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Uticaj etanolnog ekstrakta lista masline (Olea europaea L.) na
genomsku nestabilnost, parametre oksidativnog stresa i

inflamacije kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Rezime:

Reumatoidni artritis (RA) predstavlja autoimunsko inflamatorno oboljenje, u ¢ijem
razvoju klju¢nu ulogu imaju inflamatorni medijatori i oksidativni stres, koji mogu dovesti
do ostecenja biomolekula i nastanka genomske nestabilnosti. Suvi etanolni ekstrakt lista
masline (engl. dry olive leaf extract, DOLE) je poznat po izuzetnim antioksidativnim,
antiinflamatornim i genoprotektivnim dejstvima. Medutim, do sada nisu ispitivani njegovi
efekti u terapiji RA.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je poredenje efekata tronedeljne i
Sestonedeljne kombinovane terapije metotreksatom i DOLE u odnosu na efekte standardne
terapije samo metotreksatom, kod pacijenata sa RA. U istrazivanju je ucestvovalo 8
pacijenata novodijagnostikovanih za RA, 16 pacijenata sa dugotrajnim RA, koji su bili na
kombinovanoj terapiji, dok je posebnu grupu cinilo 8 novodijagnostikovanih pacijenata na
terapiji samo metotreksatom.

Kod sve tri grupe, pre uvodenja eksperimentalne terapije, zabeleZen je poviSen nivo
inflamacije, oksidativnih oSte¢enja lipida, proteina i DNK, kao i povecana ucestalost
mikronukleusa u odnosu na vrednosti kod zdravih kontrolnih ispitanika.

Rezultati tronedeljne i Sestonedeljne terapije su pokazali da kombinovana primena
DOLE i metotreksata daje bolje efekte u odnosu na terapiju samo metotreksatom, pre svega
u pogledu efikasnije redukcije primarnih DNK oSteéenja, kao i redukcije nivoa
interleukina-6, kod pacijenata u ranoj fazi RA. Kombinovana terapija je takode pokazala
efekat u redukciji nitrita kod grupe u ranoj fazi RA i smanjenje lipidne peroksidacije kod
dugotrajno obolelih pacijenata. Prac¢enjem ucestalosti mikronukleusa u limfocitima, nisu

utvrdeni znacajni efekti terapije na nivo genomske nestabilnosti posle Sest nedelja.



Pokazani su pozitivni efekti kombinovane terapijske primene metotreksata i
DOLE na oksidativna ostec¢enja celija kod pacijenata u ranoj fazi RA, u poredenju sa
terapijom samo metotreksatom. Kombinovana terapija je bila efikasnija u ranoj fazi RA,
dok su njeni efekti slabije izrazeni kod dugotrajnog stanja aktivne bolesti.

Kljuéne redi: reumatoidni artritis, ekstrakt lista masline, oksidativni stres, genomska
nestabilnost, inflamacija, antioksidansi.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Genetika
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Effects of olive leaf ethanolic extract (Olea europaea L.) on
genomic instability, parameters of oxidative stress and
inflammation in rheumatoid arthritis patients

Abstract:

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune inflammatory disease and in its
development the key features are inflammatory mediators and free radical production, that
may result with damage to biomolecules and cause genomic instability. Dry olive leaf
extract (DOLE) is known for its exceptional antioxidant, anti-inflammatory and
genoprotective effects. However, there are still no data on its effects in the treatment of RA.

The aim of this doctoral thesis was to compare the effects of a three-week and six-
week combined treatment with methotrexate and DOLE in comparison with the effects of
standard therapy with methotrexate alone, in patients with RA. The study included 8 newly
diagnosed RA patients and 16 patients with long-term RA that received concomitant
treatment with DOLE and methotrexate, while another group of 8 newly diagnosed RA
patients were treated only with methotrexate.

The initial measurements before the introduction of the experimental treatment
showed elevated levels of inflammation, oxidative damage to lipids, proteins and DNA, as
well as the increased frequencies of micronuclei in all three groups of RA patients
compared to healthy controls.

The results of three-week and six-week therapy showed that combined use of
methotrexate and DOLE achieved improved effects compared to the methotrexate therapy
alone, i.e. in terms of a more rapid reduction of primary DNA damage, as well as by
reducing the level of proinflammatory cytokine interleukine 6 (IL-6) in early phase RA
patients. Concomitant treatment also showed an effect on reduction of nitrites in patients
with early phase RA, and decreasing lipid peroxidation in long-term RA patients. The
monitored frequencies of micronuclei in lymphocytes of RA patients, showed no significant

effects of treatment on genomic instability after six weeks.



The present study demonstrated beneficial effects of concomitant treatment with
methotrexate and DOLE on modulation of oxidative cell damage in early phase RA patients
with respect to the effects of standard therapy, methotrexate alone. Combined therapy was
more effective in patients with newly-diagnosed RA, while the effects of treatment were

less pronounced in long- term active disease.

Key words: rheumatoid arthritis, olive leaf extract, oxidative stress, genomic instability,
inflammation, antioxidants.

Scientific field: Biology
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU:

RA — reumatoidni artritis

DOLE - engl. dry olive leaf extract, suvi ekstrakt lista masline

CRP — C reaktivni protein

SE — sedimentacija eritrocita

RF — reumatoidni faktor

anti-CCP — engl. anti-cyclic citrullinated peptide antibodies, anti-CCP antitela
ROS — engl. reactive oxygen species, reaktivne vrste kiseonika

VEGF — engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta
MAPK — mitogen aktivirane protein kinaze

Nf-kB — nuklearni faktor kappa B

TNFa — engl. tumor necrosis factor, faktor nekroze tumora-alfa

IL-1 — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

O,-+ — superoksid radikal

OHe — hidroksil radikal

H,0, — vodonik-peroksid

RNS — engl. reactive nitrogen species, reaktivne vrste azota

INF-y — interferon gama

IL-17 — interleukin 17

MMP — matriks metaloproteinaza

PUFA — engl. polyunsaturated fatty acids, polinezasi¢ene masne kiseline
RO- — alkoksilni radikal

ROO- — peroksil radikal

MDA — malondialdehid

4-HNE — 4-hidroksinonenal



SH — sulfhidrilne grupe, protein tioli

DNPH — 2,4-dinitrofenilhidrazin

SOD - superoksid dismutaza

CAT - katalaza

80x0G — 8-hidroksi 2-deoksiguanozin

AP — apurinska mesta

SSB — engl. single strand breaks, jednolancani prekidi DNK
DSB — engl. double strand breaks, dvolancani prekidi DNK
MN — mikronukleus

NP — nukleusni pupovi

NPM — nukleoplazmatski mostovi

NSAID - engl. non steroidal antiinflamatory drugs, nesteroidni anti - inflamatorni lekovi

