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Ispitivanje zavisnosti lipidnog sastava plazme i parametara lipidne peroksidacije od
stadijuma i duZine trajanja Parkinsonove bolesti i primene terapije

1ZVOD

Parkinsonova bolest (PB) je hroni¢na neurodegenerativha bolest koja nastaje usled
poremecaja multiplih neurotransmitera, izmedu kojih prednjaci nedostatak dopamina u
delu mozga u kome se nalaze centri za izvodenje voljnih pokreta. lako je PB predmet
mnogobrojnih dugogodis$njih istraZivanja, tacna etiopatologija je nepoznata. Pretpostavlja
se da je pored razli¢itih faktora, jedan od kljuénih uzroénika njenog nastanka i progresije
prekomerna produkcija reaktivnih kiseoniénih i azotnih vrsta i narusen kapacitet njihovog
uklanjanja koje mogu pokrenuti kaskadu promena i izazivati oSteCenja biomolekula,

poput proteina i lipida.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se identifikuju potencijalni biomarkeri za evaluaciju stanja
pacijenata obolelih od PB pra¢enjem promena parametara oksidativnog stresa (OS)
(prooksidativni-antioksidativni balans (PAB), produkti oksidovane modifikacije proteina
(AOPP), 4-hidroksinonenal (HNE), malondialdehid (MDA)), odnosa intenziteta pikova
fosfatidilholina (PC) i lizofosfatidilholina (LPC), kao i parametara antioksidativne (AO)
zastite (superoksid dizmutaza (SOD), katalaze (CAT) i glutationa (GSH)) u zavisnosti od
klinicko-patoloskih karakteristika (pola, starosti, Hoehn 1 Yahr (H&Y)) stadijuma 1 duZine
trajanja bolesti). Takode, proucavan je i efekat terapije na ispitivane parametre. Studija je
obuhvatila ispitanike, kontrole i1 pacijente sa PB utvrdenom prema dijagnostickom
kriterijumu UK PB Society Brain Bank Research criteria. Promene parametara OS i AO
zastite kod 111 ispitanika (20 kontrola i 91 pacijenta) su pracenje pomocu
spektrofotometrijskin metoda i imunoblot tehnikom, dok je lipidni profil kod 35
ispitanika (10 kontrola i 25 pacijenata) odredivan MALDI TOF (eng. Matrix Assisted
Laser Desorption and lonization Time Of Flight) masenom spektrometrijom $to ujedno

predstavlja prvo ispitivanje PC/LPC inteziteta kod pacijenata sa PB.

Analiza ispitivanih parametara ukazuje na povecan nivo svih OS parametara, kao i
poremecenu AO zastitu i narusen lipidni profil pacijenata sa PB, ali i na njihovu vezu sa
klinicko-patoloskim karakteristikama. Sa druge strane, uticaj doze i tipa terapije nije

uocen ni na jednom od ispitivanih parametara.



Dobijeni rezultati sugerisu da se ispitivani parametri OS i AO zastite mogu Koristiti kao
potencijalni markeri u evaluaciji stanja pacijenata obolelih od PB, dok uoc¢ene promene
PC/LPC intenziteta pikova mogu posluziti kao jedan od prvih koraka u karakterizaciji

lipidnog profila pacijenata sa PB kao pokazatelji strukturnih lipidnih rekonfiguracija.
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Parkinsonova bolest, parametri oksidativnhog stresa i antioksidativne zastite, odnos

intenziteta pikova fosfatidilholina i lizofosfatidilholina, klinicko-patoloske karakteristike,

levodopa
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Analysis of plasma lipid composition and lipid peroxidation parameters according to
stage and duration of Parkinson’s disease and applied therapy

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a chronic neurodegenerative disease assosiated with alteration
of multiple neurotransmitters, including dopamine deficiency, in the brain region
responsible for voluntary movement. Although PD has been subject of many studies over
the years, the underlying etiopathology still remains unknown. PD onset and progression
might be a consequence of the overproduction of reactive oxygen and nitrogen species
and impaired capacity for their removal that could initiate a cascade of events and induce

damage of biomolecules, including proteins and lipids.

The aim of current study was to identify potential biomarkers for the evaluation of
patients with PD by monitoring changes of oxidative stress (OS) parameters (pro-oxidant-
antioxidant balance (PAB), advanced oxidized protein products (AOPP), 4-
hydroxynonenal (HNE), malondialdehyde (MDA)), phosphatidylcholine (PC) and
lysophosphatidylcholine (LPC) peak intensity ratios, along with antioxidant (AO)
defence parameters (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
(GSH)) and their relation to clinical and pathological characteristics (such as gender, age
at examination, duration of the disease, and Hoehn and Yahr (H&Y) score). Furthermore,
the effect of therapy (dose and type) on the examined parameters was also studied. The
study included controls and patients with PD determined by the diagnostic criteria of the
UK PB Society Brain Bank Research criteria. Changes in parameters of OS and AO
defence in 111 subjects (20 controls and 91 patients) were monitored using
spectrophotometric methods and immunoblot technique, while the lipid profile in 35
subjects (10 controls and 25 patients) was determined by MALDI TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption and lonization Time Of Flight) mass spectrometry which represents the
first attempt to investigate PC/LPC intensity ratio in plasma of PD patients.

The obtained results revealed the increased levels of investigated OS parameters along
with an altered AO defence response and imparied lipid profile of PD patients and their
relationship with clinic-pathological characteristics. Moreover, dose and type of therapy

had no influence on any investigated parameter.



According to presented results, investigated parameters of OS and AO defence might be
used to evaluate the condition of PD patients, while the observed changes of PC/LPC
intensity might serve as one of the first steps in characterizing the lipid profile of PD

patients being a mark of structural lipid reconfigurations.

KEYWORDS:
Parkinson’s disease, parameters of oxidative stress and antioxidative defence,

phosphatidylcholine/lysophosphatidylcholine intensity ratio, clinico-pathological
features, levodopa
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Skracenice



‘GSSG — diglutatiil anjon radikal

‘NO2 — azot-dioksid radikal

‘Oz — superoksid anjon radikal

‘OH — hidroksil radikal

‘RS — tiil radikal

10, - singlet kiseonika

8-OHdG — 8-hidroksideoksiguanozin

AB — Alchajmerova bolest

AO - antioksidativno

AOPP — produkti oksidovane modifikacije proteina
ATP — adenozin trifosfat

C — ugljenik

CAT — katalaza

CHCA — eng. a-cyano-hydroxy-cinamic acid
CNS — centralni nervni sistem

COMT - katehol-O-metiltransferaza
CRP — C-reaktivni protein

CST - cerebrospinalna te¢nost

CuZn — bakar cink
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DHB — 2,5-dihidroksibenzoinske kiseline
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ESR — elektron spin rezonanca
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GS — glutatiil radikal

GSH — glutation

GSH-Px — glutation peroksidaza
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Hb — hemoglobin
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HDL — lipoproteinske Cestice velike gustine
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HSA — humani serum albumin
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LDL- lipoproteinske Cestice male gustine
L-dopa — levo dopa

LED - L-dopa ekvivalent doze

LID — levodopa indukovana diskinezija
LN — Levijevi neuriti

LO" — alkoksil radikal

LOH - lipidni aldehid
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LPL — lizofosfolipid

LPO - lipidna peroksidacija

LT — Levijeva telasca

M?2* — redukovani metal

M?3* — oksidovani metal

MALDI — masena spektrometrija zasnovana na jonizaciji potpomognutoj laserskom
desorpcijom iz matriksa

MAO-A — monoaminoksidaza A

MAO-B — monoaminoksidaza B

MDA — malondialdehid

Mn — mangan

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
N203 — dinitrogen trioksid

N204 — dinitrogen tetrahlorid



NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH — nikotinamid adenin fosfat dinukleotid
NF-kB — Nuklearni Faktor-kapa B

NMDA — N-metil-D-aspartat

NO™ — nitrozonijum anjon

NO* — nitrozonijum katjon

NO" — azot-monoksid radikal

NO.CI — nitril hlorid

OD - opticka gustina

ONOQO" - peroksi nitrit

OS — oksidativni stres

PAA — poliakrilamid

PAB — prooksidativni-antioksidativni balans
PARP — poli (ADP-ribozna) polimeraza

PB — Parkinsonova bolest

PC — fosfatidilholin

Pl — fosfatidiletanolamin

PKC - protein kinaze C

PL — foasfolipidi

PNMK - polinezasi¢ene masne kiseline
PSD — eng. post-source decay
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RT — sobna temperatura (eng. room temperature)
SD - standardna devijacija

SNpc — lat. substantia nigra pars compacta
SOD - superoksid dizmutaza



TAC — ukupni AO kapacitet

TBK — tiobarbituranska kiselina
TCEP — tris (2-karboksietil) fosfin
TOF — vreme preleta

UH — ukupni holesterol
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Uvod



1.1 Parkinsonizam i Parkinsonova bolest

Parkinsonizam je klinicki sindrom koji se odlikuje promenama na nigrostrijatnim
dopaminergic¢kim neuronima. Nastaje usled poremecaja u praznjenju dopaminergickih
sinapsi, smanjenja osetljivosti receptora dopamina (DA) u strijatumu, promena koje se
desavaju na strukturnom nivou (kao sto su razli¢iti tumori, hidrocefalus) ili usled procesa
degeneracije dopaminergickih projekcija ili samog strijatuma. U klinickom smislu,
primarno prepoznata kao oboljenje poremecaja pokreta, parkinsonizam se uobicCajeno
manifestuje kombinacijom simptoma: tremor pri mirovanju, rigiditet (ukocenost),
bradikinezija (usporenost pokreta), poremecaj refleksa ravnoteze (posturalnih),
semifleksioni stav tela i srazmerno rede motorne blokade pri kretanju (tzv. freezing).
Prisustvo najmanje dva od navedenih simptoma je neophodno za dijagnostikovanje ovog
sindroma [1].

Parkinsonizam se na osnovu etiologije same bolesti deli na: primarnu ili
idiopatsku Parkinsonovu bolest (PB)?, sekundarni ili ste¢eni (simptomatski, koji nastaje
usled dejstva poznatog faktora), nasledni (hereditarni), atipi¢ni parkinsoni sindromi
(,,parkinsonizam plus” sindromi u kojima se pored parkinsonizma identifikuju i drugi
neuroloski poremecaji kojih nema u PB poput ranih autonomnih poremecaja, cerebelarnih
1 piramidnih znakova, poremecaja pokretljivosti bulbusa, rane demencije, amiotrofije 1
dr.), i parkinsonizam u okviru heredo-degenerativnih bolesti kao deo slozenije klinicke
slike.

Posle Alchajmerove bolesti (AB), PB je drugo po ucestalosti neurodegenerativno
oboljenje, koje pogada u proseku 1% svetske populacije starije od 55 godina [3]. Ta¢na
etiologija PB nije u potpunosti razjasnjena i nepoznat je uzrok otpoc¢injanja odumiranja
dopaminergickih neurona. lako do sada nisu definisani glavni faktori rizika za dobijanje
idiopatske PB, starenje predstavlja najbitniji i najkonkretniji faktor rizika [4]. lako se PB
javlja sporadi¢no u vecini slucajeva, postoje dokazi o uticaju genetske predispozicije i

spoljasnjih faktora poput izlozenosti toksi¢nim i infektivnim supstancama [4,5].

Najcesce se javlja kao bolest starije populacije, mada se PB moze javiti i u svim

zivotnim dobima. Na osnovu skoras$njih meta-analiza, ukupna ucestalost PB je 315 na

! Bolest je dobilaime po lekaru Dzejmsu Parkinsonu (James Parkinson), koji je prvi put pisao o simptomima
bolesti u svojoj knjizi ,,Rasprava o drhtavoj paralizi” 1817 godine [2].
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100 000 ljudi, s tim Sto se sa godinama (u starosnoj grupi 60-69 godina) broj obolelelih

povecava na 428, dok u starosnoj grupi 80 godina i vise, ucestalost doseze 1903 [6].

Prevalencija bolesti kod muskaraca (65,5 na 100 000 ljudi po godini) je ve¢a u odnosu na

zene (36,5 na 100 000 ljudi po godini). Prose¢na stopa smrtnosti pacijenata obolelih od
PB u Republici Srbiji jedna od najvisih u Evropi, ¢ak 3,43 obolelih [5-7].

1.2 Patofiziologija Parkinsonove bolesti

Kod obolelih od PB neurodegeneracija zahvata razli¢ite regione mozga i pocinje

decenijama pre ispoljavanja prvih klini¢kih manifestacija bolesti.

1. Corpus callosum 6. Talamus
2. Lateralna komora 7. Tre¢a komora

3.U ) 8.
4. Putamen 9. Gubitak dopaminergickih

5. Globus pallidus neurona u crnoj supstanciji
(substantia nigra)

[ﬁ:

Slika 1. Gubitak dopaminergickih neurona
u crnoj supstanciji. Slika preuzeta sa:
www.zonamedicine.com

Progresivno propadanje
dopaminergickih ¢elija kompaktnog
dela crne supstancije (lat. substantia
nigra pars compacta, SNpc), jedne od
bazalnih ganglija mozga (Slika 1) sa
posledicnom lezijom nigrostrijatnih
projekcija i poremecajem nivoa DA
(Slika 2) wuz pojavu proteinskih
unutarcelijskih ~ depozita  nazvanih
Levijeva tela (LT) su odgovorni za

najznacajnije manifestacije bolesti [8].

Gubitak funkcije neurona, okolne nervne ¢elije uspevaju da nadomeste sve do

momenta kada biva naruSeno 50% nigrostrijatnog dopaminergi¢kog sistema, sa

posledi¢cnim manjkom DA od 70%. Tada se uocavaju prvi znaci PB i motorne

manifestacije bolesti koje se kod pacijenata ispoljavaju naj¢es¢e na udu i/ili udovima

jedne strane tela [9].
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Uloga i znacaj DA u
patofiziologiji PB poznata je jos

od 60-tih godina proslog veka

neuron DOPamin  neuron

[10,11]. DA se sintetiSe u N
neuronima centralnog nervnog :
sistema  (CNS), dok se u S B
Celijama  srzi  nadbubreZne N 2 "=;E'E§:'f'°i
zlezde sintetiSe njegov mali deo Gt /

iz prekursora odgovarajuéih bt ‘\ |
aminokiselina  (L-fenilalanina, - f,f:d .
L-tirozina i

L-dopamina (L-dopa)). Nakon Slika 2. Smanjeno lu¢enje dopamina

] Slika preuzeta sa; www.zonamedicine.com.
sinteze, DA se skladisti u P

vezikulama, prenosi se do presinapticke membrane i egzocitozom se oslobada iz vezikula
u sinapticku pukotinu. Vezuje se za dopaminske receptore na dendritima susednog
neurona, ali se moZe vezati i za receptore na presinaptickoj membrani 0dnosno na celiji
u kojoj je sintetisan. Pored uloge prekursora sinteze noradrenalina, DA mozZe se ponasati
I kao neurotransmiter [12].

Dopamin je danas predmet proucavanja velikog broja studija jer je pokazano da u
strijatumu pacijenata sa PB postoji zna¢ajan manjak DA [13], koji se moze kompenzovati
primenom specifi¢nih terapija kojima se stimuliSu presinapti¢ki neuroni da povecaju
njegovu sintezu i smanje njegovo preuzimanje, dok se na postsinapti¢koj membrani
uvecava broj dopaminergickih receptora [14-16].

Pored smanjenja nivoa DA na pojavu PB uti¢e i nagomilavanje proteina a-
sinukleina koji formira LT [17]. Prisustvo a-sinukleina se vezuje za normalno
funkcionisanje sinapse i procese koji su zna¢ajni za procese neurodegeneracije. Do sada
nije razjaSnjena fizioloska funkcija ovog proteina. Takode, nije jasno da li njegova
agregacija predstavlja [18-20]: pokusaj organizma da se odbrani od stanja u kome se
nalazi, primarni uzrok nastajanja PB, fiziolosku karakteristiku procesa starenja ili
mehanizam odbrane protiv neidentifikovanog patogena.

Hipoteza vezana za progresiju Sirenja patoloskih promena uzrokovanih

akumulacijom o-sinukleina predlozena je od strane Braak-a i saradnika [18], prema

23



kojima su inicijalna mesta pojavljivanja LT u mozdanom stablu, i to je prevashodno jedro
vagusa i olfaktorni nerv [21], usled ¢ega dolazi do ispoljavanja inicijalnih nemotornih
simptoma bolesti. Napredovanje bolesti je okarakterisano povec¢anim nakupljanjem LT u
drugim mozdanim strukturama, a kada je zahvacen i SNpc ispoljavaju se prvi motorni

simptomi bolesti, po kojima je i prepoznatljiva.

1.3 Klini¢ka slika Parkinsonove bolesti

Klini¢ka slika ovog slozenog neurodegenerativnog oboljenja se razvija postepeno
i asimetri¢no, i propracena je prisustvom motornih i nemotornih simptoma cije se
ispoljavanje razlikuje kako izmedu pacijenata, tako i tokom samog toka bolesti [22].
Naime, asimetri¢no ispoljavanje motornih simptoma je karakteristicno za pocetak PB i
usko je povezano sa gubitkom DA koji regulise motorni region u strijatumu. U pocetku
bolesti obolelom je potrebno viSe vremena za izvr$avanje nekih svakodnevnih, rutinskih
preciznih radnji/pokreta poput zakop¢avanja dugmadi i vezivanja pertli, koje mogu biti
pracene i oteZzanim ustajanjem i okretanjem u krevetu. Kod nekih pacijenata uoceno je i
progresivno smanjenje veli¢ine 1 Citljivosti slova tokom pisanja (mikrografija), dok su
neki pokreti poremeceni, smanjeni ili izostaju, kao, na primer mahanje rukom tokom
hodanja 1 gestikulacija u toku razgovora. Lice obolelog je obi¢no hipomimi¢no kao
maska, a govor tih, monoton i nerazumljiv usled poremecaja artikulacije.

Veliki broj studija opisao je specifi¢ne procese koji se javljaju u premotornoj fazi
u ¢elijama obolelih od PB [23,24], ¢iju duzinu trajanja opisuje Braak-ova hipoteza [18].
Naime, neidentifikovani patogen (virus ili bakterija) u crevima bi mogao da bude
odgovoran za pojavu PB i izaziva odgovor koji rezultira Levijevom patologijom (LB i
Levijevi neuriti (LN)) koja pocinje u predilekcionim mestima i Siri se prema specificnom

obrascu, preko olfaktornog trakta i vagalnih nerava, prema i unutar CNS-a (Slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz Sest faza

S D AR :"\“*‘“‘“‘““"' prema Braak-ovoj hipotezi. Tokom
0 ad faze 1 i 2, mikrobi napadaju neurone
e ] 4 a / mozdanog stabla, specificno
./ oo olfaktorne i/ili entericke neurone u
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vagus ,!\ i 5 & ¥ ot sinukleina. Fazu 3 i 4 karakteriSe
/ ';Q‘O{" oo B pojava_ mot_ornih_ S|mpt0ma usl_ed
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B YO * alokorteks. U poslednjim stadijumima
munskiodgvor | @° 8, e (5 i 6), bolest se S§iri pri ¢emu
Pormeatina ERRE'RERE i e neokorteks biva zahvacen, pogadajuci
' ¢ ° . prevashodno senzorna i motoricka
naruten @ mikrobijaini .. . .
mékrobiom ipatug podru¢ja mozga. Preuzeto iz [25] i

modifikovano.

1.4 Simptomi

1.4.1 Motorni simptomi

Osnovne karakteristike PB su poremecaji motornih funkcija, $to se ogleda
nestabilnosti. Vec¢ina klinic¢kih studija ukazuje da tremor, rigidnost i akinezija (potpuni
prestanak jednostavnih brzih repetitivnih pokreta), iako poseduju mnoge sli¢nosti, imaju
znacajno razliCite karakteristike. Naime, smanjenje koli¢ine DA smatra se znacajno
vaznim u akineziji, dok tremor i rigiditet mogu biti regulisani periferno i aktivacijom
drugih centralnih neuronskih sistema. Pretpostavlja se da drugi neurotransmiterski sistemi
umesto/pored dopaminergi¢kih (npr. holinergicki, serotonergic¢ki, i dr) ili druga
neuronska kola umesto/pored bazalnih ganglija (npr. mali mozak, crveno jedro) mogu

imati bitnu ulogu u ispoljavanju simptoma PB [26].

1.4.1.1 Tremor u miru

Najlakse uocljiv simptom PB je tremor, koji cesto predstavlja pocetnu i
najdominatniju motornu karakteristiku, premda je moguce i da je odsutan ili prisutan u

blazem obliku.
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Tremor se uopsteno deli na nekoliko kategorija [27]: akcioni (kineticki),
posturalni i tremor u mirovanju/staticki tremor, s tim da se njihovo ispoljavanje i karakter
mogu menjati tokom bolesti. Tremor Kkoji je specifican za PB je distalni tremor u
mirovanju frekvencije 4-6 Hz. U antigravitacionom poloZaju moze se videti tzv.
posturalni tremor, dok se termin akcioni tremor primenjuje za okolnosti u kojima se
tremor javlja iskljucivo prilikom pokreta dela tela, npr. pri usmeravanju kaziprsta ka nosu
pacijenta [28-30]. Akcioni tremor je povezan sa tremorom u mirovanju kod PB, i
pojavljuje se na strani tela gde je tremor u mirovanju predominantan [31]. Suzbijanje
tremora u mirovanju tokom pokreta je jedan od najvaznijih dijagnostic¢kih karakteristika
[32].

Tremor u mirovanju, najizrazeniji simptom PB, naj¢es¢e pocinje asimetri¢no, pri
¢emu su gornji ekstremiteti obi¢no vise pogodeni nego donji. Sa napredovanjem bolesti,
osim gornjih ekstremiteta, tremor u mirovanju moze se prosiriti kako na donje
ekstremitete tako i moze zahvati usne, vilicu i jezik, a izuzetno retko se javlja tremor i
vrata/glave. Interesantno je da tremor u mirovanju moze nestati sa nekom aktivno$¢u ili
tokom spavanja.

Za razliku od rigiditeta i akinezije, ne postoji korelacija izmedu tezine tremora i
koli¢ine dopaminergickog deficita u strijatumu ili progresije bolesti [33], i neretko tremor

nije zadovoljavajuce kontrolisan primenjenom antiparkinsonom terapijom [34-36].

1.4.1.2 Bradikinezija

Bradikinezija se javlja kod svih obolelih i predstavlja usporenost i osiromasenost
voljnih pokreta. Moze se javiti izolovano ili s tremorom na zahvacenoj strani tela, s
progresivnim smanjenjem brzine i amplitude (hipokinezija) jednostavnih repetitivnih
pokreta do potpunog prestanka istih (akinezija). Na pocetku bolesti najéesce se javlja
usporenost pri obavljanju dnevnih aktivnosti, sporo, otezano kretanje i smanjena brzina
reakcije. To moze ukljucivati poteskoce sa zadacima koji zahtevaju finu motornu kontrolu
(npr. zakopcavanje, upotreba pribora za jelo), kao i gubitak spontanih pokreta i
gestikulacije, naglaseno luenje pljuvacke (uobiCajeno zbog otezanog gutanja),
umanjenje (rede izostanak) ekspresije mimi¢ne muskalature lica, proredeno treptanje i

redukcija prirodnih, udruzenih pokreta rukama prilikom hoda.
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Uzimajuéi u obzir da je bradikinezija simptom PB koji je najlakSe prepoznati,
moze postati ocigledan pre bilo kog formalnog neuroloskog pregleda [37]. lako
patofiziologija bradikinezije nije dobro opisana, smatra se da najbolje oslikava stepen
smanjenja DA kod ovih pacijenata [38]. Ova pretpostavka je podrzana pracenjem
smanjenja neuronske gustine u SNpc kod starijih pacijenata sa parkinsonizmom [39].

Elektromiografska analiza je pokazala da pacijenti sa bradikinezijom nisu u stanju
da aktiviraju odgovaraju¢e miSi¢e i izvode brze balistiCke pokrete, prema obrascu
aktivacije miSica koji je zabeleZen kod zdravih osoba [40,41]. Takode je analiza
pozitronskom emisionom tomografijom pokazala povezanost bradikinezije kod
pacijenata sa PB 1 povecanja aktivnosti strijatuma i mediodorzalnog talamusa.
Nemoguénost izvodenja Zeljenih pokreta je ukazala na promenjenu metaboli¢ku aktivnost

u delovima mozga odgovornim za izvodenje voljnih motornih pokreta [42].

1.4.1.3 Rigiditet

Rigiditet je prisutan u vise od 90% pacijenata sa PB i predstavlja poviSen tonus
miSica, s priblizno jednakim zahvatanjem kako agonistickih, tako i antagonistickih misica
[9,35]. Relaksacija ovih miSica se deSava u veoma ograni¢enom obimu, ¢ime se smanjuje
obim pokreta udova, doprinosi ops§toj nelagodnosti, pa ¢ak i bolu. Rigiditet najéesce prati
bradikineziju i tremor na strani tela koju bolest inicijalno zahvata. Bolno rame predstvalja
jednu od posebno cestih inicijalnih manifestacija PB, pri ¢emu se neretko ovaj simptom
bolesti pogresno dovodi u vezu sa humeroskapularnim periartritisom, ili rede sa
reumatoidnim artritisom, vode¢i ka odlaganju postavljanja ta¢ne dijagnoze. Kod
pacijenata sa PB, kao 1 ostali klini¢ki znaci bolesti, rigiditet moZe biti jednostran
(odredeno vreme) i odrazava se u formi ukoc¢enosti i krutosti udova, trupa i vrata. Moze
se ispoljiti proksimalno (stopala i Sake) i distalno (ruke, ramena, nadlaktice, noge), ali 1
aksijalno (vrat) i biti uzrok karakteristicnog polozaja bolesnika [43]. Tonus se moze
pojacavati pokretanjem suprotnih ekstremiteta, Sto ukazuje da dolazi do promena u
suprotnoj hemisferi mozga i narusavanja kontrole motornih impulsa [41,44].

U eksperimentima u kojima je vrSena stimulacija bazalnih ganglija i motornog

dela talamusa, ustanovljeno je da motorne petlje imaju zna¢ajnu ulogu u pojavi rigiditeta

[9].
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1.4.1.4 Posturalna nestabilnost

Posturalna nestabilnost nastaje usled gubitka posturalnih refleksa i predstavlja
generalno osobinu kasnije faze PB koja se ogleda otezanim odrzavanjem ravnoteze pri
hodu i/ili stajanju. Medutim, ponekad i u ranijim stadijumima bolesti pacijenti imaju
narusenu ravnotezu $to se oznacava kao kompenzovana posturalna nestabilnost.

Gubitak posturalnih refleksa kod obolelih od PB odlikuje se karakteristi¢nim
poloZzajem tela. Naime, osoba je nagnuta ka napred i kada stoji i kada hoda, donji
ekstremiteti su savijeni u kolenima, gornji u laktovima i postavljeni uz telo, a dok hoda
pacijent ih ne pomera spontano tako da ne prate ritam hoda. Cesto postoji specifi¢na
devijacija Sake sa ekstenzijom u interfalangealnim, a fleksijom u metakarpofalangealnim
zglobovima. Trup pacijenata dok sede je Cesto nagnut u stranu ili unazad, pa im je
potrebna pomo¢ drugog lica da bi odrzali sedeci polozaj. Takode, obolele karakterise i
nestabilnost i zanoSenje pri ustajanju sa stolice, hodu ili okretanju, i s tendencijom pada
u stranu (lat. lateropulsio), unapred (lat. anteropulsio) ili rede unazad (lat. retropulsio)
spontano ili na najmanji doprinos sa strane [37,45].

