktivnosti SOD u plazmi i likvoru 1 EDSS
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4.2.16. Korelacije ispitivanih parametara i radioloskog nalaza

Analizom povezanosti dobijenih koncentracija za NO2z i NOj3 u plazmi i likvoru i volumena
Gd-vezujucih lezija u mozgu videnih na T sekvenci (Grafikon 28), uocena je selektivno znacajna
pozitivna korelacija, u obe ispitivane grupe, i u KIS (1=0,393, p=0,03 (plazma); r=0,25, p=0,042
(likvor)) i u RRMS grupi (r=0,385, p=0,023 (plazma); r=0,305, p=0,04 (likvor)).
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Grafikon 28. Korelacija vrednosti NO2 i NOs3 u plazmi i likvoru i volumena Gd-vezujucih lezija

Testiranjem korelacija dobijenih koncentracija za MDA 1 radioloskog nalaza (Grafikon 29),
dobijeni su rezultati koji ukazuju na postojanje pozitivne korelacije, u KIS (+r=0,498, p=0,01 (plazma);
r=0,326, p=0,009 (likvor); r=0,37, p=0,003 (hemolizat)), i u RRMS grupi (t=0,357, p=0,03 (plazma);
r=0,331, p=0,049 (likvor); r=0,18, p=0,079 (hemolizat)).
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Grafikon 29. Korelacija vrednosti MDA u plazmi i likvoru i volumena Gd-vezujucih lezija
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Testiranjem povezanosti promena koncentracije AOPP i volumena Gd-vezuju¢ih lezija u

mozgu (Grafikon 30), dobijena je slaba korelacija testiranih varijabli, i u KIS (+r=0,28, p=0,07
(plazma); 1=0,243, p=0,066 (likvor); r=0,18, p=0,067 (hemolizat)), i u RRMS pacijenata (r=0,21,
p=0,065 (plazma); r=0,24, p=0,07 (likvor); r=0,15, p=0,075 (hemolizat)).
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Grafikon 30. Korelacija vrednosti AOPP u plazmi i likvoru i volumena Gd-vezujuéih lezija

Takode, slaba povezanost je uocena i1 izmedu promena koncentracije SH grupa i volumena
Gd-vezujucih lezija u mozgu (Grafikon 31), u KIS (+r=-0,26, p=0,06 (plazma); r=-0,13, p=0,756
(likvor); r=-0,351, p=0,008 (hemolizat)), i u RRMS pacijenata (r=-0,24, p=0,085 (plazma); r=-0,25,
p=0,057 (likvor); r=-0,454, p=0,005 (hemolizat)).
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Grafikon 31. Korelacija vrednosti SH grupa u plazmi 1 likvoru 1 volumena Gd-vezujuéih lezija
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Prilikom ispitivanja povezanosti promene aktivnosti SOD i volumena Gd-vezujucih lezija u
mozgu (Grafikon 32), potvrdena je negativna linearna povezanost, i u KIS (1=-0,346, p=0,01
(plazma); r=-0,367, p=0,021 (likvor); r=-0,42, p=0,004 (hemolizat)), i u RRMS pacijenata (+=-0,279,
p=0,052 (plazma); r=-0,206, p=0,075 (likvor); r=-0,14, p=0,064 (hemolizat)).
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Grafikon 32. Korelacija aktivnosti SOD u plazmi i likvoru i volumena Gd-vezujuéih lezija
4.2.17. Korelacije ispitivanih parametara i duZine trajanja tegoba

Analizom povezanosti dobijenih koncentracija za NOz 1 NO; u plazmi i likvoru i duzine
trajanja aktuelnih tegoba (KIS grupa), odnosno duzine trajanja bolesti (RRMS) (Grafikon 33), uocena
je pozitivna korelacija, 1 u KIS (+r=0,402, p=0,0015 (plazma); r=0,1, p=0,5 (likvor)) i u RRMS grupi
(t=0,41, p=0,02 (plazma); r=0,3, p=0,05 (likvor)).
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Grafikon 33. Korelacija vrednosti NOz 1 NO;3 u plazmi i likvoru i duzine trajanja tegoba
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Takode, uoceno je postojanje pozitivne korelacije izmedu dobijenih koncentracija MDA i
duzine trajanja tegoba (bolesti) (Grafikon 34), i u KIS (1=0,41, p=0,02 (plazma); r=0,49, p=0,015
(likvor); r=0,47, p=0,008 (hemolizat)), i u RRMS grupi (+r=0,35, p=0,04 (plazma); r=0,4, p=0,02
(likvor); r=0,12, p=0,079 (hemolizat)).
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Grafikon 34. Korelacija vrednosti MDA u plazmi i likvoru i duzine trajanja tegoba

Pozitivna povezanost promena koncentracije AOPP i1 duzine trajanja tegoba (bolesti)
(Grafikon 35) uocena je u obe grupe, KIS (r=0,3, p=0,04 (plazma); r=0,43, p=0,029 (likvor); r=0,41,
p=0,0025 (hemolizat)), i RRMS (+t=0,34, p=0,02 (plazma); t=0,3, p=0,03 (likvor); +=0,12, p=0,085

(hemolizat)).
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Grafikon 35. Korelacija vrednosti AOPP u plazmi i likvoru 1 duzine trajanja tegoba
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Izmedu koncentracija SH grupa i duzine trajanja tegoba (bolesti) (Grafikon 36), uoceno je

postojanje negativne korelacije, i u KIS (t=-0,41, p=0,012 (plazma); r=-0,43, p=0,01 (likvor); r=-
0,412, p=0,0025 (hemolizat)), i u RRMS pacijenata (+r=-0,39, p=0,02 (plazma); r=-0,41, p=0,025
(likvor); r=-0,195, p=0,055 (hemolizat)).
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Grafikon 36. Korelacija vrednosti SH u plazmi i likvoru i duzine trajanja tegoba

Negativna korelacija dobijena je testiranjem povezanosti promene aktivnosti SOD i duzine
trajanja tegoba (bolesti) (Grafikon 37),1u KIS (1=-0,41, p=0,02 (plazma); r=-0,3, p=0,04 (likvor); r=-
0,53, p=0,009 (hemolizat)), 1 u RRMS pacijenata (r=-0,4, p=0,025 (plazma); r=-0,33, p=0,03 (likvor);

r=-0,41, p=0,009 (hemolizat)).
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Grafikon 37. Korelacija aktivnosti SOD u plazmi i likvoru i duzine trajanja tegoba
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DISKUSIJA



5.1. Znacaj i mesto neuroinflamacije u bifazi¢noj patogenezi MS

Dugo godina je neuroinflamacija smatrana jedinom patogenetskom osnovom MS. Bio je
opste prihvacen stav da je demijelinizacija, uzrokovana neuroinflamacijom, odgovorna za ukupnu
klinicku 1 paraklinicku prezentaciju bolesti i njenu progresiju (Bjartmar i sar. 2000). Ipak, istrazivanja
novijeg datuma, unela su izvesne promene u ranije pretpostavljeni koncept o patofiziologiji ovog
oboljenja, ukazujuéi da je dugorocna funkcionalna onesposobljenost uzrokovana oste¢enjem neurona
(aksona) tj. neurodegeneracijom, te da je neuroinflamacija, dominantan patogenetski mehanizam u
ranoj fazi MS, iako je ona prisutna i u njenim kasnijim evolutivnim stadijumima (Compston i Coles,

2008; Frischer i sar. 2009).

Savremeni patofizioloski koncept MS podrazumeva postojanje dve faze u evoluciji bolesti:
neuroinflamacije koja je vodeca karika u ranijim patogenetskim fazama bolesti; i neurodegeneracije,
koja se smatra klju¢nim patogenetskim mehanizmom u odmaklim fazama MS. U obe patogenetske
faze znacajna, ali nedovoljno ispitana, uloga pripisana je oksidativhom i nitrozativhom stresu
(Gonsete, 2008; Nessler i Bruck, 2010). Ipak, ¢injenica je da je ukupno razumevanje patofizioloskog
koncepta MS vise od proste podele njene patogeneze na fazu neuroinflamacije i fazu
neurodegeneracije. Tesko je uoditi tacku u patofiziologiji MS u kojoj se ove dve faze seku, i u kojoj
neuroinflamacija prelazi u neurodegeraciju i kada redoks oksidaciona oste¢enja predstavljaju vodedi
patogenetski mehanizam bolesti. Istina je najblize pretpostavci da se ovi procesi u velikoj meri
preklapaju, iako gotovo da i nema radova koji preciznije utvrduju taj nivo preklapanja i odreduju

njegove klinicke i paraklinicke korelate.

5.2. Patogenetski znacaj modulacije nitrozativnog stresa za tok neuroinflamacije

Proces neuroinflamacije se karakteriSe prekomernim stvaranjem RKV i RAV §to moze
dovesti do oksidativnog i nitrozativnog stresa (Leung i sar. 2011). Pokazan je direktni efekat RKV i
RAV na tok i ishod demijelinizacije 1 aksonskog ostecenja, kako u EAE tako i u MS (Henderson i sar.
2009). Ovaj efekat tumacen je direktnom regulacijom genske ekspresije nekih znacajnih

transkripcionih faktora, poput NF-kB, koji direktno stimuliSe eskpresiju mnogih drugih molekula,
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znacajnih za dalju patogenezu bolesti, poput TNF-a, iNOS i drugih (Glass i sar. 2010; Paintlia i sar.
2011).

S druge strane, neki klinicki trajali osporavaju ovakav znac¢aj RKV i RAV na pomenute
procese (Bishop i sar. 2009). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na porast koncentracije metabolita
NO;, kako u EAE (Grafikon 2), tako i u KIS i RRMS pacijenata (gratikoni 8-10), sto bi indirektno

moglo biti dovedeno u vezu sa napred iznetim ¢injenicama.

Dugo je razmatrano pitanje uticaja koji bi moglo imati poveéanje koncentracije NO;, u
odnosu na klinicke i paraklinicke korelate neuroinflamacije (Guix i sar. 2005; Calabrese i sar. 2000,
2007; Knott i Bossy-Wetzel, 2011; Stojanovic i sar. 2012). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
pozitivnu korelaciju porasta koncentracije NO- u plazmi i likvoru 1 stepena neuroloske
onesposobljenosti pacijenata, kao i stepena morfoloskih promena CNS koje su vizuelizovane
neuroradioloskim pretragama (grafikoni 23 i 28). Ovi nalazi sugeriSu znacaj NO' ne samo u fazi
neuroinflamacije (KIS pacijenti), ve¢ i u fazi manje ili viSe naglaSene neurodegeneracije (RRMS
pacijenti). Ipak, veéi porast koncentracije NO- zabelezen u KIS u odnosu na RRMS grupu ukazuje na
znacajno vedéi patogenetski potencijal NO- u neuroinflamaciji (Grafikon 8). Azot monoksid u
neuroinflamaciji indukuje proces lipidne peroksidacije, proces nitrozilacije tiola, nitrovanja tirozina,
oksidacije 1 deaminacije nukleinskih kiselina (Calabrese i sar. 2002; Brown 1 Bal-Price, 2003;
Butterfield i Sultana, 2008). Porast koncentracije NO- je posledica aktivacije iNOS (Saha i Pahan,
2006; Moncada i Bolanos, 20006), $to potvrduju i rezultati imunohistohemijske analize uzoraka
prednjeg mozga EAE Zivotinja u ovoj studiji, koje ukazuju na povecanu ekspresije iNOS (Slikal0, A-
C). U prilog patogenetskom znacaju iNOS u neuroinflamaciji idu i rezultati istrazivanja koja ukazuju
da se inhibicijom ovog enzima postize klinicko poboljsanje EAE (Koch i sar. 2006), $to je saglasno
ne samo sa rezultatima eksperimentalnog dela ove studije (grafikoni 1 i 6), ve¢ i dobijenim
korelacijama koncentracije NO- i neuroloskog nalaza KIS i RRMS pacijenata (Grafikon 23). Takode,
zivotinje koje su imale nedostatak gena za iNOS u situaciji eksperimentalne indukcije demijelinizacije
imale su manji stepen klinicke onesposobljenosti u odnosu na Zivotinje sa punom ekspresijom gena

za INOS (Stevanovic i sar. 2013).