DMARD - engl. disease modyfing antirheumatic drugs, antireumatski lekovi koji
modifikuju tok bolesti

MTX — metotreksat

DAS 28 — engl. disease activity score 28, indeks aktivnosti bolesti

PBS — engl. phosphate buffer saline, fosfatni puffer

DPPH - 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil

ABTS" - 2,2'-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina

FRAP — engl. Ferric Reducing Antioxidant Power, test ukupne redukcione moci
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-trizin

VAS - vizuelna analogna skala

PGA — engl. patient’s global assessment of disease activity, globalna procena pacijenta o
aktivnosti bolesti

PGH — engl. Patient Global Health, globalno zdravlje pacijenta

PhGA — engl. Physician Global Assessment of Disease Activity, globalna procena lekara o
aktivnosti bolesti



TJC — engl. tender joints count, broj bolnih zglobova
SJC — engl. swollen joints count, broj otecenih zglobova
DTNB — 2,2’-dinitro-5,5’-ditiobenzoeva kiselina

TNB — 5-merkapto-2-nitrobenzoeva kiselina

NO ;" — nitriti

TBA — tiobarbiturna kiselina

TBARS — engl. thiobarbituric acid reactive substances, reaktivne vrste tiobarbiturne
kiseline

LDH — laktat dehidrogenaza
LMA —engl. low melting point agarose, agaroza sa niskom tackom topljenja

SD - standardna devijacija
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1. UVOD

1.1. REUMATOIDNI ARTRITIS

1.1.1. Istorijat proudavanja, definicija i klini¢ke odlike bolesti

Reumatoidni artritis (RA) predstavlja autoimunsko, sistemsko, hroni¢no oboljenje,
koje se primarno ispoljava na zglobovima. Svrstava se u grupu inflamatornih reumatskih
oboljenja u koje pored reumatoidnog artritisa spadaju i juvenilni idiopatski artritis,
reumatska groznica, sistemski eritemski lupus, sistemska skleroza, sistemski vaskulitis i
polimiozitis (Svenda, 2014). Naziv reumatoidni artritis je baziran na grékoj re¢i pedparog -
rheumatos (potok, tok) i prvi put ga je uveo Garrod 1859. godine kako bi opisao oblik
bolesti sa posebnim tokom, drugacijim od reumatske groznice i gihta, koji su bili poznati i
ranije. Godine 1957. Charles Short je postavio aktuelnu definiciju i klini¢ki okarakterisao
reumatoidni artritis i definitino ga izdvojio od drugih spondiloartopatija, osteoartritisa i
sistemskog lupusa (Firestein, 2003).

Oko 5-6% ukupne svetske populacije boluje od sistemskih autoimunih bolesti, dok
je oko 0,24-1% obolelo od reumatoidnog artritisa (Cross i sar., 2014; Svenda, 2014). Bolest
je 3 puta zastupljenija kod Zena nego kod muskaraca i kod zena zapocinje ranije, izmedu
40. i 50. godine zivota, dok se kod muskaraca javlja nesto kasnije (Alamanos i sar., 2006).
Reumatoidni artritis karakteriS§e progresivno zapaljenje i hiperplazija sinovije, koje
vremenom dovodi do oSteéenja i disfunkcije zglobova. Sinovija, odnosno sinovijska
membrana, predstavlja tkivo izmedu zglobne kapsule i zglobnog prostora i nalazi se unutar
zglobova (Svenda, 2014). Progresivna upala dovodi do zadebljanja sinovije i pojaéanog
lu€enja sinovijalne tec¢nosti. Perzistentna upala sinovije vremenom dovodi do destrukcije
hrskavice, erozije kosti, ireverzibilnih deformiteta zglobova i pojave invaliditeta bolesnika
(Slika 1).
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Slika 1. Grada normalnog zgloba i patoloske promene zglobova u RA (infiltracija Celija
imunskog sistema u sinoviju i proliferacija, hiperplazija sinovije, formiranje panusa,

destrukcija hrskavice i erozija kostiju);(preuzeto i modifikovano iz Ademowo i sar., 2013)

Moze se javiti na jednom ili viSe zglobova 1 najces¢e se javlja simetri¢no, istovremeno na
zglobovima sa obe strane tela, a karakteristi¢an je i raspored upaljenih zglobova. Prvobitno
su zahvaceni metakarpofalangni i proksimalni interfalangni zglobovi, a u kasnijim fazama
bolesti promene se Sire sa Saka na rucne zglobove, laktove i ramena, | sa stopala na
gleznjeve, kolena 1 kukove (Redzo, 2014).
Osim karaktaristiénih manifestacija na zglobovima, prisutne su sistemske promene i
u drugim organima (vaskulitis, pluéne i kardiovaskularne promene) Kkoje nastaju kao
posledica dugotrajnog stanja bolesti (Assayag i sar., 2014; Makol i sar., 2014; Rodriguez-
Carrio i sar., 2015). Rana dijagnoza je izuzetno vazna i ukoliko se odmah zapoc¢ne sa
terapijom, nastanak vec¢ih funkcionalnih ostecenja zglobova moze biti sprecen (Egsmose i
ar., 1995). Medutim, ranu dijagnozu je tesko postaviti samo na osnovu simptoma bolesti,
jer je pocetak bolesti postepen i nespecifican. Klinicki znaci reumatoidnog artritisa su isti

kao 1 kod ostalih spondiloartropatija i uklju¢uju otok i1 bol zglobova i ogranicenu funkciju



zahvacenih zglobova, s tim $to se jutarnja ukocenost javlja najcesc¢e u trajanju duzem od sat
vremena (Svenda, 2014). U po&etnoj fazi su pogodeni zglobovi $aka i stopala, a u kasnijim
stadijumima bolesti se javlja i na drugim zglobovima tela. Do trenutka potvrde klini¢kih
nalaza, na osnovu laboratorijskih i radioloskih parametara, ¢esto ve¢ dolazi do nepovratnih
ostecenja zglobne hrskavice i1 destrukcije ligamenata ili kostiju i bolest ostaje trajna.
Seroloska dijagnosticka ispitivanja su od velikog znacaja u ranom otkrivanju i
diferencijaciji RA. PoviSen nivo C reaktivnog proteina (CRP) i ubrzana sedimentacija
eritrocita (SE), kao i snizeni hemoglobin su pokazatelji akutnog zapaljenja Kkoji nisu
karakteristi¢ni samo za RA (Svenda, 2014). Kao specifi¢niji pokazatelj, koristi se detekcija
reumatoidnog faktora (RF), a u skorije vreme, uvode se i anti-CCP antitela (engl. anti-
cyclic citrullinated peptide antibodies, anti-CCP), kao novi dijagnosti¢ki marker za RA sa
visokom osetljivos¢u i specificnos¢u (Schellekens i sar., 2000). U standardnoj klinickoj
dijagnostici u nasoj zemlji, za klasifikaciju reumatoidnog atritisa su prihvaceni i koriste se
kriterijumi Ameri¢kog udruzenja reumatologa (engl. American Rheumatism Association,
ARA), odnosno Americkog KoledZza za Reumatologiju (engl. American College of
Rheumatology, ACR) (Arnett i sar., 1987) (Tabela 1). Kriterijumi 1-4 moraju biti prisutni
najmanje 6 nedelja, a kriterijume 2-5 mora da potvrdi lekar.