Posturalna nestabilnost predstavlja jedan od najtezih simptoma u uznapredovalom
stadijumu bolesti, jer je povezan sa ucestalim padovima, i gubitkom samostalnosti.
Istrazivanja ukazuju da je gubitak holinergic¢kih neurona direktno povezan sa stepenom

nestabilnosti kod pacijenata obolelih od PB [46].

1.4.2 Nemotorni simptomi

Nemotorni simptomi su ¢esti u PB, ali su i u isto vreme ,,zanemareni’’ u odnosu
na motorne. Mogu se podeliti u nekoliko kategorija: neuropsihijatrijski (depresija, apatija,
anksioznost), autonomni  (problemi sa mokrenjem, znojenje, impotencija),
gastrointestinalni (konstipacija, mu¢nina, nemoguénost gutanja pljuvacke), senzorni (bol,
vizuelna disfunkcija), poremecaji spavanja (sindrom ,nemirnih nogu”, poremecaj
ponasanja u REM fazi spavanja (eng. - rapid-eye movement)) i drugi [47,48].

Navedeni simptomi se mogu javiti ve¢ u pocetnoj fazi bolesti, a pojedini kao §to
su depresija, konstipacija, olfaktivna disfunkcija, REM poremecaj spavanja, mogu se
javiti i znatno pre motornih simptoma [47]. Na primer, olfaktivna disfunkcija je jedna od
cestih ranih nemotornih simptoma koja moze prethoditi razvoju PB i do 4 godine, a

prisutna je i kod 90% obolelih. Manifestuje se oslabljenom detekcijom i identifikacijom
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mirisa 1 kao takva moze biti znacajan pokazatelj bolesti pre manifestacije motornih
simptoma [48,49]. Neki od pomenutih simptoma, kao §to je konstipacija, javljaju se ¢ak
i do 10 godina pre ispoljavanja motornih simptoma, a prisutna je kod 60-80% pacijenata
[50]. Pocetak pojave bola je povezan sa motornim simptomima, moze se Cak javiti
nekoliko godina pre ispoljavanja same bolesti ili pak nakom uspostavljanja dijagnoze
[51].

1.5 Tok Parkinsonove bolesti
Odredivanje podtipova PB je vaZno za razumevanje mehanizma bolesti i razvoj
odgovarajucih strategija leCenja [52]. Podela na cCetiri osnovne grupe je izvrSena na
osnovu klinicke slike pacijenata i ispoljavanja motornih znakova [53-55]:

1. Pacijenti oboleli u mladoj zivotnoj dobi, kod kojih se javalja spora progresija
bolesti, manjak kognitivnih oStecenja 1 ve¢i potencijal za razvijanje motornih fluktuacija,
najverovatnije kao posledica duzine trajanja terapije L-dopom,

2. Pacijenti kod kojih je dominantni simptom bolesti tremor karakterie sporije
napredovanje i komplikacije tokom terapije L-dopom zbog slabijeg odgovora pacijenata,

3. Pacijenti kod kojih tremor nije dominantni simptom bolesti ispoljavaju slabiji
odgovor na terapiju L-dopom al i sporije napredovanje i komplikacije tokom terapije,

4. Pacijenti sa brzom progresijom bolesti 1 bez kognitivnih oStecenja.

Kako je PB sporo progresivna bolest, pacijentima se od momenta uspostavljanja
dijagnoze pogorsavaju simptomi, kako motorni tako i nemotorni. Sa tim u vezi, bolest
napreduje vremenom kroz odredene stadijume. Brojne skale se koriste za procenu stepena
motornih o$tecenja i invaliditeta kod pacijenata, medutim vecéina ovih skala nije u
potpunosti pouzdana niti validna. Skala koja se najéece koristi za poredenje grupa
pacijenata i za obezbedivanje grube procene progresije bolesti je Hoehn i Yahr (H&Y)
[56] skala, koja je u rasponu je od stadijuma 0 do 5 (Tabela 1) [37,57,58].
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Tabela 1. Hoen i Yahr-ova (H&Y) skala za procenu tezine PB.

Stadijum 0 Nema znakova bolesti

Stadijum 1 Bolest zahvata jednu stranu tela

Stadijum 1.5 Jednostrana i aksijalna zahvacenost

Stadijum 2 Obostrana zahvacenost bez poremecaja ravnoteze

Stadijum 2.5 Blagva obqstranva zahvaéen?sjc sa odrzavanjem ravnoteze pri naglom
narusavanju pocetnog polozaja

Blaga do umerena obostrana zahvacenost, posturalna nestabilnost,

fizicka nezavisnost

Stadijum 4 Teska onesposobljenost uz moguénost samostalnog stajanja i hodanja

Stadijum 5 Zavisnost od tre¢eg lica, vezanost za kolica ili postelju

Stadijum 3

Ova skala se koristi da se opiSe progresija PB 1 od kada je usvojena, njena primena
je zadrzana sve do danas uz minimalnu izmenu. Naime, PB zapocinje asimetricno
zahvataju¢i jednu stranu tela (H&Y 1). Sa napredovanjem bolesti dolazi do poremecaja
drzanja tela, aksijalna zahvacenost (H&Y 1.5), potom se motorni simptomi ispoljavaju i
na drugoj strani tela (H&Y 2), dok su u kasnijem stadijumu bolesti (H&Y 2.5) zahvaceni
i refleksi ravnoteze, koji dovode do posturalne nestabilnosti (H&Y 3). Progresijom bolesti
simptomi postaju sve izrazeniji i pacijenti u pretposlednjoj fazi (H&Y 4) postaju tesko
fizicki pokretni, dok je njihov Zivot vezan za kolica i postelju u poslednjoj fazi bolesti

(H&Y 5). Ispoljavanje motornih simptoma najcescée je praceno i pojavom nemotornih.

1.6 Dijagnostikovanje Parkinsonove bolesti

Do danas nije usvojen nijedan specifi¢an test za dijagnozu PB [59]. Dijagnoza se
postavlja na osnovu klinickih kriterijjuma i1 kombinaciji klinicke slike, anamneze, i
pregleda, a zasniva se na povezivanju neuroloskih simptoma i znakova, brzine progresije
bolesti, postojanja (ili odsustva) atipi¢nih simptoma 1 znakova, kao i terapijskog odgovora
na primenu specificnih lekova. Za uspostavljanje definitivne dijagnoze neophodna je
patohistoloSka potvrda odnosno post-mortem detekcija karakteristicnih promena u
razlictim regionima mozga [60,61].

Dijagnosticki kriterijumi UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Research
criteria, UK, London [62] koriste se za postavljanje dijagnoze PB. U cilju postavljanja
dijagnoze PB neophodno je prisustvo bradikinezije i rigora i/ili tremora u mirovanju.
Medutim, pored navedenih potvrdnih simptoma, neophodno je imati u vidu i kriterijume
koji ne smeju da postoje, poput traume mozga, tumora mozga, intoksikacija koje se
dovode u vezu sa parkinsonizmom, demencije, izostanka reakcije na visoke doze L-dope
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I dr. Upotrebom radioloskih metoda, kao $to su CT skener i magnetna rezonanca, nije
moguce sa sigurnoscu dijagnostikovati PB, ali ove metode mogu posluziti za isklju¢ivanje
ostalih bolesti.

Takode, postoje kriterijumi koji podrzavaju dijagnozu PB i1 neophodno je
prisustvo najmanje tri od slede¢ih kriterijuma: unilateralni pocetak, tremor u miru, spora
progresija, odli¢an odgovor na L-dopu, razvoj diskinezija izazvanih L-dopom, trajanje
bolesti duze od 10 godina, oslabljeno ¢ulo mirisa (hipoosmija), vizuelne halucinacije
[62,63].

Treba istaci da je bolest tesko dijagnostikovati u ranoj fazi kada klinicka slika nije
kompletno razvijena, kao i u atipiénim slucajevima kada se znaci i simptomi preklapaju
sa drugim ,,parkinsonizam plus” sindromima. Prisustvo dva od Cetiri glavna simptoma
(bradikinezija, rigiditet, tremor i posturalna nestabilnost), kao i adekvatna reakcija na
antiparkinson terapiju se smatra, od strane klinickih stru¢njaka, dovoljnim i potrebnim
uslovom za uspostavljanje dijagnoze. Ukoliko se ne ispunjavaju navedene karakteristike,
onda postoji mogucnost da to nije idiopatska PB ve¢ neki drugi oblik parkinsonizama
[27].

1.7 Faktori rizika i mehanizmi nastanka

lako uzroci nastanka nisu poznati, pretpostavlja se da se PB javlja kao posledica
medusobnog delovanja genetskih faktora i uticaja spoljasnje sredine poput toksi¢nih
agenasa odnosno raznih supstanci i drugih materija iz svakodnevnog okruzenja
ukljucujuéi pesticide i toksine koji izazivaju oksidativna oStecenja i naruSavanje funkcije
mitohondrija [64,65].

Genetski faktori su odgovorni za 5-10% sluéajeva obolelih od PB [66]. Javlja se
znatno ranije uz ispoljavanje distonije, progresija bolesti je znatno sporija i ovi pacijenti
bolje reaguju na primenjenu terapiju [67]. Pored toga Sto postoje razlike izmedu genetskih
1 sporadi¢nih oblika PB, oni ipak imaju sli¢nosti u ispoljavanju motornih osobina, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti o njithovim zajednickim patogenetskim mehanizmima. Do
sada je pronadeno vise od 30 hromozomskih regiona i Sest gena (SNCA, LRRK2, PRKN,
DJ1, PINK1 i ATP13A2) koji u odredenoj meri doprinose naslednom obliku PB [67—69].
Funkcija ovih gena ogleda se u kodiranju proteina za enzime koji imaju ulogu u

mnogobrojnim procesima u organizmu. Narusena metabolicka funkcija kao posledicu
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ima izmenjenu funkciju mitohondija, blokiranje praznjenja vezikula, povecanje
koncentracije gvozda u celiji i dr. [70]. Osim toga, istrazivanja ukazuju i da PB nastaje

istovremenim delovanjem spoljasnjih faktora na ekspresiju specifi¢nih gena [71].

Nastanak PB dugo se povezivao sa uticajima faktora sredine [72]. Jednom meta-
analizom pokazano je da osobe izloZene pesticidima imaju gotovo dvostruko veci rizik

za nastanak PB [73], medutim jos uvek ni jedan pesticid nije oznac¢en kao uzro¢nik PB.

Sa druge strane, mnogobrojna istrazivanja ukazuju na teSke metale (gvozde,
bakar, cink, olovo, aluminijum i mangan) kao uzroénike pojave i progresije bolesti [74].
Smatra se da njihovo talozenje u neuronima bazalnih ganglija izaziva oste¢enja, medutim
njihova uloga nije u potpunosti definisana, jer u delovima mozga koji su najvise oSteceni
kod pacijenata koji boluju od PB nekada ima i do tri puta vise gvozda u odnosu na zdrave
ispitanike [75].

Literatura istie da neuroinflamacija i oksidativni stres (OS) mogu doprineti
patogenezi ove neurodegenerativne bolesti i mogu pokrenuti kaskadu dogadaja koja
dovodi do oste¢enja lipida, proteina i dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), celijske
disfunkcije i, na kraju, ¢elijske smrti. Naime, na ¢elijskom nivou, pocetak i napredovanje
PB se pored naruSavanja metabolizma kateholamina i AO sistema, povecanog taloZenja
gvozda u SNpc i nivoa citokina i hemokina, moze povezati i sa prekomernim stvaranjem
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) odnosno reaktivnih azotnih vrsta (RAV) [76,77].

1.8 Oksidativni stres
Oksidativni stres se definiSe kao prekomerno nastajanje i/ili nedovoljno
uklanjanje slobodnih radikala (RKV/RAV)? i njihovih produkata usled narusavanja AO
kapaciteta. Kao posledica, ostecuju se proteini, DNK, lipidi, i drugi biomolekuli sto

dovodi do patoloskih promenama u organizmu [79].

2 Slobodni radikali se u zavisnosti od aktivnog centra dele na: RKV u koje spadaju slobodni radikali kao
§to su superoksid anjon radikal (*Oy’), hidroksil radikal ("OH), hidroperoksil radikal (HO,"), peroksil radikal
(ROy), alkoksil radikal (RO") i alkil radikal ('R) kao i neradikalski metaboliti kao §to su vodonik peroksid
(H20,), hipohlorna kiselina (HOCI) i organski peroksidi (ROOH), singlet kiseonika (*O2). Sto se tice RAV,
u njih spadaju azotmonoksidni radikal (NO") i azotdioksidni radikal (NO2*) slobodni radikali, kao i
neradikalski metaboliti u koje se ubrajaju nitritna kiselina (HNO), nitrozonijum katjon (NO*), nitrozonijum
anjon (NO"), dinitrogen tetrahlorid (N2O4), dinitrogen trioksid (N.Os), peroksinitrit (ONOO),
alkilperoksinitriti (ROONO), nitril hlorid (NOCI), dok u radikale &iji je aktivni centar sumpor spadaju tiil
radikal ('RS), glutatiil radikal (GS) i diglutatiil anjon radikal ("GSSG") [78].
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1.8.1 Ostecenja biomolekula pod uticajem slobodnih radikala

1.8.1.1 Oksidacija proteina

Reaktivne vrste mogu izazvati oksidativnu modifikaciju aminokiselina koje ulaze
u sastav proteina, ¢ime se menja njihova primarna struktura. Aminokiselinski ostaci
proteina razlikuju se po stepenu osetljivosti na slobodne radikale, pri ¢emu su cistein i
grupe) najéeSée javljaju kao posledica oksidacije proteina [81]. Oksidovane forme

proteina se akumuliraju tokom starenja, OS, i pri nekim patoloskim stanjima organizma.

Oksidacija proteina moze biti dvojaka — slobodni radikali mogu delovati direktno
na protein ili indirektno kao posledica oksidacije drugih molekula (lipida ili ugljenih
hidrata) [82-84]. Sekundarna proteinska oStecenja koja se javljaju kao posledica OS
ukljucuju: (1) dodavanje produkata glikozilacije i/ili lipidne peroksidacije (LPO), (2)
oksidaciju aminokiselinskih bo¢nih lanaca, 1 (3) oksidaciju polipeptidnog lanca gde kao

posledica dolazi do fragmentisanja proteina [85].

1.8.1.2 Modifikacija DNK

RKV/RAV mogu reagovati sa svim komponentama DNK, i na taj nacin dovesti
do razlicitih genetskih oStecenja. Oksidativna modifikacija DNK je najizrazenija u
prisustvu metala koji ima promenljivu valencu i tada kao produkt oksidativne reakcije
nastaje OH". Nastali radikal reaguje sa purinskom bazom guanin i formira se 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) koji predstavlja indikator oksidativnog oSteCenja
DNK [80,86].

1.8.1.3 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LPO) je proces oksidativnog oSteCena lipida u ¢elijama i
nastaje kao posledica uticaja slobodnih radikala na polinezasi¢ene masne kiseline -
PNMK (eng. - polyunsaturated fatty acids, PUFAS) (Tabela 2), koje ulaze u sastav

izmedu ostalih i fosfolipida (PL) odnosno glicerofosfolipida.
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Tabela 2. Najcesce masne kiseline na koje mogu delovati slobodni radikali

Klasi¢no ime Skra¢eno ime?
Palmitoinska kiselina 16:0
Stearinska Kiselina 18:0
Oleinska kiselina 18:1
Linoleinska Kiselina 18:2
o - Linoleinska kiselina 18:3
Arahidonska kiselina 20:4

Broj ugljenihovih atoma u lancu: broj dvostrukih veza

Ostecenje membrana moze dovesti ne samo do naruSavanja funcionisanja Celije
(poremecaj propustljivosti membrane i inaktivacija membranskih proteina) ve¢ i do
ugrozavanja njenog opstanka. Oslobadanje hidrolitickih enzima prilikom naruSavanja
integriteta lizozomskih membrana moze dovesti do vitalnih ¢elijskih poremecaja $to
moze rezultirati smréu Celije [81]. LPO prolazi kroz tri faze (Slika 4): faza inicijacije, faza
propagacije i faza terminacije. U fazi inicijacije, oksidansi vezuju vodonik iz o - metil
grupe (metil grupe najblizoj dvostrukoj vezi) pri ¢emu nastaje lipidni radikal (L°). Kako
bi se novonastalo hemijsko jedinjenje stabilisalo, dolazi do pomeranja nesparenog
elektrona duz PNMK-e §to dovodi do premestanja dvostrukih veza i formiranje diena. U
propagacionoj fazi, reakcija molekulskog kiseonika i lipidnog radikala dovodi do
formiranja perosil radikala (LOQO") koji oduzima atom vodonika sa svog ugljovodono¢nog
lanca ili sa drugih lipidnih molekula stvarajuci nove lipidne radikale i lipidne perokside
(LOOH) [87-89].

LH+OH®" - L'+ H,0
L'+ 0, - LOO"
LOO* + LH = L' + LOOH

LOOH moze da reaguje kako sa redukovanim, tako i sa oksidovanim metalima.
U reakciji sa redukovanim metalima (M?*) kao proizvod nastaje lipidni alkoksil radikal
(LO") koji pri reakciji sa drugim lipidima uzrokuju formiranje L" i lipidnog aldehida
(LOH), dok u interakciji sa oksidovanim metalima (M3") dolazi do formiranja LOO".

Svi novoformirani lipidni radikali generi$u nove lancane reakcije.

M™ + LOOH - M™! + OH + LO®
LO* +LH — L' + LOH
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M™?1 + LOOH — Fe™ + LOO® + H*
LOO* + LH - L° + LOOH

U poslednjoj fazi, fazi terminacije, lanCane reakcije Se mogu zaustaviti
interakcijom dva slobodna radikala pri ¢emu dolazi do formiranja neradikalskog
proizvoda, antioksidansi kao npr. vitamin E donira atom vodonika LOO" vrstama i
formira odgovarajuci vitamin E radikal koji potom reaguje sa drugim LOO’ formirajuci

neradikalni produkt ili delovanjem AO sistema zastite.

Nezasicen lipid

R* l [

N/ @
Nezasiceni lipidni radikal Hidroperoksidni lipid
Van VRV
E Reorganizovanjef
¥ (D PN

/\/_\/_\/\ Nezasicen lipid

@ Antioksidant @

-
C ANV

0, Radikal peroksidne oksidacije

Slika 4. Tri faze LPO u cetiri koraka: korak 1- faza inicijacije, koraci — 2 i 3 - faza
propagacije, i terminalna faza korak 4. Slika preuzeta iz [90] i modifikovana.

Celija na razli¢ite nacine reaguje shodno stepenu toksi¢nog stanja. Ukoliko se
¢elija nalazi u subtoksi¢nim uslovima (fiziolosko ili nisko lipid peroksidaciono stanje),
¢elija stimulacijom kompenenti AO odgovara na stres, dok u toksi¢nim uslovima (srednji
ili visoki nivo LPO) ¢elija indukuje apoptozu ili nekrozu iz razloga $to toliki nivo stresa
prevazilazi reparacioni kapacitet. Oba procesa dovode do oSteCenja celije Sto moze

uzrokovati ili olaksati razvijanje razlicitih patoloskih stanja i ubrzati starenje [91-94].

Primarni produkti LPO su lipidni hidroperoksidi, koji mogu ispoljavati i neke
bioloske funkcije, poput funkcije sekundarnih glasnika u unutaréelijskom prenosu
signala, regulasanju genske ekspresije, aktivaciji transkripcionih faktora i faktora rasta
[95-98].
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Shodno koncentraciji produkata LPO mogu se izazvati razliciti ¢elijski odgovori.
Visoke koncentracije mogu dovesti od akutnih toksi¢nih posledica, kao i do spre¢avanja
¢elijske proliferacije [99], dok niske mogu dovesti do stimulacije aktivnosti odredenih

enzima ili transkripcione regulacije AO gena [95].

Produkti LPO su izuzetno nestabilni i mogu biti transformisani u peroksil i
alkoksil radikal. Alkoksil radikali su specijalno skloni reakcijama u kojima dolazi do
formiranja kratko lanc¢anih produkata, od kojih su najznacajniji 4-hidroksinonenal (HNE)
i malondialdehid (MDA) [100]. HNE, lipidni aldehid koji nastaje tokom peroksidacije
nezasi¢enog lipidnog acil ostatka esterifikovanog fosfolipida [102,107,108], je toksi¢an i
inhibira rast ¢elija, modifikuje metabolizam lipoproteina i podstice razvoj mnogih
oboljenja [103]. MDA moze da reaguje sa nukleinskim kiselinama i slobodnim amino-
grupama proteina, i da dodatno osteti ¢elije. Uklanjanje toksi¢nih lipidnih peroksida iz
membrana smatra se da ima vaznu ulogu u detoksifikaciji oste¢enih PNMK. Enzimi koji
ucestvuju u ovom procesu pripadaju familiji fosfolipaza tipa A2 (PLA2). Familiju ovih
enzima ¢ine kalcijum-stimulisana i kalcijum nezavisna forma koje katalizuju hidrolizu
estarske veze izmedu masne kiseline na sn-2 poziciji fosfolipidnog molekula (Slika 5),
poziciju gde se ve¢ina PNMK nalaze, pri cemu se formiraju slobodne masne kiseline 1

lizofosfolipidi (LFL/LPL) [104].
FOSFOLIPAZA A,
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Slika 5. Reakcija kataliza estarske veze fosfolipidnog molekula enzimom PLA>
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1.8.1.3.1 4-hidroksinonenal

.....

aldehidom zbog prisustva svoje tri funkcionalne grupe: aldehidne (karbonil grupe na C1),
dvostruke veze izmedu C2 i C3 i sekundarne alkoholne (hidrokil) grupe na C4 poziciji
(Slika 6). Ugljenik C1 je redoks, a zajedno sa C3 je i nukleofilni centar.

|

o

=/
(&

Slika 6. Hemijska struktura HNE. Na slici su zaokruzene reaktivne grupe molekula;
strelicom je obelezeno mesto nukleofilnog ,napada“. Slika preuzeta [103] i
modifikovana.

Ove reaktivne funkcionalne grupe omogucavaju da ovaj elektrofilni molekul
reaguje sa nukleofilnim tiol i amino grupama pri ¢emu dolazi do Mihaelove adicije i
stvaranja Sifovih baza. Kinetika formiranja Sifovih baza je sustinski spora i reverzibilna,
tako da je stvaranje Mihaelovih adukata dominatno. HNE moze, stoga, da reaguje sa
velikim brojem makromolekula kao S§to su proteini (najvise sa onima koji sadrze
histidinske, cisteinske i lizinske bo¢ne ostatke) [105,106], lipidi (koji sadrze amino grupu)

i sa nukleinskim kiselinama (najviSe sa guanozinom) (Slika 7).

Koncentracija HNE u humanim uzorcima krvi i seruma je procenjena na 0,05 —
0,15 mM [102], dok se u patoloskim uslovima koncentracija moze ekstremno povecati na
vrednost ¢ak i preko 100 mM [107]. U zavisnosti od unutaréelijske koncentracije,
fizioloska uloga HNE se menja. Pri niskim koncentracijama (< 5 uM), uloga HNE je
delotvorna, dovodi do opstanka ¢elije i njene proliferacije [108,109]. Genotoksi¢ni efekat
HNE se javlja pri neSto viSim koncentracijama (20-100 pM), §to za posledicu ima
promenu sestrinskih hromatida, formiranje mikronukleusa, DNK fragmentaciju
[110,111], ometanje diferencijacije i1 pokretanje Ccelijske smrti [112,113]. Kada

koncentracija prede 100 uM, HNE i njemu sli¢ni aldehidi pored toga §to uzrokuju letalnu
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Slika 7. Reaktivnost HNE molekula. Potencijalne reakcije HNE na vodoni¢nim,
ugljeni¢nim i dvostrukim vezama.4 -HNE je biotransformisan, ali takode moze reagovati
sa proteinima preko Mihaelove adicije i formiranjem Sifovih baza i DNK epoksidacijom.
Lys - lizin, His — histidine. Slika preuzeta [114] i modifikovana.

toksi¢nost, dovode do inhibicije glikolitickih enzima, mitohondrijalne respiracije, i
proteinske sinteze [115].

Kako se velike koli¢ine lipidnih aldehida akumuliraju pod patoloSkim uslovima,
I S obzirom da uticu na metabolizam pri relativno niskim koncentracijama stoga se smatra

da se ovi aldehidi ponasaju kao ,,toksi¢ni sekundarni glasnici”.

1.8.1.3.2 Malondialdehid

MDA je krajnji produkt razgradnje arahidonske kiseline i PNMK-a, a nastaje u
razli¢itim enzimskim i neenzimskim reakcijama. MDA, nastao delovanjem enzima, je

znatno hemijski stabilniji i membranski permeabilniji u odnosu na HNE [101]. Do sada
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je pokazano da MDA ima mnogobrojne uloge i ponasa se kao signalni molekul [116,117].
Sa druge strane, MDA nastao neenzimskim procesima je manje istrazen uprkos njegovoj
potencijalnoj tarapeutskoj vrednosti. Pretpostavlja se da MDA na ovaj na¢in nastaje u
stresnim situacijama i ima visoku mo¢ delovanja sa razne biomolekule, kao $to su proteini
ili DNK, pri ¢emu dolazi do formiranja adukata i biomolekulskih osStecenja [118,119].
Povecana produkcija MDA je povezana sa razliCitim patoloSkim stanjima poput

neurodegenerativnih obolenja, tumora i dr. [120-123].

MDA adukti su bioloski izrazito znacajni zato S$to ucestvuju u sekundarnim
reakcijama tako S$to generiSu intramolekularno ili intermolekularno protein/DNK
povezivanje koje moze izazvati znaCajne promene u biohemijskim Svojstvima
biomolekula i dovesti do njihove akumulacije tokom starenja i hroni¢nih oboljenja [124—
126].

1.9 Antioksidativna zastita

Antioksidativni molekuli koji ¢ine AO zastitu organizma deluju na razlic¢itim

nivoima.

Prema Ighodaro & Akinloye [127] antioksidansi su, na osnovu sistema zastite u

koji se uklju¢uju, podeljeni na:

e antioksidanse prve linije zastite, koji imaju ulogu da onemoguce ili spreCe
formiranje slobodnih radikala ili reaktivnih vrsta u ¢eliji. U njih spadaju tri klju¢na
enzima: superoksid dizmutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza
(GPx) koji dismutuju "O2", razgraduju H>O> i hidroperokside' do ,,bezopasnih®
molekula. U ovu klasu takode spadaju i metal jon vezujuéi protein, kao §to su
transferin i ceruloplazmin koji vezuju gvozde ili bakar i posledi¢no
onemogucavaju formiranje slobodnih radikala,

o antioksidansi druge linije zastite su ,,sakupljaci* s obzirom da pretezno uklanjanju
oksidanse. Oni uklanjaju aktivne radikale u cilju sprecavanja pokretanja lan¢anih
reakcija 1 zaustavljanja reakcija propagacije tako Sto doniraju¢i elektron
slobodnim radikalima i sami postaju slobodni radikali, pri ¢emu je njihov Stetni
efekat daleko manji. Ovako formirani ,,novi radikali”, delovanjem drugih

antioksidanasa iz ove grupe, se lakSe neutraliSu i njihov Stetni efekat se u
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potpunosti uklanja. Veliki broj antioksidanasa kako hidrofilnih tako i lipofilnih
¢ini drugu liniju zastite, kao $to su: askorbinska kiselina, mokra¢na kiselina, GSH,
alfa tokoferol (Vitamin E), ubikvinol i dr.,

e antioksidansi trece linije zaStite su de novo enzimi koji popravljaju Stetu na
biomolekulima koja je nastala delovanjem slobodnih radikala i repariraju
oStecenja na Celijskim membranama. Njihova uloga je visestruka, oni prepoznaju,
razgraduju i uklanjaju oksidovane ili oStecene proteine, DNK ili lipide, kako bi
sprecili njihovu akumulaciju koja moze biti tkivno toksi¢na. U njih spadaju
izmedu ostalih i DNK enzimski reparacioni sistemi (polimeraze, glikozilaze i
nukleaze), kao i proteoliticki enzimi (proteinaze, proteaze i peptidaze) koji su
lokalizovani kako u citosolu tako i u mitohondriji ¢elija sisara,

e antioksidansi Cetvrte linije zastite su poslednja linija odbrane koja predstavlja
adaptaciju u kojoj signali za produkciju i reakcije slobodnih radikala pokrecu
stvaranje i prenos specifi¢nih antioksidanasa do mesta delovanja [128]. Signali
koji nastaju od formiranih radikala pokre¢u formiranje i transport adekvatnog AO

do mesta delovanja.