Neka istrazivanja ukazuju da primena tzv. ,¢istaca” NO-, odnosno ONOO-, smanjuje stepen
neuroloske onesposobljenosti u zivotinja sa EAE (Koch i sar. 2006). Slicno prethodnom, ovde
prikazani rezultati ukazuju da primena AG, inhibitora iNOS, dovodi do supresije aktivhosti ovog
enzima (Grafikon 2), istovremenog pada koncentracije NO- i smanjenja klinicke prezentacije bolesti
(grafikoni 1 i 6). Mehanizam kojim se moze objasniti protektivni efekat AG posledica je visoke

reaktivnosti 1 nukleofilnosti AG, usled cega AG reaguje sa brojnim biomolekulima (piridoksal
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fosfatom, piruvatom, glukozom, MDA itd.) i na taj nacin inhibiSe citokinima i endotoksinom
indukovanu aktivnost iNOS, bez efekata na aktivnost konstitutivnih izoformi NOS (Arnett i sar.
2002). Nalaz manjeg broja iNOS pozitivnih ¢elija u CNS u EAE Zivotinja koje su tretirane AG u
odnosu na EAE koje nisu tretirane podrzava ovakvo objasnjenje (Slika 10, A-C). Ovakav efekat AG
je narocito izrazen u ranim fazama neuroinflamacije (Gonsette, 2008), §to sasvim podrzavaju i ovde
prikazani rezultati sprovedeni na akutnom modelu EAE, koji predstavlja model najranije

neuroinflamacije.

S druge strane, iNOS pozitivnost u perivaskularnim prostorima CNS u EAE Zivotinja (Slika
10), ukazuje na znacaj NO: u procesu povecanja permeabilnosti KMB. Poveéana permeabilnost
KMB uocena je kod svih KIS i RRMS pacijenata (Tabela 2). Povecanjem permeabinosti KMB
omogucava se invazija cirkulisucih éelija u tkivo CNS, a time dalja evolucija neuroinflamacije, koja
podrazumeva dodatnu aktivaciju rezidentne Celijske populacije, mikroglije, astrocita i monocita (Saha
i Pahan, 2006; Spiro, 2007). Ovakav efekat potvrden je rezultatima imunohistohemijske analize ovog
istrazivanja koji ukazuju na poveéanu ekspresiju OX42, ED1 i GFAP ovih éelija glije i prispelih
fagocita, u encefaliticnom tkivu (Slika 10, D, G, J). Sa primenom AG, usled blokade stvaranja NO-
smanjuje se njegov efekat na tok neuroinflamacije, a time i aktivnost Celijske populacije koji je njen
patogenetski nosilac. Rezultati imunohistohemijske analize tkiva CNS tretiranih EAE Zivotinja,

ukazuju na znacajno smanjenje ekspresije pomenutih parametara nakon izlaganja dejstvu AG (Slika

10, B, H, K).

Protektivni efekat AG moze biti objasnjen i smanjivanjem direktnih citotoksi¢nih efekata
koje NO- ostvaruje u tkivu CNS, ¢ime ucestvuje u evoluciji neuroinflamacije, narocito u njenim ranim
patogenetskim fazama (Gonsette, 2008; Martinez i Andriantsitohaina, 2009; Knott 1 Bossy-Wetzel,
2009). Neki radovi, slicno ovde diskutovanim rezultatima, nalaze direktnu korelaciju izmedu
koncentracije ONOO-, i tezine klinickog nalaza, istovremeno ukazujuéi na odsustvo ONOO- u
periodima klinicke remisije bolesti (Contestabile i Ciani, 2004). Postoje studije koje su pratile
promene koncentracije NO- u humanom materijalu obolelih od MS u toku evolucije bolesti, koje,
takode ukazuju na direktnu korelaciju porasta koncenctracije NO- i stepena klinickog pogorsanja
(Bitsch i sar. 2000; Liu i sar. 2001; Sellebjerg i sar. 2002; Petzold i sar. 2002; Rejdak i sar. 2004).
Porast koncentracije NO-moze biti tumacen direktnim efektom proinflamatonog stanja koje indukuje
iNOS, posredstvom razlicitih citokina, pri cemu je najveci stepen takve povezanosti uocen za NO- 1
proinflamatorne citokine poput IL-1 1 IFN-y (Gonsette, 2010). Na osnovu vrednosti parametara
biolosko-biohemijskog sindroma inflamacije (Tabela 2) kod svih KIS i RRMS pacijenata uoceno je
postojanje opsteg proinflamatornog stanja paralelno sa porastom koncentracije NO-. Ovo je jo$ jedan

dokaz o klju¢noj ulozi koju NO- ostvaruje u procesu inflamacije.
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Objasnjenje toksicnih efekata u CNS, koje NO- ima u uslovima ovako povisenih
koncentracija, lezi u cinjenici da RAV, nastale njegovom interakcijom sa drugim biomolekulima,
imaju direktni toksi¢ni efekat na oligodendrocite. Ove reaktivne vrste oste¢uju oligodendrocite i
mijelinsku ovojnicu i na taj nacin dovode do smetnji eletrofiziolodkog integriteta nervne Celije usled
cega se javljaju smetnje provodenja (Guix, 2005; Artemiadis i Anagnostouli, 2010). Ovo moze biti
jos jedno direktno objasnjenje za pozitivne korelacije koncentracija NO- metabolita i tezine klinickog

nalaza pacijenata ovog istrazivanja (Grafikon 23).

Ipak, ima 1 drugacijih saopstenja koja ukazuju da modulacija stvaranja NO- ne utice bitnije na
popravljanje stepena neuroloske onesposobljenosti u EAE zZivotinja 1 da su ostecenja CNS, koja su
postedovana sa NO- minimalna ili ¢ak beznacajna u neuroinflamaciji (Van der Veen 1 Roberts, 1999;
Napoli i Neumann, 2010). Postoje dokazi da smanjenje iNOS aktivnosti povecava predisponiranost
zivotinja ka obolevanju od EAE, kao i da specifi¢na inhibicija iNOS dovodi do prolongiranja bolesti i
pogorsanja njenog klinickog ispoljavanja (Arnett i sar. 2002). Objasnjenja za ovakve nalaze treba
traziti u razlicitom dizajnu ekeprimentalnih protokola, razli¢itoj osetljivosti koriséenih Zivotinjskih
vrsta na primenjene imunoinduktore, u razlicitoj dozi primenjenih inhibitora iINOS, pretretmanu
ovim inhibitorima, ali 1 u ¢injenici da se potpunom eliminacijom NO- elimini$u i fizioloska svojstva
koja NO- ostvaruje u procesu imunosupresije i antiinflamacije (Calabrese i sar. 2007). Izgleda da bi cilj
idealne kontrole stvaranja NO- znacio da se primenom modulatora nitrozativnog stresa u optimalnoj
dozi, selektivhom inhibicijom iNOS, ostvaruje balans fizioloskih i patofizioloskih uloga koje NO-

ima.

Opet, znacaj NO- u neuroinflamaciji treba analizirati u sklopu poremecaja redoks
oksidativnog potencijala s obzirom da NO- znacajne patoloske efekte ostvaruje u interakeiji sa RKV
(Forman i sar. 2004). U prilog tome ide nalaz smanjenja koncentracije NO- nakon primene NAC, koji
je istovremeno bio pracen i poboljsanjem klinickog nalaza u EAE (Grafikon 1). Neka istrazivanja
ukazuju da je protektivni efekat NAC, s jedne strane direktno vezan za povecanje intracelularnog tiol
homeostatskog pula (Paget i Buttner, 2003), a s druge strane da je posledica direktnog povecanja
specificnog limfocitnog odgovora na primenjeni antigen, ¢ime se intenzitet i efikasnost
neuroinflamatorne reakcije povecava (Waldner i sar. 2004; Koch 1 sar. 20006). Takode je pokazano da
NAC ostvaruje nezavisni protektivni efekat na kulturi oligodendrocita u odgovoru na
proinflamatorne citokine, kao sto je TNFo (Stanislaus 1 sar. 2005). Ranije je pokazano smanjenje
infilitracije tkiva CNS nosiocima specificnog i nespecificnog imuniteta i smanjenje aktivnosti
rezidentne Celijske populacije u odgovoru na kontrolisanu primenu antioksidanasa (Wolswijk, 2000,

Malabendu 1 Kalipada, 2005; Ponomarev 1 sar. 2005; Jack i sar. 2005). Rezultati imunohistohemijske

analize isecaka velikog mozga EAE Zivotinja koje su tretirane NAC sasvim podrzavaju prethodne
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tvrdnje (Slika 10). Primena NAC je dovela do smanjenja aktivnosti iINOS u odnosu na EAE
netretirane zivotinje (Slika 10, C), §to nalaze i neka ranija istrazivanja u kojima je pokazan pad
aktivnosti ovog enzima u kulturi peritonealnih makrofaga, C6 glijalnih éelija i primarnih astrocita
(Pahan i sar. 1998; Malabendu i Kalipada, 2005; Marques i sar. 2008). Ovaj mehanizam vezuje se za
supresiju aktivacije NFxB (Pantano i sar. 2006) i direktno je, poput ovde prikazanih rezultata

(Grafikon 1), vezan za pobolj$njanje klinicke prezentacije EAE.

Protektivni efekti NAC na biohumoralne, inunohistohemijske i klinicke markere EAE
smatraju se posledicom: smanjenja infiltracije mononuklearnih celija u tkivo CNS i smanjenja
aktivnosti rezidentnih glijalnih ¢elija (Slika 10, F, I, L); blokade indukcije proinflamtornih citokina,
smanjenja aktivnosti iINOS; smanjenja proinflamatornog Thl citokinog odgovora (IFN-y) uz
istovremeno povecanje antiinflamatornih citokinih produkata (IL-10) (Ferretti i sar. 2005). Nezavisno
od neuroinflamacije, postoje dokazi da su i demijelinizacija i neurodegeneracija posredovane
mitohondrijalnom disfunkcijom i glutamatergickom eksitotosicnoséu (Lassmann i Horssen, 2011).
Protektivni efekti 1 AG 1 NAC u odnosu na klinicku manifestaciju EAE posredovani su smanjenjem
glutamatergicke ekscitotoksi¢nosti, u prilog ¢emu ide nalaz smanjenja gustine EAAT] transportera u
analiziranim uzorcima tkiva CNS EAE zivotinja koje su tretirane AG i NAC u odnosu na EAE
zivotinje koje nisu imale takav tretman (Slika 10, M-O). Znacaj ovih receptora posebno je veliki u

iniciranju programirane smrti Celije (Zhou i sar. 2005; Qi 1 sar. 2000).

Kako NO-nezavisno dovodi do smanjenja aktivnosti mnogih antioksidativnih enzima, poput
SOD, katalaze, GSH-Px (Nozik-Grayck i sar. 2005), ne iznenaduje nalaz povecane aktivnosti SOD i
koncentracije GSH nakon tretmana EAE Zivotinja sa AG i NAC (gratikoni 4 1 5). Ovaj efekat ocito
je posredovan smanjenjem koncentracije NO-., ¢ime se otklanja njegov Stetni efekat koji se vezuje za
smanjenje ekspresije IRNK za SOD i proteine ukljucene u regulaciju homeostaze GSH (Laurila i sar.
2009; Kamboj i Sandhir, 2011). Pretpostavka je da je upravo ovo mesto u patogenezi
neuroinflamacije u kome se susti¢u nitrozativni i oksidativni stres, odakle se nadalje potenciraju
njihova zajednicka Stetna dejstva. Pad aktivnosti SOD, zabeleZzen u svih EAE Zivotinja, dovodi do
osteCenja tkiva CNS, koje je postedovano RKV i RAV, ¢ime se doprinosi daljoj evoluciji
neuroinflamacije (Zaffaroni, 2003; Reiter, 2006; Laurila i sar. 2009; Pautz i sar. 2010). Paraleleno sa

padom vrednosti GSH, pad aktivnosti SOD otvara moguénost prekomernog stvaranja ONOO- i

favorizovanja njegovih Stetnih efekata (Alvarez i Radi, 2003).