Tabela 1. Kriterijumi Americkog koledza za reumatologiju za klasifikaciju reumatoidnog
artritisa (ACR, 1987)

1) Jutarnja ukocenost zglobova u trajanju od najmanje 1 sat

2) Meko-tkivni otok najmanje 3 ili vi§e zglobnih povrSina

3) Najmanje jedno podrucje na sakama sa otokom zglobova: proksimalnh interfalangealnih zglobova,

metakarpofalangealnih zglobova ili ru¢nih zglobova

4) Simetricni artritis- Istovremeni zahvat istih zglobnih podrucja na obe strane tela

5) Prisustvo subkutanih nodula

6) Pozitivan test na reumatoidni faktor

7) Radiografski evidentna erozija ili periartikularna osteopenija na Sakama i/ili ru¢nim zglobovima




1.2. OKSIDATIVNI STRES

1.2.1. Uloga oksidativnog stresa u razvoju reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis je bolest sa nepoznatom etiologijom u koju su uklju¢eni faktori
spoljasnje sredine i genetski faktori. Pretpostavlja se da nastaje kao odgovor na egzogeni
faktor kod ljudi sa genetskom predispozicijom (Lama i Saikia, 2011). Jedna od moguc¢nosti
je postojanje perzistentne infekcije mikroorganizmima u zglobnim strukturama ili
zadrzavanje mikrobnih produkata, koje moze aktivirati inflamatorni proces 1 biti okidac
bolesti. U literaturi se spominju brojni potencijalni uzro¢nici RA koji ukljucuju
mikoplazmu, Epstein-Barrov virus, citomegalovirus, parvo virus, humani herpes virus i
virus rubeole, ali definitivna veza sa inicijacijom bolesti, nikada nije dokazana (Alvarez-
Lafuente i sar., 2005; Balanraud i sar., 2004). Sto se ti¢e faktora rizika, pokazano je da
konzumacija kafe i cigareta povecava rizik za razvijanje RA (Lee i sar., 2014; Sugiyama i
sar., 2010). Cinjenica, oko koje se veéina struénjaka slaze, je da proces bolesti zapoéinje
kada dode do pojave reaktivnosti na vlastite antigene, odnosno, do abnormalnog
prezentovanja sopstvenog antigena od strane antigen prezentujuéih celija, Sto dalje dovodi
do aktivacije auto reaktivnin T limfocita. Bez obzira $ta je pokreta¢ autoimunskog
odgovora, pocetak procesa svakako zavisi od T celijskog odgovora na strani antigen.
Medutim, za perzistiranje procesa klju¢na je produkcija proinflamatornih citokina, a u ove
procese, U najnovijim konceptima patogeneze RA, ukljuCen je i oksidativni stres, kao
veoma vazan faktor.

Oksidativni stres predstavlja stanje narusenog redoks balansa u ¢eliji i nastaje kao
posledica neravnoteze izmedu oksidativnih i antioksidativnih procesa (Valko i sar., 2007).
Disbalans se najceS¢e javlja usled prekomerne produkcije slobodnih radikala. Oksidativni
stres je priznat kao jedan od vaznih faktora koji ucestvuju u slozenim mehanizmima
regulacije imunskog odgovor organizma (Bogdan, 2001). Klju¢ni faktor u pokretanju
mnogih autoimunskih bolesti je post-translaciona modifikacija antigena koja dovodi do
prepoznavanja sopstvenih proteina kao "stranih™ ili "opasnih™ i samim tim pokretanja

adaptivnog imunskog odgovora. Prethodno je pokazano da prekomerna produkcija



slobodnih radikala moze da dovede do post-translacione modifikacije proteina i
potencijalnog formiranja neo-epitopa (Griffiths, 2008). Ovi neo-epitopi mogu direktno
aktivirati adaptivni imunski odgovor ili dovesti do pojave imunoloskih fenomena kao §to su
molekularna mimikrija (antigen domaéina se prepoznaje kao 'strani"), prezentovanje
kriptiénih epitopa (izlaganje skrivene aminokiselinske sekvence posle promene u
trodimenzionalnoj strukturi proteina), Sirenje epitopa (Sirenje antigenosti iz datog epitopa
na ostale delove proteina ili druge proteine) i spajanje (engl. coupling) nekog autoantigena
sa egzogenim antigenom (Ryan i sar., 2014). Svi navedeni mehanizmi mogu dovesti do
narusavanja normalne funkcije imunskog sistema i pojave autoimunske reakcije. U
reumatoidnom artritisu, primer ovakve vrste je jedna od oksidativninh modifikacija kolagena
tipa II koja poveava njegovu antigenost, pri cemu se novonastali modifikovani oblik
molekula ponasa kao jedan od glavnih autoantigena u RA. Pokazano je da preko 90%
pacijenata sa ranim RA ima ovu modifikaciju, kao i da je zastupljenost ove modifikacije
veca kod pacijenata koji su pokazivali slab odgovor na terapiju antireumaticima poput
metotreksata (Ryan i sar., 2014).

Razvoj inflamatorne reakcije u RA je kontrolisan nizom ¢elijskih i molekulskih
komponenti (Slika 2). Adhezija leukocita i migracija preko endotela u tkivo sinovije je
proces koji zapoCinje kompleksnu fazu akutne upale u reumatoidnom artritisu. Trans-
endotelna migracija i lu¢enje citokina u sinoviji izaziva aktivaciju i proliferaciju sinovijskih
fibroblasta 1 osteoklasta, koji su neposredno zaduzeni za destrukciju hrskavice i povratno
reaguju sa ¢elijama imunskog sistema u odrzavanju inflamacije (Firestein, 2003) (Slika 2).
U tom procesu aktivacije imunskog odgovora i regrutovanja ¢elija imunskog sistema, vaznu
ulogu igra formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS)
(Gordon, 2003). U procesu inflamacije 1 infiltracije aktiviranih T ¢elija u sinoviju, dolazi do
poviSene produkcije ROS, koja je direktno zavisna od nivoa proinflamatornih citokina

(Chenevier-Gobeaux i sar., 2006). Glavni izvori ROS su aktivirani makrofagi.