1.9.1 Superoksid dizmutaza

Superokid dizmutaza (EC 1.15.1.1) kao najvazniji AO enzim predstavlja prvu
liniju odbrane od RKV/RAV i ostalih reaktivnih vrsta. Kao najjaci antioksidans u
¢elijama ima vaznu ulogu u zastiti od oksidativnih oSteCenja [127,129] time $to Katalizuje
dizmutaciju visoko reaktivnog superoksid anjona do molekularnog O i manje reaktivnog
vodonik peroksida (H202)®.

SOD
0, +2H"—— 0, + H,0,

Za aktivnost SOD-a neophodno je prisustvo metala kao kofaktora. Na osnovu
specifi¢nih uloga, aktivatora, deaktivatora i mesta delovanja [130,131], kao i u zavisnosti

od tipa metalnog jona, razlikuju se tri forme enzima [132,133]:

e Citosolna bakar/cink SOD (Cu/ZnSOD; SOD1), ¢iji su kofaktori cink (Zn) i
bakar (Cu). SOD1 ima najvazniju ulogu u odbrani od RKV i ispoljava do 80% ukupne

3 Jako slabo reaktivan, H.O, u prisustvu jona gvozda moze da bude supstrat za formiranje izuzetno
reaktivnog hidroksil jona.
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aktivnosti svih oblika SOD. Prisutna je u svim ¢elijama organizma, a najzastupljenija je
u jetri, eritrocitima, mozgu i neuronima, dok se vancelijska (EC) SOD (koja takode sadrzi
Cu/Zn kao kofaktor, a ima razli¢itu aminokiselinsku sekvencu od SODI1) nalazi u
telesnim te¢nosti: plazmi, limfi i CST [134]. Zbog mesta delovanja EC SOD ima vaznu
ulogu u ,presretanju” Oz~ Koji je osloboden od strane fagocita i drugih celija [132].
Takode, drugi fakori mogu imati uticaj na aktivnost ovog enzima, a njegova koncentracija
je direktno proporcionalna Zivotnom dobu [135],

e Mitohondrijalna mangan SOD (MnSOD; SOD2) prisutna je kod prokariota i u
mitohondrijama i peroksizomima eukariota u dve moguce izoforme - homodimera ili
homotetramera sa jednim atomom Mn**/Mn?* kao kofaktorom po subjedinici. Aktivnost
SOD?2 je promenjiva i sa povecanjem OS se znacajno povecava, $to nije slucaj sa drugim
izoformama SOD. Smatra se glavnim enzimom koji uklanja O2" i time obezbeduje AO
zastitu ¢elije od LPO [136,137],

e Vancelijska superoksid dizmutaza (EC SOD; SOD3) za c¢iju je aktivnost
neohodano gvozde, pronadena je isklju¢ivo kod sisara i pretezno se nalazi u
intersticijalnom matriksu tkiva i glikokaliksu, gde je vezana za heparin sulfat
proteoglikane, dok se u telesnim te¢nostima nalazi u manjoj meri [138]. Predstavlja
glikoprotein sa velikim afinitetom vezivanja za heparin. U svom katalitickom centru
sadrzi jone Cu i Zn i smatra se da je divergirala u ranoj fazi evolucije od SOD1 [139].
Ekspresija ovog enzima je ograni¢ena na specifi¢ni tip celija i tkiva, a njegova aktivnost
moze prevazici aktivnost SOD1 i SOD2, s tim $to opada sa godinama [140,141]. Njegova

osnovna uloga je da spreci deaktivaciju NO i time vazokonstrikciju i inflamaciju.

1.9.2 Katalaza

Katalaza (EC 1.11.1.6) je enzim koji koristi gvozde ili mangan kao kofaktore i
¢ija je osnovna uloga razlaganje neradikalskog H>O> do vode i molekularnog kiseonika

Sto za posledicu ima ,,dovrSavanje procesa detoksifikacije koju je zapocela SOD.
CAT
2H202 — 02 + 2H20

Ovim procesom, CAT onemogucava difuziju H>O> u druge ¢elije [142].
Osim katalazne reakcije, ovaj enzim katalizuje i peroksidaznu reakciju, time §to

dovodi do oksidacije H-donora uz potrosnju jednog molekula H>O>. CAT wvrsi
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peroksidaznu reakciju i redukuje H20 koriste¢i razli¢ite donore vodonika (alkoholi,
askorbinska kiselina i sl.).

RH, + H,0, - R + 2H,0

Od brzine nastajanja H>O>, kao i od koncentracije donora vodonika zavisi koju
reakciju ¢e CAT katalizovati [143]. Bez obzira na koncentraciju H.O2, CAT ne moze biti
zasicena supstratom, ve¢ sa porastom koncentracije istog proporcionalno raste i enzimska

aktivnost katalaze [81].

Unutar eukariotskih ¢elija je u najvecoj meri lokalizovana u peroksizomima, a

prisutna je i u citosolu i mitohondrijama [144].

1.9.3 Glutation

Glutation (GSH) je mali molekul, tripeptid i predstavlja najprisutniji neenzimski
antioksidans u celiji. Pored neosporne antioksidativne uloge kao kofaktor odredenih
enzima, na direktan nacin eliminiSe lipidne i slobodne radikalske vrste (OH’, O2",
ONOQO"), hidroperokside, ali i omogucava regeneraciju neenzimskih AO vrsta kao 1

reparaciju ¢elija izazvanu oksidativnim oStecenjima.

GSH predstavlja najzastupljeniji ¢elijski tiol koga na svojim aktivnim mestima
karakteriSe prisustvo sulfhidrilnih ostataka (-SH) [145]. Redukujuca i oksidovana forma
glutationa (GSH odnosno GSSG) deluju zajedno sa drugim redoks-aktivnim jedinjenjima
(npr. NAD(P)H) kako bi regulisali i odrzali Celijski redoks status [146]. Kada se ¢elija
nalazi u normalnom redoks stanju, skoro celokupan GSH se nalazi u redukovanom obliku,
dok oksidovani oblik ¢ini svega 1% [147]. Ukljucen je u redukciju disulfidnih i drugih
molekula, kao i u konjugaciji jedinjenja i na taj na¢im $titi ¢eliju od dejstva slobodnih
radikala. Sa povecanjem OS, dolazi do brzog smanjenja koncentracije GSH, dok se
koncentracija GSSG povecava. Kako bi se uspostavilo normalno funkcionisanje
metabolizma neophodno je da se nivo GSH nadoknadi §to se deSava na dva nacina, ili de

novo sintezom ili redukcijom nastalog GSSG (Slika 8).
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SOD
NADP* GSH Hy02 o O
)GRC )GPx(
NADPH GSSG H»0
Slika 8. Glutationski ciklus.

Iako je GSH neophodan ¢inilac AO, sam ne moze da spreci citotoksi¢no delovanje
reaktivnih vrsta ve¢ je sastavni deo odgovora GSH-zavisnih enzima koji u¢estvuju u prvoj
i drugoj liniji odbrane [148]. Upravo, rezultati studija pokazuju da narusena GSH
homeostaza i inaktivacija GSH-zavisnih enzima, doprinose inicijaciji i progresiji

neurodegenerativnih bolesti ukljucujuéi PB [149,150].

1.10 Uloga komponenti oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u
patogenezi Parkinsonove bolesti
Mozak je posebno osetljiv na Stetno delovanje RKV/RAV zbog visoke
metabolicke aktivnosti i relativnog snizenog redukujuceg kapaciteta za celijsku
regeneraciju u poredenju sa drugim organima. U slu¢aju odredenih neurodegenerativnih
bolesti kao §to su PB, AB i amiotroficka lateralna skleroza (ALS) specifi¢ni regioni
mozga podlezu selektivnoj neurodegeneraciji. Napad RKV/RAV na glijalne celije 1
neurone za posledicu ima oStec¢enje [151] i smrt neurona [152]. Takode, oksiradikali

povecavaju oStecenja DNK [153].

U osnovi teorije OS kod pacijenata sa PB je DA metabolizam [154]. DA se
oksiduje monoamin oksidazom A i B (MAO-A i MAO-B) do neurotoksi¢nog aldehida.
Takode, DA moze podlec¢i procesu autooksidacije ¢ime nastaju reaktivni kinoni koji
dovode do progresije oksidativnog ostecenja molekula. Preteran visak kinona je toksi¢an
za mitohondrije i daje kljucan doprinos mitohondrijalnoj disfunkciji koja pogorsava OS
u dopaminergickim neuronima [155]. NaruSena povratna sprega i povecan citosolni
sadrzaj DA, koji su posledica terapije L-dopom, mogu povecati nivo OS i oSteCenja SNpc
neurona [156].

Kod pacijenata sa PB potvrden je povisen nivo produkata LPO. U neuronima je

detektovano povecanje HNE i HNE - protein produkata [157-159]. Povecano prisustvo
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HNE kod ispitivanih pacijenata potvrdeno je u LT [160], dopaminergickim c¢elijama
SNpc, cerebrospinalnoj tecnosti (CST) [161,162], kao i u plazmi pacijenata [163]. Ovo
ukazuje da LPO moze biti uzro¢no povezana sa PB. Takode, ovi toksi¢ni produkti, nastali
tokom oksidativnih promena, znatno doprinose progresiji bolesti [164]. U prilog ovoj
hipotezi idu i odredena ispitivanja na eksperimentalnim Zzivotinjama, u kojima je
pokazano da je HNE vazan posrednik OS koji ubrzava unos DA nakon vezivanja za —SH
grupe DA transportera. Takode, osim HNE, mnogobrojna ispitivanja pokazala su da je i
nivo MDA znacajno ve¢i u plazmi [165], kao i u SNpc [166] kod pacijenata obolelih od

PB u odnosu na kontrolnu grupu.

......

dopaminergicke neurone u ovoj mozdanoj regiji. U skladu sa tim, pri post-mortem
analizama na uzorcima mozdanog tkiva, uoceno je izrazito smanjenje antioksidansa GSH
[167,168], povecana proteinska i DNK oksidacija i/ili nitracija, poveéan nivo jona gvozda

i povecana aktivnost SOD2 [169].

1.11 Uloga lipida u pojavi i progresiji neurodegenerativnih
bolesti

Lipidi imaju vaznu ulogu u normalnom/fizioloSkom funkcionisanju, time §to se
ponasaju kao strukturne komponente, energetski depoi i signalni molekuli. Literaturni
podaci ukazuju da promenjen metabolizam lipida moZe doprineti pojavi 1 progresiji
razli¢itih bolesti, ukljuujuci gojaznost, dijabetes, arterosklerozu, kancer, neuroloSka 1
neurodegenerativna oboljenja [170-173]. Tako na primer, uofene su promene
metabolizma dokosaheksainske kiseline (DHK), esencijalne PNMK, kod pacijenta sa PB,
AB, i drugim neurodegenerativnim bolestima [174-176], dok izmenjena signalna
transdukcija posredovana diacilglicerolom (DAG) moze se povezati sa modifikacijama
dugotrajne potencijacije, rastom dentrita, sazrevanjem trnica $to za posledicu moze imati
narusavanje paznje i memorije [177-179]. Nedostatak apolipoproteina E kod miseva sa
arterosklerozno-indukovanom dislipidemijom moze se povezati sa naruSavanjem
metabolizma razlicitih sfingolipida i glicerofosfolipida [180]. Osim toga, i promene u
sastavu glicerofosfolipida poput fosfatidilholina (PC), lizofosfatidilholina (LPC),
fosfatidiletanolamina  (PE),  fosfatidilglicerola  (PG), fosfatidilserina  (PS),
fosfatidilinozitola (Pl), fosfatidne kiseline (PA), kardiolipina (CL), i drugih, primeéene

44



su u razli¢itim bolestima. Te promene dovode do naruSavanja fluidnosti i propustljivosti
membrane i zajedno sa akumulacijom produkata LPO mogu biti odgovorne za
neurodegeneraciju koja se javlja u neuroloskim oboljenjima [181]. Upravo, Mulder i
saradnici (2003) [172] detektovali su zna¢ajno smanjenje LPC koje indukujuje smanjenje
LPC/PC u CST pacijenata koji boluju od AB, dok su Fucks i saradnici (2005) [182],
takode, uocili smanjenje LPC koje uzrokuje poveéanje PC/LPC u plazmi i zakljucili, da
upravo, pracenje odnosa PC/LPC u plazmi moze biti znacajan indikator reumatodnog
artritisa. Kod parkin-mutiranih fibroblasta u poredenju sa normalnim fibroblastom
pronadeni su visi nivoi LPC 16:0* i LPC 18:1° [183], dok je zabeleZen negativan efekat
LPC-a na dopaminergicki sistem [171,184]. U plazmi i frontalnom korteksu pacijenata sa
PB uocen je smanjeni nivo ukupnog PC, PC 34:2 1 46:2, PC 34:5, 36:5, 1 38:5 [185,186].
Smanjeni nivo PC detektovan ne samo u SNpc kod muskaraca kojima je
dijagnostifikovana PB [187], ve¢ i u mozdanom tkivu eksperimentalnih zivotinja - misa
I zlatne ribice [188]. Osim toga, uocena je povezanost dislipidemije sa rizikom za razvoj
PB [189]. Naime, smanjen rizik od nastanka PB dovodi se u vezu kako sa visokim nivoom
holesterola u lipoproteinskim ¢esticama niske gustine (LDL-C) tako i ukupnog
holesterola (UH) [190-192], dok se pozitivna korelacija uocava izmedu holesterola u
lipoproteinskim ¢esticama visoke gustine (HDL-C) i duzine trajanja PB [193].

Stoga, lipidi, poput masnih kiselina, glicerolipida, glicerofosfolipida, sfingolipida,
sterola lipida, prenol lipida, saharolipida 1 poliketida, mogu posluZiti kao potencijalni

biomarkeri neurodegenerativnih bolesti.

1.12 Terapija za Parkinsonovu bolest
Osnovnim lekom u tretmanu PB smatra se metaboli¢ki prekursor DA, L-dopa koji
u prvom redu deluje na motorne simptome bolesti. Mnogim studijama potvrdeno je da L-
dopa poboljsava kvalitet Zivota pacijenata i produzuje Zivotni vek (u poredenju sa
pacijentima koji nisu uzimali lek), te se i danas smatra zlatnim standardom lec¢enja [194].
U vezi sa mogucnosti da ve¢ rana primena L-dope dovodi do izvesnog neuroprotektivnog

dejstva, konacni stav ni danas nije jasno definisan [195,196].

4 1-palmitoil-lizofosfatidil holin
5 1-oleoil-2-hidroksi-sn-glicero-3-fosfoholin
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Treba ista¢i da iako PB nastaje zbog gubitka dopaminergickih neurona u
strijatumu, direktno koris¢enje DA u leCenju bolesti nije moguce, buduéi da ne prolazi
krvno-mozdanu barijeru (KMB). Upravo, iz pomenutog razloga, koristi se L-dopa, koja
putem aktivnog transporta prolazi KMB i koja se nadalje uz pomo¢ enzima dopa-
dekarboksilaze u dopaminergickim neuronima SNpc transformise u DA [197]. lako
prolazi KMB, manje od 5 % ovog medikamenta ulazi u dopaminergicke neurone, dok se
preostali deo u organizmu transformise u DA ¢iji metabolizam za posledicu ima pojavu
nezeljih dejstva (muc¢nina, povracanje) [56]. Zbog neZeljenih dejstava u terapiju su
uvedeni i inhibitori dekarboksilaze, koji imaju funkciju da blokiraju dopa dekarboksilazu
van mozga, omogucavajuci da Sto vise L-dope dospe do mozga, ¢ime se povecava njena
iskoristivost sa 1% na oko 10% [198]. Klinicka kombinacija L-dope i dopa
dekarboksilaznog inhibitora (u ranijoj ili kasnijoj fazi bolesti), inhibitora MAO-B ili
katehol-O-metiltransferazni (COMT) inhibitora®, sa dopaminskim agonistima, odlazu
pocetak motornih komplikacija indukovanih L-dopom [199-201]. U praksi
dopaminergicki agonisti imaju vaznu ulogu u terapiji PB s obzirom da direktno deluju na
DA receptore i imaju duZi poluZivot u plazmi nego L-dopa. Monoterapija je moguca sa
agonistima DA i primenjuje se u ranijim fazama bolesti i kod mladih pacijenata (obolelih
pre 40-te godine zivota). Klinicka praksa je pokazala da kombinacija terapije sa

agonistima DA znacajno smanjuje dozu L-dope ili redukuje diskineziju [202].

L-dopa ne uti¢e na nemotorne simptome bolesti [203], niti zaustavlja progresiju
degeneracije neurona u SNpc. Iz pomenutih razloga, L-dopa svoj najveci efekat pokazuje
u prve dve godine od pocetka koriS¢enja, dok komplikacije nastaju nakon prosecno pet
godina od uvodenja terapije. Sa daljom progresijom PB (5-10 godina), efikasnost terapije
opada, dolazi do razvoja motornih fluktuacija (eng. ,wearing-off” and ,on-off’
fenomena) i diskinezija, kao najizraZajnijih nezeljenih dejstva, i iz tog razloga pacijenti
nemaju viSe stabilan i predvidiv klini¢ki odgovor [204]. Stoga, kako bi se odrzao inicijalni
pozitivan terapeutski odgovor neophodno je odmereno i postedno povecavati dozu i
ucestalost primene L-dope [205]. Pojedini istrazivaci i nadalje zauzimaju stav da je L-
dopa toksi¢na za neurone [196], dok je u praksi pokazano da je bolje poceti Sto kasnije sa

njenim koris¢enjem, kada je stepen bolesti znacajno uznapredovao i kada se simptomi PB

® Uklju¢ivanjem COMT inhibitora iskoristivost L-dope je od oko 30 %.
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ne mogu vise uspe$no kontrolisati [206]. | pored mnogobrojnih nedoumica oko
koris¢enja, L-dopa trenutno predstavlja najefikasniji lek za tretiranje bradikinezije i
rigiditeta kod osoba obolelih od PB [197].

Pored L-dope u tretmanu se koriste i lekovi koji se mogu klasifikovati u dve grupe:
oni Cije dejstvo ima efekat na dopaminergicki sistem i oni ¢iji efekat se ispoljava na
¢elijama bazalnih ganglija. Druga grupa ima slabiji efekat, uti¢e na ganglijske celije
motornog sistema i predstavljaju klasu antiholinergickih lekova i antagonista N-Methyl-

D-Aspartat NMDA - tipa glutamatnih receptora.

funkcionisanje je postalo veliki izazov. Pribegava se alternativnim strategijama
kombinovanja lekova koji se koriste u terapiji PB, od uvodenja monoterapije sa DA ili
MAO-B inhibitoraili terapije kombinovanja DA, MAO-B inhibitora, ili COMT inhibitora
sa manjom dozom L-dope. Da bi se omoguéilo poredenje razlicitih vrsta medikamenata,
moguce je izracunavanje L-dopa ekvivalentne doze tzv. LED. Vrednost LED, koja se
dobija sabiranjem doza svakog pojedinacnog antiparkinsonog leka, obezbeduje koristan

parametar prac¢enja ukupnog dnevnog unosa antiparkinsonih lekova pacijenta [207].
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Ciljevi



Imajuéi u vidu oskudnost podataka o specificnim i senzitivnim indikatorima PB,

osnovni cilj ove doktorske disertacije bio je da se identifikuju promene parametara
OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenziteta pikova pacijenata obolelih od PB u

zavisnosti od klini¢ko-patoloskih karakteristika, kao potencijalnih markera koji se

mogu koristiti u evaluaciji stanja pacijenata sa PB. Osim toga, proucavan je i efekat

koriscene terapije (doza i tip) na njihov nivo, odnosno aktivnost.

U skladu sa navedenim ciljem izucavane su:

promene parametara OS i AO zastite pacijenata obolelih od PB u poredenju sa
zdravim ispitanicima, kao 1 njihova korelacija sa klinicko-patoloSkim
karakteristikama (pol, starost, duzina trajanja bolesti, H&Y stadijum) kod

pacijenata obolelih od PB,

lipidni profil i odnos intenziteta pikova PC i LPC u plazmi pacijenata obolelih
od PB u poredenju sa zdravim ispitanicima, kao i njihova korelacija sa klini¢ko-
patoloskim karakteristikama (pol, starost, duzina trajanja bolesti, H&Y stadijum)

kod pacijenata obolelih od PB,

uticaj doze i tipa terapije na ispitivane parametre OS i AO zastite, i PC/LPC

intenzitet pikova kod pacijenata obolelih od PB,

modifikacije ekspresije proteina krvne plazme PB pacijenata u odnosu na
kontrole koje mogu nastati usled OS, odnosno pod uticajem poremecenog pro- i
anti-oksidativnog balansa, povecanog nivoa AOPP, HNE i drugih reaktivnih

aldehida kao posledica bolesti.
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Materijali I metode



3.1 Materijali

Hemikalije koris¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji su bile p.a. stepena Cistoce.

Od firme SERVA, Heidelberg, Nemacka, su nabavljene slede¢e hemikalije: Tris
baza, glicin, TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), TMB (3,3'5,5"-
tetrametilbenzidin), DMSO (dimetilsulfoksid), hloramin T (N-hloro-p-toluensulfonamid
natrijum), Drapkinov reagens, kalijum jodid, vodonik peroksid, natrijum hidroksid, kao i

mokraéna, hlorovodoniéna i glacijalna (siréetna) kiselina.

Od firme Sigma Aldrich, SAD, nabavljeni su: albumin iz govedeg seruma (BSA),
natrijum dodecil sulfat (SDS), 2,5-dihidroksibenzoinska kiselina (DHB), Tween-20, b-
merkaptoetanol, etilendiamino-tetrasiréetna kiselina (EDTA), etilen glicerol tetrasiréetna

kiselina (EGTA), akrilamid, Folin & Ciocalteus Phenol reagens.
Hloroform i metanol su prizvodi firme LGC Promochem GmbH, Nemacka.

Antitela koris¢ena u imunoblot analizi su: poliklonska anti-katalaza proizvod
firme Abcam, SAD, poliklonski anti-B-aktin i antikozje IgG proizvodi firme Santa Cruz
Biotechnology, Inc., SAD, dok su poliklonska anti-Cu/ZnSOD i antize¢ije IgG proizvodi
firme Stressgen, Kanada. Polivinilidendifluorid (PVDF) membrana i 20 x koncentrovani
supstrat za hemiluminiscenciju (eng. enhanced chemiluminescence, ECL) su proizvodi
firme Millipore Coorperation Biotechnology, SAD, a kori§¢en molekulski marker Cruz
MarkerTMMolecular Weight Standards je nabavljen od firme Santa Cruz Biotechnology,
Inc., SAD.

Za ispitivanje nivoa GSH u krvi koriséen je kit BIOXYTECH® GSH-420TM
(OXIS International, Inc., SAD), dok je kit za merenje koncentracije HNE proizvod firme
MyBio-Source, SAD, a od Cayman Chemical Company, SAD nabavljen je kit za merenje

aktivnosti enzima SOD.

3.2 Metode

3.2.1 Ispitanici

Radi ostvarivanja zadatih ciljeva ove doktorske disertacije, u eksperimentima su
koriS¢eni uzorci krvi dobijeni od ukupno 111 ispitanika, od toga 20 zdravih Kkoji su

predstavljali kontrolnu grupu, a ostalih 91 su bili pacijenti kojima su neurolozi, sa
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posebnim iskustvom u dijagnostici oboljenja poremecaja pokreta na osnovu standardnih
dijagnostickih kriterijuma (UK Parkinson disease Society Brain Bank Criteria) potvrdili

dijagnozu idiopatske PB.

Kriterijumi za uklju¢ivanje zdravih ispitanika podrazumevali su:
- starost $to priblizniju starosti pacijenata,
- odsustvo neuroloskih i/ili psihijatrijskih oboljenja,

- odsustvo hroni¢nih oboljenja i pripadajuce medikamentozne terapije.

Kriterijumi za isklju¢ivanje zdravih ispitanika bili su:

- klini¢ki znacajne laboratorijske vrednosti koje odstupaju od referentnih ili
preporucenih vrednosti i/ili hroni¢na oboljenja,

- medicinska istorija malignih oboljenja, autonomnih, gastrointestinalnih,
kardiovaskularnih, hepatickih, renalnih, hematoloskih, endokrinih,
neuroloskih, imunoloskih, pulmoloskih ili drugih medicinskih
poremecaja,

- trudnoca ili dojenje.

Kriterijumi za uklju¢ivanje pacijenata podrazumevali su:
- starost ispitanika iznad 30 godina zivota,
- dijagnoza idiopatske PB (na osnovu UK Parkinson disease Society Brain
Bank Criteria),

Kriterijumi za isklju€ivanje pacijenata bili su:

- klini¢ki znacajne laboratorijske vrednosti koje odstupaju od referentnih ili
preporucenih vrednosti i/ili klinicki znacajna hroni¢na oboljenja,

- poremecaj koji moze interferirati sa adsorbcijom, distribucijom,
metabolizmom ili ekskrecijom antiparkinsone medikacije,

- medicinska istorija malignih oboljenja, autonomnih, gastrointestinalnih,
kardiovaskularnih, hepati¢kih, renalnih, hematoloskih, endokrinih,
neuroloskih, imunoloskih, pulmoloskih ili drugih medicinskih
poremecaja,

- trudnocda i dojenje.
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Studija je sprovedena uz pisanu saglasnost svakog ispitanika i odobrenje Etickih
komiteta Klinickog centra Republike Srbije (broj protokola: 105/12) i Vojnomedicinske
akademije (broj protokola: 18-05/16). Od svakog ispitanika je uzeta kompletna
medicinska istorija. Svi pacijenti koji su ucestvovali u studiji su pacijenti koji su
ambulantno i/ili bolnicki leceni u Klinici za neurologiju, Klini¢kog centra Republike
Srbije i na Odeljenju funkcionalne neurologije, Vojnomedicinske akademije. Bolest
pacijenata je dijagnostikovana od strane neurologa specijalizovanih za poremecaje
pokreta, dok su pacijenti bili podeljeni u viSe grupa na osnovu: pola, godina starosti,
duzine trajanja bolesti i stadijuma bolesti (H&Y skala) (Tabela 1). Takode, pacijenti su
dodatno podeljeni i na one koji nisu primili terapiju (de novo) i one koji su na

antiparkinsonoj terapiji (apt).