Dobijeni rezultati ukazuju da je porast koncentracije NO- evidentan u svim pojedinac¢nim
kompartmanima CNS (Grafikon 2). Diseminovani porast koncentracije NO- u CNS u

neuroinflamaciji posledica je aktivacije iNOS glijalnih ¢elija 1 imunih Ccelija koje usled povecanja
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permeabilnosti KMB invadiraju ¢itavo nervno tkivo (Thiel i Audus, 2001, Farias i sar. 2007). Poseban
znacaj u u ovim uslovima imaju Th1 citokini poput IFN-y, TNF-«, i IL-1b (Napoli i Neumann,
2010). Uoceno je da NO- iako i sam nastaje usled indukcije aktivnosti iNOS od strane pobrojanih
citokina, nezavisnim mehanizmima moze vrsiti aktivaciju genske ekspresije za TNF-a (Bishop i sar.
2009, Henderson i sar. 2009). Ako se uzme u obzir ¢injenica da je aktivnost konstitutivnih izoformi
NOS u neuroinflamaciji nepromenjena ili neznanto smanjena (De Groot i sar. 1997), porast aktivnost
iNOS mogao bi biti shvacen kao kompenzatorna reakcija nervnog tkiva, koja za cilj ima pokretanje
procesa programirane Celijske smrti, sa ciljem eliminacije aktivisanih imunih celija iz CNS i
preveniranja daljeg oStecenja, s obzirom da je proces programirane smrti Celija velikim delom
postedovan mehanizmima zavisnim od NO- (Gaston i sar. 2003; Kahl i sar. 2003). Pozitivna
korelacija koncentracije NO: u svakoj pojedinac¢noj strukturi CNS i tezine klinicke prezentacije EAE
(Grafikon 0) ipak ukazuje da NO: ostvaruje pre negativni, nego prethodno pretpostavljeni protektivni
efekat u patogenezi neuroinflamacije. Rezultati nekih istrazivanja ukazuju da primena AG u istoj dozi
u razlicitim fazama neuroinflamacije, iako sa istim efektom na krajnje koncentracije NO-, ima sasvim
suprotstavljene efekte u odnosu na tok i klinicku prezentaciju neuroinflamacije (Okuda i sar. 1998).
Primena AG neposredno nakon imunoindukcije EAE, $to je bio slu¢aj u ovom istrazivanju, odlaze,
usporava ili redukuje klinicku manifestaciju EAE, dok primena AG nakon pojave prvih simptoma

EAE provocira pogorsanja i pojavu Cestih relapsa u hronicnom EAE modelu (Okuda i sar. 1998).

Cinjenica je da uloga NO- nije ista u razli¢itim patogenetskim fazama neuroinflamacije i da
direktno zavisi od imunoloske kompetencije organizma (Xu i sar. 2001; Muzhou i Tsirka, 2009). U
prilog ovakvoj tvrdnji ide nalaz visih koncentracija NO- u plazmi i likvoru KIS u odnosu na RRMS
pacijente (Grafikon 8). Imajuéi u vidu veéi imunoloski i regenerativni potencijal na pocetku
neuroinflamacije (KIS pacijenti), u odnosu na njene kasnije evolutivne faze (RRMS pacijenti), porast
NO- u KIS pacijenata mogao bi biti shvacen kao kompenzatorna reakcija organizma u odgovoru na
na proinflamatorne uslove sa ciljem da se protektivnim svojstvima NO- ograni¢i Stetni efekat

makrofaga i aktivisanih limfocita (Brown 1 Bal-Price, 2003; Pautz i sar. 2010).

Izraziti porast aktivnosti NOS u tkivu kicmene mozdine u toku razvoja EAE (Grafikon 2)
pokazan je takode u nekim ranije sprovedenim istrazivanjima (Saito i sar. 1994; Kim i sar. 2000). S
druge strane, ima radova koji sugerisu promene aktivnosti NOS u EAE, koje primarno zahvataju
NO-/NOS sistem u malom mozgu, $to nije posledica povecane ekspresije NOS, veé se dovodi u
vezu sa promenama Celijske distribucije ovog enzima u malom mozgu (Blanco i sar. 2010). U oba
tkiva patogeni efekat NO- bio je tesno povezan sa povecanjem koncentracije medijatora ove vrste
osteenja, u prvom redu ONOO- (Kornek 1 sar. 2000, Brown i Bal-Price, 2003). Povecanje

koncentracije nitrotirozina uoceno je na autopsijskom materijalu tkiva mozga obolelih od MS, na
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kojem je uocena direktna povezanost koncentracije ovih produkata sa volumenom demijelinizacionih
lezija (Henderson i sar. 2009). Ovakav nalaz podrzavaju rezultati ovog istrazivanja gde je uoceno
postojanje pozitivnih veza izmedu koncentracije NO- i volumena akutnih demijelinizacionih lezija
koje su uocene neuroradioloskim pretragama, kako u KIS tako i u RRMS grupi pacijenata (Grafikon
28). Objasnjenja za direktnu povezanost porasta koncentracije NO- i duzine trajanja bolesti u RRMS
grupi (Grafikon 33), treba traziti u ¢injenici da NO- direktno, ili posredstvom ONOO-, modulira
aktivnost respiratornog lanca u mitohondrijama ¢ime dugoro¢no utiCe na smanjenje energetskih
zaliha Celija nervnog tkiva, usled cega uzrokuje i oStecenja aksona, $to zahteva vreme, te je
karakteristika odmaklih faza neuroinflamacije (Kornek i sar. 2000). Opet, NO-/ONOO- koji se
stvaraju 1 u stanju klinicke remisije (Oliveira i sar. 2012), ucestvuju u stvaranju razlicitih neoepitopa
koji nezavisnim putevima pokreéu procese imunoreaktivnosti i dalju evoluciju neuroinflamacije i
neurodegeneracije (Foster i sar. 2003). Ovaj process je daleko intenzivniji u pacijenta sa ponavljanim

atacima neuroinflamacije, nego u pacijenata sa njenom inicijalnom prezentacijom (KIS pacijenti).

5.3. Patogenetski znac¢aj modulacije oksidativnog stresa u neuroinflamaciji

5.3.1. Znacaj modulisanja procesa lipidne peroksidacije

Jedan od vodedih patogenetskih mehanizama kojim i nitrozativni i oksidativni stres ostvaruju
svoj patogeni efekat u neuroinflamaciji je proces lipidne peroksidacije (Besler i Comoglu, 2003).
Rezultati eksperimentalnog dela ovog istrazivanja ukazuju na pojacani intenzitet ovog procesa u svim
pojedinac¢nim strukturama CNS EAE Zivotinja (Grafikon 3). Postoje istrazivanja koja nalaze sli¢cno
(Besler i Comoglu 2003; Salemi i sar. 2010), ukazujuéi da bi intenzitet procesa lipidne peroksidacije
mogao biti direktna posledica imunoindukcije prema sopstvenim antigenima mijelinske ovojnice koja
je bogata lipidnim sadrzajem (Ponomarev 1 sar. 2005). Tako je dokazana udruzenost gubitka
imunoloske tolerancije prema vlastitim antigenima MBP i MOG, i porasta koncentracije produkata
koji nastaju posredstvom MDA posredovane kovalente izmene proteina i interakcije MDA sa
cisteinom, lizinom i histidinom (Wallberg i sar. 2007). Na ovaj nacin, lipidna peroksidacija ucestvuje u
daljoj evoluciji neuroinflamacije ¢ime direktno doprinosi tezini njene klinicke manifestacije. Ovde
prikazani rezultati, u kojima postoji direktna povezanost porasta koncentracije MDA i tezine
neurolo$kog nalaza EAE (Grafikon 0), i porasta koncentracije MDA 1 klinickog i radiolos§kog nalaza,

kako u KIS, tako i u RRMS pacijenata (Gratikon 24), potvrduje prethodne nalaze.
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U nekim istrazivanjima je pokazano da modifikacija albumina pod uticajem MDA, u toku
neuroinflamacije, uzrokuje pokretanje imunog odgovora prema ovim proteinima, uz istovremenu
aktivaciju specificnog imuniteta, ¢ime se pogorSava tok neuroinflamacije, i tezina njene klinicke
manifestacije (Bongarzone i sar. 1995; Wuttge 1 sar. 1999). Skorija istrazivanja ukazuju da
komplement faktor H, kao glavni MDA-vezujuéi protein, moze visiti blokadu pokretanja ovakve
vrste imunostimulacije. Verovatni mehanizam koji je u osnovi ovog efekta predstavlja preuzimanje
molekula modifikovanih dejstvom MDA, od strane fagocitnih Celija ¢ime se prevenira gubitak
imunoloske tolerancije a na taj nacin i Stetna dejstva u nervnom tkivu koja bi mogla biti pokrenuta
(Weismann 1 sar. 2011). Ovi rezultati ukazuju da se smanjivanjem intenziteta lipidne peroksidacije
postize protektivni efekat na tezinu klinicke prezentacije bolesti, §to je pokazano i rezultatima
ckperimentalnog dela ovog istrazivanja (Grafikon 0). Smanjenjem intenziteta oksidativhog i
nitrozativnog stresa, primenom AG i1 NAC, smanjuje se intenzitet lipidne peroksidacije uz
poboljsanje klinicke manifestacije neuroinflamacije (Grafikon 1). Ovakav efekat smanjenja intenziteta
lipidne peroksidacije potvrduju i druga istrazivanja (Kalyvas i David, 2004; Marusic i sar. 2005),

ukazujudi da bi MDA mogao biti senzitivni marker intenziteta neuroinflamacije (Jana i Pahan, 2007).

Dobijeni rezultati pokazuju da je u oba klinicka fenotipa neuroinflamacije, KIS i RRMS,
zabelezen porast koncentracije MDA u plazmi i likvoru (Grafikon 11), $to je u saglasnosti sa
rezultatima nekih prethodnih istrazivanja (Miller i sar. 2011; Tavazzi i sar. 2011). Postoje rezultati koji
ukazuju na tesnu povezanost intenziteta procesa lipidne peroksidacije 1 koncentracije
proinflamatornih citokina (Ferretti i Bacchetti, 2011), ukazujuéi na pad intenziteta ovog procesa sa
smanjivanjem intenziteta inflamatorne reakcije (Keles i sar. 2001). Ovaj efekat narocito je zapazen
nakon primene kortikosteroidne terapije, pri cemu je veéi pad koncentracije MDA zabeleZzen u
plazmi nego u likvoru (Mitosek-Szewczyk 1 sar. 2010). Porast koncentracije MDA u likvoru direktna
je posledica povecanog intenziteta procesa lipidne peroksidacije u CNS u toku neuroinflamacije, koja
ocito postoji i u periodu klinicke remisije bolesti. U prilog ovakvoj tvrdnji ide nalaz povecane
koncentracije MDA u likvoru i nakon stabilizacije KMB primenom kortikosteroidne terapije, $to
sugeriSe da porast koncentracije MDA u CNS nije posledica ,,prelivanja” ovog biomarkera sa
periferije kroz osteCenju KMB, s obzirom da se visok nivo MDA odrzava i nakon terapijske
stabilizacije KMB (Mitosek-Szewczyk i sar. 2010). Ovaj nalaz direktno podrzavaju rezultati ovog
istrazivanja koji ukazuju na veéi porast koncentracije MDA u likvoru nego u plazmi, i u KIS i u
RRMS grupi (Gratikon 11). Iz ovog razloga, nivo MDA u likvoru se smatra markerom koji direktno
reflektuje intenzitet neuroinflamacije, narocito zbog inverznih korelacija nivoa MDA i volumena

neostecenog nervnog tkiva koji je dokazan u neuroinflamaciji (Sbardella i sar. 2012).
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Imajuéi u vidu da je lipidna peroksidacija zajednicka karika dejstva nitrozativnog i
oksidativnog stresa (Joseph 1 sar. 2005; Quintana i sar. 2012), ona se smatra krucijalnim
patogenetskim mehanizmom u procesu neuroinflamacije i njome posredovanih osteéenja nervnog
tkiva (Gilgun-Sherki 1 sar. 2004; Ferretti i sar. 2005; Koch i sar. 2006; Haider i sar. 2011). Cini se da
odsustvo razlike u vrednostima za MDA u likvoru i plazmi izmedu KIS i RRMS pacijenata (Grafikon
11), koji imaju razli¢it neuroloski i radioloski korelat neuroinflamacije, nije u saglasnosti sa
prethodnom tvrdnjom. Najvedim delom stvoreni krajnji produkti lipidne peroksidacije iz plazme i
likvora bivaju preuzeti od strane makrofaga ili se vezuju za proteine likvora ili plazme (Kocha 1 sar.
2007). Na ovaj na¢in MDA moze biti apsorbovan kroz arahnoidne viluse u krv, ¢ime se njegova
koncentracija u likvoru smanjuje na racun povecanja koncentracije u plazmi (Han i sar. 2008), $to
odgovara rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju (Grafikon 11) i objasnjava odsustvo razlike u

vrednostima za MDA u likvoru i plazmi izmedu KIS i RRMS pacijenata.