RA zglob } | Normalan zgloh

Zapaljenje  / A\
sinovije / Kost }
/ L i\
(4 ’ o \‘ ‘Y L =
oy .’ . 5) / e
\ { [ —— . ‘J i 2
\\ | ? = ,/' : :'\\\ Osteoklastogenezai | 6 %
N . /) ' R destrukcija kostiju §, ©° 4
\ | /— Sinovijalna | 3 oo ;. § Diferencijacij

\\ '/ /'  membrana »pmhﬁem,) MMP i proliferacij
v / ija ﬂmbMQ> iproliferacija
, 4 - osteoklasta

\
. ) .z formiranje panusa s
Hrskavica : i </>Ho/\ndmclh (\Z;: -
. Iﬂﬁl ija AN s <7 rekursori
J Emutmﬁ.la ({%’:}A Sinovijalne \8/> = osteoklasta

2 QO s _—

' 2 malaofage o) |

Mlgmx_]a : . = S

i A Inflamatorni citokini >

1 ' TNFalfa, IL-6, IL-1 =
, cel.l_]a u sinoviju < 7
. 1) 2) (
LS t —

Q\ 00@\ o IL-17 <,> 1 RANKL \\\

) —=C oo_.

\ O S E \

: A A

l Akuvacx_]anpmhfemija 4 \) 4

. thﬁ‘emua/ sinovijalnih fibroblasta.’ ;

T (@ (@ 1

;—inimp 2) \_/ Aktivacija T 4
' T Brelija

Slika 2. Patogenetski procesi u zglobovima RA: 1) Transendotelna migracija T Celija u
sinoviju, 2) Proliferacija T celija u sinoviji, lucenje proinflamatornih faktora interleukina
17 (IL-17) i interferona gama (INF-y), aktivacija makrofaga; 3) Lucenje proinflamatornih
citokina TNFa, IL-6 i IL-1, aktivacija i proliferacija sinovijalnih fibroblasta, hiperplazija
sinovije, formiranje panusa, 4) proliferacija osteoklasta 5) [Ilucenje matriks
metaloproteinaza (MMP), destrukcija hrskavice i erozija kostiju (preuzeto i modifikovano

iz Takayanagi, 2007).

Lokalno povecanje ROS u sinoviji dovodi do produkcije vaskularnog endotelnog faktora
rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i razgradnje kolagena koja
pospesSuje migraciju aktiviranih T ¢elija iz centralnog krvotoka u lokalno tkivo sinovije
(Fay 1 sar., 2006) (Slika 3). Povisena produkcija ROS od strane aktiviranih T limfocita utice
na dalju amplifikaciju antigenih signala 1 stimuliSe dodatnu proliferaciju T ¢celija
proporcionalno koli¢ini proizvedenih ROS (Chauveau 1 sar., 2005; Reth, 2002). Medu

najznacajnijim signalnim molekulskim putevima, koji se aktiviraju u sinoviji usled



povecanja ROS, a koji su ukljuceni u regulaciju inflamacije i osteogeneze, su putevi preko
mitogen aktiviranih protein kinaza (MAPK), Wnt/b-catenina i nuklearnog faktora kappa B
(NF-kB) (Slika 3).
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Slika 3. Uloga oksidativnog stresa u molekulskim mehanizmima patogeneze reumatoidnog

artritisa (preuzeto i modifikovano iz Feldmann, 2002).

Nf-kB i faktor nekroze tumora-alfa (engl. tumor necrosis factor, TNFa) su glavni
medijatori izmedu inflamacije i prekomerne produkcije ROS u ¢elijskom inflamatornom
odgovoru. Transkripcioni faktor Nf-kB se aktivira u uslovima povi$ne koli¢ine ROS, pri
¢emu dolazi do njegove translokacije iz citoplazme u jedro i aktivacije transkripcije gena za
proinflamatorne citokine kao $to su TNFa, interleukin 1 (IL-1) i interleukin 6 (IL-6), koji
imaju kljuénu ulogu u patogenezi RA (Hitchon i El-Gabalawy, 2004). Visok nivo
pomenutih proinflamatornih citokina u sinoviji izaziva aktivaciju i regrutaciju neutrofila i
makrofaga, koje dalje produkuju nove koli¢ine ROS i dovode do ponovne stimulacije istog
molekulskog puta, pozitivnom spregom, preko Nf-kB. Lokalno poviSenje ROS u sinoviji
dovodi i do fragmentacije hijalurona, degradacije kolagena i ubrzane destrukcije hrskavice i
kostanog tkiva (Hawkins i Davies, 1997) (Slika 3). Pomenuti molekulski put preko TNFa i

Nf-kB, koji povezuje produkciju ROS i inflamaciju, predstavlja jedan od glavnih ciljeva u



razvoju terapija za RA, a koji kao krajnji cilj imaju smanjenje lokalnog zapaljenskog

procesa u zglobovima.

Sumirano, pokazano je da povisenje ROS u sinoviji moze da dovede do: a)
oksidacije imunoglobulina i produkcije izmenjenih antitela, b) amplifikacije proliferacije T
¢elija preko pojacane produkcije proinflamatornih medijatora, ¢) oksidacije lipida i proteina
I generisanja toksi¢nih produkata, koji vrse hemotaksiju monocita i uti¢u na interakcije
izmedu T celija i monocita, d) oksidacije hijalurona i kolagena i e) aktivacije matriks
degraduju¢ih enzima, matriks metaloproteinaza, koji otpoéinju razgradnju hrskavice
(Bauerova i Bezek, 1999; Chenevier-Gobeaux i sar., 2006; Fay i sar., 2006).

Glavne vrste ROS koje ucestvuju u ovim procesima su supeoksidni joni (Oz-¢), hidroksil

radikali (HO¢) i neradikalske vrste kao §to je vodonik-peroksid (H2O5).

1.2.2. Nastanak slobodnih radikala u ¢elijama i njihova regulacija

Slobodni radikali su nestabilni produkti ¢elijskog metabolizma koji se nalaze
izmedu oksidovanog i redukovanog stanja i sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona
(Valko i sar., 2007). Tezeci da postignu elektronsku stabilnost slobodni radikali reaguju sa
prvim susednim stabilnim molekulom oduzimaju¢i njegov elektron (reakcija inicijacije) i
zapocinju lancanu reakciju oksidacije supstrata (propagacija) koja dovodi do biohemijskih,
strukturnih i funkcionalnih promena biomolekula. Ova reakcija se nastavlja sve do trenutka
dok ne dode do njihove neutralizacije i spreavanja dalje propagacije od strane endogenih
ili egzogenih antioksidanasa (Valko i sar., 2007). Postoje dve grupe slobodnih radikala: 1)
reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) 2) reaktivne azotove vrste (engl. reactive nitrogen
species, RNS). Treba istaci da se ROS i RNS stvaraju tokom normalnih metabolickih
procesa biosinteze, biodegradacije i biotransformacije i da su deo normalne metabolicke
aktivnosti u celiji. Slobodni radikali imaju mnogobrojne fizioloske uloge, kao §to su:
ucesce u Celijskoj signalizaciji, odbrana od infektivnih agensa, regulacija genske ekspresije

(Valko 1 sar., 2007). Ukoliko je njihova produkcija nekontrolisana i prede antioksidativni



kapacitet celije, koji odrzava njihovu koli¢inu na normalnom nivou, nastaje patolosko
stanje u celiji 1 moze do¢i do oksidacije membranskih lipida, ¢elijskih proteina i DNK.
Osim toga, interakcija samih slobodnih radikala sa strukturnim komponentama ¢éelije moze
dovesti do formiranja novih citotoksi¢nih reaktivnih vrsta pa ¢ak i do celijske smrti
(Halliwel i Guttridge, 1985).