3.2.2 Uzorkovanje krvi i priprema uzoraka

Kod svih ispitanika krv je uzorkovana u jutarnjim ¢asovima, nakon perioda
gladovanja u trajanju od 10 h tokom no¢i. Krv je uzorkovana u dva seta polipropilenskih
epruveta/tuba sa antikoagulansom EDTA K: (Vacutainer BD Diagnostics, Plymouth,
UK).

Prvi set uzoraka je koris¢en za pra¢enje pomena parametara OS kod svih 111
ispitanika (20 kontrola i 91 pacijenta sa PB), dok je kod 10 zdravih ispitanika i
25 pacijenata sa PB odredivan lipidni profil i PC/LPC intenzitet pikova’. Za oba tipa
analiza, krv je u roku od 30 min nakon uzorkovanja centrifugirana na 1500 g, 10 min, 4°C
(Eppendorf centrifuga 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Nemacka), izdvojena
plazma je zatim podeljena u alikvote od 100 pl i ¢uvana na -80°C do upotrebe, osim
uzoraka za merenja koja su vrSena odmah.

Drugi set uzoraka (n = 111) je u cilju pripreme lizata ¢elija iz pune krvi, za analizu

parametara AO zastite nakon uzorkovanja zamrznut na -80°C i ¢uvan do upotrebe.

"Manji broj uzoraka, ali reprezentativnih, je kori¥éen za ispitivanje lipidnog profila i odnosa PC i LPC
intenziteta iz tehnickih razloga s obzirom da su analize odradene u Institutu za medicinsku fiziku i biofiziku,
Odseka za medicine, Univerziteta u Lajpcigu, Lajcig, Nemacka. Dobijeni rezultati su prikazani kao
relevanti za celokupnu ispitivanu populaciju i kao takvi su prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji.
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3.2.3 Priprema uzoraka za odredivanje lipidnog profila

Ukupni lipidni ekstrakt plazme je pripremljen po Folch [208] metodi sa manjim
modifikacijama [209,210] koristeé¢i sistem rastvaraca hloroform/metanol/voda. Uzorak
plazme (50 ul) je homogenizovan u ultrazvuénom kupatilu na 40°C, 10 min sa 3 ml
rastvarac¢a hloroform/metanol (2:1, v/v). Nakon toga, dodavana je dejonizovana voda
(600 pl) i celokupna smesa je centrifugirana 3 min, 3000 rpm na sobnoj temperaturi (RT).
Nakon odvajanja organskog i vodenog sloja, organski sloj je uparen blagom strujom

azota. Svi uzorci su analizirani u duplikatu.

3.2.4 Priprema uzoraka iz pune krvi za analizu parametara AO zastite i merenje

koncentracije hemoglobina

Celokupan proces liziranja krvnih ¢elija raden je na hladnom. Nakon postepenog
odledivanja i dobrog vorteksovanja, u uzorke je dodavana destilovana voda (dH20) u
odnosu 1:3. Uzorci su potom vorteksovani 1 min, centrifugirani na 10000 g, 15 min, 4°C
(Eppendorf centrifuga 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Nemacka), alikvotirani
i zamrznuti na -80°C do merenja enzimske aktivnosti.

Nakon pripreme lizata, izmerena je koncentracija hemoglobina (Hb), dodavanjem
2,5 ml Drapkinovog reagensa u 10 pl lizata eritrocita. Smesa je potom vorteksovana i
ostavljena 20 min na RT i izmerena je apsorbanca na 546 nm (UV Line 9400, SI Analytics

GmbH, Nemacka). Kao slepa proba se koristio Drapkinov reagens.

3.3 Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.3.1 Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

Koncentracija PAB u uzorcima plazme ispitanika odredivana je koriS¢enjem
metode Hamidi-Alamdaria i saradnika [211] uz odredene modifikacije®.
Za pravljenje standardne krive su kori$¢eni rastvori H2O2 i mokraéne kiseline u razli¢itim

odnosima. Kapacitet prisutnih antioksidanasa je kalibrisan prema mokraénoj kiselini i

8 Modifikacija metode se odnosi na prilagodavanje zapremine uzorka, standardnih rastvora, slepe probe i
reagenasa standardnim zapreminama bazena mikrotiter plo¢e i poveéanjem koli¢ine enzima peroksidaze u
radnom rastvoru. Time je omoguéeno dobijanje linearne zavisnosti izmedu koncentracije i apsorbancije
prilikom izrade kalibracione krive.
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izrazavan u pmol/l, a kapacitet prooksidanasa je kalibrisan prema H2O> I izrazavan u
pmol/l H20o.
Kori$¢eni su sledeci reagensi:
TMB 1 rastvor: 60 mg TMB (3,3"5,5 -tetrametilbenzidin) + 10 ml dimetilsulfoksida
(DMSO0).
TMB katjon: 1 ml TMB I + 50 ml acetatnog pufera (0,05 M, pH 4,5) + 175 ul sveze

pripremljenog hloramina T (N-hloro-p-toluensulfonamid natrijum) (100 mmol/l).
Rastvor je dobro promesan i inkubiran 1 h na 37 °C, na tamnom mestu uz stalno
mesanje. Nakon inkubacije u 50 ml TMB katjona dodavano je 25U enzima
peroksidaze.

TMB Il rastvor: 200 ul TMB/DMSO je rastvoreno u 10 ml acetatnog pufera (0,05 M,

pH 5,6). Ovako pripremljen rastvor koris¢en je odmah ili maksimalno u roku od
2 dana, pri ¢emu je ¢uvan na temperaturi od 4°C.
Radni rastvor: 1 ml TMB katjona je dodan u 10 ml TMB rastvora Il i 6 min me$an

na RT i na tamnom mestu. Pripremljen radni rastvor je koris¢en odmah.

Postupak: U bunari¢e mikrotitar plo¢e dodavani su standardni rastvori, slepa proba
(dH20) i ispitivani uzorci (po 10 ul). Zatim je visekanalnom automatskom pipetom
dodavano 180 ul radnog rastvora, te je mikrotitar plo¢a inkubirana na tamnom mestu
12 min na 37°C. Reakcija je bila zaustavljena sa 40 ul 2 mol/l hlorovodoni¢ne kiseline, pri
¢emu se dobijena plava boja prevodi u Zutu.

Metoda je spektrofotometrijska, a apsorbanca je merena na 450 nm (LKB Vertriebs
GmbH, DV 990 BV4-6, Austrija). Na osnovu izmerenih apsorbancija koje se dobijaju u
standardnim rastvorima konstruisana je kalibraciona kriva iz koje su odcitavane
koncentracije uzoraka.

Vrednosti PAB-a su izrazavani u arbitrarnim jedinicama-HKU (hidrogen-peroksid
komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat H.O, u standardnim rastvorima

pomnozZzen sa 6.
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3.3.2 Detektovanje produkata oksidativne modifikacije proteina (AOPP)

Modifikovana metoda koju su postavili Witko-Sarsat i saradnici [212]° koris¢ena
je za odredivanje koncentracije AOPP kao markera oksidativnog stresa na automatskom
analizatoru Ilab 300+ (Diamond Diagnostic INC, SAD) na 340 nm.

Odredivanje AOPP se zasniva na metodi zavrSne tacke sa slepom probom
reagensa. U uzorak plazme, odnosno standarda (60 ul) dodaje se 300 ul reagensa R1 i
posle inkubacije od 1 min ocitava se prva apsorbanca uzorka. Nakon toga, reakcionoj
smesi dodaje se reagens R2 i posle inkubacije od 3 min, ponovo se meri apsorbanca na

talasnoj duzini 340 nm.
Kori$¢eni reagensi:
R1: glacijalna kiselina izmeSana sa fosfatnim puferom u odnosu 1:8;
R2: kalijum jodid rastvoren, takode, u fosfatnom puferu.

Koncentracija AOPP je izrazena preko ekvivalenta hloramina T koji je
upotrebljen za izradu standardne prave u rasponu koncentracija od 10 do 100 pumol/Il, pri

¢emu njegova apsorbanca linearno raste sa porastom koncentracije.

3.3.3 Odredivanje koncentracije hidroksinonenala

Koncentracija HNE ispitivana je specifiénim enzimskim imunoesejem za
kvantitativno odredivanje u humanim uzorcima. Standardi/kontrolni/nepoznati uzroci
plazme (50 pl) su nanoSeni na mikrotitar plo¢u ¢iji su bunariéi obloZeni specifi¢cnim HNE
antitelom i inkubirani 2 h na 37°C. Nakon uklanjanja te¢nosti, dodavano je konjugovano
biotin antitelo specificno za HNE, ploca je potom inkubirana 1 h na 37°C, ispirana i
dodavano je 50 ul HRP-avidina (avidin konjugat peroksidaze). Ploca je ponovo
inkubirana 1h na 37°C i ispirana, pa je dodavan hromogeni supstrat TMB
(tetrametilbenzidin) koji dovodi do razvijanja boje i ¢iji je intenzitet proporcionalan
koli¢ini vezanog HNE u poc¢etnom koraku eseja. Reakcija je zaustavljena stop reagensom,
nakon cega je ocCitavana apsorbanca na 450 nm. Koncentracija HNE je odredena

spektrofotometrijski na ELISA ¢itacu (LKB Vertriebs GmbH, DV 990 BV4-6, Austrija)

®Optimizacija metode se ogleda u moguénosti analize uzoraka na automatskom analizatoru
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uporedivanjem opticke gustine (eng. optical density, OD) uzoraka sa standardnom
krivom. Koncentracija HNE je data u mg/ml.

3.3.4 Odredivanje koncentracije tiobarbiturne Kiseline reagujucih supstanci

(TBARS)

Nivo MDA i ostalih reagujucih supstanci sa tiobarbiturnom kiselinom (TBK)
meren je specificnim esejem [87] koji se zashiva na obrazovanju crveno-obojenog

kompleksa MDA-TBK. Princip ove metode se zasniva na sledecoj reakciji (Slika 9):

" SH
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S N OH
o o +2 NH Y A / \N
R E——
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H H 1) H S CH—CH—(l_:1

OH

MDA TBK MDA-TBK KOMPLEKS

Slika 9. Proces formiranja MDA-TBK kompleksa.

Postupak: U 0,3 ml plazme dodato je 0,6 ml TBK reagensa. Dobijena smesa je
promeSana, zagrevana na 100°C u vodenom Kkupatilu, 5 min. Nakon hladenja i
centrifugiranja na 10000 g, 10 min, 4°C (Eppendorf centrifuga 5417R, Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Nemacka), apsorbanca supernatanta o€itavana je na 535 nm (LKB
Vertriebs GmbH, DV 990 BV4-6, Austrija). Za izraCunavanje koncentracije TBARS
koriS¢ena je standardna kriva konstruisana na osnovu apsorbanci koje su dobijene
upotrebom radnih rastvora koncentracije od 1-10 umol/l, napravljenih od osnovnog

standarda MDA koncentracije 1 mmol/I.

3.4 Odredivanje lipidnog profila/statusa masenom spektrometrijom
zasnovanom na jonizaciji potpomognutoj laserskom desorpcijom iz

matriksa
U ovoj eksperimentalnoj postavci, od interesa je bilo detektovanje potencijalnih
promena odnosa intenziteta PC i LPC, kao glavnih konstituenata membrane i esencijanih
signalnih molekula, kod pacijenta sa PB u odnosu na kontrole, s obzirom da su promene
uoCene u drugim neurodegenerativnim bolestima. Takode, proucavana je i njihova

povezanosti sa klinicko-patoloskim karakteristikama. Treba ista¢i da je pristup
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izraCunavanja odnosa intenziteta informativan, a da za njegovu primenu nije potrebno
koriS¢enje internog standarda, dok je priprema uzoraka i snimanje spektara relativho
jednostavno i ekonomski isplatljivije u poredenju sa drugim metodama. Takode, dodatna
prednost je u tome S§to nije potrebno prethodno poznavanje ocekivanih koncentracija

lipida pre ovog tipa merenja [213].

MALDI-TOF (eng. Matrix Assisted Laser Desorption and lonization Time Of
Flight) masena spektrometrija je rutinksa metoda za detekciju i analizu molekula
prisutnih u uzorcima u malim koncentracijama. U odnosu na druge spektrometrijske
metode pogodnost koriséenja ove metode ogleda se u tome $to nije potrebna modifikacija
uzorka, mogu se obraditi uzorci bioloskog porekla koji imaju povisenu koncentraciju
neorganskih soli, dok se rezultati dobijaju brzo (spektri se mogu dobiti za nekoliko

sekundi).

Postupak: upareni uzorci pripremljeni za odredivanje lipidnog profila su tretirani
matricom za MALDI-TOF analizu. Rastvor matrice sastojao se od 0,5M 2,5-
dihidroksibenzoinske kiseline (DHB)'® u metanolu [213,215-217] u koncentraciji 10
mg/ml. Na sahatnom staklu su pomesane iste zapremine uzorka i DHB matrice i takav
homogeni rastvor (1 pl) je nanesen u bunare ¢elicne MALDI plocice, u duplikatu. Da bi
se postigla Sto ve¢a homogenost uzorka, uzorci su suSeni pod strujom toplog vazduha,

nakon ¢ega je pristupljeno MALDI-TOF analizi.

Svi spektri snimljeni su u pozitivnom modu na Bruker Autoflex Speed masenom
spektrometru (Bruker, Nemacka), azotnim laserom na 355 nm. Spektri su dobijeni u
reflektornom modu, dok su uslovi ,,zakasnele ekstrakcije” (eng. delayed extraction)
koris¢eni kako bi se poboljsao kvalitet spektara. Kalibracija je radena kori§¢enjem lipidne
smese poznatog sastava. Svaki spektar u proseku je snimljen sa 500 udaraca laserom, koji
je nasumi¢no pomeran po uzorku (koriste¢i ,nasumi¢ni hod”) da bi se

izbegla/kompenzovala nehomogenost analit matriks ko-kristala.

molekula u pozitivnom jon modu [214]. U poredenju sa matricama dobijenim od cinaminske kiseline
(poput eng. a-cyano-hydroxy-cinamic acid (CHCA)), ona daje znatno manji pozadinski Sum §to je posebno
vazno kada se snimaju lipidi relativno malih molekulskih masa. Jo$ jedna prednost DHB je ta $to se gotovo
sva jedinjenja mogu detektovati, dok druge matrice, kao $§to je 9-amino akridin, ne mogu detektovati
neutralna jedinjenja, kao Sto su triacil gliceroli.
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Za prevazilazenje problema razli¢itih adukata (H* i Na*), koji nastaju u prisustvu
DHB matrice, intenziteti oba adukta su uzeta u obzir i odgovaraju¢i odnosi su izraunati.
PSD (eng. post-source decay) eksperimenti su, takode, radeni da bi se dobijeni pikovi
dodatno potvrdili. Prekursor jona od interesa je izolovan koriS¢enjem vremenskog

jonskog selektora (eng. timed ion selector).
3.5 Metode za odredivanje ispitivanih parametara antioksidativne
zaStite

3.5.1 Merenje aktivnosti superoksidaze (SOD)

Ukupna SOD aktivnost merena je specificnim esejem (Slika 10) koji se zasniva
na reakciji Oz i tetrazolijum soli koji se generise ksantin oksidazom. Jedna jedinica SOD

je definisana kao koli¢ina enzima potrebna da pokaze 50% dizmutacije superoksid

Ksantin Formazan boja
+ 02
Ksantin pksidaza
H,0; Tetrazolium so

Mokracna kiselina

radikala.

SOD

O, + Hzoz

Slika 10. Shematski prikaz SOD eseja.

Esej je izveden u mikrotiter ploci sa 96 bunari¢a u koje je naneseno po 10 pl
standarda sa kona¢nom SOD aktivnosti od 0 do 0,05 U/ml odnosno uzoraka. U sve
bunari¢e dodavano je po 200 ul radikalskog detektora odnosno rastvora tetrazolijum soli.
Reakcija je bila zapoceta dodavanjem 20 pul pufera za uzorke (50 mM TRIS-HCI, pH 8.0).
Nakon inkubacije od 30 min uz blago mesanje, izmerena je apsorbanca na 450 nm ELISA
gitadu (Wallac 1420 Victor?, Perkin Elmer Inc., SAD).
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3.5.2 Merenje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze u ispitivanim uzorcima je odredivana po metodi Beutlera
[218].

Postupak: Reakciona smesa je pripremljena od 50 pl Tris-HCI pufera (1 M Tris-
HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0), 900 pl substrata (10 mM H20>), 30 ul dH20 i 20 pul uzorka.
Razlaganje H20: je praceno spektrofotometrijski (UV Line 9400, SI Analytics GmbH,
Nemacka) na 230 nm, na svakih 30 sek tokom 3 min na 37°C. Jedna jedinica CAT
aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima koja razgradi 1 pmol H2O2 u min pri
predhodno optimizovanim uslovima eseja. Milimolarni ekstincioni koeficijent H20-

iznosi 0,071 mM*cm™.

3.5.3 Merenje koncentracije glutationa (GSH)

Koncentracija GSH je odredivana u tri kolorimetrijska reakciona koraka
(Slika 11):
1. Korak 1: redukovanje svih oksidovanih glutationa (GSSG) u uzorku do
redukovanog stanja pomocu tris (2-karboksietil) fosfin (eng. Tris (2-carboxyethyl)
phosphine, TCEP) (jednacina 1),

2. Korak 2: formiranje tioetra u prisustvu hromogena (4-hloro-1-metil-7-
trifluorometilkinolinium metilsulfat, eng. 4-chloro-1-methyl-7-
trifluoromethylquinolinium methylsulfate) koji reaguje sa tiolima u uzorku

(Jednacina 2),

3. Korak 3: formiranje hromofornog tiona (eng. chromophoric thione) kao rezultata
B-eliminacije koja je specifi¢éna za GSH-tioetre kada se doda baza (NaOH) i pH

reakcione smese raste preko 13 (jednacina 3).
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Slika 11. Shematski prikaz tri kolorimetrijska reakciona koraka.

U eksperimentalne tubice (Eppendorf, Nemacka) dodavana je jednaka zapremina
uzoraka, pufera (kalijum-fosfat, pH 7,8) i redukujuceg agensa (TCEP) i smesa je dobro
vorteksovana. Potom je dodavan hromogen i nakon vorteksovanja, u poslednjem koraku
u reakcionu smesu je dodat indikator boje (NaOH u H20). Smesa je inkubirana u mraku
na RT 30 min, i apsorbanca je izmerena na 420 nm (UV Line 9400, SI Analytics GmbH,

Nemacka).

3.6 Odredivanje koncentracije proteina
Zbog poredenja dobijenih rezultata sve aktivnosti, odnosno ekpresije oba
ispitivana enzima AO zastite obracunate su u odnosu na koli¢inu proteina u punoj Kkrvi,
koja je odredivana po modifikovanoj!! Lowry-jevoj metodi [219], koris¢enjem albumina

iz govedeg seruma (BSA) u opsegu koncentracija 0,2-10 mg/ml kao standarda.

1 Modifikacija metode podrazumevala je dodavanje natrijum-dodecil-sulfata (SDS) u bazni reagens i
povecanje koli¢ine Na-K-tartaratnog reagensa. Prednost kori§éenja ove metode zasniva se na tome §to se
koncentracija proteina moze odrediti bez unapred uradene solubilizacije i ekstrakcije lipida, a dodavanjem
SDS sprecava se talozenje denaturisanih proteina unutar kivete za merenje i na taj nacin se moze izmeriti
veéi broj uzoraka u kratkom roku.
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Postupak: u seriju epruveta dodavano je po 10 pl uzorka/slepe probe
(dH20)/rastvora BSA, 890 ul dH20 i 100 pl 1 M NaOH. Nakon muckanja i inkubacije od
10 min na RT, u smesu je dodavano 3 ml reagensa C, nakon cega je sledilo vorteksovanje
i inkubacija od 20 min na RT a potom dodavanje 0,3 ml reagensa D, vorteksovanje i

inkubacija od 45 min na RT.
Kori$éeni reagensi:

Reagens A: 2 % Na;COs3 + 0,4 % NaOH + 0,16 % Na-K-tartarat + 1 % SDS;
Reagens B: 4 % CuSO4 x 5 H20;

Reagens C: Reagens A: Reagens B (100:1), pravi se neposredno pre upotrebe;
Reagens D: Folin & Ciocalteus Phenol reagens se razblazuje sa dH2O u

zapreminskom odnosu 1:1.

OD uzorka/slepe probe (dH2O)/rastvora BSA izmerena je spektrofotometrijski na
750 nm (S-30 Boeco, Nemacka). Na osnovu dobijenih vrednosti standarda konstruisana

je prava i odredivana je koncentracija proteina u uzorcima.

3.7 Elektroforeza proteina i kvantifikacija proteina Western

blot metodom

Imunoblot (,,Western blot”) analizom ispitivana je ekspresija specifi€nih

molekula na nivou proteina u krvi zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB.

3.7.1 Priprema uzoraka i SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Pomoc¢u pufera za izolaciju, koncentracije proteina u uzorcima su svedene na
2.5 mg/ml i1 pred samu upotrebu alikvoti su pomesani sa puferom za pripremu uzoraka
proteina za SDS-PAGE (2 x Sample Buffer) i p-merkaptoetanolom u zapreminskom
odnosu 1:9 [220]. Posle inkubacije smese na 100°C, 5 min, uzorci su ohladeni i po 16 pl
pripremljenih uzoraka (~ 40 pg) nanoseno je u bunari¢e predhodno pripremljenog 10 %
poliakrilamidnog (PAA) denaturiSuceg gela. Kao molekulski marker koriséen je Cruz
Marker™Molecular Weight Standards, koji se sastoji od 9 proteina razli¢itih molekulskih
masa (250 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 36 kDa, 28 kDa, 17 kDa i 11 kDa).

Na osnovu molekulske mase, proteini su razdvajani na PAA gelu elektroforezom

u sistemu Mini Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD) u puferu koji je sadrzao
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0,25 M TRIS bazu, 0,192 M glicin i 0,1 % SDS. Elektroforeza je pri konstantnom naponu
od 100 V trajala oko 90 min na RT. Nakon zavrsetka razdvajanja proteina elektroforezom

gelovi su koris¢eni za Western blot analizu.

3.7.2 ,,Western blot“ analiza

Nakon zavrsene elektroforeze, gelovi su potapani u pufer za transfer (20 %
metanol, 0,025 M TRIS HCI, 0,192 M glicin, pH 8,3) i aktivirana je polivinilidendifluorid
(PVDF) membrana. Postupak aktivacije PVDF membrane je podrazumevao njeno
potapanje u 100 % metanol 15 sek, ispiranje u dH20 (2 min) i potapanje u transfer pufer

5 min.

Nakon toga, formiran je ,,sendvi¢” koji se sastojao: od jednog papira Whatman
GBO003 (Whatman Inc, Velika Britanija), PAA gela, PVDF membrane i jednog papira
Whatman (svi natopljeni puferom za transfer). Prenos proteina sa gela na PVDF
membranu odraden je u sistemu za transfer (Trans-Blott Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc.,

SAD) tokom 60 min, pri konstantnom naponu od 100 V, na 4°C.

Nakon zavrSenog transfera, kako bi se utvrdila njegova efikasnost, membrane su
bojene 1 % rastvorom Ponceau S u 5 % sir¢etnoj kiselini. Nakon uklanjanja viska boje
vodom, membrane su inkubirane 1-2 h u puferu za blokiranje, 5 % BSA rastvorenom u
TBST puferu (50 mM TRIS HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0.1% Tween-20), na RT uz blago
muckanje. Membrane su potom iseCene prema markeru na odredenim molekulskim
masama i inkubirane preko noéi sa odgovaraju¢im primarnim antitelima na CAT
(razblazenje 1:5000), Cu/ZnSOD (razblazenje 1:7500) i B-aktin (razblazenje 1:1000).
Nakon zavrSene inkubacije sa primarnim antitelom, membrane su ispirane 3 X 10 min
TBST puferom na RT uz blago muckanje i inkubirane 1,5h uz muckanje sa
odgovarajuc¢im sekundarnim antize¢ijim ili antikozijim antitelom konjugovanim sa HRP
(razblazenje 1:5000). Membrane su nakon toga ispirane i inkubirane 5 min sa supstratom
za hemiluminiscenciju (ECL), nakon ¢ega su osuSene, pokrivene tankom folijom i
postavljane u kasete za razvijanje filma. Rendgen film (Fuji, Japan) postavljen je na
pokrivenu membranu pri ¢emu je duzina ekspozicije varirala (1-5 min). Intenzitet signala
na filmu odgovarao je koliini specificnog proteina u analiziranim uzorcima.
Imunohemiluminescentni signal koji poti¢e poreklom od ciljnog proteina kvantifikovan

je denzitrometrijski u programu za analizu slike ImageJ.
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3.8 Odredivanje ukupne dnevne L-dopa ekvivalentne doze (LED)
kod pacijenata obolelih od PB

S obzirom da svaki pacijent individualno reaguje na primenjenu terapiju, vrsta
terapije, 1 njeno doziranje razlikuju se od pacijenta do pacijenta. Kako bi bilo moguce
uporediti primenjene terapije, a imajuc¢i u vidu da svaki pojedinacni pacijent prima
razlic¢itu kombinaciju lekova, bilo je neophodno uvesti jedinstveni parametar (LED) za
¢ije izraCunavanje koriS¢eni su konverzioni faktori. Vrednosti konverzionih faktora

preuzete su iz rada Tomlisona i saradnika [207] i prikazani u Tabeli 3.

Ukupni dnevni LED pacijenata izraCunava se sumiranjem vrednosti dobijenih
mnozenjem dnevnih doza medikamenata i odgovarajucih konverzionih faktora, za svaki

pojedina¢ni medikament.

Tabela 3. LED-ovi za antiparkinson medikamente

. . Ukupan LED

Klasa medikamenata Medikament (mg/100 mg L-dopa)

L-dopa L-dopa 100
Kontrolisano otpustajuc¢a L-dopa 133

COMT inhibitori Entacapone LD x 0,33

DA agonisti Pramipexole 100
Ropinirole 5
Bromocriptine 10

MAO-B inhibitori Selegiline 10
Rasagiline 1

Drugi Amantadine 100

Kako bi se izra¢unao ukupan LED za COMT inhibitore, ukupna koli¢ina L-dopa je
izraCunata 1 zatim pomnoZena sa odgovaraju¢im konverzionim faktorom.
Za Stalevo, L-dopa i COMT inhibitor je razdvojen i izra¢unat odvojeno.
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3.9 Statisticka obrada podataka

Sve vrednosti obradene su metodama deskriptivne statistike. Testiranje
normaliteta distribucije podataka radeno je Shapiro-Wilks testom. Zbog utvrdenih
odstupanja od normalne distribucije analiziranih varijabli, za statisticku analizu su
koris¢eni neparametrijski testovi. Za testiranje razlika ispitivanih parametara izmedu dve
grupe ispitanika koris¢en je Mann Whitney test koji je alternativa Student-ovog i testa za
uzorke koji ne prate normalnu raspodelu. Kruskal-Wallis test je koris¢en za testiranje
razlika izmedu grupa pri ispitivanju parametara OS i AO zastite, PC/LPC intenziteta
pikova, kao 1 za testiranje efekta primenjenog tipa terapije i njegove doze. Odnos izmedu

kategori¢kih varijabli utvrdivan je Chi-square (y?) testom.

Za utvrdivanje korelacije izmedu parametara OS — AO zaStite, kao 1 korelacije izmedu
klinicko-patoloskih karakteristika i parametara AO zastite odnosno oksidativnih varijabli,

koris¢ena je Spearman neparametrijska korelaciona analiza.

Generalni linearni model (GLM) je koris¢en za testiranje linearne zavisnosti
izmedu ispitivanih parametara 1 klini¢ko-patoloskih karakteristika. Kao preduslov

tacnosti modela, vrednosti merenja za zavisne varijable prethodno su log transformisane.