Takode, dobijeni rezultati ukazuju na porast koncentracije MDA u hemolizatima obe grupe
pacijenata (Grafikon 11). Pokazano je da eritrociti obolelih od razli¢itih autoimunih bolesti (Shah i
sar. 2010; Tsuda, 2012) i MS pokazuju vedi rigiditet Celijske membrane i sklonost ka spontanoj i
indukovanoj lizi ¢elija, $to je bilo u direktnoj korelaciji sa intenzitetom inflamacije (Hon i sar. 2009) i
njenom klinickom prezentacijom (Koch i sar. 2006; de Freitas i sar. 2010). Dokazano je da je osnova
ovih procesa povecan intenzitet lipidne peroksidacije, s obzirom da je eritrocitna membrana pogodan
supstrat za pokretanje ovog procesa u uslovima intenzivnog nitrozativnog 1 oksidativhog stresa,
kakav postoji u neuroinflamaciji (Besler i Comoglu, 2003; Koch i sar. 2007; Ferretti i Bacchetti, 2011).
Sli¢ne rezultate nalaze i neke skoro sprovedene studije (Pasichna i sar. 2007; Miler i sar. 2013) koje
takode ukazuju na postojanje pozitivnih korelacija procesa lipidne peroksidacije i paraklinickih
nalaza, slicno ovde dobijenim rezultatima (grafikoni 24, 29, 34). Objasnjenje za dobijene korelacije
autori nalaze u povecanoj koncentraciji produkata nastalih kovalentnom modifikacijom razli¢itih
biomolekula dejstvom intermedijarnih i krajnjih produkata procesa lipidne nperoksdiacije. U red ovih
produkata, znacajnih za dalje patogenetske mehanizme neuroinflamacije spadaju i uznapredovali

produkti oksidacije proteina (eng. AOPP) (Erden Inal i sar. 2001; Vani i sar. 2002; Acar 1 sar. 2012).
5.3.2. Patogenetski aspekti uloge i znacaja AOPP u neuroinflamaciji

Jos od samog otkrica, AOPP su definisani kao stabilni marker oksidativnhe modifikacije
proteina (Witko Sarsat i1 sar. 1990), $to je takode potvrdeno i u nekim istrazivanjima novijeg datuma
(Graber 1 Dhib-Jalbut, 2011). Povecana koncentracija AOPP u uslovima oksidativnog i nitrozativhog
stresa nije iznenadujuca s obzirom da su proteini shodno svojoj koncentraciji, koja je veca u odnosu

na druge biomolekule u organizmu, prvi na meti RKV 1 RAV (Gilgun-Sherki i sar. 2004).
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Nalaz poviSene koncentracije AOPP u obe ispitivane kohorte pacijenata (Grafikon 14) u
potpunosti podrzava prethodnu tvrdnju. Stvaranje AOPP objasnjava se hemijskom interakcijom
hlorinatnih oksidanasa (hloramina i hipohlorida), koji u velikoj koli¢ini nastaju u inflamaciji, i proteina
(Noseworthy i sar. 2000; Ghafourifar i sar. 2008). Ipak, dokazano je da AOPP nisu samo krajnji
produkti takve hemijske interakcije ve¢ nakon stvaranja imaju ulogu aktivnih medijatora u daljoj
evoluciji inflamatornog procesa. Svoj patogenetski znacaj AOPP u neuroinflamaciji ostvaruju
indukcijom stvaranja razlicitih citokina 1 adhezionih molekula koji su znacajni za proces povecanja
permeabilnosti KMB (Fernandez i Vermersch, 2011). S obzirom da nastaju dejstvom hlorinatnih
oksidanasa stvorenih od strane nespecifiénih imunih éelija, koje su prva linija odbrane u uslovima
neuroinflamacije, AOPP bi se mogli smatrati indikatorima intenziteta najranije inflamatorne reakcije
(Pentén-Rol i sar. 2009). U prilog ovoj tvrdnji ide nalaz pozitivne korelacije dobijenih vrednosti
AOPP u likvoru i plazmi, u KIS i RRMS grupi, i parametara biolosko-biohemijskog sindroma

inflamacije, u prvom redu ukupnog broja leukocita, koncentracije CRP i fibrinogena (Tabela 2).

Oksidativno izmenjeni proteini su hidrofobni, podlozniji su denaturaciji, fragmentaciji i
formiranju agregata sa drugim oksidativno izmenjenim biomolekulima (Park i sar. 2006). Shodno
¢injenici da nastaju od proteina, AOPP bi se mogli smatrati direktnim markerom sadrzaja albumina i
ukupnih proteina u datom tkivu. Ipak, potvrda za takvu pretpostavku nije dobijena u snazi korelacije
u ovom istrazivanju, jer je koncentracija AOPP u likvoru bila veéa u KIS u odnosu na RRMS
pacijente (Grafikon 14), iako je sadrzaj proteina, obrnuto, bio visi u likvoru u RRMS, u poredenju sa
KIS pacijentima (Tabela 2). Uzimajuéi u obzir prethodno izneto, i kako nije uocena znacajnost razlike
koncentracija albumina u likvoru KIS i RRMS pacijenata (Tabela 2), ¢ini se da i drugi proteini, a ne
samo albumini, iako su glavna proteinska frakcija plazme i likvora, ucestvuju u formiranju AOPP. U
pregledanoj literaturi nisu uocena sli¢na istrazivanja novijeg datuma koja bi bila od koristi za
komparativou analizu sa ovde prikazanim rezultatima. U radu Heinecke i saradnika (1993) vrsena je
analiza povezanosti koncentracije AOPP sa drugim markerima osteéenja proteina, pa je tako
pokazana direktna veza sa serumskim koncentracijama ditirozina koji se smatra markerom intenziteta
oksidativnog stresa uopste, dok je postojanje daleko slabije veze uoceno izmedu koncentracije AOPP
i drugih produkata proteinske modifikacije (Davies, 1987). Sli¢ne rezultate nalaze i druga istrazivanja
u kojima je analiziran elektroforetski nalaz AOPP, pri cemu je uoceno postojanje dva razlicita pika,
od 670 1 70 kDa (Witko Sarast i sar. 1996). Pokazano je da pik vece molekulske mase obrazuju
agregati oksidativno izmenjenih albumina koji najveéim delom obrazuju disulfidne veze kao i agregati
ditirozina, dok je pik manje molekulske mase sadrzao albumine i druge proteine plazme u

monomernoj ili strukturno izmenjenoj formi.
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Iako su s jedne strane podlozniji proteolitickoj razgradnji s druge strane AOPP bivaju
preuzeti u neznatnoj koli¢ini od strane fagocitnih Celija, $to vodi povecanju njihove ekstracelularne
koncentracije (Pentén-Rol i sar. 2009; Mirshafiey i Mohsenzadegan, 2009; Sadowska-Bartosz i sar.
2013). Ovo bi moglo biti jos jedno od objasnjenja za porast koncentracije AOPP u likvoru i plazmi u
ovom istrazivanju (Grafikon 14). Shodno gore iznetom, vise vrednosti AOPP u KIS pacijenata,
sugeriSu postojanje intenzivnijih inflamatornih procesa, §to parametri biolosko-biohemijskog

sindroma zapaljenja i potvrduju (Tabela 2).

U toku neuroinflamacije AOPP mogu direktno vréiti povecanje ekspresije transkripcionih
faktora i citokina, kao npr. NF-kB, TNF-«, iNOS i nckih adhezionih molekula poput ICAM-1,
VCAM-1, koji se smatraju klju¢nim u inflamatornim procesima CNS i indukciji imunog odgovora u
celosti (Lucchinetti i sar. 2000; Lucas i sar. 2003). S druge strane, neophodna je ocuvanost
odbrambenih kapaciteta kako bi u odgovoru na ovaj stimulus nervno tkivo i organizam u celini mogli
reagovati (Frohman i sar. 2006). Vremenom, tokom trajanja bolesti (RRMS pacijenti), dolazi do
iscrpljivanja odbrambenih mehanizama, $to je u odredenoj meri prisutno ¢ak i u periodima klinicke
remisije (Oliveira i sar. 2012). Tako, povecane koncentracije AOPP koje oznacavaju intenzivniju
neuroinflamatornu kaskadu, jedino u uslovima naruSenih odbrambenih potencijala organizma
uzrokuju vedi stepen osteCenja nervnog tkiva, a time i tezu klini¢ku sliku neuroinflamacije (Bramow i
sar. 2010; Bisaga i sar. 2012). Ovo bi moglo biti korisno za objasnjenje rezultata ovog istrazivanja u
kojima je u RRMS grupi vedi stepen neuroloske onesposoblienosti bio praéen manjim
koncentracijama AOPP, suprotno KIS pacijentima koji su, iako sa visim koncentracijama AOPP
imali manji stepen neuroloske onesposobljenosti (Grafikon 14). Iako su u obe grupe uocene
pozitivne korelacije koncentracija AOPP 1 EDSS (Grafikon 25), i duzine trajanja bolesti (Gratikon
35), ¢ini se da u tumacdenju ovog nalaza nije presudna koncentracija AOPP, veé¢ narusenost
odbrambenih mehanizama, jer se efekat koji AOPP pokazuju u odnosu na osteéenje mijelina i
aksona, potencira upravo u uslovima imunoloske iscpljenosti organizma (Bjartmar i Trapp, 2001), $to

je 1 bio slucaj u RRMS grupi pacijenata, kao posledica duzeg trajanja bolesti.

Pretpostavka je da se u interakciji sa mijelinskom ovojnicom AOPP indirektno ukljucuju u
procese stvaranja neoepitopa, ¢ime se vr$i imunoindukcija i dalje osteéenja nervnog tkiva (Fernandez
i Vermersch, 2011). Produktima nepotpune proteoliticke razgradnje, AOPP mogu vrsiti i direktan
imunogeni efekat u CNS (Park i sar. 2000). Polazec¢i od ove tvrdnje, postojanje morfoloskih promena
u tkivu mozga, videnih radioloskim pretragama (Tabela 5), moglo bi biti shvac¢eno i kao posledica

ovakvog efekta AOPP na nervno tkivo (De Stefano i sar. 2001).
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Shodno kontinuiranoj izlozenosti pacijenata RRMS grupe (i u periodu klinicke remisije)
dejstvu RKV i RAV, vise vrednosti koncentracije AOPP uocene su u eritrocitima ove grupe
pacijenata (Grafikon 14) u odnosu na pacijente KIS grupe. Rezultati ranijih istrazivanja takode nalaze
povecanu koncentraciju oksidativno izmenjenih proteina u eritrocitnim membranama u toku
oksidativnog stresa (Pandey i Rizvi, 2009). Sli¢cno ovde prikazanim rezultatima (grafikoni 25 i 35),
postoje dokazi o direktnoj povezanosti eritrocitnog sadrzaja AOPP i MDA i tezine klinicke
ispoljenosti i duzine trajanja inflamatornog stanja (Rizvi i Maurya, 2007; Pandey i Rizvi, 2012; Fiorini

1 sar. 2013).
5.3.3. Oste¢enje GSH homeostaze u neuroinflamaciji

S obzirom na veéu koncentracaiju, a time i veci znacaj, u odnosu na ostale redoks regulisuce
molekule u éeliji, promena koncentracije GSH je proucavana u mnogim prooksidativnim stanjima
(Shelton i Mieyal, 2008; Heather i Teismann, 2009; Garcia i sar. 2010; Haider i sar. 2011). Rezultati
svih istrazivanja saglasni su u zakljucku da je pad koncentracije GSH odgovoran za evoluciju

oksidativnih o$tecenja i pojavu njihovih klinickih korelata.