Antioksidans je svaka supstanca koja ima sposobnost da smanjuje ili sprecava
oksidaciju nekog supstrata podloznog oksidaciji (Halliwell 1 Gutteridge, 1999). U ¢elijama
supstrate za oksidaciju najceS¢e predstavljaju proteini, lipidi, ugljeni hidrati 1 DNK
molekuli. Celijski antioksidansi ostvaruju svoju aktivnost u sistemu antioksidativne zastite
delovanjem u okviru dve faze. Primarna antioksidativna zastita podrazumeva antioksidanse
koji deluju u fazi nastanka slobodnih radikala, odnosno koji spre€avaju njihovu inicijaciju 1
propagaciju. Antioksidansi sekundarne antioksidativne zaStite imaju ulogu tokom
naknadnih interakcija sa ve¢ oksidovanim produkatima u cCeliji 1 obuhvataju enzime koji
ucestvuju u reparaciji i dezintegraciji nastalih produkata oksidacije (Halliwell i sar., 1999;
2001). U primarnoj antioksidativnoj zastiti, najée$¢i molekulski mehanizmi dejstva su
hvatanje slobodnih radikala (engl. scavenging), odnosno doniranje protona i neutralizacija
radikala ili vezivanje prelaznih metala u neaktivhu formu (heliranje). U primarnu
antioksidativnu zastitu spadaju: antioksidansi poreklom iz hrane (npr. vitamin C, vitamin E,
polifenoli), endogeni antioksidansi (tioli, N-acetil-cistein, NADPH i NADH, ubihinon) i
enzimi (superoksid dismutaza, katalaza, enzimi glutationskog redoks ciklusa), kao i metal-
vezujuci proteini koji heliraju slobodne jone gvozda i bakra, katalizatore oksidativnih
reakcija. U kasnijim fazama, nakon formiranja produkata oksidacionih reakcija, enzimi
sekundarne antioksidativne zastite deluju tako S§to razgraduju ili repariraju ve¢ nastale

oksidovane produkte u ¢elijama.
1.2.3. Biomarkeri oksidativnog stresa
U patoloskim stanjima moZe do¢i do sniZzavanja antioksidativnog kapaciteta ¢elije i

povecane produkcije slobodnih radikala §to dovodi do poremecaja redoks homeostaze

(Halliwell i Gutteridge, 1999). U tom slucaju visak ROS moze reagovati sa lipidima,



proteinima, DNK i polisaharidima i izazivati znaCajna oStecenja. Oksidativna oStecenja
¢elije igraju vazmu ulogu u patogenezi mnogih hroni¢nih oboljenja i procesu starenja
(Dalle-Donne i sar., 2006). Da bi se ispitala uloga oksidativnog stresa i ROS u patogenezi
i/ili progresiji neke bolesti, neophodna je upotreba odgovaraju¢ih metoda detekcije.
Medutim, direktno i1 precizno odredivanje nivoa ROS direktno u c¢elijama ili telesnim
teCnostima je otezano zbog njihove visoke rektivnosti sa drugim molekulima i suvise
kratkog polu-zivota (koje se moze meriti u sekundama), pa se najée$¢e vrsi procena na
osnovu produkata koji nastaju u njihovom prisustvu (Dalle Donne i sar., 2005). Dejstvo
ROS na biomolekule uvek daje konkretne proizvode oksidacije, koji predstavljaju neku
vrstu specificnog hemijskog otiska njihovog prisustva, 1 koriste se kao biomarkeri

oksidativnog stresa (Dalle Donne i sar., 2005) (Slika 5).

Egzogeni! endogeni izvori
(inflamacija)

Oksid ativni

SN\

T

Oksidacija proteina LiPidna peroksidacija 0étecenja DHK i Rrotoktl
i modifikacije i oéteéenja pojava genomske  [osteceniai
funkcija membrana éelija nestabilnosti potencijalni

R [
G

Slika 5. Biomarkeri oksidativnih ostecenja Ccelija koji poticu od povisene produkcije

reaktivnih kiseonicnih vrsta (ROS) poreklom iz egzogenih ili endogenih izvora
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Specificnost produkata koji nastaju u reakcijama sa odredenim vrstama ROS
omogucavaju da se odredi stepen oksidativnog ostecenja, ali i da se identifikuje sama
priroda oksidansa koji je izazvao reakciju. Upotreba i znacaj pojedinog parametra
oksidativnog osteéenja, kao potencijanog biomarkera za neko oboljenje, zavisi od njegove
hemijske stabilnosti kao proizvoda oksidacije, da li se on akumulira u koncentracijama
dovoljnim ze detekciju i da li oslikava specificni oksidacioni put koji je u vezi sa
pogorsanjem 1 razvojem te bolesti (Dalle Donne 1 sar., 2006). Slobodni radikali mogu
reagovati sa svim vrstama biomolekula u ¢elijama 1 u reakcijama oduzimanja vodonika 1

adicije elektrona formirati razli¢ite vrste organskih radikala.

1.2.3.1. Biomarkeri oksidacije lipida

Lipidna peroksidacija podrazumeva oksidativno oStec¢enje strukture polinezasic¢enih
masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) najéeS¢e u prisustvu
hidroksilnog (HO-*) ili alkoksilnog radikala (RO¢) pri ¢emu u prisustvu kiseonika nastaje
peroksil-radikal (ROO¢) (Halliwel i Guttridge, 1985; Valko i sar., 2007). Daljom cikli¢nom
reakcijom nastaju endoperoksidi, a od njih se kao konaéni produkti formiraju citotoksi¢ni
aldehidni  proizvodi malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (4-HNE), koji
predstavljaju novonastale lipidne radikale (ROOH) (Halliwel i Guttridge, 1985) (Slika 6).