Podaci dobijeni MALDI-TOF masenom spektrometrijom obradeni su pomocu
programa ,,Flex Analysis” verzija 2.2 (Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka). Statistic¢ki
znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa odredivane su Mann Whitney, Kruskal—

Wallis i Games Howell post hoc testom.

Kvantifikacija rezultata dobijenih imunoblot analizom je izvrSena
denzitometrijskom analizom signala u programu ImageJ (Image Processing and Analysis
in Java). Svi eksperimenti su ponovljeni dva puta, svaki put sa novom grupom zdravih
ispitanika i pacijenata sa PB. 1zmerene vrednosti OD signala su korigovane u odnosu na
pozadinu i izrazene u arbitrarnim jedinicama (count). Sve vrednosti su izrazene u odnosu

na B-aktin sa istog blota, a rezultati su potom predstavljeni kao procenat od kontrole.

Vrednost p < 0,05 je kori$éena kao statisticki znacajna.

StatistiCka analiza je radena koriS¢enjem programa Graph-Pad Prism6 (San
Diego, CA, SAD) i SPSS 18.0. za Windows (SPSS Inc., SAD).
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Rezultati



U ispitivanju je ucestvovalo 20 zdravih ispitanika i 91 pacijent sa PB, od kojih je
14 bilo de novo, odnosno sa tek otkrivenom bolesti bez terapije, a 77 je leceno
odgovaraju¢om terapijom. Svi pacijenti su podeljeni prema polu, starosti ispitanika i
zivotnoj dobi u kojoj je postavljena dijagnoza, duZine trajanja bolesti i H&Y stadijuma®?.
Zastupljenost muskaraca i zena u ispitivanim grupama je pokazala da nije statisticki
znacajna (y* = 0,810; p = 0,428). Kao §to je prikazano u Tabeli 4, prose¢na starost zdravih
ispitanika iznosila je 58,70 £ 7,62, a pacijenata 64,66 + 7,92 godina, pri ¢emu je veéina
pacijenata bila muskog pola (70 %). Prose¢na starost ispitanika kada je bolest
dijagnostikovana bila je 58,41 + 9,06 godine, dok je prose¢na duZzina trajanja bolesti bila
6,25 + 4,02 godina. Zastupljenost obolelih u pocetnom H&Y stadijimu bolesti bila je
najmanja, dok su H&Y stadijum 2 i 3, ocekivano, najzastupljeniji (38,5 % odnosno
29,7 %, respektivno) (Tabela 4).

Tabela 4. Demografski i klinicki podaci zdravih ispitanika (Kontrole) i pacijenata sa PB
(Pacijenti).

Kontrole Pacijenti v p

Pol, N (%)

Muskarci 12 (60) 64 (70)

Jene 8 (40) 27 (30) 0810 0428
Starost ispitanika (godine) 58,70 + 7,62 64,66 = 7,92
N (%)

<59 18 (19,8)

59-70 52 (57,1)

> 70 21 (23,1)
_Sta_rost |sp_|tan|ka kada se bolest 58.41 + 9,06
javila (godine)
Duzina trajanja bolesti (godine) 6,25 + 4,02

N (%)

<3 27 (29,7)

4-8 40 (44,0)

>9 24 (26,4)
H&Y stadijum, N (%)

1 10 (11)

2 35 (38,5)

3 27 (29,7)

4 19 (20,9)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, N — broj ispitanika, (%) — udeo u odnosu na N

12U ovoj studiji, pacijenti su bili rasporedeni u 5 grupa prema H&Y skali, gde su u H&Y stadijumu 0 bili
de novo pacijenti, dok su ostali pacijenti klasifikovani u stadijume 1 do 4. Ni jedan pacijent nije bio u H&Y
stadijumu 5.
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4.1 Promena ispitivanih parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod

pacijenata obolelih od Parkinsonove bolesti u odnosu na kontrole

4.1.1 Promena ispitivanih parametara oksidativnog stresa kod pacijenata

obolelih od PB u odnosu na kontrole

Na Slici 12 prikazane su dobijene vrednosti za ispitivane OS parametre (PAB,
AOPP, HNE i MDA) kod zdravih ispitanika (Kontrole) i pacijenata sa PB (Pacijenti), dok
su na Slici 13 predstavljeni rezultati kontrola i pacijenata koji su dodatno podeljeni na
one koji nisu na terapiji (de novo) i na one koji su ve¢ neko vreme le€eni antiparkinsonom
terapijom (apt). Naime, povecanje nivoa PAB i AOPP bilo je statisticki zna¢ajno pri
poredenju zdravih ispitanika sa svim pacijentima (p<0,001 za PAB i AOPP) (Slika 12)
odnosno sa pojedina¢nim grupama pacijenata (za obe grupe pacijenata p<0,01 za PAB

odnosno p<0,001 za AOPP) (Slika 13).
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Slika 12. Nivo ispitivanih OS parametara, PAB, AOPP i LPO (HNE, MDA), kod
zdravih ispitanika (Kontrole) i pacijenata obolelih od PB (Pacijenti). Rezultati su
prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-75 % izmerenih vrednosti obuhvaceno je
»kuc¢icom®, linija u sredini oznacava medijanu, crtice iznad 1 ispod kuc¢ice oznacavaju
najniZu 1 najvisu izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana statisticka razlika izmedu
kontrola i pacijenata, ~p < 0,001 (Mann Whitney).

68



Sli¢an trend je detektovan i za HNE (statisticka znacajnost od p < 0,001 uocena
je pri poredenju kontrolne grupe i svih pacijenta, odnosno p < 0,05 za de novo i p < 0,001
za apt pacijente u odnosu na kontrole) (Slika 12 i 13), dok se koncentracija MDA (umol/1)
statisticki razlikuje samo pri poredenju kontrola i apt pacijenata (p < 0,001) (Slika 13).
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Slika 13. Nivo ispitivanih OS parametara, PAB, AOPP i LPO (HNE, MDA), kod
zdravih ispitanika (kont) i de novo (de novo) odnosno pacijenata na antiparkinsonoj
terapiji (apt). Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-75 % izmerenih
vrednosti obuhvaceno je ,.ku¢icom®, linija u sredini oznac¢ava medijanu, crtice iznad i
ispod kucice oznacavaju najnizu i najvisSu izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana
statisticka razlika izmedu kontrola i pacijenata, *p <0,05; ™ p< 0,01; - p< 0,001
(Dunn test).
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4.1.2 Lipidni profil plazme kontrolne grupe i pacijenata sa PB

Detaljan opis detektovanih pikova kod kontrola i pacijenata je prikazan u Tabeli 5.

U ovoj eksperimentalnoj postavci, pored karakteristi¢nih pikova fosfolipida (PL)
(Slika 14), takode su identifikovani i pikovi koji odgovaraju sfingomijelinu (SM),
posebno SM 16:0 (m/z 703,6 i 725,6). Veoma intenzivan pik na poziciji m/z 671,6 moze
se dodeliti holesterol estru 18:2, kao dobro poznatom konstituentu plazme, koji se
normalno detektuje kada se koristi manje polaran ekstrakcioni rastvara¢. Treba istaci da
su pored navedenih pikova, uoceni i pikovi u masenom intervalu m/z 550 do 750, koji se
ne mogu dodeliti ni jednoj specificnoj vrsti. Najverovatnije pojava nekih od tih pikova
(m/z 545,0 and 551,0) proizilazi od koris¢enja DHB matrice, dok drugi (m/z 577,51 603,5)
predstavljaju fragmentacione produkte triacilglicerola koji se u velikoj koli¢ini nalaze u

ekstraktima plazme.

Tabela 5. Pikovi detektovani pomo¢u MALDI-TOF masenog spektrometra snimljeni u
pozitivnom modu.

m/z Pikovi

496,3 LPC 16:0 (+H")
518,3 LPC 16:0 (+Na*)
520,3 LPC 18:2 (+H")
522,3 LPC 18:1 (+H")
524,3 LPC 18:0 (+H")
542,3 LPC 18:2 (+Na*)
544,3 LPC 18:1 (+Na*)
546,3 LPC 18:0 (+Na*)
726,6 SM 16:0 (+Na)
758,6 PC 16:0,18:2 (+H*)
760,6 PC 16:0,18:1 (+H")
780,6 PC 16:0,18:2 (+Na*)
782,6 PC 16:0,18:1 (+Na*) i PC 16:0,20:4 (+H*)
784,6 PC 18:0,18:3 (+H")
786,6 PC 18:0,18:2 (+H*)
804,6 PC 16:0,20:4 (+Na*)
806,6 PC 18:0,18:3 (+Na*)
808,6 PC 18:0,18:2 (+Na*)
810,6 PC 18:0,20:4 (+H*) i PC 18:0,18:1 (+Na*)
832,6 PC 18:0,20:4 (+Na*)
834,6 PC 18:0,22:6 (+H")
835,6 SM 24:1 (+Na*)
879,7 TAG 52:3 (+Na*)
881,7 TAG 52:2 (+Na*)
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Kao $to je prikazano na Slici 14, najintenzivniji detektovani PC pikovi bili su: PC
16:0, 18:2 [M+H]" (m/z 758,6) i PC 16:0, 18:2 [M+Na]* (m/z 780,6); PC 16:0, 18:1
[M+H]" (m/z 760,6) i PC 16:0, 18:1 [M+Na]*(m/z 782,6); PC 18:0, 18:2 [M+H]" (m/z
786,6) i PC 18:0, 18:2 [M+Na]" (m/z 808,6); PC 18:0, 18:3 [M+H]" (m/z 784,6) i PC 18:0,
18:3 [M+Na]* (m/z 806,6). Po intenzitetu se izdvajaju skoro isklju¢ivo dve LPC vrste:
LPC 16:0 [M+H]* (m/z 496,3) i [M+Na]* (m/z 518,3); LPC 18:0 [M+H]" (m/z 524,3) i
[M+Na]" (m/z 546,3) (Slika 14).

Takode, uoceni su i LPC 18:1 (m/z 522,31 544,3) i LPC 18:2 (m/z 520,31 542,3),

ali znatno niZeg inteziteta. Stoga su ovi pikovi iskljuceni iz dalje analize.
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Slika 14. Karakteristi¢cni PC i LPC pikovi za a) kontrole i b) pacijente istovremeno
detektovani u pozitivnom modu DHB matricom.

Za potvrdu identifikovanih pikova kori§¢enih za kvantitativnu analizu, snimljeni
su i PSD spektri najintenzivnijih pikova. Stoga su na Slici 15, prikazani i eksperimentalno
dobijeni jonski spektri PSD fragmenata H* (m/z 760,6) i Na* (m/z 782,6) adukta
pretpostavljenog PC (PC 16:0/18:1). U gornjem delu Slike 15 prikazani su svi veliki
fragmenti jona, pri ¢emu oba adukta daju razli¢ite fragmentacione produkte: H* adukt
daje posebne jone koji su karakteristi¢ni za PC grupu hidrofilne glave (m/z 147,01 184,1),
dok se diacilglicerol analog (koji omogucuje dodavanje masnih acilnih ostataka) moze

posebno detektovati u PSD spektru Na* adukta. Ovi rezultati (zajedno sa m/z 496,3 u
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gornjem spektru koje pripadaju LPC 16:0) potvrduju dobijene PC strukture, iako se masne

kiseline ne mogu direktno detektovati u ovim eksperimentalnim uslovima.
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Slika 15. PSD spektri nekih najprisutnijih pikova.

Od najintenzivnijih PC i LPC pikova izracunat je njihov odnos (Slika 16). Dobijeni
rezultati ukazuju na znacajno ve¢i PC/LPC intenzitet pikova kod pacijenata sa PB u
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poredenju sa kontrolama (t = 5,55; p < 0,001) (Slika 16a), odnosno povecan odnos kako
kod de novo pacijenata (t = 4,97; p < 0,001), tako i kod apt u odnosu na kontrolnu grupu
(t=3,83; p<0,01) (Slika 16b), dok statisticka zna¢ajnost nije uocena izmedu ispitivanih

grupa pacijenata.
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Slika 16. PC/LPC intezitet pikova. Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti:
25 - 75 % izmerenih vrednosti obuhvacéeno je ,.kucicom®, linija u sredini oznacava
medijanu, crtice iznad i ispod kucice ozna¢avaju najnizu i najvisu izmerenu vrednost. a)
PC/LPC intezitet pikova kod kontrolne grupe (Kontrole) i pacijenata obolelih od PB
(Pacijenti). Oznakom * je prikazana statisticka razlika izmedu kontrola i pacijenata.
“"p<0,001 (Mann Whitney test). b) PC/LPC intezitet pikova kod kontrolne grupe
(kont), de novo (de novo) odnosno pacijenata na antiparkinsonoj terapiji (apt). Oznakom
* je prikazana statisticka razlika izmedu kontrola i pacijenata, - p <0,01; - p < 0,001
(Dunn test).

4.1.3 Promena ispitivanih parametara antioksidativne zastite kod pacijenata

obolelih od PB u odnosu na kontrole

Na Slici 17(a, v, d) prikazana je promena parametara AO zastite (SOD, CAT i GSH) kod
pacijenata sa PB u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,001). Aktivnost enzima SOD bila je
statisticki znacajno smanjena kod obe grupe pacijenata u poredenju sa kontrolnom
(Slika 17a, b). Pri poredenju aktivnosti CAT izmedu kontrolne i de novo grupe uocava se
povecanje koje je statisticki znacajno (p<0,05), dok je ono kod apt pacijenata znacajnije
(p <0,001) (Slika 17g). Sa druge strane, koncentracija GSH je bila statisti¢ki zna¢ajno
smanjena (p <0,05 kod de novo i p<0,001 apt pacijenata u odnosu na kontrolu)
(Slika 17d, d). Nivo ispitivanih parametara izmedu pacijenata nije pokazao statisticku

znacajnost.
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Slika 17. Nivo ispitivanih parametara AO zastite, SOD, CAT i GSH, kod zdravih
ispitanika (Kontrole) i pacijenata obolelih od PB (Pacijenti) (a, v, d). Rezultati su
prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-75 % izmerenih vrednosti obuhvaéeno je
»kucéicom®, linija u sredini oznac¢ava medijanu, crtice iznad i ispod kuc¢ice oznacavaju
najniZu 1 najvisu izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana statisticka razlika izmedu
kontrola i pacijenata. =~ p < 0,001 (Mann Whitney test). Nivo ispitivanih parametara AO
zastite, kod kontrola (kont) i de novo (de novo) odnosno pacijenata na antiparkinsonoj
terapiji (apt) (b, g, d). Oznakom * je prikazana statistiCka razlika izmedu kontrola i
pacijenata. “ p <0,05; “" p < 0,001 (Dunn test). Rezultati su prikazani kao apsolutne
vrednosti: 25-75% izmerenih vrednosti obuhvaéeno je ,kucicom®, linija u sredini
oznac¢ava medijanu, crtice iznad i ispod kucice oznacavaju najnizu i najvisu izmerenu
vrednost.
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4.2 Promena ispitivanih parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod

pacijenata obolelih od Parkinsonove bolesti

Povezanost parametara OS (PAB, AOPP, HNE, MDA) i AO (SOD, CAT, GSH),
kao PC/LPC intenziteta pikova u odnosu na klini¢ko-patoloSke karakteristike (pol, starost
ispitanika, duZina trajanja bolesti i H&Y stadijum) prikazana je u Tabelama 6-12 i na
Slikama 18-26. Vrednosti ispitivanih parametara OS i AO zastite podeljene u tri grupe:
najnizih 25 % vrednosti (25 % percentil), srednjih 50 % (25-75) i najvisih 25 %.

4.2.1 Promena ispitivanih parametara oksidativnog stresa kod pacijenata

obolelih od PB u zavisnosti od klini¢ko-patoloskih karakteristika

Vrednosti dobijene za PAB podeljene u tri grupe: < 9,46; 9,46 — 24,96 i > 24,96
(HKU).

Kod 24 bolesnika PAB je bio u niskom opsegu vrednosti (< 9,46 HKU), kod 46
osoba u srednjem (9,46 — 24,96 HKU), a kod 21 u visokom (24,96 HKU). U Tabeli 6,
pored statistiCke znacajnosti izmedu pola i PAB vrednosti (p <0,05), uoCava se i
znacajnost ispitivane varijable u odnosu na starost ispitanika (p < 0,05) i H&Y stadijum
(p <0,01). Naime, 71 % pacijenata starosti 59 - 70 godina ima visoku PAB vrednost, dok
istu visoku vrednost PAB-a ima samo 10% pacijenata starosti preko 70 godina. Kod
37,0 % pacijenata u H&Y stadijumu 2, odnosno 30,4 % pacijenta u H&Y stadijumu 4,
PAB je registrovan u srednjem opsegu vrednosti, dok je kod 58,3 % pacijenata u H&Y
stadijumu 3 bio u niskom opsegu vrednosti. Uocena je statisticki znacajna razlika u
vrednostima PAB-a izmedu razli¢itih starosnih grupa pacijenata (p < 0,05). Statisticka
znacajnost niskih, srednjih i visokih vrednosti PAB-a i duzine trajanja bolesti nije
zabelezena (p = 0,901).
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Tabela 6. PAB u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klinicko-patoloske

karakteristike.

PAB (HKU)
<946 9,46 - 24,96 > 24,96 N p
N 24 46 21
Srednjavrednost+ SD 6,36 +2,27 17,41+510 37,27 12,36
Zene 3(12) 14 (30) 10 (48)
0,
Pol (N, %) Muskarci 21 (88) 32 (70) 11 (52) 6643 0036
Starost <59 9 (38) 5(11) 4 (19)
(godine) 59-70 10 (42) 27 (59) 15 (71) 10,240 0,037
0,
(N, %) >70 5 (21) 14 (30) 2 (10)
DuzZina
<
trajania <3 8 (33) 14 (30) 5 (24)
bolesti 4-8 11 (46) 20 (44) 9 (43) 1,055 0,901
(godine)
(N, %) >9 5 (21) 12 (26) 7 (33)
1 1(4) 6 (13) 3(14)
H&Y
! 2 9 (38) 17 (37) 9 (43)
tad 17,676 0,007
?,3 %m 3 14(58)  9(20) 4 (19)
4 0 (0) 14 (30) 5 (24)

*Statisti¢ka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisti¢ke vrednosti.
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Pored pracenja ravnoteze izmedu oksidativnog i1 antioksidativnog statusa,
ispitivan je i nivo AOPP (umol/L) kao pokazatelja uznapredovalih produkata oksidacije
proteina (Tabela 7). Ukupno 16 pacijenata imalo je niske vrednosti AOPP (< 21,80
umol/L), 58 srednje (21,80 - 33,40 umol/L), a 17 visoke (>33,40 pumol/L). Statisticki
znacajna razlika nije uocena za vrednosti AOPP izmedu Zena i muskaraca (p = 0,896).
Iako znacajna interakcija nije pronadena izmedu AOPP i starosti (p = 0,616), kao i duZine
trajanja bolesti (p = 0,564), 65 % pacijenata starosti izmedu 59 - 70 godina i 59 % sa
duzinom trajanja bolesti od 4 do 8 godina ima AOPP u visokom opsegu vrednosti
koncentracija (Tabela 7).

Tabela7. AOPP u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klini¢ko-patoloske
karakteristike.

AOPP (umol/L)
<21,80  21,80-3340  >3340 12 P
N 16 58 17

Srednjavrednost+ SD 19,10 +1,76 26,73 £3,68 39,99 + 6,08

s Zene 4 (25) 18 (31) 5 (29)
Pol (N, %) Muskarci 12 (75) 40 (69) 12 (71) 0.220 0,89
(godine) 59-70 7 (44) 34 (59) 11 (65) 2,659 0,616
0
(N, %) >70 5 (31) 14 (24) 2 (12)
t?;?ﬂ‘;z <3 4 (25) 20 (34) 3(18)
bolesti 4-8 8 (50) 22 (38) 10 (59) 2,961 0,564
(godine)
o) >9 4 (25) 16 (28) 4(23)
1 4 (25) 6 (10) 0(0)
H&Y
Y 2 5 (31) 22 (38) 8 (47)
?f\?d%m 3 3(19) 18 (31) 6 (35) 6372 0,383
4 4 (25) 12 (21) 3 (18)

*StatistiCka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisti¢ke vrednosti.
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HNE vrednosti podeljene su u tri grupe: niske (< 0,14), srednje (0,14 - 0,28) i
visoke vrednosti (> 0,28ug/ml) (Tabela 8). Statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima
HNE utvrdena je izmedu polova (p < 0,05). Srednji opseg vrednosti ima 84 % muskaraca,
dok Zena samo 16 %. Takode, visok opseg vrednosti detektovan je kod 67 % muskaraca,
dok kod Zena 33 %. S druge strane, iako nije pokazana statistiC¢ka zna¢ajnost, uo¢ena je
tendencija porasta nivoa ispitivanog parametra LPO u odnosu na duzinu trajanja bolesti
(p =0,076). Kod 62 % pacijenata ¢ija je duzina trajanja bolesti u intervalu 4 - 8 godina,
HNE je imao visoke vrednosti, dok je u srednjem intervalu vrednost HNE bila jednaka za
duzine trajanja bolesti <3 i > 9 godina (35 %). Takode, statisticki znacajna razlika nije
pronadena u vrednostima (niskim, srednjim, visokim) HNE u odnosu na starost
(p =0,847) i stadijum bolesti (p = 0,100).

Tabela8. HNE u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klini¢ko-patoloske
karakteristike.

HNE (pg/mL)
<0,14 014-028  >0,28 %2 p
N 21 49 21
Srednja vrednost+SD (0,12 + 0,002 0,22 +0,03 0,51 +£0,29
ool (N. % Zene 12 (57) 8 (16) 7 (33) Lol2 00026
ol (N, %) Muskarci 9 (43) 41 (84) 14 (67) ! !
Starost <59 4 (19,0) 11 (22,4) 3 (14)
(godine) 59-70 11 (52) 27 (55) 14 (67) 1,386 0,847
(N, %) >70 6 (29) 11 (22) 4 (19)
Duzina
trajania <3 6 (29) 17 (35) 4 (19)
bolesti 4-8 12 (57) 15 (31) 13 (62) 8,456 0,076
(godine)
(N, %) >9 3 (14) 17 (35) 4 (19)
ey 1 3 (14) 7 (14) 0 (0)
! 2 8 (38) 14 (29) 13 (62)
?f\,ad(',};m 3 8 (38) 15 (31) 49 ~ 10644 0100
4 2 (10) 13 (26) 4 (19)

*Statisticka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisti¢ke vrednosti.
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U Tabeli 9 prikazani su rezultati nivoa MDA u odnosu na klini¢cko-patoloske
karakteristike. Kao i u prethodno ispitivanom parametru LPO, vrednosti dobijene za MDA
su podeljene na tri grupe: <0,63; 0,63 -0,89; >0,89 umol/L. Niske vrednosti MDA
detektovane su kod 30 pacijenata, srednje kod 42 pacijenta, dok su visoke vrednosti
detektovane kod njih 19. Statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima MDA utvrdena je
izmedu polova (p < 0,05). Niska vrednost uocena je kod 80 % muskaraca i kod svega 20 %
zena. Srednji opseg vrednosti MDA zabeleZen je kod 74 % muskaraca i 26 % Zena dok je
kod 53 % muskaraca onosno 47 % zZena izmereni parametar bio u visokom opsegu
vrednosti. Takode, statistiCka znacajnost uocena je pri poredenju dobijenih vrednosti za
MDA u odnosu na H&Y stadijum (p <0,001). U H&Y stadijumu 3,68 % pacijenata ima
visoke vrednosti MDA, dok u stadijumu 2 52 % ima srednje vrednosti MDA. lako nije
detektovana statisticki znacajna promena niskih, srednjih i visokih vrednosti MDA u
odnosu na duzinu trajanja bolesti (p = 0,180) i starost (p = 0,126), najizrazenije promene
uocene su u intervalu od 4 - 8 godina trajanja bolesti gde je ¢ak 58 % pacijenata imalo
visoke vrednosti MDA,; dok je 64 % pacijenata starosti izmedu 59 - 70 godina imalo je
koncentraciju MDA je u srednjem opsegu vrednosti.

Tabela9. MDA u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na Kklini¢cko-patoloske
karakteristike.

MDA (pmol/L)
< 0,63 0,63-0,89 > 0,89 12 p
N 30 42 19
Srednjavrednost+SD  0,52+0,13 0,72+0,07 1,12+0,20
Pol (N. % Zene 6 (20) 11 (26) 10 (53) 6389 0.041
ol (N, %) Muskarci 24 (80) 31 (74) 9 (47) ' '
Starost <59 9 (30) 7(17) 2 (10)
(godine) 59-70 16 (53) 27 (64) 9 (47) 7,192 0,126
(N, %) >70 5(17) 8 (19) 8 (42)
Duzina
trajanja <3 9 (30) 11 (26) 7 (37)
bolesti 4-8 13 (43) 16 (38) 11(58) 6,273 0,180
(godine)
(N, %) >9 8 (27) 15 (36) 1(5)
1 7 (23) 2 (5) 1(5)
H&Y
. 2 9 (30) 22 (52) 4 (21)
ﬁ/’iz;duum (N, 3 5 (17) 9 (21) 13 (68) 26,088 0,0002
4 9 (30) 9 (21) 1(5)

*Statisticka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisti¢ke vrednosti.
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Rezultati korelacione analize su pokazli da je starost pacijenata u statisticki

znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa MDA (r = 0,31; p =0,03) (Slika 18g), dok ostala tri

ispitivana parametra OS nisu pokazala znacajnu povezanost sa godinama starosti
ispitanika (za PAB r = 0,09; p = 0,37 (Slika 18a), AOPP r =-0,16; p = 0,13 (Slika 18b) i
HNE r = 0,09; p = 0,40 (Slika 18v)).
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Slika 18. Korelacija izmedu starosti i a) PAB, b) AOPP, v) HNE i g) MDA u plazmi
pacijenata obolelih od PB.

80



U ovoj eksperimetalnoj postavci nije uo¢ena statisticki zna¢ajna korelacija izmedu

duzine trajanja bolesti 1 nijednog od ispitivanih oksidativnih parametara: PAB

(r=0,12; p=0,86) (Slika19a), AOPP (r=-0,03; p=0,75) (Slika 19b),

(r=0,07; p=0,50) (Slika 19v) i MDA (r =-0,17; p = 0,11) (Slika 199).
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Slika 19. Korelacija izmedu duZzine trajanja bolesti
g) MDA i u plazmi pacijenata obolelih od PB.
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4.2.2 Promena ispitivanih parametara antioksidativne zastite kod pacijenata

obolelih od PB u zavisnosti od klinicko-patoloskih karakteristika

U Tabeli 10 prikazani su rezultati niskih, srednjih i visokih SOD aktivnosti u
odnosu na klini¢ko-patoloSke karakteristike. Dobijene vrednosti za SOD su podeljene na
tri grupe: < 143,4; 143,4 - 214,2; > 214,2 mU/mg Hb. Kod dobijenih niskih, srednjih i
visokih vrednosti SOD-a nije uocena statisticki znac¢ajna razlika izmedu muskaraca i zena
(p = 0,837). Statisticka znac¢ajnost nije uo¢ena ni u izmerenim vrednostima SOD i starosti
ispitanika (p = 0,420), kao ni kod duzine trajanja bolesti (p = 1,000). Takode, statisti¢ki
znacajna razlika nije uoc¢ena izmedu izmerenih vrednosti SOD 1 H&Y stadijuma bolesti
(p =0,518). Zakljucak je da raspodela niskih, srednjih i visokih vrednosti SOD-a nije
zavisna od pola, starosti ispitanika, duzine trajanja bolesti i stadijuma bolesti.