Kako je pokazano u ovom istrazivanju, pad koncentracije GSH i njegov porast nakon
primene supstanci koje ostvaruju modulatorni efekat na intenzitet nitrozativnog i oksidativnog stresa
(Grafikon 4), pokazali su negativau korelaciju sa tezinom klinicke manifestacije EAE (Grafikon 7). S
obzirom da sinteza GSH u neuronima direktno zavisi od koncentracije postoje¢eg GSH 1 dostupnosti
cisteina, nije iznenadujuéi pad GSH u EAE netretiranih Zivotinja, kada se GSH trosi usled
puferovanja redoks oksidativnog disbalansa, ali ni njegov porast nakon primene NAC koji je direktni
donor cisteina (Grafikon 4). Sliéni rezultati objavljeni su i u nekim drugim studijama (Lu, 2009).
Preuzimanje cistina je postredovano cistin/glutamatnim transporterom koji je eksprimiran na KMB i
u drugim strukturama CNS (Castegna i sar. 2011). S obzirom da se ovim procesom cistin ubacuje u
¢eliju u kontratrasportu sa glutamatom, aktivnost ovog transportera je smanjena u uslovima kada je
narusen gradijent ekstracelularne koncentracije glutamata koji je pokreta¢ ovog procesa (Albrecht i
sar. 2010). Narusenost ovog gradijenta postoji u neuroinflamaciji (Tao 1 sar. 2001). Ovde prikazani
rezultati povecéane ekspresije glutamatergickog transportera EAAT1 u tkivu mozga dobijenom od
EAE zZivotinja (Slika 10, M-O), potvrduje postojanje glutamatergicke ekscitotoksi¢nosti.
Glutamatergicka eskcitotoksi¢nost na ovaj nacin dovodi do narusavanja antioksidativnog kapaciteta

CNS (Werner i sar. 2001; Albrecht i sar. 2010).

Posebna osetljivost oligodendrocita, kljuénih éelija u procesu demijelinizacije i
remijelinizacije, na oksidativna ostec¢enja uzrokovana je fizioloski manjim sadrzajem GSH (Calabrese i

sar. 2002). Druge glijalne celije, aktivisane u neuroinflamaciji (Slika 10, D-L), zahvaljujuci visim
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koncentracijama GSH pokazuju vedi stepen rezistentnosti na nitrozativna i oksidativna ostecenja
(Moss i Bates, 2001). Postoje istrazivanja koja ukazuju da se suplementacijom prekursora sinteze
GSH, slicno primeni NAC u ovom istrazivanju, povecava rezistentnost i regenerativna sposobnost
oligodendrocita (Calabrese i sar. 2002). Ovim se moze direktno objasniti poboljsanje klinicke
prezentacije EAE u grupi zivotinja tretiranih sa NAC u odnosu na one koje nisu imale takav tretman
(Grafikon 1). Ovaj efekat je verovatno posredovan i preveniranjem glutamatergicke ekcitotoksicnosti,
§to je potvrdeno smanjenjem ekspresije EAATT transportera u mozgu EAE Zivotinja koje su

tretirane sa NAC (Slika 10, M-O).

Ima rezultata koji ukazuju da se primenom NAC direktno smanjuje ekspresija TNF-a, a time
i njime posredovana celijska ostecenja (Kronke i Adam-Klages, 2002; Calabrese i sar. 2002). Ovaj
mehanizam dejstva NAC lezi u osnovi pada koncentracije NO:-u EAE Zivotinja koje su bile tretirane
NAC, s obzirom da se sa smanjenjem TNF-o umanjuje i njegov direktni stimulatorni efekat na
aktivnost iINOS (Pautz i sar. 2010; Steinert i sar. 2010). Nalaz smanjene ekspresije iNOS u EAE grupi
tretiranoj NAC (Slika 10, O) potvrduje osnovanost ovakve pretpostavke. Neki radovi ukazuju da se
tiol suplementacijom prevenira Celijska smrt posredovana aktivacijom ASK1 kompleksa koji je jos
poznat 1 kao apoptozom, ¢ime se smanjuje oSteCenje Celija u CNS (Ouyang i Shen, 2000), a kao

posledica toga javlja se benignija klini¢ka prezentacija bolesti.

Povecano stvaranje NO- u toku neuroinflamacije je znacajno za proces trosenja GSH u CNS
(Whiteman i sar. 2000). U direktnoj interakeiji NO- i GSH i drugih niskomolekularnih antioksidanasa
stvaraju se S-nitrozoglutation (GSNO) 1 S-nitrozotioli (RSNO) (Paige i sar. 2008; Castegna i sar.
2011). Na ovaj nacin se smanjuje tiolni sadrzaj 1 direktno menja redoks oksidacioni puferski kapacitet
CNS (Romero i Bizzozero, 2009; Marozkina i Gaston, 2011). Najveéim delom RSNO nastaju
postedstvom GSNO, kada NO- iz GSNO prelazi na tiolne grupe proteina (Motterlini i sar. 2000;
Muller 1 sar. 2002). Na ovaj nacin GSNO povecava bioraspolozivost NO-, ucestvuje u regulaciji NO-
depoa u CNS 1i regulaciji intenziteta nitrozativnog stresa (Kim i sar. 2005; Knott i Bossy—Wetzel,
2009). Ovaj efekat GSNO ostvaruje u procesu razgradnje do NO- 1 GSSG, u spontanoj, ili reakciji
koja je posredovana niskomolekularnim tiolima (Liu i sar. 2004). Pad koncentracije GSH u uslovima
prekomernog stvaranja NO- izmedu ostalog je uslovljen i prekomernim stvaranjem RSNO
(Ljubisavljevic i sar. 2012). S jedne strane, na ovaj nacin se mogu prevenirati NO- posredovana
ostecenja (Foster 1 sar. 2003; Witherick i sar. 2000), ali, kako se NO- moze naknadno oslobadati iz
RSNO, c¢ime se njegova koncentracija moze visestruko povecati, takode se mogu i potencirati
njegova Stetna dejstva (Liu 1 sar, 2001; Knott i Bossy—Wetzel, 2009; Ljubisavljevic 1 sar. 2012).
Postoje rezultati koji ukazuju da RSNO moze ispoljavati i nezavisna imunogena svojstva c¢ime

doprinosi intenziviranju inflamatornih procesa u CNS (Sparaco i sar. 2006; Van i sar. 2011). Rezultati
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nekih istrazivanja ukazuju na prisustvo antitela na RSNO, ili produkte njihove interakcije sa drugim
biomolekulima, u plazmi i likvoru obolelih od MS (Boullerne i sat. 2002; Romero i1 Bizzozero, 2009).
Sve navedeno bi moglo biti objasnjenje za losiju klinicku prezentaciju EAE (Grafikon 1) u Zivotinja
koje su imale manju koncentraciju GSH (Grafikon 4) koja je bila pracena istovremenim porastom
koncentracije NO- (Grafikon 2). Popravljanje klinicke slike sa povecanjem koncentracije GSH u

ovom istrazivanju (Grafikon 7), daje za pravo ovakvim pretpostavkama.

Poseban znacaj tiol redoks sistema u CNS proistice iz uloge koju on ostvaruje u procesima
Celijske signalizacije u CNS, u procesu rasta 1 razvoja CNS i kontrolisanja Celijske smrti (Lu, 2009).
Kao deo signalih puteva u CNS, stvoreni RSNO znajacajan je u balansu aktivnosti mnogih enzima,
poput S-nitrozoglutation reduktaze, tioredoksin reduktaze, Cu/Zn SOD, karbonil reduktaze i protein
disulfid izomeraze (Park i sar. 2009; Marozkina i Gaston, 2011). Takode, posredstvom RSNO, moze
se vrsiti 1 S-nitrozilacija p65 subjedinice NF-kB, ¢ime se inhibise translokacija ovog transkripcionog
faktora u jedro, a time potencira antiinflamatorni efekat (Khan 1 sar. 2005). S druge strane, poznato je
da proinflamatorni citokini, TNFa, IFNy, 1L-1b, dovode do denitrozilacije p65 subjedinice ¢ime
intenziviraju proces inflamacije (Hendriks i sar. 2005). Izgleda da je interakcija GSH i NO: jo$ jedno
od znacajnih mesta u patogenezi neuroinflamacije na kojem se susti¢u nitrozativni i oksidativni stres.
Postoje rezultati koji pokazuju da na ovaj nacin stvoreni RSNO vrsi kovalentnu modifikaciju svih
izoenzimskih formi NOS ¢ime smanjuje njthovu aktivnost 1 onemogucava stvaranje nove kolicine
NO: (Ischiropoulos i Beckman, 2003; Halestrap 1 sar. 2007). Na ovaj nacin se ostvaruje kontrola
stvaranja NO, a kolicina RSNO iz tog razloga mogla bi biti direktni indikator aktivnosti NOS (Foster
1 sar. 2003; Foster i sar. 2009).

Smanjenje GSH koncentracije u neuronima obolelih od MS dovodi do aktinske
polimerizacije 1 rearanziranja ovih filamenata, $to potvrduje histoloski nalaz analiziranih
demijelinizacionih plakova (Sparaco i sar. 2000). U ovom procesu se smanjuje koli¢ina ATP, ¢ime se
dalje potenciraju prooksidativni procesi i ostecenja nastala njihovim dejstvom (Garcia i sar. 2010).
lako je vise rezultata koji ukazuju da stepen pada koncentracije GSH usled njegovog trosenja u
puferovanju redoks oksidativnih ostecenja i formiranja RSNO, ima Stetni efekat i negativno korelira
sa tezinom klinicke slike, $to potvrduju rezultati ekperimentalnog (Grafikon 7) i klinickog dela ovog
istrazivanja (Grafikon 206), ima i drugacijih saopstenja. U istrazivanju Prasada i sar. (2007) nije
pokazan protektivni efekat tretmana GSH u odnosu na intenzitet procesa neuroinflamacije i njegove
klinicke korelate. Naprotiv, pad koncentracije GSH i porast koncentracije RSNO imali su znacajan
efekat u smanjivanju intenziteta inflamatornih procesa u CNS, uticudi i na redukciju tezine njenog
klinickog ispoljavanja (Prasad i sar. 2007). Sa aspekta rezultata ovog istrazivanja, pretpostavljeni

mehanizmi ovih efekata izgleda da su posledica precenjene uloge koju NO-, osloboden iz RSNO, ima
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u procesu postranslacione modifikacije razli¢itth signalnih molekula znacajnih u procesu
neuroinflamacije (Richter-Addo i sar. 2002; Jomova i sar. 2010). Cinjenica je da analizom rezultata
mnogih istrazivanja o ulozi NO- u neuroinflamaciji otkrivamo njegove razlicite i suprotstavljene
efekte, za koje se sasvim sigurno moze reéi da nisu posredovani aktivacijom sistema solubilne guanil
ciklaze, sto je bio dugo vremena jedini pretpostavljeni mehanizam dejstva ovog molekula (Park i sar.

2009).

Pad koncentracije GSH u eritrocitima u toku akutnih ataka MS, sli¢cno rezultatima ovog
istrazivanja, pokazan je u nekim ranijim radovima (Kidd, 2001). Postoje rezultati koji ukazuju da se
antioksidativhom suplementacijom baziranom na velikoj koli¢ini tiola potencira povecanje
antioksidativnog kapaciteta eritrocita (Grinberg i sar. 2005). Pad koncentracije GSH u eritrocitima
tumaci se ubrzanom potro$njom u cilju kompenzovanja prooksidativnog stanja koje postoji 1 u ovim
¢elijama (Deneke, 2000). U prilog tome, postoje rezultati koji, slicno rezultatitima ovog istrazivanja
(Grafikon 30), ukazuju na negativnu korelaciju pada intracelularne koncentracije GSH, intenziteta

oksidativnog i nitrozativnog stresa i duzine trajanja tog stanja (Hvaring i sar. 2013).