HO+ + RH——— RO++ H,0
RO++ O,—> ROO-
ROOs + RH——ROOH + R-
Krajnji produkti lipidne peroksidacije su izuzetno reaktivni i dovode do lancane,
uzastopne propagacije i oksidacije okolnih PUFA. U prisustvu Fe?* jona u Fentonovoj

reakciji, ROOH mogu ponovo formirati hidroksilne i alkoksilne radikale i ponovo zapoceti

ciklus. Ukoliko se ovaj proces deSava u plazma membrani Celije, do¢i ¢e do gubitka
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fluidnosti, pada membranskog potencijala, poveéane propustljivosti za jone, i eventualnog
oslobadanja sadrzaja iz ¢elije ili organela. Krajnji proizvodi, lipidni peroksidi i citotoksi¢ni
aldehidi mogu da blokiraju funciju makrofaga, inhibiraju sintezu proteina i inaktiviraju
enzime, formiranjem kovalentnih veza sa proteinima ili stvaranjem unakrsnih veza unutar
proteina (Hurd i Murphy, 2009). Osim toga, pokazano je da produkti lipidne peroksidacije
mogu da se transportuju sa mesta nastanka i iz ¢elije gde su nastali, na druga mesta u
organizmu, pri ¢emu se ponasaju kao sekundarni citotoksi¢ni signalni molekuli, tj. signali
koji prenose informaciju o nastanku primarne oksidativne reakcije (Uchida, 2003).
Uzimajuéi u obzir visok rizik po opstanak ¢elije koji nosi lipidna peroksidacija, regulacija

unutarcelijskih koncentracija lipidnih peroksida je vazan proces.

OH

0
NS -HNE

V% 2® MDA

Slika 6. Strukturna formula koracnih produkata i biomarkera lipidne peroksidacije:
citotoksicni aldehidni proizvod malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (4-HNE).

1.2.3.2. Biomarkeri oksidacije proteina

S obzirom na prirodu lipidne peroksidacije, gde se propagacione reakcije nastavljaju
na pocetnu oksidaciju lipida, nastali proizvodi ne mogu pruziti mnogo informacija o prirodi
pocetnog uzro¢nika reakcije, tj. oksidansa koji je izazvao reakciju. Za razliku od toga,
biomarkeri oStec¢enja proteina mogu zadrzati “otisak” pocetnog oksidativnog agensa koji je
uzrokovao promenu. Aminokiselinski oksidacioni produkti su stabilniji proizvodi
oksidacije i1 tokom skladiStenja uzoraka mnogo teze dolazi do veStactke oksidacije, za
razliku od lipida, gde su moguci lazno pozitivni rezultati usled njihovog dugog stajanja
(Dalle Donne i sar., 2005). Osim toga, proteinski biomarkeri su korisni za pracenje
oksidativnog stresa in vivo jer se ve¢ina produkata oslobada proteolizom i izlucuje u telesne

tecnosti kao Sto su krv i urin, u gotovo nepromenjenom obliku i kvantitativnom iznosu jer
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ne podlezu daljoj metabolickoj konverziji pre izlu€ivanja (Bhattacharjee i sar., 2001).
Proteini predstavljaju glavne mete za dejstvo ROS/RNS zbog njihove visoke zastupljenosti
u strukturama bioloskih sistema i zbog toga sto su zaduzeni za vecinu funkcionalnih
procesa unutar celija (Dalle Donne i sar., 2006). Prethodno je pokazano da proteini
neutraliSu vecinu reaktivnih vrsta (50-75%) unutar celija pre nego Sto stignu do drugih

struktura (Davies i sar., 1999).

Reverzibilne oksidativne
modifikacije proteina

V S-nitroziacija
Hepovratne oksidativne
@4 : GSSG @ modlf ikacije proteina

ROS Sulfonska klselma

S- hldroksnacua

Slika 7. Putevi oksidacije proteinskih tiola (Prot-SH). Tiol anjon (Prot-S°) se moze
modifikovati pojedinacnim elektron oksidacijama (sa reaktivnim vrstama kiseonika, ROS ili
azotnim oksidom NO) ili preko oksidacije glutation radikala do glutation disulfda (GSSH) i
formirati reverzibilno oksidovane cisteinske grupe proteina (Prot-SNO, protein-nitrozotiol;
Prot-SHO, protein-sulfenska kiselina; prot-SSG, glutationilovani protein) ili daljom
oksidacijom hidroksilovanih proteina dovesti do nepovratnih modifikacija i nastanka

sulfonske kiseline. (preuzeto i modifikovano iz Phillips i sar., 2010)

Oksidativne modifikacije proteina ukljuuju dve vrste promena: povratne i
nepovratne modifikacije (Stadtman i Berlett, 1998) (Slika 7). Povratne modifikacije nastaju
na cisteinskim ostacima i mogu imati dvostruku ulogu, u zastiti od nepopravljivih oSte¢enja
i modulaciji funkcije proteina (tzv. redoks regulaciji). Takvi modifikovani proteini mogu

pokazivati gubitak stare funkcije ili dobitak nove i mogu se enzimskim modifikacijama
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vratiti na njihovo prvobitno stanje (reverzibilne modifikacije). Za razliku od toga,
nepovratne modifikacije izazvane ROS/RNS, podrazumevaju nastanak promena kao §to su
ditirozinski adukti, protein-protein unakrsne veze, karbonilacije lizina i arginina, i
generalno dovode do trajnog gubitka funkcije ili razgradnje oStecenih proteina (Dalle
Donne i sar., 2005).

Koncentracija tiolnih grupa proteina predstavlja jedan od najvaznijin markera
endogenog antioksidativnog kapaciteta celiije. Tiolna jedinjenja su sva jedinjenja koja
poseduju SH grupu vezanu za ugljenik, i imaju sposobnost povratne oksidativne
modifikacije, zavisno od redoks stanja u celiji (Slika 7). Spadaju u najvaznije endogene
neenzimske antioksidanse jer oni prvi podlezu oksidaciji u ¢elijama i sprecavaju oksidaciju
drugih funkcionalnih grupa enzima i proteina, ali takode i regenerisu druge antioksidanse
do njihovog aktivnog stanja. Smanjen sadrzaj slobodnih tiolnih grupa u ¢eliji tumaci se kao
povecanje oksidativnog stresa i koristi kao jedan od indikatora stepena oksidativne
modifikacije proteina (Dalle Donne i sar., 2006).

Jos jedna od veoma cesto koriS¢enih metoda za detekciju oksidacije proteina je
odredivanje koncentracije karbonilnih grupa, koje nastaju kao rezultat nespecifi¢ne
oksidacije proteina u prisustvu slobodnih radikala. Karbonilne grupe (aldehidi i ketoni)
nastaju oksidacijom bocnih lanaca proteina, na krajevima bogatim aminokiselinama prolin,
lizin, arginin i treonin. Ove grupe su hemijski stabilne, Sto je korisno za njihovu detekciju 1
skladiStenje. Medutim, karbonilni derivati proteina mogu nastati i putem oksidativnog
cepanja proteina u prisustvu aldehida proizvedenih tokom peroksidacije lipida (kao Sto su
4-HNE i MDA) ili u prisustvu reaktivnih derivata ketoamina, proizvedenih redukcijom
Secera ili lizinskih ostataka proteina (Dalle Donne i sar., 2003).