Tabela 10. SOD aktivnost u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klini¢ko-patoloske
karakteristike.

SOD (mU/mg Hb)

<1434 1434 - 2142 > 2142 ") P
N 22 46 23
Srednjavrednost+ SD 124,71 +13,64 179,0+22,46 233,80+ 22,90
Pol Zene 15 (68,2) 31 (67,4) 14 (60,9)
o 0,356 0,837
(N, %) Muskarci 7 (31,8) 15 (32,6) 9(39,1)
Starost <59 10 (45,5) 12 (26,1) 6 (26,1)
(godine) 59-70 8 (36,4) 26 (56,5) 11 (47,8) 3,897 0,420
(N, %) >70 4 (18,2) 8 (17.4) 6 (26,1)
5;;1;]1; <3 5(22,7) 10 (21,7) 5(21,7)
bolesti 3-8 8 (40,0) 17 (38,6) 8 (34,8) 0,05 1,000
EQNO%G) >8 9 (45,0) 19 (43,2) 10 (43,5)
ey 1 4(18,2) 14 (30,4) 6 (26,1)
Y 2 7 (31,8) 11 (23,9) 9(39,1)
?Lad(',};m 3 8 (36,4) 15 (32,6) g(ag) 206 0518
’ 4 3 (13,6) 6 (13,0) 0 (0,0)

*StatistiCka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisticke vrednosti.
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Vrednosti aktivnosti CAT podeljene su na niske (< 23,83), srednje (23,83 - 31,77)
i visoke (> 31,77) u odnosu na klinicko-patoloske karakteristike (Tabela 11). Merenjem
aktivnosti CAT statisticki znacajna razlika nije uoc¢ena u ucestalosti svih vrednosti u
odnosu na pol (p = 0,634). Ne postoji statisticki znacajna razlika ni u niskim, srednjim i
visokim vrednostima CAT u odnosu na starost (p =0,857), duzinu trajanja bolesti
(p=0,877) i H&Y stadijum bolesti (p = 0,879). Zakljucak je da raspodela niskih, srednjih
i visokih vrednosti CAT nije zavisna od pola, starosti ispitanika, duzine trajanja bolesti i
stadijuma bolesti.

Tabela 11. CAT aktivnost u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klini¢ko-patoloske
karakteristike.

CAT (U/mg Hb)

<2383  2383-31,77 >3177 2 P
N 22 47 22
Srednjavrednost+SD 21,65+ 1,66 27,75+264 37,23+3,/45
| . Zene 16 (73) 31 (66) 13 (59)
Pol (N, %) Muskarci 6 (27) 16 (34) 9 (41) 0911 0634
Starost <59 7(32) 15 (32) 6 (27)
(godine) 59-70 12 (54) 21 (45) 12 (54) 1,323 0,857
(N, %) >70 3 (14) 11 (23) 4 (18)
Duzina
<
cajani <3 6 (27) 10 (21) 4 (18)
bolesti 4-8 6 (27) 18 (38) 9 (41) 1,206 0,877
(godine)
(N, %) >9 10 (46) 19 (40) 9 (41)
gfa\i(um ; g gg E gg; g 8% 2,402 0,879
N OJA) ) 3 7 (32) 18 (38) 6 (27) ’ '
' 4 1 (5) 5 (11) 3 (14)

*StatistiCka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisticke vrednosti.
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Izmerene vrednosti koncentracije GSH (Tabela 12) ne pokazuju statisticki
znacajnu razliku u raspodeli niskih, srednjih i visokih vrednosti izmedu Zena i muskaraca
(p = 0,183). Statisticki znacajna razlika nije uocena ni u jednoj vrednosti koncentracije

GSH u odnosu na starost (p = 0,418), duzinu trajanja bolesti pacijenata (p = 0,741) i H&Y

stadijum bolesti (p =0,172).

Tabela 12. GSH aktivnost u plazmi pacijenata sa PB u odnosu na klinicko-patoloske

karakteristike.

GSH
(nmol/mg Hb) <6,91 6,91 - 8,76 > 8,76 12 p
N 22 47 22
Srednja vrednost + SD 6,37 +0,41 7,69+052 9,94+0,92
Zene 15 (68) 34 (72) 11 (50)
0,
Pol (N, %) Muskarci 7 (32) 13 (28) 11 (50) 3,395 0183
Starost <59 8 (36) 16 (34) 4 (18)
(godine) 59-70 12 (54) 21 (45) 12 (54) 3,916 0,418
(N, %) >70 2(9) 10 (21) 6 (27)
DuZina <3 7(32) 9 (19) 4 (18)
trajanja bolesti 4-8 8 (36 17 (36 8 (36
(godiine) (36) (36) (36) 1,974 0,741
(N, %) >9 7 (32) 21 (45) 10 (46)
1 4 (18) 11 (23) 9 (41)
H&Y stadijum 2 4 (18) 17 (36) 6 (27)
(N, %) 3 10(46) 14 (30) 7(32) 0% 012
4 4 (18) 5 (11) 0(0)

*Statisticka znacajnost; N - broj pacijenata; % udela u odnosu na N; p - statisticke vrednosti.
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Univarijantna korelaciona analiza parametara AO zastite sa PAB odnosno AOPP
pokazuje pozitivnu korelaciju samo za AOPP i GSH (r = 0,20; p = 0,05) (Slika 20d), dok
ostali ispitivani parametri nisu u korelaciji (za PAB i SOD r = 0,02; p = 0,88 (Slika 20a),
zaPABiCATr=0,17;p =0,10 (Slika 20v), zaPAB i GSH r = 0,03; p = 0,77 (Slika 20d)
odnosno AOPP i SOD r = -0,05; p = 0,66 (Slika 20b) i za AOPP i CATr=-0,01;p=0,92
(Slika 20g).
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Slika 20. Korelacija izmedu PAB i parametara AO zastite, a) SOD v) CAT id) GSH u
plazmi pacijenata obolelih od PB odnosno korelacija izmedu AOPP 1 b) SOD g) CAT
i d) GSH u plazmi pacijenata obolelih od PB.
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Korelisanjem klinicko-patoloske karakteristike, starost i parametara AO zastite

nije dobijena korelacija ni za jedan ispitivani parametar (izmedu starosti i SOD r = 0.17;

p = 0,11 (Slika 21a) odnosno starosti i CAT r = 0,03; p = 0,81 (Slika 21b) i starosti i GSH

(r = 0,08; p = 0,43) (Slika 21v).
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Slika 21. Korelacija izmedu starosti i parametara AO zastite, a) SOD b) CAT i v) GSH
u plazmi pacijenata obolelih od PB.
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Poredenjem duZine trajanja bolesti i ispitivanih parametara AO zastite statisticki

znaajna pozitivna korelacija detektovana je sa koncentracijom GSH (p <0,05)

(Slika 22v), dok je odsustvo korelacije uoc¢eno ne samo kod SOD (r = -0,05, p = 0,58) veé
i CAT (r=-0,14, p = 0,21) (Slika 223, b).
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Slika 22. Korelacija izmedu duzine trajanja bolesti i parametara AO zastite, a) SOD
b) CAT i v) GSH u plazmi pacijenata obolelih od PB.
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4.2.3 Promena PC/LPC inteziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB u

zavisnosti od klinicko-patoloskih karakteristika

U ovoj eksperimentalnoj postavci nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika izmedu
PC/LPC inteziteta pikova i pola, iako se blagi porast primecuje kod Zena (Slika 23a).
Poredenjem PC/LPC intenziteta pikova izmedu kontrolne grupe i pacijenata u razli¢itim
stadijumima PB uocena je statisticki znacajna razlika (F = 6,815; p < 0,001). Intenzitet
pikova PC/LPC je kod svih pacijenata bez obzira na stadijum bolesti bio statisticki
znacajno visi u odnosu na zdrave ispitanike (p vrednosti su: 0,007; 0,012; 0,041; 0,045
respektivno) (Slika 23b). Kao $to je prikazano na Slici 23v kod pacijenata se uocava
statisticki znacajno visi PC/LPC intenzitet pikova u odnosu na kontrole, nezavisno od
duzine trajanja bolesti Sto ukazuje da duzina trajanja bolesti ne uti¢e na PC/LPC

intenzitet.

lako je pokazana statisticki znacajna korelacija PC/LPC inteziteta izmedu
kontrola i stadijuma bolesti pacijenata sa jedne strane, kao i duzine trajanja bolesti sa
druge strane, medusobnim poredenjem vrednosti ispitivanog parametra izmedu samih

pacijenata korelacija nije uocena (p > 0,05).
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Slika 23. Nivo PC/LPC inteziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB u zavisnosti od
klini¢ko-patoloskih karakteristika. Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti:
25-75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je ,kucéicom®, linija u sredini oznacava
medijanu, crtice iznad i ispod kuéice oznacavaju najnizu i najvisu izmerenu vrednost.
Nivo PC/LPC inteziteta pikova u odnosu na a) pol (Mann Whitney test), b) stadijuma
bolesti gde je oznakom * prikazana statisticka razlika izmedu kontrola i pacijenata
manja od 0,05 (Dunn test), v) duzine trajanja bolesti gde je oznakom * prikazana
statisticka razlika izmedu kontrola i pacijenata manja od 0,05 (Dunn test).
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4.3 Uticaj terapije na promene ispitivanih parametara oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod

pacijenata obolelih od Parkinsonove bolesti

L-dopa i dopaminski agonisti su osnovni medikamenti u terapiji pacijenata sa PB
nezavisno od faze bolesti. Radi poredenja inteziteta doza razli¢itih medikamenata i u ovoj

studiji kao koristan ,,alat” uveden je LED.

Pored prvobitne podele pacijenata na de novo i apt, pacijenti koji pripadaju apt
grupi podeljeni su na osnovu doze medikamenata koje primaju, odnosno, LED

ekvivalenta®®. Stoga, pacijenti su podeljeni na one koji su u:

e ,pocetnoj fazi” —doza LED < 600 mg,
e srednjoj fazi” — doza LED: 600 - 1200 mg,

e uznapredovanoj/kasnoj fazi” — doza LED > 1200 mg.

U ovoj studiji, zapazZeno je znac¢ajno variranje nivoa PAB parametra izmedu grupa
ispitanika (H = 14,72; p <0,01). U odnosu na kontrole, statisti¢ki znacajno povecanje
uoceno je kod pacijenata koji primaju niske i1 srednje LED doze (p < 0,01 za LED < 600,
odnosno p < 0,05 za LED 600 - 1200 mg) (Slika 24a). Sa druge strane, nije detektovana
statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata koji nisu na terapiji i pacijenata na razli¢itim
terapijskim dozama lekova. U slu¢aju AOPP, promena se uofava kod svih grupa
(H=239,49; p<0,001), dok u poredenju sa kontrolom kod svih ispitivanih grupa
pacijenata bez obzira na koli¢inu primljene terapije, statisticka analiza pokazuje
znacajnost (p < 0,001) (Slika 24b) sto ukazuje da nezavisno od doze leka postoji razlika
u AOPP izmedu pacijenata i kontrolne grupe. Medutim, test nije pokazao da doza
primeljenog leka uti¢e na koncentraciju parametra OS, ve¢ na to uti¢e samo priSustvo
bolesti. Za LPO parametare, HNE 1 MDA, takode uocava se statisti¢ka znacajnost medu
ispitivanim grupama (za HNE H = 24,93; p < 0,001 i za MDA H = 29,14; p < 0,001). Kod
grupe ispitanika koja nije primila terapiju i onih ¢ija je terapija sa najnizim LED
ekvivalentom u odnosu na zdrave ispitanike, promena HNE je statististi¢ki znacajna

(p < 0,05), dok je u intervalu LED 600 - 1200 mg ta znacajnost ¢ak p < 0,001 (Slika 24v)

13 Podela je arbitrarna i uradena je na osnovu iskustva neurologa o dozi i reakciji pacijenata na terapiju.
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u odnosu na kontrolu. Sa druge strane, apt pacijenti koji primaju visoke doze ne pokazuju
statistiCki znacajne razlike u promeni MDA u poredenju sa kontrolnom grupom, dok se
kod ostale tri grupe pacijenata ona uocava (p < 0,001 za de novo i apt LED < 600
pacijente, odnosno, p <0,001 za one apt pacijente iz LED 600 - 1200 mg grupe)
(Slika 249). Ispitivanjem doze primenjene terapije uoceno je da ne utice na koncentraciju

HNE i MDA ,ve¢ na to uti¢e samo prisustvo bolesti.
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Slika 24. Nivo ispitivanih OS parametara (a) PAB, (b) AOPP i (v, g) LPO ((v) HNE, (g)
MDA) kod zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB koji su podeljeni u Cetiri
podgrupe: de novo, LED < 600 mg, LED: 600 - 1200 mg i LED > 1200 mg. Rezultati su
prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je
»kucéicom®, linija u sredini oznacava medijanu, crtice iznad i ispod kucice oznacavaju
najniZu i najvisu izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana statisticka razlika izmedu
kontrola i pacijenata, “p < 0,05; “p < 0,01; ““p < 0,001 (Dunn test).

Osim promena OS parametara, zapazeno je 1 znaajno variranje PC/LPC
intenziteta izmedu grupa ispitanika (H =17,69; p <0,001). Posmatrano pojedinacno,

povecanje PC/LPC inteziteta primeceno je kod svih grupa pacijenata u poredenju sa
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kontrolnom grupom, mada je ono bilo statisticki zna¢ajno samo kod de novo grupe
(p < 0,01) (Slika 25).
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Slika 25. PC/LPC intenzitet pikova kod zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB
koji su podeljeni u Cetiri podgrupe: de novo, LED <600 mg, LED:
600 - 1200 mg i LED > 1200 mg. Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-
75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je ,.ku¢icom®, linija u sredini ozna¢ava medijanu,
crtice iznad i ispod kucice oznacavaju najnizu i najvisu izmerenu vrednost. Oznakom
* je prikazana statisti¢ka razlika izmedu kontrola i pacijenata, ~'p < 0,01 (Dunn test).
Statisticki znaCajna promena uocena je izmedu svih grupa ispitanika za sva tri
ispitivana parametara AO zastite, SOD (H =29,32; p<0,001), CAT (H =40,26;
p <0,001) i GSH (H =54,03; p <0,001) (Kruskal-Wallis). Dunn testom ispitivane su
razlike izmedu grupa i uoceno je da kod de novo pacijenata aktivnost SOD u odnosu na
kontrolnu grupu nije bila statisticki zna¢ajno promenjena, dok je kod apt pacijenata bila
statisticki znac¢ajno smanjena (p < 0,01 za LED < 600 mg, odnosno, p < 0,001 kod ostalih
LED grupa) (Slika 26a). Nije uo¢ena statisticki znacajna razlika u SOD aktivnosti izmedu
pacijenata na razliitim terapijskim rezimima. Aktivnost CAT (Slika 26b) je bila
povecéana kod svih PB pacijenata, s tim §to je znac¢ajnost 0od p < 0,05 uo¢ena kod de novo
pacijenata, dok u svim ostalim grupama bez obzira na terapiju ona je znatno veca

(p<0,001). U poredenju sa kontrolama, izmerena koncentracija GSH je statisticki

znacajno smanjena u svim ispitivanim grupama pacijenata (p < 0,001) (Slika 26v).
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Slika 26. Nivo ispitivanih parametara AO zastite, a) SOD, b) CAT, v) GSH, kod
zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB koji su podeljeni u ¢etiri podgrupe: de
novo, LED <600 mg, LED 600 - 1200 mg i LED > 1200 mg. Rezultati su prikazani
kao apsolutne vrednosti: 25-75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je , ku¢icom®, linija
u sredini oznac¢ava medijanu, crtice iznad i ispod kuc¢ice oznacavaju najnizu i najvisu

93



izmerenu V*rednost. anakom ** ,Jf prikazana statisticka razlika izmedu kontrola i
pacijenata, 'p <0,05; "p <0,01; " 'p < 0,001 (Dunn test).

Dodatno, apt pacijenti su pored pomenute podele na osnovu primljene doze,
klasifikovani i na osnovu vrste terapije na: one koji primaju L-dopu (LD), one koji koriste
samo neuroprotektivne medikamente (NP) i one koji primaju oba tipa medikamenata
(LD+NP).

Kod NP i LD+NP pacijenata, vrednosti PAB-a bile su statisticki zna¢ajno vise u
odnosu na kontrolnu grupu. (p <0,05 za LD+NP odnosno p <0,01 za NP pacijente)
(Slika 27a). Rezultati statisticke analize su pokazali da su koncentracije AOPP bile
statisticki znacajno viSe kod pacijenata koji nisu primali terapiju, LD+NP pacijenata i NP
pacijenata u odnosu na zdrave ispitanika (Slika 27b). LD pacijenti su imali statisti¢ki
znacajno nize vrednosti AOPP u poredenju sa pacijentima koji nisu jo§ uvek poceli
terapiju. Izmedu ostalih ispitivanih grupa nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u
koncentraciji AOPP. StatistiCka analiza pokazala je da su koncentracije HNE bile
statisticki znacajno vise kod pacijenata koji nisu primali terapiju i LD+NP pacijenata u
odnosu na kontrole (Slika 27v). Isti rezultati dobijeni su kada je izmerena koncentracija
MDA, s tim $to je pored statisticki znacajnog povecanja koje je uoceno kod pacijenata
koji ne primaju terapiju i LD+NP pacijenata, statisticki znacano povecanje uoc€eno je kod
NP pacijenata (Slika 27g) Kod oba ispitivana LPO parametra poredenje izmedu ostalih

ispitivanih grupa nije uocena statisticki znacajna razlika.
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Slika 27. Nivo ispitivanih OS parametara a) PAB, b) AOPP, v) HNE, g) MDA kod
zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB koji su podeljeni u Cetiri podgrupe: de
novo, pacijenti koji primaju L-dopa (LD), pacijenti na neuroprotektivnim
medikamentima (NP) i1 one ¢ija terapija se sastoji iz kombinacije medikamenata
(LD+NP). Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti: 25-75% izmerenih vrednosti
obuhvaceno je ,.kuc¢icom®, linija u sredini oznacava medijanu, crtice iznad i ispod
kucice oznaCavaju najnizu i najviSu izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana
statisticka razlika sa kontrolom, ~p<0,05; “p<0,01; ™ p<0,001. (Dunn test),
oznakom # prikazana razlika izmedu de novo i LD grupe pacijenata (p<0,05) (Dunn
test).
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Kruskal-Wallis testom pokazana je statisti¢ka razlika nivoa PC/LPC inteziteta izmedu
svih grupa ispitanika (H =17,16; p <0,001). Kao $to je prikazano na Slici 28, PC/LPC
intenzitet pika je povecan kod svih grupa pacijenta u odnosu na kontrolnu, iako je

statistiCka znacajnost uo¢ena samo kod de novo pacijenta (p < 0,01) (Dunn test).
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Slika 28. PC/LPC intenzitet pikova kod zdravih ispitanika i pacijenata obolelih od PB
koji su podeljeni u cetiri podgrupe: de novo, pacijenti koji primaju L-dopa (LD),
pacijenti na neuroprotektivnim medikamentima (NP) i one ¢ija terapija se sastoji iz
kombinacije medikamenata (LD+NP). Rezultati su prikazani kao apsolutne vrednosti:
25-75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je ,kuc¢icom®, linija u sredini oznacava
medijanu, crtice iznad i ispod kucice oznacavaju najnizu i najvisu izmerenu vrednost.
Oznakom * je prikazana statisti¢ka razlika izmedu kontrola i pacijenata. = p < 0,01
(Dunn test).

Kruskal-Wallis testom pokazana je statisticka razlika nivoa svih ispitivanih
parametara AO zastite izmedu grupa, za SOD H = 34,50; p < 0,001 i CAT H =45,84;
p < 0,001 odnosno GSH H =52,76; p <0,001. Medusobnom komparativnhom analizom
(Dunn test) ispitivane su razlike izmedu grupa. Dobijeni rezultati statisticke analize su
pokazali da je aktivnost SOD-a statisticki znac¢ajno manja kod LD, LD+NP i NP
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika, dok se znacajnost ne uocava kod de
novo pacijenata (Slika 29a). Kod svih ispitivanih pacijenati detektovano je statisticki
znacajno povecanje aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu. Pacijenti koji su primali LD i
LD+NP pokazuju statisticko povecanje od 0,1 %, dok je 5 % povecanje uoceno kod de
novo pacijenata (Slika 29b). Takode, rezultati statisticke analize pokazali su da je
koncentracija GSH bila statisti¢ki znacajno manja kod svih ispitivanih pacijenata u
odnosu na kontrolu (Slika 29v). Izmedu ostalih ispitivanih grupa nije uocena statisticki

znacajna razlika u aktivnosti SOD, CAT kao i koncentraciji GSH.
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Slika 29. Nivo ispitivanih parametara AO zastite a) SOD, b) CAT, v) GSH kod zdravih
ispitanika i pacijenata obolelih od PB koji su podeljeni u Cetiri podgrupe: de novo,
pacijenti koji primaju L-dopa (LD), pacijenti na neuroprotektivnim medikamentima
(NP) i one ¢ija terapija se sastoji iz kombinacije istih (LD+NP). Rezultati su prikazani
kao apsolutne vrednosti: 25-75% izmerenih vrednosti obuhvaceno je , ku¢icom®, linija
u sredini oznac¢ava medijanu, crtice iznad i ispod kuc€ice oznacavaju najnizu i najvisu
izmerenu vrednost. Oznakom * je prikazana statisticka razlika izmedu kontrola i
pacijenata. “ p < 0,05; ~ p <0,01; ™ p < 0,001 (Dunn test).
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4.4 GLM analiza

Na kraju, ispitivani parametri OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenzitet pikova su
testirani GLM (generalni linearni model) analizom da bi se utvrdilo da li i u kojoj meri
njihova varijabilnost zavisi od klinicko-patoloskih osobina i primenjene antiparkinsone

terapije.

Individualne asocijacije izmedu ispitivanih (PAB, AOPP, HNE, MDA, SOD,
CAT, GSH, PC/LPC) i klini¢ko-patoloSkih parametara predstavljene su u Tabeli 13, gde
eta vrednost predstavlja meru varijabilnosti i1 jac¢inu asocijacije, a p-vrednost statisticku
znacajnost. Univarijantna GLM analiza je pokazala da starost ispitanika zna¢ajno utice
na varijansu PC/LPC inteziteta (39,8 %), dok duzina trajanja bolesti znacajno uti¢e na
nivo svih ispitivanih parametara, osim za HNE, gde ona iznosi svega 11,9 %. Stadijum
bolesti znacajno determini$e varijansu Svi ispitivanih parametara, sa tim $to je ona
posebno izrazena kada je u pitanju koncentracija GSH (84,2 %). Analiza je pokazala da i
terapija (doza i tip terapije) imaju statisticki znacajan efekat na sve ispitivane parametre
OS, AO zastite, kao 1 PC/LPC intenzitet pikova, pri ¢emu je njen najveci efekat na
koncentraciju GSH (84,1 %), dok najmanji ima kada su u pitanju koncentracije PAB
(16,7 %) i HNE (16,8 %). Rezultati analize su pokazali da pol i starost ispitanika ne uti¢u
statistiCki znacajno na promene parametara OS i AO zastite i intenziteta pika PC/LPC.
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Tabela 13. Univarijaciona GLM analiza asocijacija izmedu ispitivanih parametara
(PAB, AOPP, HNE, MDA, SOD, CAT, GSH, PC/LPC) i klini¢ko-patoloskih osobina.
Varijanse komponenata su kvantifikovane kao eta, F je nezavisni faktor, dok p
predstavlja statisticku znacajnost.

PAB AOPP 4-HNE MDA SOD CAT GSH PC/LPC
F 1,205 4,181 0,183 0,049 1,207 0,264 2,047 0,524
Pol p 0,276 0,045 0,670 0,820 0,275 0,609 0,156 0,474
eta 0,017 0.056 0,003 0,001 0,013 0,003 0,022 0,016

F 0,726 0,534 0,242 1,042 1,293 0,099 1,743 10,559
Starost p 0,489 0,589 0,786 0,360 0,280 0,906 0,181 p<0,001
eta 0,028 0,021 0,010 0,040 0,029 0,002 0,038 39,810

Duzina F 0,106 8,445 2,304 7,445 19,663 26,602 140,738 6,985
trajanja  p p<0,05 p<0,001 0,067 p<0,001  p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
bolesti eta 0,154 0,332 0,119 0,305 0,424 0,499 0,840 0,411

H&Y F 2,647 8,653 3,682 7,120 15,735 20,654 112,987 5,993
stadijum p p<0,05 p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
eta 0,165 0,392 0,216 0,347 0,426 0,493 0,842 0,444

F 2808 8877 3548 6,757 19,894 25762 141,849 4,178
LED P p<0,05 p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05
eta 0142 0343 0173 0,284 0427 0491 0841 0,385

Tip F 3,411 9,066 3,437 6,189 19,926 25,733 141,585 4,231
terapije p p<0,05 p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05
eta 0,167 0,348 0,168 0,267 0,427 0,490 0,841 0,337

Da bi se ispitao sinergisticki efekat ispitivanih parametra primenjena je
multivarijantna GLM analiza. Dvofaktorska analiza (Tabela 14a) stadijuma i duZine
bolesti pokazala je glavni efekat H&Y stadijuma na koncentraciju AOPP (F =8,022;
p < 0,001), HNE (F = 3,784; p < 0,001), MDA (F = 8,301; p < 0,001) i PC/LPC intenzitet
(F=4,975; p<0,05). Glavni efekat duzine trajanja bolesti, kao i interakcioni efekat
stadijuma 1 duZine trajanja bolesti nije pokazao statisticki znacajan efekat ni na jedan od
ispitivanih parametara (Tabela 14a). Ispitivanje uticaja LED i tipa terapije (Tabela 14b)
na merene parametre u ovoj doktorskoj disertaciji, pokazalo je interakcioni efekat na
koncentraciju PAB (F=3,980; p<0,05 i AOPP (F=3,992; p<0,05). Pored
interakcionog detektovan je i glavni efekat i LED (F =4,954; p <0,05) i tipa terapije
(F =4,530; p < 0,05) na koncentraciju PAB. Kod svih ostalih ispitivanih parametara niti
je uocen statisticki znacajan glavni uticaj doze i tipa terapije, niti njihov interakcioni
efekat (Tabela 14b). U Tabeli 14v utvrden je statisticki znacajan interakcioni efekat
uticaja LED i duzine trajanja bolesti na PC/LPC intenzitet pikova (F = 4,018; p < 0,05),
dok je glavni efekat LED ispoljen na koncentraciju AOPP (F = 6,931; p < 0,001), HNE
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(F=2,810; p<0,05) i MDA (F=7,094; p<0,001). Ostale asocijacije nisu pokazale

statistiCku znacajnost.