U in wvitro uslovima je pokazano da se inhibicijom inflamacije koja je uzrokovana
lipopolisaharidima, povecéava intracelijski sadrzaj tiola (Lin i sar. 2011). Pretpostavljeni mehanizam
ovakvog dejstva mogla bi biti S-nitrozilacija slobodnog GSH kojom se modulira aktivhost Th17
¢elija, ¢iji su efekti nezavisni od Thl i Th2 éelijskog odgovora (Nath i sar. 2010). Na ovaj nacin se
ostvaruje protektivni efekat na pojavu, tok i klinicko ispoljavanje EAE, koji je zabelezen i u ovde

diskutovanim rezultatima u uslovima prezerviranja ukupnog sadrzaja GSH u CNS (Grafikon 1).
5.3.4. Poremecaj homeostaze SH grupa u patogenezi humane neuroinflamacije

Dok je sadrzaj neproteinskih tiola znacajan za Celijski antioksidativni kapacitet, znacajne
komponentne antioksidativnog kapaciteta plazme i likvora su brojne proteinske SH grupe (Foster i
sar. 2003). Ove SH grupe, kao i SH grupe Celijske membrane predstavlaju pogodni supstrat za dejstvo
RKYV i RAV i razlicitih alkiliSu¢ih agenasa, usled ¢ega dolazi do smanjenja njihove koncentracije i
gubitka uloge koju u organizmu ostvaruju (Staron i sar. 2012). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
pad koncentracije ukupnih SH grupa u likvoru i plazmi, i u KIS i u RRMS grupi (Grafikon 17).
Postoje rezultati drugih studija koji takode ukazuju na pad koncentracije ukupnih SH grupa kod MS
pacijenata za vreme relapsa bolesti, sa povecanjem koncentracije SH grupa nakon kortikosteroidne
terapije i uspostavljanja klinicke remisije (Mitosek-Szewczy i1 sar. 2010). Calabrese i sar. (2003)
ukazuju na veliki patogenetski znacaj smanjenja koncentracije SH grupa u akutnoj inflamaciji nervnog
tkiva. U istrazivanju Scapagninija i sar. (2002) pokazano je da se primenom razli¢itih antioksidanasa

prevenira gubitak ukupne koli¢cine SH grupa. Pretpostavka je da se ovaj efekat ostvaruje
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moduliranjem intracelijske signalizacije stimulacijom HSP 32 i hem oksigenaze-1, koji su klju¢ni
faktori u najranijim fazama neuroinflamacije. Ovo bi moglo biti jedno od objasnjenja za vise
koncentracije SH grupa, koje su zabelezene u KIS u odnosu na RRMS pacijente (Grafikon 17), s
obzirom da su pomenuti faktori znacajni u najranijim fazama neuroinflamacije, ¢iji je korelat KIS
(Inglese, 2006). Smanjenje intenziteta neuroiflamacije, oksidativnog i nitrozativnog stresa, nakon
primene interferonske terapije, dovodi do povecanja koncentracije SH grupa uz istovremeno
poboljsanje klinickog nalaza (Lucas i sar. 2003; Graber i sar. 2011; Stojanovic i sar. 2013). Ove
rezultate podrzavaju i rezultati klinickog dela ovog istrazivanja koji ukazuju da je pad koncentracije
SH grupa u plazmi i likvoru udruzen sa tezom klinickom prezentacijom i u KIS i u RRMS grupi
(Grafikon 26). Ipak, postoje studije sa veéim brojem ukljucenih pacijenata koje ne nalaze ovakvu
korelaciju promena koncentracaije SH grupa i klinickog nalaza (Oliveira i sar. 2012).

Iako je uocen manji pad koncentracije SH grupa u obe grupe pacijenata sa manjim brojem
radioloskih promena mozga u odnosu na pacijente sa vecim brojem pomenutih promena (Grafikon
18), u pregledanoj literaturi nisu uocena sli¢na istrazivanja koja bi mogla biti od koristi za
kompariranje sa ovde dobijenim rezultatima. Dominatniji porast koncentracije AOPP (Gratikon 14)
pracen istovremenim padom koncentracije SH grupa (Grafikon 17) u KIS u poredenju sa RRMS
pacijentima, indirektno ukazuje na vedi intenzitet neuroinfamacije u KIS u odnosu na RRMS
pacijente, ali istovremeno i na veéi antioksidativni potencijal ovih pacijenata. Ovaj rezultat ne
iznenaduje, s obzirom da su RRMS pacijenati hronicno eksponirani oksidativnom i nitrozativnom
stresu, ¢ak i u periodu klinicke remisije (Stoop i sar. 2010; Oliveira i sar. 2012; Fiorini i sar. 2013), sto

utice na iscpljenoct i umanjenje antiinflamatornih i antioksidativnih kapaciteta ovih pacijenata.

5.3.5. Patogenetski aspekti promene aktivnosti SOD u neuroiflamaciji

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da promene redoks Celijske signalizacije u CNS u toku
neuroinflamacije dovode do pada aktivnosti SOD (Grafikon 5), i likvoru u KIS i RRMS pacijenata,
dok aktivnost ovog enzima u plazmi raste (Grafikon 20). Promene aktivnosti ovog enzima su
oc¢ekivane s obzirom da SOD predstavlja prvu liniju antioksidativne zastite organizma (Miller, 2004;

Johnson i Giulivi, 2005; Mirshafiey i Mohsenzadegan, 2009).

U CNS, Cu/ZaSOD (SODy) je visoko ekprimirana u astrocitima, MnSOD (SODy) je
cksprimirana u neuronima, dok ekstracelularnu Cu/ZnSOD (SODj3), karakteriSe manja ekspresija u
odnosu na prethodne dve izoforme SOD (Miller, 2004). Cinjenica da SODs3, ¢ija je aktivnost
odredivana u ovom istrazivanju, ima fizioloski manju aktivnost u CNS, mogla bi biti objasnjenje za
dobijene rezultate koji ukazuju na manju aktivnost SOD u likvoru u odnosu na porast aktivnosti

ovog enzima u plazmi, i to u obe grupe pacijenata (Gratikon 20).
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Rezultati istrazivanja koja su testirala promene aktivnosti SOD1 u neuroinflamaciji, ukazuju
na porast genske ekspresije za SOD; u aktivnim MS plakovima (Tajouri i sar. 2003). Druge studije
ukazuju na pad aktivnosti ovog enzima uz porast aktivnosti SOD; u EAE (Qi 1 sar. 1997; Qi 1 sar.
2007). U istrazivanju van Horssena i sar. (2008) pokazano je povecanje ukupne aktivnosti SOD u
akutnim atacima MS, $to podrzavaju rezultati ovog istrazivanja za aktivnost SOD u plazmi (Grafikon

20).

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu o postojanju intenzivnog nitrozativnog i oksidativnog stresa u
CNS u obe grupe ispitivanih pacijenata (grafikoni 8, 11 i 14), jednostavno objasnjenje za manje
vrednosti SOD u odnosu na vrednosti dobijene u kontrolnoj grupi pacijenata, moglo bi biti
smanjenje ukupne antioksidativne zastite, $to sugerisu i rezultati slicnih istrazivanja (Schreibelt i sar.
2007; Namaki i sar. 2009; Tavazzi i sar. 2011). Smanjenje aktivnosti SOD otvara moguénost dalje
evolucije oksidativnih ostecenja unutar CNS ranije opisanim mehanizmima (Gilgun-Sherki i sar.
2004; Han i sar. 2008; Haider i sar. 2011). Ovo je istovtemeno objasnjenje za visoko znacajne
negativne korelacije aktivnosti ovog enzima i tezine klinicke slike i radioloskog nalaza (grafikoni 27 i

32).

S druge strane, moguce objasnjenje za pad aktivnosti SOD u likvoru, u odnosu na porast u
plazmi, i u KIS 1 u RRMS grupi, u odnosu na kontrolnu grupu, moglo bi biti i odsustvo veéeg stepena
narusenosti KMB u ovom istrazivanju (Tabela 2). Ovim se objasnjava odsustvo upliva koncentracije
SOD iz plazme na koncentraciju SOD u likvoru i paralelni porast njihovih aktivnosti koje nalaze
neke ranije sprovedene studije (Yoshida i sar. 1994). Slicni rezultati o padu aktivnosti SOD u CNS u
neuroinflamaciji potvrdeni su i rezultatima ekperimentalnog dela ovog istrazivanja (Grafikon 5). U
oba slucaja moguce je da RKV i RAV, direktno ili postedstvom inflamatornih medijatora ostvaruju
efekat na smanjenje genske ekpresije ovog enzima (Afonso i sar. 2007), $to dodatno ide u prilog
dobijenim negativnim korelacijama aktivnosti SOD 1 duzine trajanja bolesti (Grafikon 37), s obzirom
da se supresorni efekat RKV i RAV na SOD ekpresiju potencira tokom vremena (Namaki i sar.

2009).

Neke ranije studije, slicno rezultatima ovog istrazivanja, ukazuju na porast aktivnosti SOD u
eritrocitima u toku inflamatornih procesa (Gallan i sar. 2003; Acar i sar. 2012). Objasnjenje za
izrazitiji porast SOD u KIS u odnosu na RRMS pacijente (Grafikon 20) mogao bi biti intenzivniji
nitrozativni 1 oksidativni stres koji postoji u ovih pacijenata (grafikoni 8, 11, 14). Veéi porast SOD
javlja se kao posledica o¢uvanosti adaptivho kompenzatorne reakcije na prooksidativne procese (van

Horssen i sar. 2008), dok bi manji porast aktivnosti u RRMS grupi, mogao biti posledica inaktivacije
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ovog enzima prolongiranim oksidativnim stresom koji ove pacijente karakteriSe ¢ak i1 u odsustvu

akutnih ataka bolesti (Oliverira 1 sar. 2012).

Postoje studije (Miler i sar. 2013) koje nalaze korelacije izmedu aktivnosti SOD u eritrocitima
i tezine klinicke slike. S druge strane, ima rezultata koji ovakvu vrstu korelacije osporavaju (Zagorski i
sar. 1991), premda 1 ovi rezultati sugeriSu da je pad aktivhosti SOD u negativnoj korelaciji sa
duzinom trajanja bolesti, §to je saglasno sa rezultatima ovog istrazivanja (Grafikon 37). Takode,
rezultati nekih studija sugerisu jaku direktnu povezanost pada ukupnog i ¢éelijskog antioksidativnog
potencijala i vremena tokom kojeg je organizam izlozen prooksidativhom delovanju (Vani i sar.
2002). Ovaj efekat se potencira sa povecanjem godina zivota pacijenata (Erden Inal i sar. 2001).
Rezultati ovog istrazivanja o stepenu povezanosti promene aktivnosti SOD, i promene koncentracije
drugih testiranih parametara, i duzine trajanja tegoba podrzavaju napred iznete zakljucke (grafikoni

33-37).

Pokazano je da antioksidativni tretman u doznom i vremenskim zavisnom obrascu povecava
antioksidativni kapacitet eritrocita, povecavajuéi upravo aktivnost SOD, ¢ime se istovremeno
prevenira pojava razlicitth degenerativnih oboljenja (Rowinski i sar. 2013). Ovo podrzavaju rezultati
eksperimentalnog dela ovog istrazivanja kojim je pokazano da se nakon tretmana AG i NAC
povecava aktivnosti SOD 1 istovremeno ublazava klinicka prezentacija EAE (gratikoni 1, 5, 7). Kao
cirkulisuce Celije, eritrociti su stalno izlozeni Stetnom dejstvu RKV i RAV, ¢ak i u odsustvu klinickih
relapsa bolesti (Tasset i sar. 2012; Xiang i sar. 2013), $to ¢ini da promena antioksidativnog kapaciteta
ovih Celija predstavlja jednu od znacajnijih karika u patogenezi neuroinflamacije (KKoch i sar. 2006; de

Freitas i sar. 2010).

5.4. Modulacija oksidativnog i nitrozativnog stresa u neuroinflamaciji —

terapijske perspektive

Rezultati ovog istrazivanja, diskutovani u svetlu ranije dobijenih rezultata, ukazuju na veliku
ulogu 1 znacaj oksidativhog 1 nitrozativnog stresa u procesu neuroinflamacije i demijelinizacije, 1

sugerisu mogucénost uvodenja antioksdiativne i antinitrozativne terapije u pomenutim stanjima.

Ranije je potvrden efekat razlicitth antioksidativnih pristupa, poput suplementacije

antioksidativnih enzima u kulturi oligodendrocita, ¢ime je ostvarivan protektivni efekat u odnosu na
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ostecenje uzrokovano RKV (Calabrese i sar. 2002). Takode, suplementacija cistina i cisteina pokazala
je povoljan efekat na ovu Celijsku liniju, povecavajudi intracelularni nivo GSH (Ouyang i Shen, 2000).
Kao sto je pokazano u ovom istrazivanju NAC, slicnim mehanizmom, pokazuje protektivna svojstva
u odnosu na Kklinicko ispoljavanje EAE (Grafikon 1). Najranija suplementacija antioksidansima,
pokazala je neposredni, ali i odlozeni povoljni efekat u odnosu na klinicku prezentaciju EAE, ¢ak i
nakon kratkotrajne primene na pocetku bolesti i dalje obustave primene ovih enzima (Rowinski i sar.
2013), sto podrzavaju rezultati ovog istrazivanja. Takode, ukazano je na postojanje protektivnih
dejstava primene antioksidativnih enzima pre indukovanja EAE, jer je pojava bolesti nakon
premedikacije ovim enzimima bila odloZena i usporena, ¢ak se u jednom procentu slucajeva nije ni

javila (Singh i sar. 2004).