Uvecana koncentracija karbonilnih derivata je zabelezena kod mnogobrojnih
oboljenja, a u patoloSkim inflamatornim stanjima, gde se povecava tokom akutne faze
upale, dovedena je u vezu sa pojac¢anom aktivacijom neutrofila (Dalle Donne 1 sar., 2006).
Povecéane koncentracije proteinskih karbonila u plazmi pokazale su korelaciju sa stepenom
pogorsanja bolesti, ¢ime je pokazano da ove modifikacije proteina mogu biti markeri stanja
bolesti (Winterbourn i sar., 2003). Koncentracija karbonilnih grupa se odreduje u telesnim

teCnostima ili homogenatima tkiva u reakciji sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH),
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supstancom sa kojom formiraju hromogen sa visokom apsorpcijom (Chevion i sar., 2000).
Povecanje apsorbance se tumacdi kao indikator poveéane oksidacije proteina. Osim
spektrofotometrije, postoji jo§ nekoliko metoda za njihovu detekciju, kao §to su ELISA i
Western blot, medutim pomenuti spektrofotometrijski metod sa DNPH predstavlja visoko
senzitivnu i pristupa¢nu metodu, $to je ¢ini najce$¢im izborom za detekciju proteinskih
karbonila.

Imaju¢iu vidu da prisustvo karbonila nije obavezno pokazatelj direktne oksidacije
aminokiselinskih ostataka u proteinima, ve¢ moze biti sekudarno uvecan usled poviSene
lipidne peroksidacije, obi¢no se u ispitivanjima koriste dodatni markeri oksidacije proteina.
U uslovima povecane proizvodnje azotnih reaktivnih vrsta dolazi do nitrovanja slobodnog
tirozina i tirozinskih ostatka proteina i nastanka 3-nitrotirozina koji narusava funkciju i
moze da dovede do inhibicije aktivnosti proteina i enzima. Povecana koncentracija nitrita u
plazmi do sada je zabelezena kod inflamatornih oboljenja, kardiovaskularnih bolesti,
kancera pluca 1 Alchajmerove bolesti (Dalle Donne i sar., 2006). Odreduje se najcesce
spektrofotometrijski, pri ¢emu treba voditi racuna da tokom pripreme uzoraka moze do¢i do
ex vivo acidifikacije ili sekundarne proteolize $to bi dovelo do nastanka dodatne koli¢ine
nitrita. Povecano nitrovanje proteina u patoloskim stanjima najeS¢e se javlja kao
posledica: 1) povecane koncentracije peroksinitrita u celijama, 2) povisene aktivnosti
enzima iz grupe hem peroksidaza (mijeloperoksidaze, eozinofil i horseradish peroksidaze)
u prisustvu povecanih koli¢ina H,O,, 3) usled pseudoperoksidazne aktivnosti hem proteina,
kao $to su Cu-Zn superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), hemoglobin i mioglobin
(Turko i Murad, 2002). Kod kancera pluc¢a, pokazano je da veéina slobodnih nitrita potice
od oSteCenja nastalih na 4 grupe proteinskih jedinjenja: enzima mangan superoksid
dismutaze i karbon anhidraze, uklju¢enih u antioksidativnhu odbranu ¢elija, enzima za
proizvodnju energije iz glikolitickog ciklusa, strukturnih proteina kao $§to su a- aktin , o- i
B-tubulin 1 vimentin, kao 1 proteina koji su ukljuceni u apoptozu (aneksin) (Masri i sar.,
2005). Medutim, imaju¢i u vidu kompleksnost bioloskih sistema i1 mnogobrojne
mogucénosti nastanka nitrovanja proteina, za svaki model bolesti neophodno je ispitati
izvore specificne za patogenezu tog oboljenja kao i1 potencijalne mete u celijama. U

inflamatornim oboljenima, smatra se da je glavni izvor nitrovanja proteina aktivnost hem
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peroksidaza c¢ija je aktivnost naroCito pojacana u aktivnim makrofagama tokom infiltracije
¢elija na mesto zapaljenja (Turko i Murad, 2002).

Oksidovani proteini se uglavnom ukljucuju u katabolicke puteve proteazomske i
lizozomske degradacije. Medutim, pojedini funkcionalno neaktivni proteini slabo podlezu
degradaciji, ili deluju kao inhibitori proteazoma, nagomilavaju se u odredenim delovima
¢elije ili izvan nje i1 formiraju agregate (Grune i sar., 2004). Pokazano je da se proces
akumulacije takvih oSte¢enih materija povecava tokom normalnog procesa starenja, ali 1 da
moze doprineti razvoju razli¢itih patoloskih procesa kod ljudi. Smanjenje kapaciteta za
uklanjanje oksidovanih proteina 1 otezana proteoliza u pojedinim oboljenjima dovode do
ubrzane akumulacije oStecenih proteina i proteina sa narusenom konformacijom (engl.
misfolding), a ovaj proces se nastavlja sve dok proteinski agregati ne dovedu do
metabolicke disfunkcije ¢elije ili pokretanja apoptoze ili nekroze celije (Grune i sar., 2004).
Oksidativno oSteCenje proteina in Vivo moze biti vazno ne samo per se (na primer
narus$avanje funkcije receptora, enzima i transportnih proteina), ve¢ 1 zbog toga §to moze da
doprinese u nastanku oste¢enja drugih biomolekula. Tako je pokazano da oStecenje proteina
moze dovesti do inaktivacije mehanizama reparacije DNK 1 gubitka preciznosti popravke
oStecenih baza u DNK molekulu, kao 1 narusavanja aktivnosti polimeraze u replikaciji

DNK, sto moze da dovede do pojave genomske nestabilnosti (Halliwell i Gutteridge, 1999).