Tabela 14. Multivarijaciona GLM analiza asocijacija izmedu ispitivanih parametara
(PAB, AOPP, HNE, MDA, SOD, CAT, GSH, PC/LPC) i klini¢cko-patoloskih osobina.
Varijanse komponenata su kvantifikovane kao eta, F je nezavisni faktor, dok p predstavlja

statisticku znacajnost.

a)

b)

H&Y
stadijum

DuzZina
trajanja
bolesti

Interakcija

LED

Tip
terapije

Interakcija

LED

Duzina
trajanja
bolesti

Interakcija

F

p
eta

T T

eta

o

eta

PAB
2,184
0,067
0,148
0,326
0,570

0,005

0,779
0,510

0,036

PAB
4,954
0,010
0,134
4,530
0,014
0,124

3,980
0,023

0,111

PAB
2,257
0,072
0,122
0,130
0,720
0,002
0,616
0,543
0,019

AOPP
8,022
0,000
0,389
2,425
0,124

0,037

1,924
0,135

0,084

AOPP
1,189
0,175
0,053
0,082
0,922

0,003

3,992
0,023

0,111

AOPP
6,931
0,000
0,299
0,269
0,606
0,004
1,452
0,242
0,043

HNE
3,784
0,005
0,231
0,237
0,628

0,004

1,722
0,171

0,076

HNE
0,61
0,546
0,019
0,028
0,973
0,001

0,686
0,507

0,021

HNE
2,810
0,032
0,147
0,410
0,524
0,006
1,060
0,352
0,032

MDA
8,301
0,000
0,397
0,308
0,581

0,005

2,603
0,060

0,110

MDA
2,542
0,087
0,074
0,099
0,096

0,003

1,888
0,160

0,056

MDA
7,094
0,000
0,304
2,938
0,091
0,043
0,729
0,486
0,022

SOD
0,095
0,984
0,005
0,114
0,736

0,001

0,454
0,769

0,022

SOD
1,040
0,357
0,02
1,353
0,263
0,026

0,929
0,398

0,018

SOD
0,621
0,603
0,022
0,023
0,881
0,000
0,203
0,894
0,007

CAT
1,530
0,201
0,070
1,640
0,204

0,020

1,186
0,323

0,055

CAT
0,415
0,661
0,008
0,016
0,984

0,000

1,395
0,253

0,026

CAT
0,971
0,411
0,034
1,181
0,280
0,014
0,765
0,517
0,027

GSH
0,609
0,657
0,029
0,004
0,947

0,000

0,642
0,634

0,031

GSH
0,273
0,762
0,005
0,340
0,713
0,007

0,166
0,848

0,003

GSH
0,224
0,879
0,008
0,009
0,925
0,000
0,177
0,911
0,006

PC/LPC
4,975
0,014
0,255
0,064
0,802

0,002

0,007
0,993
0,000

PC/LPC
1,684
0,203
0,104
2,330
0,115

0,139

0,015
0,904
0,001

PC/LPC
1,899
0,168
0,116
3,542
0,070
0,109
4,018
0,029
0,217
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4.5 Promena ekspresije ispitivanih enzima antioksidativne zastite kod

pacijenata obolelih od Parkinsonove bolesti u odnosu na kontrole

S obzirom da su uo¢ene promene aktivnosti ispitivanih enzima AO zastite, U 0VOj
studiji pracena je i potencijalna modulacija ekspresije proteina Cu/ZnSOD i CAT koje
mogu biti posledica pojave OS detektovanog kod PB pacijenata.

Nivo Cu/ZnSOD proteina u krvi zdravih ispitanika i pacijenata sa PB prikazan je
na Slici 30. Za razliku od aktivnosti enzima koja je smanjena u obe grupe pacijenata u
poredenju sa kontrolnom, ekspresija Cu/ZnSOD nije bila statisticki zna¢ajno promenjena
(bez obzira na pol, starost ispitanika, duzinu trajanja bolesti i H&Y stadijum), $to ukazuje

da se s boles¢u modifikuje kataliticka efikasnost enzima, a ne nivo ovog proteina.

Pacijenti

kont denovo apt ene muskarci <59 59-70 >70 <3 3-8 >8 1 2 3 4
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Slika 30. Relativna koli¢ina Cu/ZnSOD proteina u krvi zdravih ispitanika i pacijenata.
Reprezentativni imunoblotovi za Cu/ZnSOD kontrola (kont), de novo (de novo) i
pacijenata koji primaju antiparkinson terapiju (apt), kao i pacijenata koji su podeljeni
u odnosu na pol, starost, duzinu trajanja bolesti i H&Y stadijum (A). Kvantifikacija
proteinske ekspresije Cu/ZnSOD predstavljena kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD) i izrazena kao procenat od kontrole (B).

U istim eksperimentalnim uslovima, nije uocena promena ekpresije CAT pri
poredenju kontrola i pacijenta, kao ni pri medusobnom poredenju pacijenata podeljenih u

razli¢ite podgrupe na osnovu klinicko-patoloskih karakateristika (Slika 31). Dobijeni
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rezultati ukazuju da se sa boleS¢u menja enzimska efikasnost, a da ne dolazi do de novo

sinteze ovog proteina.

Pacijenti
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Slika 31. Relativna koli¢ina CAT proteina u krvi zdravih ispitanika i pacijenata.
Reprezentativni imunoblotovi za CAT kontrola (kont), de novo (de novo) i pacijenata
koji primaju antiparkinson terapiju (apt), kao i pacijenata koji su podeljeni u odnosu
na pol, starost, duzinu trajanja bolesti i H&Y stadijum (A). Kvantifikacija proteinske
ekspresije CAT predstavljena kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) i
izrazena kao procenat od kontrole (B).
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Diskusija



Literaturni podaci ukazuju da se povecana proizvodnja slobodnih radikala ili/i
smanjena AO =zaStita mogu povezati sa procesima starenja, ali i sa razvojem i
napredovanjem bolesti poput neurodegenerativnih [221-224]. lako je predmet
dugogodisnjih istrazivanja, tacna molekularna patogeneza neurodegeneracije kod
pacijenata sa PB ostaje nejasna [19]. Pretpostavlja se da, izmedu ostalog, nastaje kao
posledica poremecaja redoks ravnoteze i osetljivosti neurona na oksidativna oSte¢enja
zbog visokog sadrzaja PNMK u membranama neurona, velike potrosnje kiseonika i slabe
AO zastite.

Poslednjih godina izdvojeno je nekoliko potencijalnih markera koji se povezuju
sa neurodegenerativnim bolestima, ukljuc¢ujuc¢i PAB, AOPP, lipidne perokside, GSH, i
druge [225-228].

Za odvojeno/pojedinaéno odredivanje koncentracija brojnih oksidanasa i
antioksidanasa u plazmi (ili u serumu) postoji veliki broj razli¢itih laboratorijskih testova
koji se koriste u nau¢no-istrazivackim laboratorijama [221-224]. Medutim, istovremeno
odredivanje i OS i AO statusa je Cesto neophodno pa je stoga uveden parametar za
procenu prooksidativne/antioksidativne ravnoteze (PAB)! [211]. Promena nivoa PAB,
kao pokazatelja koji promoviSe i1 kontroliSe sistemski OS, je prvi pokazatelj naruSene
ravnoteze, i ,,ukazuje“ da je produzena produkcija toksi¢nih vrsta povezana sa
¢elijskim/tkivnim povredama izazvanim OS, $to na kraju moZze da dovede do klinicke
manifestacije bolesti. U ovoj doktorskoj disertaciji nivo PAB-a kod PB pacijenata u
poredenju sa kontrolama bio je povecan (Slika 12 i 13), odnosno pokazan je veci nivo
oksidanasa, u poredenju sa antioksidansima $to ukazuje na postojanje intenzivnog OS kod
ispitivanih pacijenata. Literaturni podaci ukazuju da je kod idiopatske PB i u geneti¢kim
sluc¢ajevima OS uobicajni uzrocnik celijske disfunkcije i propadanja [226,230]. Kod
pacijenata sa PB uocen je povisen nivo oksidovanih lipida, proteina i DNK, kao i smanjen
nivo GSH u DA neuronima usled prekomerne produkcije RKV, koje nastaju tokom
metabolizma DA, mitohondrijske disfunkcije i neuroinflamacije [231-233]. DA neuroni
su skloni OS-u zbog prisustva tirozin hidroksilaze i MAO enzima, ali i zbog toga $to

sadrze gvozde koje katalizuje Fentonovu reakciju pri cemu superoksidni ostaci i H20:

14 PAB se moZe smatrati merilom neravnoteze izmedu produkcije slobodnih radikala (H2O,, terc-
butilhidroperoksida, hloramina T i HCIO) i antioksidanasa (vitamin C, trolok, GSH, mokrac¢na kiselina,
bilirubin, albumin i ceruloplazmin) [229].
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mogu doprineti daljem OS [226]. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u drugim oboljenjima kao
Sto je Sizofrenija [234], dijabetes tipa Il [229] i dTr.

Mnogobrojni molekuli su mete RKV/RAV, poput proteina, §to za posledicu ima
produkciju AOPP [235]. Odredivanje njihovih nivoa u cilju praé¢enja oStec¢enja proteina
izazvanih OS, znacajno je kod nekih neurodegenerativnih bolesti kao §to su multipla
skleroza ili mitohondrijalna miopatija i lateralna amiotrofi¢na skleroza [236]. Detaljnije
poznavanje uloge AOPP-a u patofizioloskim procesima moze da pruzi vazne informacije
o poreklu i razvoju bolesti [237]. Medutim, sli¢ni podaci za PB i njenu progresiju su retki
[238]. Garcija-Moreno i saradnici [239] pokazali su da je nivo AOPP ve¢i u serumu i CST
kod pacijenata sa PB, kod kojih je uoc¢eno da se formira hipohlorna kiselina (HOCI) i
hloramin iz hlorida $to za posledicu ima povecanje H20> i formiranje AOPP [212] sto je
katalizovano mijeloperoksidazom. S obzirom da AOPP moze da reaguje sa humanim
serumom albuminom (HSA) pri ¢emu dolazi do formiranja konjugata AOPP-HSA,
inflamatornog parametra [240], stoga se moze pretpostaviti da AOPP moze biti povezan
i sa upalnim procesima u PB. Do sli¢nih saznanja nedavno su dosli Medeiros i saradnici
[238] koji su utvrdili pove¢an nivo AOPP u serumu pacijenata sa PB u odnosu na
kontrole. Ovakvi rezultati potvrdeni su i u ovoj doktorskoj disertaciji u kojoj je
detektovano statisti¢ki znacajno povecanje nivoa AOPP-a u plazmi pacijenata sa PB u
odnosu na kontrole (Slika 12 i 13). Dobijeni rezultat ukazuje da se nivo AOPP moze
koristiti kao potencijalni marker za procenu oSte¢enja proteina koja je povezana sa OS

kod pacijenata sa PB.

Kod PB, ta¢an uzrok koji dovodi do oSte¢enja neurona nije poznat, ali postoje
dokazi da OS ucestvuje u ovom procesu; slobodni radikali reaguju sa membranskim
lipidima i uzrokuju LPO i ¢elijsku smrt [241]. Stoga, LPO se moze smatrati jednim od
glavnih posrednika u mehanizmu ¢elijskog starenja koje nastaje kao posledica dejstva
faktora spoljasnje sredine ili starenja koje nastaje kao posledica neurodegenerativnih
bolesti. Peroksidacijom PNMK kao rezultat nastaju reaktivni aldehidi (kao $to je MDA)
1 konjugati diena. Povecan nivo MDA, detektovan je u uzorcima SNpc pacijenata sa PB
[166,242] uz pretpostavku da se MDA moze koristiti kao marker OS, odnosno kao in vivo
marker LPO. Osim toga, razli¢ite grupe istrazivaca su pokazale pove¢an nivo MDA u
plazmi pacijenata sa PB [242—244], kao i povecan nivo TBK reaktivnih supstanci, koji
predstavljaju markere LPO [245]. Rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji
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ukazuju na povecanu koncentraciju ispitivanog parametra LPO kod pacijenata u odnosu
na kontrole (Slika 12 i 13). Veliki broj studija pokazao je povecanu LPO i u drugim
neurodegenerativnim bolestima, kao §to je AB [246]. Povecan nivo LPO produkata, kao
Sto je HNE, pronaden je i u zivotinjskim model sistemima [247], kao i u mozgu, CST i
plazmi pacijenata sa AB [247-250] i Huntingtonovom bolesti (HB) [103]. Proteomi¢kom
analizom pokazano je da je HNE ukljucen u procese nastanka slobodnih radikala [251—
253], dok je u kasnijim stadijumima AB uoc¢eno da HNE moze direktno uticati na
interneuronsku komunikaciju preko modifikacije klju¢nih proteina [254] i enzima
energetskog metabolizma (ATP sintaza, aldolaza i dr) [255], kao i enzima AO zastite
(SOD, hem oksidaza i dr) [256]. Usled disfunkcije ovih enzima delovanjem HNE,
odbrana neuronskog tkiva protiv oksidativnog oste¢enja je dodatno oslabljena. LPO,
takode, dovodi do pojave a-sinuklein derivata. HNE-a-sinuklein ima zna¢ajno povecan
oligomerizacioni potencijal pri ¢emu se smatra da formiranje ovog adukta dovodi do
procesa agregacije [257] koji u patoloskim procesima karakteristicnim za PB, potvrden
je otkricem prisustva HNE u Levijevim telaScima [103]. HNE, takode, ima ulogu i u
stvaranju oligomera koji se razlikuju po sposobnosti prenosa informacija sa ¢elije na
¢eliju [258]. Osim toga, pronadena je i povezanost nivoa HNE sa transportom DA. Naime,
HNE narusava vezivanje DA za transporter i inhibira njegov unos sto dalje doprinosi
gubitku DA-zavisnih i DA-sekretornih neurona [259], i rezultira daljem napredovanju
PB. Rezultati ove studije ukazuju na povecanje oba ispitivana parametra LPO (Slika 10,
11) sto je u saglasnosti sa rezultatima prethodno objavljenih studija [245,260]. Sharma i
saradnici [261] predlazu tri mogu¢a mehanizma koji dovode do poveéane LPO kod
pacijenata sa PB: a) nizi nivo antioksidanasa; b) viSe substrata za oksidaciju; 1 v) prisustvo
jos$ neidentikovanih peroksida u plazmi. Na osnovu dobijenih rezultata moZze se zakljuciti
da pomeren oksidativni i antioksidativni balans ka oksidativnom, zajedno sa pove¢anim
nivoom AOPP i povecanom produkcijom LPO, sugeriSu na stanje intenzivnog OS kod

pacijenata sa PB.

Od sadrzaja masnih kiselina lipidnih membrana zavise njene biofizicke osobine,
ukljucujuéi propustljivost, fluidnost i naelektrisanje [262,263]. Stoga, gubitak vaznih
nezasi¢enih masnih kiselina, koje su u velikoj meri prisutne u neuronima, smatra se da
doprinosi membranskom o$teéenju u patogenezi neurodegenerativnih bolesti [264].

Veliki broj studija pokazao je smanjen nivo PNMK-sadrzajucih fosfolipida, i u mozgu i
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u plazmi pacijenata koji imaju AB [265,266], posebno PC-a [267,268]. Gonzales i
saradnici [269] su prvi put opisali paralelno povecanje nivoa PC koji sadrZe i zasi¢ene i
kratke lance masnih kiselina u serumu pacijenata sa AB. Stoga, izmenjeni profil masnih
kiselina pojedinacnih fosfolipida moze da narusi biosintezu i remodelovanje acil lanaca
fosfolipida u skladu sa povecanom razgradnjom i resintezom fosfolipida usled prevelike

aktivacije PLA2 [270].

Predstavljeni rezultati studije su pokazali znacajno povecanje ispitivanog odnosa
intenziteta pikova PL, PC i LPC, kod pacijenata sa PB (Slika 16). Promene u njihovom
odnosu kod pacijenata sa AB, detektovali su Mulder i saradnici [172] koji su pokazali
smanjenje LPC/PC, usled pada nivoa LPC kod pacijenata u poredenju sa kontrolom, dok
je nivo PC bio nepromenjen. Uoc¢ene promene u sadrzaju lipida mogu biti povezane sa
ubrzavanjem procesa starenja, kao 1 pojavom i napredovanjem razli¢itih
neurodegenerativnih bolesti, ukljuc¢ujuéi i PB, $to je pokazano i u Zivotinjskim modelima,
kao i na humanim uzorcima periferne krvi, CST i na mozgu [172,269,271-274]. S
obzirom na oskudnost literaturnih podataka vezanih za PC/LPC intenzitet kod pacijenata
obolelih od PB, dobijeni rezultati mogu doprineti razumevanju uloge lipida u nastanku i
progresiji PB. Do sli¢nih rezultata dosli su i Prasad i saradnici [272] koji su pokazali da
ne postoje promene u nivou PC u razli¢itim regionima mozga pacijenata sa AB, poput
hipokampusa. LPC, kao sekundarni glasnik, metabolit PC-a nastao delovanjem enzima
PLA,, predstavlja parametar koji karakteriSe inflamatorne procese u organizmu [275] i
moze biti senzitivniji parametar za prac¢enje promena metabolizma PC-a od samog PC-a.
Aktivnost PLA; pratili su Fuchs i saradnici [182], kao i Pruzanski i saradnici [276] koji
su pokazali da je aktivnost ovog enzima znacajno poviSena u serumu i sinovijalnoj
te¢nosti kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom. Pored toga, eksperimentalni podaci
dobijeni na zivotinjskim modelima ukazuju da bar jedan od metabolickih PLA2 enzima
moze imati izmenjenu aktivnost tokom hroni¢nog OS [104]. Poznato je da je niska
aktivnost PLA, povezana sa smanjenom detoksikacijom oksidovanih fosfolipida i da
uti¢e na akumulaciju toksi¢nih lipidnih peroksida, kao §to su MDA i HNE, doprinoseci
tako patogenezi bolesti [104]. Modifikovana aktivnost PLA2 doprinosi formiranju RKV i
lipidnih peroksida oslobadanjem arahidonske Kkiseline koja se posle oksidativno
metabolise [277]. Kada se uklanjanje lipidnih peroksida ne odvija na odgovaraju¢i nacin

ili odgovaraju¢om brzinom, stvoreni reaktivni aldehidi mogu doprineti generisanju
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lipidnih slobodnih radikala i daljoj oksidaciji okolnih fosfolipida i proteina [278,279].
Stavise, kod miSeva sa nedostatkom PLA2, kao Zivotinjskog modela PB, primeéena je
pojacana otpornost na indukovanu neurotoksi¢nost [280], dok u Valerijskoj (eng.
Wallerian) degeneraciji PLA2 ima glavnu ulogu u degradaciji mijelina i stimulaciji
fagocitoze [281]. Dobijeni LPC dalje izaziva upalni odgovor koji za uzvrat regulise
aktivnost PLA,. Stoga, PLA2 bi mogao biti kljuéni igra¢ u ¢elijskom odgovoru na
oStecenja izazvana slobodnim radikalima katalizovanjem ,,cepanja” fosfolipidnih
molekula i stvaranjem slobodnih masnih kiselina i LPC, §to kao posledicu ima smanjenje
njegove aktivnosti [282] i promovisanje dodatne promene na nivou LPC. Analiza uloge
PLA: na LPO u razli¢itim patoloskim stanjima CNS-a predstavlja izazov kako zbog
razli¢itih formi PLA?, visestrukih izvora RKV-g, tako i zbog nedostatka PLA2-specifi¢nih
inhibitora [283]. Pored naruSene aktivnosti PLA2 u neurodegenerativnim poremecajima,
otkrivena je i naruSena aktivnost lizofosfolipidne aciltransferaze [104,284]. Za ovaj
fosfolipid-metabolisuci enzim je pokazano da utie na pojavu i intenzitet OS u in Vitro i
in vivo eksperimentalnim modelima [285-288] time §to dovodi do re-acilovanja LPC-a u
PC [285-287]. Medutim, Ross i saradnici [284] nisu detektovali nikakve promene u
aktivnosti ovog enzima u SNpc pacijenata obolelih od PB. Dobijeni rezultat moze se
objasniti nedovoljnim OS koji dovodi do oste¢enja i disfunkcije ovog enzima, ili
prilagodavanjem na dugoro¢ni OS. S obzirom da su prethodne studije pokazale promene
aktivnosti ovih enzima u SNpc, nakon smrti ispitanika [104,284], potrebna su dodatna
istrazivanja da bi se utvrdila aktivnost oba enzima u plazmi, zajedno sa njihovim u¢eséem

u metabolizmu lipida kod pacijenata sa PB.

Posmatrano u odnosu na klinicko-patoloske karakteristike, u ovoj doktorskoj
disertaciji pokazano je da pol pacijenata uti¢e na nivo PAB, HNE, i MDA u plazmi
pacijenata sa PB (Tabela 6, 8, 9). Ovakvi rezultati ukazuju na moguce postojanje razlike
u podloznosti bolesti izmedu zena i muskaraca. Takode, dobijeni rezultati pokazuju da je
odnos obolelih muskaraca i zena od PB 2:1, sa kasnijom pojavom bolesti kod Zena u
odnosu na muskarce (Tabela 6, 8, 9). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u
prethodnim istrazivanjima [5,289-291]. Kod Zena, kasnija pojava PB moze biti povezana
sa reproduktivnim ciklusom. Pretpostavlja se da Zzenski polni hormoni, estrogeni, imaju
protektivno dejstvo i da mogu odloziti pocetak PB i njegovu progresiju [289]. Takode,

potvrdena je i povezanost izmedu kasnijeg ulaska u menopauzu i smanjenog rizika od
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nastanka PB [292]. Uslovi koji dovode do ranijeg smanjenja nivoa estrogena i raniji

ulazak u menopauzu povecavaju rizik od nastajanja PB kod zena [293].

Pored pola pokazano je da na pojavu PB utie i starost, pri ¢emu veéu
predispoziciju za nastanak bolesti imaju starije osobe [5,294]. ,,Slobodno radikalska
teorija®“ starenja, kasnije nazvana teorija starenja OS-a, predlaze da su strukturna
oStecenja povezana sa starenjem posledica oksidativnih oSte¢enja na makromolekulima
(lipidi, DNK, proteini) delovanjem RKV/RAV [295]. Medutim, tacan mehanizam
starenja izazvanog OS jos uvek nije jasan, ali povecan nivo RKV/RAV verovatno dovodi
do ¢elijskog starenja, fizioloskog mehanizma Kkoji zaustavlja celijsku proliferaciju kao
odgovor na oste¢enja. U ovoj doktorskoj disertaciji uoceno je da starost statisti¢ki
znacajno uti¢e samo na promenu nivoa PAB-a (Tabela 6), dok kod ostalih ispitivanih OS

parametara statistiCka znacajnost nije detektovana.

Rezultati dobijeni tokom izrade ove doktorske disertacije ukazuju na to da H&Y
stadijum bolesti uti¢e na nivo OS parametara PAB (Tabela 6) i MDA (Tabela 9). Ovakav
ishod moze ukazati na visi nivo OS, odnosno na naruSeni oksidativni-antioksidativni
balans, kao i da se MDA moze koristiti kao parametar za pracenje tezine OS kroz
stadijume bolesti i/ili da stadijum bolesti moze biti povezan sa intenzitetom OS. Na
Slici 18 prikazane su korelacije izmedu godina starosti pacijenata i ispitivanih parametara
OS-a, pri ¢emu se statisticki znac¢ajna korelacija uo¢ava samo za MDA. Ovi rezultati su
u suprotnosti sa studijom u kojoj je uocena negativna korelacija nivoa MDA u odnosu na
starost [296], dok sa druge strane u drugoj ona uopste ne postoji [225]. Molina i saradnici
[296] su pokazali da je koncentracija MDA u serumu pacijenata u statisti¢ki znacajnoj
negativnoj korelaciji sa godinama starosti pacijenata kao i sa duzinom trajanja bolesti, sto
sugeriSe da bi povecan nivo LPO u serumu mogao da predstavlja faktor rizika za raniji
pocetak PB, dok su Younes i saradnici [225] uocili odsustvo korelacije starosti i TBARS
u plazmi pacijenata sa PB. Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj disertaciji moze se
pretpostaviti da dolazi do molekulskih oSteCenja povezanih sa starenjem kao odgovor na

povecéanu sistemsku LPO kod pacijenata sa PB.

Korelacije izmedu duzine trajanja bolesti i ispitivanih OS parametara nije uocena
(Slika 19). Dobijeni rezultati su u skladu sa Medeiros i saradnicima [238], kao i Agilom

I saradnicima [297], ¢ija istrazivanja su pokazala nedostatak iste korelacije s obzirom na
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to da se klinicki simptomi kod pacijenata sa PB javljaju kada je PB ve¢ uznapredovala i
kada je oko 80% dopaminergi¢kih neurona u SNpc ve¢ mrtvo. Oni su konstatovali
poveéanu LPO kod pacijenata sa PB, kao i povecanu osetljivost plazme na LPO u odnosu
na kontrole. Na osnovu dobijenih rezultata su zakljucili da je plazma pacijenata sa PB
osetljivija na LPO u odnosu na kontrole. Takode, uocili su odsustvo korelacije izmedu

stadijuma i duzine bolesti sa ispitivanim parametrima.

Uprkos prethodnim studijama koje su ukazale na vaznost pracenja ukupnih
koncentracija PC i LPC, kao i njihovog odnosa u razli¢itim bolestima i Stanjima
[172,182], do sada nije bilo istrazivanja o odnosu PC i LPC inteziteta u plazmi pacijenata
koji boluju od PB. U ovoj doktorskoj disertaciji detektovana je razlika izmedu PC/LPC
inteziteta pikova kod pacijenata sa PB u odnosu na kontrole, u razli¢itim stadijumima
bolesti i izmedu zdravih ispitanika i pacijenata sa razli¢itom duzinom trajanja bolesti
(Slika 23). Na osnovu dobijenih rezultata moglo bi se pretpostaviti da su uo¢ene promene
PC/LPC inteziteta pika prouzrokovane sistemskim OS kod pacijenata sa PB. Prethodne
studije [226,230,298] ukazuju da OS moze da indukuje aktiviranje razlicitih procesa, uz
modifikaciju metabolicke aktivnosti - najverovatnije kroz ostecenje i disfunkciju enzima
koji su odgovorni za konverziju ispitivanih lipidnih vrsta. Nedostatak statisti¢kih razlika
izmedu PC/LPC intenziteta pikova izmedu grupa pacijenata u razli¢itim stadijumima
bolesti i pacijenata sa razli¢itom duzinom trajanja bolesti moze ukazati da je ve¢ina DA

neurona u SNpc vec¢ izgubljena, a bolest je ve¢ uznapredovala kada je dijagnostikovana.

Dodatno je pracen uticaj terapije na promenu ispitivanih OS parametara. U novijoj
literaturi su kontradiktorni podaci o vezi izmedu terapije L-dopom i intenziteta OS. Dobro
poznata in vitro toksi¢nost uzrokovana L-dopom i DA nije pokazana u in vivo uslovima
[299-301], dok su klinicka ispitivanja pokazala da nema Stetnih uticaja L-dope na
progresiju bolesti [195,302]. Rezultati ove studije su ukazali da se nivoi OS parametara
(PAB, AOPP, HNE, MDA), kao i PC/LPC inteziteta pikova statisticki znacajno razlikuju
izmedu kontrola i pacijenata (Slika 24 i 25) koji su podeljeni u grupe prema dozi
koriS¢ene terapije. Posmatrano po grupama, znacajnost se ne uocava za PAB kod de novo
pacijenata i onih Cija je doza terapije najvisa (Slika 24a), dok se kod svih ostalih
parametara javlja statisticka znacajnost u odnosu na kontrole (Slika 24). Pri medusobnom
poredenju razlic¢itih grupa pacijenata ne uocava se statisticka znacajnost ni za jedan od
ispitivanih parametara. S obzirom da je u grupi ispitanika bilo pacijenata koji jesu i onih
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koji nisu bili na terapiji, moze se zakljuéiti da terapijska doza ne doprinosi OS odnosno
progresiji bolesti. Sli¢ne rezultate dobili su i Prigione i saradnici [303] koji isti¢u da
promene OS parametara, nivo unutaréelijskog RKV i aktivnost glutation-reduktaze (GR),
kod pacijenata sa PB nisu povezane sa unosom L-dope koja u stvari moze imati zastitnu
funkciju, jer su uocili da dnevna doza L-dope pokazuje znacajnu obrnutu korelaciju sa
produkcijom RKV. Stoga, detektovano povecanje OS kod pacijenata sa PB smatra se da

nije povezano sa unosom L-dope.