Sli¢no rezultatima ovog istrazivanja, najveci broj radova ukazuje da primena antioksidanasa
utice na promenu toka bolesti u ekperimentalnim uslovima, koji se ogleda u smanjenju tezine klinicke
prezentacije bolesti 1 potpunoj reverzibilnosti nastalih promena, brzem postizanju stepena remisije, i

odlozenom i usporenom toku EAE ( Liu 1 sar. 2000).

Takode, primenom inhibitora iNOS, dolazi do usporenja patogeneze i smanjenja tezine
klinicke prezentacije EAE, kao $to je pokazano i rezultatima ovog istrazivanja. Postoje saopstenja
koja ukazuju da odsustvo iNOS u miseva dovodi do razvoja EAE sporijeg toka i umerene klinicke
manifestacije u poredenju sa Zivotinjama sa normalnom ekspresijom iINOS (Stevanovic i sar. 2013).
Obustava primene inhibitora iNOS, ,¢istaca” stvorenog NO- ili ,¢istaca” stvorenog ONOO-, u
nekim istrazivanjima dovodila je do brzih relapsa EAE (Marques i sar. 2008). Iako je jasno da se
primenom antioksidantne terapije ostvaruje nedvosmileno povoljni efekat na sve karakteristike EAE,
primena inhibitora NO;, suprotno ovde dobijenim rezultatima, moze imati i negativni efekat. Primena
NG-L-monometil arginina, neselektivnog inhibitora NOS u poredenju sa primenom AG, u
cksperimentalnim uslovima, ukazala je na delimi¢nu ili sasvim odsutnu efektivhost u inhibiciji
pracenih karakteristika EAE i to u obe testirane grupe (Glass 1 sar. 2010). Dobijeni rezultati, prilicno
konfliktni, ukazuju da je uloga NO- daleko kompleksnija od one koja je ranije pretpostavljena. Dok
vecina radova nalazi da inhibicija stvaranja NO: moze imati povoljan efekat na pojavu, tok i klinicku
manifestaciju eksperimentalne neuroinflamacije, drugi su saglasni u zaklju¢ku da primena inhibitora
iNOS i NOS generalno, dovodi do pogorsanja ovog stanja (IKChan, 2011). Ovi zakljucci objasnjeni su
imunosupresivnhom ulogom koju NO- ima na T limfocitnu populaciju, pti cemu se sa umanjenjem T
limfocitne proliferacije, usled primene inhibitora NOS, omogucava vedi intenzitet neuroinflamacije u
razlicitim neuroloskim stanjima (Jia i sar. 2010). Rezultati ovog istrazivanja, kako u ekperimentalnom

tako i u klinickom delu, daju za pravo tvrdnji da je pripisivanje protektivne uloge NO- mimo ukupnih

DISKUSIJA 106


http://www.jneurosci.org/search?author1=Yang+Liu&sortspec=date&submit=Submit
http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Marques%2C+Cristina+P%29
javascript:void(0);
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165572810001219

promena redoks oksidativnih procesa koji postoje u neuroinflamaciji, i bez pracenja patogenetskih,

klinickih 1 paraklinickih korelata neuroinflamacije, jednostrana i precenjena uloga ovog medijatora.

Nedostaju vedi klinicki trajali posveceni ispitivanju znacaja i uloge modulatora oksidativnog i
nitrozativnog stresa u humanoj neuroinflamaciji. U nekim klinickim istrazivanjima pokazan je efekat
dimetilfumarata na smanjenje stvaranja NO- od strane astrocita koji su izlozeni dejstvu IL-18 1 INF-y
(Wilms i sar. 2010; Sattler i Bahr, 2010). Danas se koristi INF-8 u tretmanu MS u cilju ostvarivanja
imunomodulatorne uloge. Rezultati nedavnih klinickih istrazivanja ukazuju na pad koncentracije NO-
metabolita u plazmi pacijenata sa RRMS, nakon tretmana sa INF-8, koji je nakon 30 meseci bio
daleko znacajniji u poredenju sa vrednostima dobijenim nakon 18 meseci tretmana ovim
imunomodulatorom, paraleleno sa popravljanjem EDSS nalaza (Stojanovic i sar. 2012). Razli¢itost
ostvarenih efekata primene NOS inhibitora moze biti pripisana razlicitoj specificnosti primenjenih
NOS inhibitora, ali i razli¢citom vremenu primene ovih modulatora u odnosu na tok bolesti, jer je
jasno da NO- ima i regulatorna i citotoksi¢na svojstva. Cinjenica je da bi primena NOS ihibitora imala
puno opravdanja u ranijim fazama neuroinflamacije, i da bi idealan izbor mogao biti specifi¢ni iNOS
inhibitor jer bi se njegovom primenom sacuvala fizioloska svojstva NO- stvorenog dejstvom
konstitutivnih NOS. Neki radovi ukazuju da protektivna dejstva nekih neurotrofickih faktora, poput
BDNF (engl. brain-derived neutrophi factor) vremenom postaju ogranicena, jer oni stimulisu iINOS
aktivnost, ¢cime poveéavaju NO- 1 time favorizuju njegova fizioloska svojstva na pocetku, a potom,

vremenom dolazi do pojave njegovih $tetnih dejstava (Stadelmann i sar. 2002; Lameu i sar. 2012).

U cksperimentalnim uslovima je pokazan stimulativni efekat hiperbari¢nog kiseonika na
povecanje antioksidativnog kapaciteta u toku inflamacije (Kang i sar. 2012). Pacijenti sa MS nakon
izlaganja hiperbaricnom kiseoniku pokazivali su vecu aktivnost SOD u eritrocitima ¢ime se njihov
ukupni antioksidativni potencijal poveéavao. Objasnjenje za ovo stanje autori nalaze u ¢injenici da se
u uslovima izlozenosti hiperbaricnom kiseoniku u velikoj meri intenzivira stvaranje Oz ¢ime se
stimulise ekspresija SOD, a time i njen antioksidativni potencijal (Bennett i Heard, 2010; Petratos i

sar. 2010).

Klju¢nu ulogu u povezivanju oksidativnog i nitrozativnog stresa u neuroinfamaciji ostvaruje
ONOQO:-. Stoga bi se primena protektivne terapije mogla bazirati na umanjenju nitrozativnog i
oksidativhog stresa pojedinacno, ali i primeni tzv. ,cistaca” ONOO-. Primena ovih jedinjenja uz
antioksidativni tretman i primenu visoko selektivnih inhibitora iNOS predstavljala bi najefikasniji
pristup s obzirom da bi se ovakvom terapijom sacuvala fizioloska svojstva NO- stvorenog aktivno$éu

konstitutivnih NOS.
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Ovakav terapijski pristup, potvrden rezultatima ovog istrazivanja, i rezultatima drugih
istrazivanja u kojima je ispitivan protektivni efekat antioksidanasa na ekperimentalnom modelu
neuroinflamacije, opravdano otvara moguénost testiranja ovih modulatora i u humanoj
neuroinflamamciji. Vrednosti koncentracija parametara nitrozativnog 1 oksidativnog stresa u KIS 1
RRMS pacijenata i znacajne korelacije sa testiranim klinickim i paraklinickim karakteristikama

neuroinflamacije, koji su dobijeni u ovom istrazivanju u potpunosti daju za pravo ovakvoj tvrdnji.
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6.
ZAKLJUCCI



Analizom dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

. Na osnovu koncentracija ispitivanih parametara, MDA, GSH, SOD, u akutnoj fazi
eksperimentalne neuroinflamacije postoji povecani intenzitet oksidativnog stresa u svim ispitivanim
strukturama CNS, koji se nakon kontrolisane primene antioksidansa, NAC, i selektivnog inhibitora
iNOS, AG, znacajno smanjuje.

. Intenzitet nitrozativnog stresa, procenjen na osnovu koncentracija NOz i NOs, je povecan u
akutnoj fazi eksperimentalne neuroinflamacije, u svim ispitivanim strukturama CNS, i znacajno se
smanjuje nakon kontrolisanog tretmana selektivnim inhibitorom iNOS, AG, i antioksidansom, NAC.
. Na osnovu ekspresije ispitivanih parametara u tkivu velikog mozga, iINOS, OX42, ET1,
GFAP, EAAT1, u akutnoj fazi ekperimentalne neuroinflamacije postoji povecana ekspresija iNOS,
povecana aktivnost rezidentnih glijalnih celija CNS i monocita koji invadiraju tkivo CNS, kao i
glutamatergicka ekscitotoksi¢nost, §to se sa primenom modulatora oksidativnog i nitrozativhog
stresa, NAC 1 AG, smanjuje.

. Klinicka prezentacija akutne faze eksperimentalne neuroinflamacije korelira sa intenzitetom
oksidativnog 1 nitrozativnog stresa, pri ¢emu se u uslovima kontrolisane primene modulatora
oksidativnog i nitrozativnog stresa, NAC i AG, ona znacajno ublazava.

" Poredenjem protektivnih efekata AG i NAC, na oksidativni i nitrozativni profil u akutnoj
fazi ekperimentalne neuroinflamacije, uocen je veéi efekat NAC, bez statisticke znacajnosti za sve
ispitivane parametre.

= Poredenjem protektivnih efekata NAC i AG na imunohistohemijski 1 klini¢ki nalaz u akutnoj
fazi ekperimentalne neuroinflamacije nisu uocene statisticki znacajne razlike.

= Na osnovu opstih parametara biolosko-biohemijskog sindroma inflamacije, analiziranih u
plazmi i likvoru, uoceno je postojanje sistemske i inflamacije CNS, u akutnim atacima KIS i RRMS,
koja je bila veceg intenziteta u KIS u odnosu na RRMS pacijente.

. Na osnovu koncentracija ispitivanih parametara, AOPP, MDA, SH grupa, SOD, u plazmi,
eritrocitima i likvoru u obe grupe pacijenata, i KIS i RRMS, uoceno je postojanje sistemskog i
oksidativnog stresa u CNS, pri cemu je visi stepen antioksidativne zastite (SH grupe, u svim
ispitivanim uzorcima, i SOD u eritrocitima i likvoru) uz intenzivnije oksidativno ostecenje (AOPP,
MDA u plazmi i likvoru) uocen u grupi KIS pacijenata.

= Na osnovu koncentracija NOz 1 NO; u plazmi i likvoru uoceno je postojanje nitrozativhog
stresa u CNS, u obe grupe pacijenata, i KIS 1 RRMS, pri ¢emu je intenzitet nitrozativnog stresa bio

vedi u KIS u odnosu na RRMS pacijente.
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. Poredenjem dobijenih vrednosti za ispitivane parametre nitrozativnog i oksidativnog stresa,
u svim ispitivanim vrstama uzoraka, u odnosu na starost i pol uocene su selektivne znacajnosti
dobijenih razlika i u KIS i RRMS grupi pacijenata, bez znacajnosti razlika u odnosu na ucestalost
relapsa u RRMS.

. Na osnovu vrednosti testiranih parametara, veci intenzitet oksidativnog stresa je zabelezen u
grupi KIS pacijenata sa nalazom oligoklonalnih traka u poredenju sa KIS pacijentima koji nisu imali
ovakav nalaz.

. U obe ispitivane grupe, pacijenti sa nizim EDSS imali su manji intenzitet nitrozativnog i
oksidativnog stresa i veci antioksidativni potencijal, u svim ispitivanim vrstama uzoraka, u odnosu na
pacijente sa visim vrednostima EDSS.

. Dobijena je pozitivna korelacija razlicite statisticke znacajnosti izmedu vrednosti parametara
nitrozativnog stresa i oksidativhog ostecenja, u svim analiziranim vrstama uzoraka, i EDSS, uz
negativnu korelaciju, takode razlicite statisticke znacajnosti, izmedu parametara antioksidativne zastite
i EDSS.

= U obe ispitivane grupe, pacijenti sa manjim brojem hiperintenzivnih signala u mozgu,
videnih na T> sekvenci na MR imali su manji intenzitet nitrozativnog i oksidativnog stresa i veci
antioksidativni potencijal u svim ispitivanim uzorcima klinickog materijala, u odnosu na pacijente sa
veéim brojem T hiperintenzivnih signala.

. Dobijena je pozitivna korelacija razli¢ite statisticke znacajnosti izmedu vrednosti parametara
nitrozativnog stresa i oksidativnog ostecenja, u svim analiziranim vrstama uzoraka, i volumena Gd-
vezujucih lezija videnih na T; sekvenci na MR, uz negativu korelaciju, takode razlicite statisticke
znacajnosti, izmedu parametara antioksidativne zastite, u svim ispitivanim medijumima, i volumena
Gd-vezujucih lezija videnih na T sekvenci na MR.