Nekoliko in vitro studija pokazalo je porast oksidacije i1 posledicnu
neurotoksi¢nost izazvanu L-dopom [304-306], dok su druge ukazale na odsustvo uticaja
L-dope i dodatnih oSteéenja nigrostrijalnih neurona [299]. Predstavljeni rezultati ove
doktorske disertacije ukazuju na promene nivoa OS parametara i PC/LPC inteziteta
pikova pacijenata koji su bili tretirani razli¢itom vrstom terapije u odnosu na kontrole,
dok se ispitivanjem parametara izmedu grupa pacijenata jedino uocava statistiCki
znacajna razlika nivoa AOPP u odnosu na de novo pacijente. Kod pacijenata koji primaju
monoterapiju L-dopom ni za jedan od ispitivanih parametra (PAB, AOPP, HNE, MDA,
PC/LPC) ne uocava se razlika u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 27 i 28) §to ukazuje da

tip terapije ne doprinosi intezitetu OS.

U klini¢koj praksi DA agonisti pokazali su dobre rezultate u le¢enju PB [307].
Oni se obi¢no koriste kao monoterapija pre pocetka uvodenja L-dope, posebno kod
mladih pacijenata [308]. Kod pacijenata koji primaju monoterapiju DA agonistima ¢esto
se ne ispoljavaju motoricke fluktuacije, ali obi¢no je potrebno duze vreme za postizanje
terapijskog efekta u odnosu na pacijente tretirane L-dopom [309]. Posle odredenog
vremenskog perioda kako bi se simptomi bolesti ublazili [310], odnosno nakon
ispoljavanja motorickih komplikacija [311], uvodi se kombinovana terapija DA agonista
I L-dope. Medutim, u ovoj studiji dobijeni su potpuno neocekivani rezultati. Pacijenti koji
primaju monoterapiju sa agonistima DA (Slika 27) i kombinovanu terapiju pokazuju
povecanje svih OS parametara (Slika 27), osim kada je u pitanju HNE kod pacijenata koji
su na monoterapiji NP (Slika 27v) u poredenju sa kontrolom. Ovo se moze objasniti time
da bez obzira na uvodenje DA agonista, proces periferne transformacije male koli¢ine L-
dope u DA nije u potpunosti blokiran inhibitorima dopa-dekarboksilaze i da pacijenti
mogu biti izloZeni pove¢anom nivou L-dope i DA u plazmi, samim tim i pove¢anom OS.
Takode, de Faris i saradnici [312] su detektovali da kori§¢ena terapija nema efekat na OS
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biomarkere, poput lipidnih peroksida u plazmi (MDA) $to je u saglasnosti sa in Vitro i
klinickim studijama koji pokazuju da monotretman L-dopom ne povecava oksidativna
oste¢enja [301,313]. Takode su uocili da koris¢enje kombinovane terapije utiCe na
znacajno povecanje C - reaktivnog proteina (CRP) $to je u saglasnosti sa studijom u kojoj
je detektovano i povecanje proinflamatornih citokina u plazmi i mozgu pacijenata sa PB
[314]. lako povecani CRP u PB moze biti posledica lekova koje pacijent prima, postoje
dokazi o povecanom nivou pro-inflamatornih citokina, ukljucujuci IL-6 (koji regulise
nivo CRP-a u plazmi) u plazmi i mozgu pacijenata sa PB [314]. Ova grupa autora
pretpostavlja da antiparkinsoni lekovi nisu umanjili RKV/RAV, dok je kombinovana
terapija Cak povecala inflamatorno stanje [314]. S obzirom da su procesi koji se javljaju
delovanjem reaktivnih vrsta nalaze u osnovi patofiziologije PB, moze se zakljuciti da bi
leenje pacijenata bilo efikasnije kada bi se standardnoj/trenutnoj antiparkinsonoj terapiji
dodali AO lekovi koji uti¢u na LPO.

Postoji nekoliko razli¢itih mehanizama, enzimskih i neenzimskih, koji imaju
funkciju zastite organizma od Stetnih uticaja RKV/RAV. Ovi mehanizmi su odgovorni za
odrzavanje ravnoteze izmedu pro- i antioksidansa i ublazavanje OS. Osnovne
komponente enzimske AO zastite su SOD, CAT, GPx i GR, dok neenzimski antioksidanti
ukljuéuju GSH, tioredoksin, vitamine A, E i C, flavonoide, elemente u tragovima i
proteine, npr. albumin, ceruloplazmin i metalotionein. Ispitivanje razli¢itih parametara
OS i AO zastite dalo je nedosledne rezultate i jo$ uvek je izazovno njihovo odredivanje u
perifernoj krvi pacijenata sa PB. Ono §to je poznato, to je da se aktivnost enzima AO
zastite i molekula koji u¢estvuju u AO zastiti regulisu putem AO sistema kako bi se nosili
sa akutnim ili blagim OS; medutim ozbiljan ili prolongiran OS moZe izazvati njihove

promene.

U ovoj doktorskoj disertaciji pored ispitivanih OS i lipidnih parametara i njihove
povezanosti sa klini¢ko-patoloskim Kkarakteristikama, ispitivane su i specificne AO
varijable: aktivnost enzima SOD i CAT, kao i koncentracija GSH. Rezultati pokazuju
statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti SOD kod obe grupe pacijenata sa PB (de novo i
apt) u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 17a, b). Uocena smanjena aktivnost SOD
moze biti posledica njegove inaktivacije posredstvom RKYV ili usled postranslacionih
modifikacija, kao Sto je pokazano u istrazivanju Hu i Rena [315]. Smanjena aktivnost
SOD u krvi otkrivena je i kod mnogih hroni¢nih bolesti kao $to su opstrukcija plu¢a [316],
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bolesti bubrega [317], kao i kod nekih neuroloskih poremecaja [318]. Singh i saradnici
[319] navode kao moguc¢i razlog za smanjenje nivoa SOD-a polimofrizam gena i to onih
koji kodiraju proteine uklju¢ene u toksikaciju-detoksikaciju i dopaminergicke puteve PB,
s tim da ne postoje razlike u genotipu i frekvenciji alela za MnSOD. Njihovi podaci
sugeriSu da polimorfizam gena ukljuenih u detoksikaciju 1 regulaciju DA moze biti
povezan sa rizikom za razvoj PB. Takode, Ihara i saradnici [320] smatraju da smanjenje
SOD aktivnosti moze imati ulogu u visokom OS kod pacijenata sa PB, kao i da dolazi do
naruSavanja aktivnosti mitohondrija i da se kod takvih pacijenata produkuje vise RKV.
Sli¢no objasnjenje dali su i de la Torre i saradnici [321], kao i Abraham i saradnici [322]
koji su pokazali da redukcija aktivnosti SOD dovodi do povecanja superoksid radikala.
Superoksid radikali mogu, takode, da reaguju sa NO generisu¢i ONOO™ koji se smatra
potencijalnim neurotoksinom. Celijski nivoi reaktivnih vrsta mogu biti redukovani preko
mehanizma zastite u koji su ukljuc¢eni enzimi AO zastite i mali molekuli [323]. Sa druge
strane, u ostalim studijama aktivnost SOD je povecana [225,245,324,325] ili je
nepromenjena [326,327]. Povecanu aktivnost SOD de Faris i saradnici [312] su objasnili
kao kompenzatorni mehanizam za spre¢avanje povecane proizvodnje superoksidnih
radikala. Povecanje aktivnosti SOD poboljsava uklanjanje Oz *, medutim stvara se H20,
pri ¢emu gvozde moze postati dodatni izvor RKV. Sharma i saradnici [261] otkrili su da
se povecana aktivnost SOD moze pripisati efektima razli¢itih RKV, koji se stvaraju

tokom hroni¢nog OS kod ovih bolesnika.

CAT, enzim koji se nalazi u peroksizomima vecine tkiva 1 lako prolazi kroz
membrane, zajedno sa GPx ima vaznu ulogu u zastiti od OS [328]. lako je poznato da
ucestvuju u razgradnji H202 do vode i kiseonika, njihova uloga jo$ uvek nije do kraja
razjasnjena [329,330]. Kada je u pitanju aktivnost eritrocitne CAT, veliki broj studija
pokazao je oprecne rezultate. Na primer, u nekoliko studija nisu zabeleZene znacajne
promene njene aktivnosti kod pacijenata sa PB u poredenju sa zdravim ispitanicima
[165,327]. Nasuprot tome, uo¢ena smanjena aktivnost CAT [260,312,322,331] moze se
objasniti pove¢anim OS koji oksiduje hemprotein subjedinice CAT, i da zbog oksidacije
moze do¢i do disocijacije tetramernog hemoproteinskog molekula §to rezultira gubitkom
katalazne aktivnosti. Medutim, rezultati dobijeni u zadatim eksperimentalnim uslovima u
ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali povisenu aktivnost CAT u poredenju sa

kontrolnom grupom (Slika 17v, g). Do sli¢nih rezultata dosli su i Lovell i saradnici [332]
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u uzorcima homogenizata tkiva mozga kadavera, koji isticu da je mozak u AB pod
uticajem povecanog OS-a i pokazuje da se peroksidacija lipida menja najizraZenije u
srednjim strukturama temporalnog reznja, gde su degenerativne promene najistaknutije.
S obzirom da je CAT klju¢ni enzim u uklanjanju H202 u viSim koncentracijama [333]
(dok aktivnost GPx preovladuje u fizioloski niskim nivoima H202 [334]), povecana
aktivnost CAT u krvi pacijenata sa PB moze potvrditi opsti zakljucak ove studije da su
pacijenti sa PB izlozeni hroni¢nom OS i da se javlja kompenzatorno povecanje aktivnosti

ovog enzima AQO zastite [335].

Kao $to je prikazano na Slici 17 (v, @) koncentracija GSH u krvi pacijenata sa PB
je statisticki znacajno smanjena u poredenju sa zdravim ispitanicima. FizioloSke uloge
GSH ukljuéuju odrzavanje redoks potencijala tiola, ,,éiS¢enje* metabolickog otpada, ali
se GSH ponasa i kao rezervoar za aminokiseline [233]. Budu¢i da je GSH uklju¢en u AO
zastitu i regulaciju celijskih metabolickih funkcija, od ekspresije gena i sinteze proteina
do transdukcije signala, proliferacije celije i apoptoze [336], njegovo smanjenje moze
imati veliki uticaj na mnoge fizioloske i patoloske procese. Tako na primer, disregulacija
GSH homeostaze i promenjena aktivnost GSH-zavisnih enzima se mozZe povezati sa
pokretanjem i napredovanjem neurodegenerativnih bolesti [337]. Nedostatak GSH
doprinosi i oksidativnom/azotnom stresu, koji su povezani sa patogenezom mnogih
bolesti, poput malignih bolesti, cisticne fibroze, infekcije i bolesti starenja, ukljucujuéi
PB [338,339]. Michley i saradnici [336] konstatovali su smanjenje GSH u punoj krvi
pacijenata sa PB i predlozili su da se prac¢enje koncentracije GSH u krvi moze smatrati

kao potenijalni biomarker PB.

Nije uocena znacajna povezanost izmedu klini¢ko-patoloskih karakteristika (pol,
starost, duzina i stadijum bolesti) i ispitivanih parametara AO zastite (Tabela 10, 11i 12).
Pored toga, u ovoj disertaciji ispitivane su korelacije parametara AO zastite sa OS (PAB
i AOPP) i klinicko-patoloskim karakteristikama. Rezultati korelacione analize su
pokazali da je u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji GSH sa AOPP, dok ostali
ispitivani parametri OS nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajnu povezanost (Slika 20d) §to moze
ukazati na vezu GSH i promenjeni intenzitet OS, taCnije narusene oksidativne
modifikacije proteinskih molekula. U zivotinjskom model sistemu PB pokazano je da

oksidovani glutation ubrzava proteinsku agregaciju [340], a smrt neurona povezanih sa
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a-sinukleinom moze se ,,spreéiti“ reakcijama koje povecavaju redukciju GSH [123] ¢ime

se povezuju oksidativne modifikacije proteina sa patofiziologijom PB.

Na Slikama 21 i 22 prikazana je korelacija parametara AO zastite sa godinama
starosti pacijenata (Slika 21) i duzinom trajanja bolesti (Slika 22). Statisticki znacajna
korelacija uocena je samo izmedu GSH i duzine trajanja bolesti (Slika 22v). Smanjena
aktivnost SOD, bez konstatovane statisticki znac¢ajne korelacije sa staro$¢u (Slika 21a) i
duzinom trajanja bolesti (Slika 22a) u saglasnosti su sa rezultatima Younes i saradnika
[225], dok u drugim studijama uocena je negativna korelacija izmedu duzine trajanja

bolesti i aktivnosti ovog enzima [341,342].

Dalje, statisti¢ki znacajna korelacija izmedu godina starosti ispitanika i duzine
trajanja bolesti i aktivnosti CAT nije pronadena (Slika 21 i 22). Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima Younes-Mhenni i saradnika [225] kada je u pitanju korelacija
godina starosti ispitanika i duzine trajanja bolesti, za razliku od stadijuma bolesti.
Korelacija izmedu GSH i duzine trajanja bolesti pacijenata sa PB, detektovana je u
ispitivanim uzorcima pacijenata u ovoj studiji (Slika 22v) s§to je vazno jer promena nivoa
GSH utice na brojne molekularne procese, kao 1 na progresiju bolesti. Smanjenje ukupnog
nivoa GSH uoceno je da se smanjuje u SNpc sa napredovanjem PB [343]. Kako smanjenje
nivoa GSH nije uo¢eno u drugim regionima mozga razli¢itih neurodegenerativnih bolesti,
pomenuta Kkorelacija moze biti specificna samo za SNpc kod pacijenata kojima je
dijagnostifikovana PB [243]. Na osnovu nekih studija, u SNpc kod PB pacijenata uoc¢en
je povecan nivo GSSG paralelno sa ve¢ pomenutom GSH redukcijom [344,345]. Kako je
odnos izmedu redukovane i oksidovane forme GSH vazan indikator redoks stanja, i u isto
vreme doprinosi ostvarenju molekulskih mehanizama koji su u osnovi Ccelijske
proliferacije, diferencijacije ili apoptoze [147], ovo bi mogao biti prvi korak koji dovodi
do slabljenja ili smanjenja AO ¢elijskog mehanizma i time aktivira degeneraciju nigralnih
neurona, uzrokujuci PB [152]. Sa druge strane, u nekim studijama uoceno je smanjenje
koncentracije GSH, bez povecanja GSSG forme [346]. Stoga, razjasnjavanje mehanizama
putem kojih je GSH uklju¢en u metabolicke procese od presudnog su znaCaja za
razvijanje naprednih terapija za suzbijanje ili ublazavanje bolesti [338]. Da bi se
nadoknadilo ovo smanjenje, istrazuju se moguci nacini terapijske kompenzacije GSH.
Oni ukljuéuju intranazalnu [347] ili intravensku [348] aplikaciju GSH, a neke od ovih
metoda pokazale su obecavajuci efekat u leCenju PB [349].
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StatistiCcki znaCajne razlike u parametrima AO zaStite uocCavaju se prilikom
poredenja pacijenata i kontrola, medutim medusobnim poredenjem medu pacijentima ne
uocava se statisticki znacajna razlika ni za primenjenu dozu ni za tip terapije (Slika 26 i
29). Studije o ulozi terapije u OS i AO zastiti kod PB su brojne, ali rezultati su
kontradiktorni. Dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da je promena
nivoa parametara AO zastite posledica samog toka bolesti i da efekat terapije nema uticaj
na razvijanje OS kod ispitivanih pacijenata. Buhmann i saradnici [350] su pokazali da su
ispitivani OS parametri nizi kod pacijenata koji su bili na terapiji L-dopom u odnosu na
one pacijente koji nisu primali terapiju, pri cemu je znacajnost uocena kod pacijenata koji
su bili na L-dopa monoterapiji i kod onih koji su primali niske doze terapije. Takode,
njihovi rezultati nisu pokazali promenu u antioksidansima bez obzira na tip koris¢ene
antiparkinson terapije. Ovakvi rezultati ukazuju da OS biva ,,olaksan“ L-dopom i da DA
agonisti pokazuju potencijalni AO efekat, koji nije statisticki relevantan zbog limitiranog
broja pacijenata na monoterapiji uklju¢enih u studiju. Takode, Younes-Mhennini i
saradnici [225] isti¢u da terapija ne utiCe statisticki znacajno na parametere OS i AO
zaStite i da je OS ukljucen u patogenezu PB. Nedavno, Agil i saradnici [297] otkrili su
negativnu povezanost izmedu endogenih i egzogenih LPO u plazmi i unosa L-dope u
zavisnosti od doze, ukazujuc¢i na AO efekat L-dope. Suprotno tome, Buhmann i saradnici
[350] pokazali su smanjenje antioksidanasa u plazmi pacijenata sa PB ¢ime se potvrduje
zakljucak o potencijalnoj prooksidativnoj ulozi L-dope.
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Lakljucci



Na osnovu predstavljenih rezultata mogu se izvesti slede¢i pojedinacni zakljucci:

Povecanje svih ispitivanih OS parametara (PAB, AOPP, HNE, MDA) kod
pacijenata sa PB u poredenju sa zdravim ispitanicima ukazuje na povecan

intenzitet OS-a, $to kao posledicu moze imati klini¢ku manifestaciju bolesti,

Promene ispitivanih OS parametara zavise od klinicko-patoloskih karakteristika
(pol, starost, H&Y stadijum bolesti, duzina bolesti). Naime, nivoi PAB i
parametara LPO (HNE, MDA) zavise od pola pacijenata; nivo MDA i PAB od
H&Y stadijuma bolesti dok nivo PAB-a od starosti pacijenata. Rezultati ove
studije su pokazali da se PB ceSc¢e javlja kod muskaraca nego kod Zena, iste
starosne dobi verovatno zbog protektivne uloge estrogena kod zena. Sa druge
strane, intenzitet OS-a raste sa porastom stadijuma bolesti i starosti ispitanika, sto
moze biti posledica napredovanja bolesti usled povec¢ane produkacije reaktivnih
vrsta. NaruSenu oksidativnu ravnotezu ilustruje i pozitivna korelacija izmedu

starosti i MDA, §to moze dovesti do zakljucka da sa godinama pacijenata raste
0sS,

Promene ispitivanih parametara AO zastite (SOD, CAT, GSH) mogu doprineti
povecanju intenziteta OS kod pacijenata u poredenju sa kontrolama. Smanjena
aktivnost SOD-a, kao i smanjena koncentracija GSH kod pacijenata mogu se
povezati sa poveCanim OS, a povecCanje aktivnosti CAT se mozZe smatrati
kompenzatornim mehanizmom zatite organizma od OS. Dodatno, pozitivha
korelacija GSH sa AOPP ukazuje na naruSeni status AO zaStite i oksidativne

ravnoteze,

Raspodela niskih, srednjih 1 visokih vrednosti ispitivanih parametara AO zastite
nije zavisna od klinicko-patoloskih karakteristika $to moze ukazati da su promene
njihovih aktivnosti odnosno koncentracije posledica pojave bolesti i povecanja
intenziteta OS, a ne njene progresije odnosno da ne zavise od pola i starosti
pacijenata. Sa druge strane, pozitivna korelacija izmedu duZine trajanja bolesti i
GSH upucuje na narusavanje neenzimske komponente AO zastite, Sto za

posledicu, takode, moze imati povecan intenzitet OS-a,

Povecanje odnosa inteziteta PL pikova, PC 1 LPC, kod pacijenata sa PB u odnosu

na zdrave ispitanike ukazuje na narusavanje lipidnog profila usled povecanog
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intenziteta OS-a i promenjenog statusa AO zastite. Stoga, proucavanje PC/LPC
inteziteta pikova moze biti prvi korak u karakterizaciji lipidnih promena kod

pacijenata sa PB kao indikator strukturnih lipidnih rekonfiguracija,

6. Nedostatak statistickih razlika za PC/LPC intezitet pikova izmedu grupa
pacijenata sa PB u razli¢itim stadijumima bolesti, kao i pacijenata sa razli¢itom
duzinom trajanja bolesti, moZze ukazati da je narusSeni lipidni profil karakteristika
same bolesti kada je ve¢ina DA neurona u SNpc vec izgubljena, a bolest je veé¢

uznapredovala i kada su se manifestovali klinicki simptomi bolesti kod pacijenata,

7. Odsustvo statisticki znacajnih razlika ispitivanih parametara izmedu pacijenata
koji su podeljeni u grupe prema dozi i tipu terapije upucuje da terapija

sveobuhvatno nije povezana sa povecanjem OS kod pacijenata sa PB.

Opsti zakljucak

Predstavljeni rezultati odnosa fosfolipida su novi podaci u svetskoj literaturi koji ukazuju
na naruSeni lipidi sastav plazme usled poveéanog intenziteta OS-a i promenjenog statusa
AO zastite pacijenata sa PB. Pored navedenog, rezultati ukazuju da se ispitivani parametri
OS i AO zastite, kao i PC/LPC inteziteti mogu Koristiti kao potencijalni markeri u

evaluaciji stanja pacijenata obolelih od PB.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Nme n npesnme aytopa JagpaHka Munetuh Bykajnosuh

Bpoj nHaexca 15/12

UsjaBmwyjem
[a je JOKTOpCKa aucepTaumja nos Hac10BOM

UcnutruBare 3aBUCHOCTU AIMNUAHON cCacTaBa NJaa3me U napameTapa iMnugHe nepokcuaaumje og
CTagujyma 1 gyKuHe Tpajarba MapKUHCOHOBe 60/1eCTU U NpUMEHE Tepanuje

® pPEe3yNTaT CONCTBEHOTI UCTPAXXNUBAYKOT paja;

e [a AucepTaumja y LeVHW HU Y AenoBMMa Huje Buna npeanoxeHa 3a cTulake apyre agunaome
npema cTyaujcKUM Nporpammma Apyrux BUCOKOLLIKOICKMX YCTaHOBa;

® 13 Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBedeEHN U

® [a HMCaM KpLino/na ayTopcka npasa M KOPUCTMO/Na UHTENEKTYa IHY CBOjUHY APYrMX Mua.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 20.11.2019.




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMNaHe U eNEeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Nme 1 npesnme aytopa JagpaHka Munetuh Bykajnosuh

Bpoj nHaexca 15/12

Ctyamjckm nporpam MeguumHcka buoxemumja

Hacnos paga

UcnutuBarbe 3aBUCHOCTU AIMNUAHOr cacTaBa NJasme M NapameTapa AMnuaHe nNepoKkcupaumje og
CTaaujyma 1 ayKuHe Tpajarba MapkuHcoHoBe 6oaectu u npumeHe Tepanuje

MeHTopu: Mpod ap AnekcaHapa CrepaHosuh,

ap Aywa Apakyavh

M3jass/byjem ga je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA €N1EeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy Cam
npegao/na pagy noxparbeHa y fiurutanHom penosutopujymy YHuseepsuteta y beorpagy.

[o3sosbaBam aa ce objaBe MOju IMYHM NOAALM BE3aHK 3a A0bujarbe akageMCKor Ha3MBa AOKTOpa HaykKa,
Kao WTO Cy MMe M Npe3nme, roamHa u mecto pohera 1 gatym oabpaHe paaa.

OBM IMYHM NOAALM MOTY Ce 06jaBUTM Ha MPEXKHUM CTPaHULAMA AUrMTanHe 6MbnnoTeke, y eNeKTPOHCKOM
KaTanory u y nybnaukaumjama YHusepsuteTta y beorpagay.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 20.11.2019.




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6Mbnmoteky ,CBeto3ap MapKosuh” ga y OurutanHu penosvTopujym
YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy LOKTOPCKY AWcepTaLmjy noj Hac/10BOM:

Ucnutusare 3aBUCHOCTM IMNUAHOT cacTaBa NJasme U napamerapa MnuaHe nepokcuaaumije oa
cTaaujyma u ay»KuHe Tpajartba NapKUHCOHOBe 60aeCcTU U NpUMeHe Tepanuje

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OucepTtaumjy ca CBMM NpuiosMma npegao/na cam y enekTPoHCKOM ¢opmaTty MorogHom 3a TpajHo
apxvBupabe.

Mojy [OKTOPCKY aucepTaumjy noxpareHy y JurntanHom penosutopujymy YHusepsuteta y beorpagy u
OOCTYMHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYMNy MOry Aa KOpUcTe CBM KOju NowTyjy oapeabe caaprkaHe y ogabpaHom
TMNy AuueHue KpeaTueHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogay4yumo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKOMEpLUMjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AenuTun nog nctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTn nog nctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monmmo fa 3a0KpyKute camo jeHy oA, wecT noHyheHux nuueHum. Kpatak onuc NLEHUM je cacTaBHU
[eo0 oBe u3jaBe).

Motnuc aytopa

Y beorpagy, 20.11.2019.




1. AytopcTtBo. [J03BO/baBaTe YMHOXKaBake, ANCTPUOYLNjY U jaBHO caonwTaBakbe Aena, U npepase, ako
ce HaBefe MMme ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua JMUEHLe, Yak U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NNLEHUM.

2. AyTOpcTBO — HeKomepumjanHo. [103Bo/baBaTe YMHOXKaBake, AUCTPUOYLMjY M jaBHO caomniTaBakbe
[ena, nnpepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa UK AaBaola IMLeHLe.
OBa /MueHLa He 4,03B0/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjanHo — 6e3 npepaga. [lo3Bo/baBaTe YyMHOXKaBakbe, ANCTPUOYLMjY U jaBHO
caonuwTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobankosarba v ynotpebe aenay CBOM Aeny, ako ce HaBede nme
ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wau gasaoua auueHue. OBa /MuUeHLA He [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y o4HOCY Ha CBe OCTajie /IMLEHLE, OBOM JIMLEHLOM Ce OrpaHuW4aBa
Hajsehn 06um npasa Kopuwhera gena.

4. AYTOpCTBO — HEKOMEepUMjanHO — AeNUTU nog, UCTUM ycnoBuma. [l03Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe,
AUCTPMBYLMjY 1 jaBHO caonLuTaBakbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBede Mme ayTopa Ha HauuH oapeheH og
CTpaHe ayTopa WM [aBaoua /IMUEHLIE M ako ce npepaja AucTpubyupa mnog UCTOM WAM CAUYHOM
nnueHuom. OBa NLEHLA He 403B0/baBa KoMepLMjaaHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepaga. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO caonwTaBakbe AeNa,
6e3 npomeHa, npeobavKkoBara uau ynotpebe gena y CBOM ey, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH og cTpaHe ayTopa AW gaBaoua avueHue. OBa AMLEHLA A03BO/baBa KOMepPUMjanHy ynotTpeby
aena.

6. AyTOpCTBO — AenuTu nop UCTUM ycnoBuma. [losBorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLUjy 1
jaBHO caonwiTaBake fena, 1 npepane, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe
ayTopa Mnu OaBaolia NMUEHLE W ako ce npepaja AMCTpubyvpa nod UCTOM UIv CIIMYHOM
nuueHuom. OBa nuueHua [o3BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvdHa je
CO(OTBEPCKMM N1LIEHLIAaMa, OIHOCHO NULIEHLLIamMa OTBOPEHOT koAa.