= U obe ispitivane grupe, pacijenti sa kra¢im trajanjem aktuelnih tegoba (KIS) i kra¢om
duzinom bolesti (RRMS) imali su manji intenzitet nitrozativnog i oksidativnog stresa i vedi
antioksidativni potencijal u svim ispitivanim vrstama uzoraka, u odnosu na pacijente sa duzim
trajanjem tegoba.

= Dobijena je pozitivna korelacija razlicite statisticke znacajnosti izmedu vrednosti parametara
nitrozativnog stresa i oksidativnog ostecenja, u svim vrstama ispitivanih uzoraka, i duzine trajanja
tegoba (KIS) odnosno duzine trajanja bolesti (RRMS), uz negativhu korelaciju, takode razlicite
statisticke znacajnosti, izmedu parametara antioksidativne zastite 1 duzine trajanja tegoba.

. Na osnovu rezultata sprovedene ecksperimentalne i klinicke studije zakljuc¢uje se da bi
modulacija neuroinflamacije posredstvom modulacije oksidativnog i nitrozativnog stresa u CNS,

mogla biti potencijalno target mesto za razvoj novih terapijskih intervencija, koje bi bile usmerene na

ZAKLJUCCI 111



postizanje efikasnijeg antioksidativhog 1 antinitrozativnog potencijala CNS, odnosno organizma u
celosti.

. Ovakvim pristupom, neuroinflamacijom uzrokovane bolesti mogle bi se kontrolisati u fazi
reverzibilnih neuroloskih ostecenja, ¢ime bi se prevenirale ireverzibilne promene nervnog tkiva, a
time 1 trajni invaliditet pacijenta.

= Istovremeno, u odsustvu idealnih biomarkera neuroinflamacije, istrazivani biomolekuli mogli
bi biti doprinos razvoju surogat biomarkera za najraniju dijagnostiku, pracenje i procenu

potencijalnog ishoda neuroinflamacije i njome posredovanih neuroloskih poremecaja.
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medicine, upisao je na Medicinskom fakultetu u Ni$u, a nakon svih polozenih ispita, $kolske 2009.
godine je nastavio doktorske studije iz Klinicke medicine, oblast Neurologija. Bio je stipendista
Ministarstva za nauku Srbije. Specijalisticke studije iz neurologije je upisao na Medicinkom fakultetu
u Nisu 2009. godine, a specijalisticki ispit je polozio 2013. sa odlicnim uspehom. Dr Ljubisavljevi¢
govori engleski jezik.

U toku studija Dr Ljubisavljevi¢ je radio kao demonstrator na Katedri za patofiziologiju.
Obavljao je funkciju studenta prodekana. Kao predstavnik Univerziteta u Nisu, u okviru Tempus
projekta, ucestvovao je na jednomeseénom Internacionalnom kursu iz bioetike u savremenoj
medicini (2006), na Karlovom univerzitetu u Pragu. Strucni ispit za doktora medicine polozio je u
Beogradu 2007. godine. Kao saradnik u nastavi na Katedri za patofiziologiju primljen je 2008. godine,
a 2013. je ponovo izabran u zvanje asistenta. Od 2010. Dr Ljubisavljevi¢ je stalno zaposlen na Klinici
za neurologiju Klinickog centra Nis, gde aktuelno obavlja poslove specijaliste na Odeljenju za
vaskularna oboljenja mozga 1 specijalistickoj ambulanti za glavobolje.

Dr Ljubisavljevi¢ je istraziva¢ na podprojektu za neuronauke, projekta Ministarstva za
prosvetu i nauku Stbije, Preventivni, terapijski i etitki pristup pretklinickim i Rlinickim istragivanjima gena i
modulatora redoks Celijske signalizacije u imunskom, inflamatornom i proliferativnom odgovorn lelije, 1 projektu
Utestalost MDR1 (ABCB1) C3435T, G2677T/ A i C12367T genskib polimorfizama kod refraktornib oblika
epilepsije. Glavni je istrazivac na projektu Genetski i biohemisjki markeri inflamanitornog odgovora CNS-a kod
pacijenata sa glavoboljom i bolom lica — patofizioloski pristup i mogudi klinicki znacaj. U periodu od 2008. do
2011. bio je istrazivac na projektu Ministarstva za nauku, Modulatori target mesta genomiksa i proteomiksa
reoks Celijske signalizacije, proliferacije i inflamacije, nove dijagnostice i terapijske mogninosti.

Autor je i koautor u preko 70 naucnih radova, od cega je preko 20, od kojih 13 autorskih,
stampano u celosti, u ¢asopisima citiranim u CC i SCI.

Dr Ljubisavljevi¢ je pohadao veéi broj medunardonih i domacéih kurseva, kongresa, skola 1
kontinuiranih edukacija. Kao stipendista Evropske federacije neuroloskih drustava (EFNS) u toku
2012. deo specijalistickog staza iz neurologije obavio je na Neuroloskoj klinici La Sapienza

Univerziteta 1 Rimu (mentor prof. dr Gian Luigi Lenzi). Deo specijalisticke edukacije obavio je u

BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA



Centru za glavobolje Klinike za neurologiju Klinickog centra Srbije (mentor doc. dr Jasna Zidverc
Trajkovi¢). Kao stipendista Evropske federacije za glavobolje uspesno je zavrsio Evropsku skolu
glavobolja, 2012. godine. Studijski je boravio na Institutu za biomedicinska istrazivanja VMA. Bio je
polaznik Evropske akademije za mlade neurologe, u Pragu (2011). Kao dobitnik vise grantova od
strane svetskih i evropskih federacija aktivno je ucestvovao na Kongresima neurologa u Nici,
Lisabonu, Budimpesti, Pragu i Barseloni.

Od strane Evropskog borda za istrazivanja u oblasti neuroinflamacije i demijelinizacije (pri
EFNS), Dr Ljubisavlje¢ je 2011. u Budimpesti nagraden Godisnjom nagradom za mnajbolje
istrazivanje. Dobitnik je nagrade SLD za najbolju nauc¢nu publikaciju u 2012. godini. Uspesno je
zavtsio kurs Dobre klinicke prakse. Pohadao je vise od 40 seminara kontinuirane medicinske
edukacije, na nekim od njih je bio predavac.

Dr Srdan Ljubisavljevi¢ je bio ¢lan Organizacionog odbora 15. Kongresa neurologa Srbije i
5. Kongresa Srpskog drustva sa neuronauke (2011) i predsednik Organizacionog odbora 48.
Kongresa studenata biomedicinskih nauka sa internacionalnim uceséem (2000).

Clan je Sekretarijata uredivackog odbora ¢asopisa Acta Medica Medianae. Recenzirao je
radove u viSe casopisa iz oblasti neuronauka (ASN Neuro, Journal of Alzheimer’® Disease,
Neurological Research, i dr.).

Aktivni je ¢lan Drustva mladih neurologa Srbije gde obavlja funkciju koordinatora mladih
neurologa za svoj region, od 2011. obavlja funkciju sekretara Neuroloske sekcije Srpskog lekarskog
drustva. Clan je Srpskog drustva fiziologa i patofiziologa i Internacionalne unije fizioloskih nauka,
EFNS i Nacionalnog udruzenja za glavobolje. Clan je Lekarske komore Srbije. Clan je Komisije za

pracenje i unapredenje kvaliteta naucnoistrazivackog rada na Medicinskom fakultetu u Nisu.
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PRILOG 1.

Ipuaor 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

HzjarmpyjeM na je JoKTOpcKa JHCEPTAIHja, MO/ HACTIOBOM

/7/007'(—/(7qu0 _At/("féo MOLYAATOPA OKCUL AT BHOT AL A UTJO O 3ATURHO/
7

QTP ECA Y HEYPOUH pAANAL U L = EKCPEQUMEH TANHA U KM U KA— Ok U

® pe3ynTaT COICTBEHOI HCTpPaXHBA4KOr paja,

*  Jla Ipe/IOKeHa JUCepTalfja, HH Y LIeTHHH, HU Yy JIEOBHMA, HHje 6Hia npeuiokena
3a pobujame 6MIO Koje IMIUIOME, TpeMa CTYAMCKMM MpOrpaMMMa Apyrux
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® ]laCy pe3yNTaTH KOPEKTHO HaBEJeHH H

e J]a HHMCaM KpIOHO/Na ayTOpcKa MpaBa, HHTH 3JI0yToTpeOHO/1a HHTENEKTYanHy CBOjJHHY
JpYTHX JIHLA.

V Humy, S, 02, 2007

Ayrop mucepraupje: __C/ONAH Loy Gucar o eAUNy

INoTmc nokTopaHza:

(/[ 2

u“7

PRILOZI



PRILOG 2.

Ipnior 2.

M3JABA O UCTOBETHOCTH IITAMITAHE ¥ EJIEKTPOHCKE BEP3HJE
JOKTOPCKE JUCEPTAIINJE

1 - =
Wwme u nipesume ayTopa: Cphan JoYou canwenun

Crymujokn nporpam: _ KALHUY KA 1 el iy eriA — HEY POty A

COTEKTAIAHO AEJCTRHO MOLTAA TOlrA OKCLL ATAVKHO I & HALT 10 RATLI KT

)
Hacnospana: (Tr‘rm Y HEYPOU fﬁﬂl‘«ﬂuu,/u—éKrﬁr/)olthTA'\Hﬂ U KAUHOUYRA 077474.

Mentop: /Z/Wf A2 HEBAHA CTU/A HORU R

WsjaBibyjeM fa je WITaMIaHa Bep3uja Moje JOKTOpCKe MUCepTalHje HCTOBETHA
eJIEKTPOHCKO] BEP3HjH, KOJy CaM Mpejao/na 3a YHOWIECHE Yy JIMrHTaNIHH PENO3HTOPHjyM
Yunsep3uTtera y Hunry.

Jlo3Bo/baBam fa ce oGjaBe MOjU JMYHH MOJALH, KOj cy y Besu ca mobujamem
aKaJleMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao INTO Cy MMe H NPE3UMe, TOIHHA H MECTO pohjema u
JatyMm onbpade paga, M To y Karaiory BuGmotexe, JIUTATATHOM PEMO3UTOPHjyMY
VrupepauTeta y Humty, kao # y myG/uKanujama Y HHBEp3HTETa Y Humry.

4 04 w17

V Humy,

C‘/oﬁa y JOYGUCABAERTUN

TTotmmc AT;KZ;&:L
7

AyTop mucepTalHje:

PRILOZI



PRILOG 3.

Hpwuor 3.
H3JABA O KOPHIIREBY

Osnamfiyjev YVHupepsutetcky 6ubmuotexy ,Hukona Tecma“ na, y Jurutamtu
penosuTopHjyM YrusepsuteTa y Huuty, yHece Mojy IOKTOPCKY AHCEPTALIH]Y, ITOJ HACTIOBOM:

J)OOT EXTU B#0 A7 CTRD M OLFARTORS: ORI AT RHO I U HUL TR0 84 Tis KHOr™

4=
0:706‘(4 Y HET POUHPAAN AL YU = ERCDJOUM LT AAHA & KA st o™ KA ('/7/1A.Z,6

KOja je Moje ayTOpCKO JIeNo.

JlucepTannjy ca CBUM TNPHIO3AMA Mpefiao/ia caM Y eNeKTPOHCKOM  opmarty,
TIOTO/THOM 32 TPajHO APXUBHPAMLE.

Mojy HOKTOpCKY AMCEpTaLyjy, yHeTy y JIMTHTATHH PENO3HTOPHjyM YHHBEP3HTETA Y
Hunury, MOry KOPHCTHTH CBH KOjH TIOIITYjy oApenbe caapxare y ofabpaHoM THITY JMLEHUE
Kpearuse 3ajemuuue (Creative Commons), 3a Kojy caMm ce OJUTy4Ho/1a.

1. AytopcTso
2. AYTOpCTBO — HEKOMEPLHUjATHO

3. AyTopcTBO — HeKOMeplHjamHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]jaTHO — [AETUTH IO HCTHM YCIIOBHMA
5. Aytopcteo — 6e3 npepajie

6. AyTOpCTBO — JIEJTHTH NOJ HCTHM YCIIOBHMA

(Monxmo fa moBydeTe camo jeJHy O mecT noryh KpaTaK OfHC jey TEKCTa).

Y Humy, 2.0z 20/

AyTop auceprauuje: @/b Han JoYeuyeantchul

IToTrHc KOKTOpaH/a:

Lo

v

PRILOZI