1.2.3.3. Biomarkeri oksidativnog oSte¢enja DNK

Proteklih godina paznja nau¢ne javnosti je naroCito usmerena na ispitivanja ROS
kao potencijalnih uzro¢nika kancerogeneze. Naime, postoje dokazi koji ukazuju na
povezanost poviSene produkcije ROS, nastanka oksidativnog stresa 1 pojave genomske
nestabilnosti 1 maligne transformacije ¢elije (Valko 1 sar., 2004). Kao posledica dejstva
slobodnih radikala na molekul DNK mogu nastati razli¢iti produkti, i modifikacije
oksidovanih Secera i baza kao Sto su: jednolancani i dvolan€ani prekidi DNK, oksidovane
baze u vidu 8-hidroksi 2-deoksiguanozina (8-oxo-dG), apurinska mesta (AP) itd.
(Benhusein i sar., 2010) (Slika 8). Stepen nastanka DNK oste¢enja u uslovima poviSenog

oksidativnog stresa zavisi od reaktivne kiseoni¢ne vrste koja je induktor, od mesta nastanka
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reaktivnih vrsta kao i prisustva jona metala u njihovoj blizini. Hidroksil radikal je glavni
oksidans koji dovodi do oste¢enje molekula DNK. Najcesce se javljaju modifikacije baznog
para guanin/citozin i to u vidu supstitucija, dok su delecije i insercije baza rede. Najcesce
nastaje 8-oxo-dG koji dovodi do pojave trasverzije guanin—timin (Slika 8). Ova promena
moze delovati i na metilaciju citozina pa samim tim i na regulaciju genske ekspresije
(Willner, 2004). Oste¢enjem Secerno-fosfatnog lanca DNK od strane OH jona moze do¢i i
do uklanjanja baze 1 nastanka AP mesta. Jo§ jedan od indikatora oksidativnih oStec¢enja na
lancu DNK je i fragmentacija dezoksiriboze i nastanak jednolancanih (engl. single strand
breaks, SSB) i dvolan¢anih prekida DNK (engl. double strand breaks, DSB). Jednolancani
prekidi nastaju kada dode do oksidacije Se¢ernog prstena na cetvrtom ugljenikovom atomu
jednog lanca a ukoliko dode i1 do oksidacije Sec¢erne komponente komplementarnog lanca
nastaju dvolancani prekidi. Pokazano je da se u prisustvu povecane kolicine ROS cesce
desava prevodenje jednolancanih u dvolancane prekide (Prise i sar., 1993). Pomenuta
oStecenja predstavljaju primarno DNK ostecenje (Slika 8).

U normalnim fizioloskim uslovima, ucestalost primarnih oksidativnih oStecenja
DNK je oko 1 x 10° baza i ona se uklanjaju ili popravljaju aktivno$¢u mehanizama
reparacije DNK (Lu i sar., 2001). Ukoliko se ne uklone ili ne repariraju, primarna
oksidativna oSte¢enja mogu dovesti do pojave mutacija 1 potencijala za razvoj
kancerogeneze. Treba naglasiti da je veliki deo mutacija u genomu bez znacajnih
fizioloskih posledica. Medutim, u nekim slu¢ajevima ukoliko se mutacije dese u delovima
gena odgovornih za regulaciju celijskog rasta (protoonkogeni, tumor supresori, geni

regulatori reparacije DNK) mogu dovesti do inicijacije kancera (Valko i sar., 2004).
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Pirimidinski  Jednolan¢ani
dimeri prekid

v oo v ooy

DNK adukti Abazicha mesta

t f t t

Pirimidinski Medulanéane Unutarlanéane  Oksidovane baze (8-0x0G)
dimeri cross-link veze cross-link veze i guanin-timin transverzije

Slika 8. Tipovi primarnih DNK oStecenja: pirimidinski timin-timin dimeri; jednolancani
prekidi DNK,; DNK adukti; abazicna mesta;, medulancane cross-link veze, unutarlancane
cross-link veze; oksidovane baze u vidu 8-hidroksi 2-deoksiguanozina (8-oxo-dG);

trasverzije guanin—timin, (preuzeto i modifikovano iz Garinis i sar., 2008)

Kada se u celiji pojavi veta koli¢ina oStetene DNK, dolazi do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa i sprecavanja replikacije kako bi se omogucilo dovoljno vremena za
reparaciju DNK. Reparacija DNK je proces sa visokim nivoom preciznosti u normalnim
fizioloskim uslovima, a poznato je da sa starenjem i u odredenim patoloskim stanjima
dolazi do gubitka efikasnosti mehanizama reparacije. Takode je zabelezeno da reaktivne
kiseoni¢ne vrste mogu da doprinesu pojavi greSaka u reparaciji DNK i uzrokuju nastanak
pogresno sparenih lanaca (Bryant, 2007). Ukoliko ne dode do adekvatne reparacije DNK,
obi¢no se aktivira programirana celijska smrt - apoptoza, ili dolazi do nastavka celijskog
ciklusa uz rizik od pojave aberantnih promena, koje mogu voditi i ka malignoj
transformaciji Celije.

Komet test predstavlja metod visoke osetljivosti za detekciju primarnih DNK

oste¢enja na nivou pojedinacnih ¢elija (Garaj-Vrhovac i Zeljezic, 2000). Komet testom se
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mogu detektivati sledece vrste oksidativnih oSte¢enja DNK: jednolancani i dvolancani
prekidi, apurinska mesta i oksidovane baze. Moze se koristiti na razli¢itim tipovima ¢elija i
Siroko se upotrebljava u genotoksikoloskim istrazivanjima, u monitoring studijama,
molekularnim epidemioloskim studijama kao i za evaluaciju antigenotoksi¢nih svojstava
prirodnih dijetetskih suplemenata (Collins, 2004). Prednost ove tehnike u odnosu na veéinu
citogenetskih metoda za detekciju DNK ostec¢enja je jednostavnost i brzina izvodenja
metode, koja ne zahteva viSednevnu kultivaciju ¢elija i sterilne uslove rada (Collins, 2004).
Osim toga, moguce je dobiti pouzdan rezultat na ograni¢enom broju celija jer je za
dobijanje preciznih i ponovljivih rezultata dovoljno analizirati 100 ¢elija za razliku od
klasi¢nih metoda citogenetike gde je potrebno analizirati do nekoliko stotina (kod analize

hromozomskih aberacija) pa i do hiljadu ¢elija (kod mikronukleus testa).

1.2.4. Biomarkeri genomske nestabilnosti

Genomska nestabilnost je povecana ucestalost promena, ili mutacija u genomu. Kao
posledica genotoksi¢nih dejstava nastaju razli¢ita oSteCenja naslednog materijala, koja se
mogu manifestovati na nekoliko razli¢itih nivoa organizacije DNK materijala, od nivoa
pojedina¢nih baza u molekulu DNK, pa do stukturnih i numerickih aberacija na nivou
hromozoma. Ukoliko se oSte¢enja ne isprave mehanizmima reparacije, ona mogu dovesti
do promena na nivou pojedina¢nih gena ili ¢itavih hromozoma. OStec¢enja uzrokovana
klastogenima zahvataju ¢itave hromozome. Aneugeni su agensi koji ne deluju direktno na
DNK i ne mogu da dovedu do nastanka mutacija gena, niti promena u strukturi
hromozoma, ali mogu svojim dejstvom da utiCu na stabilnost i funkciju mikrotubula
deobnog vretena 1 da na taj nacin uzrokuju promene broja hromozoma u ¢eliji. Promene u
strukturi hromozoma, koje se javljaju na jednoj od sestrinskih hromatida repliciranih
hromozoma, ubrajaju se u hromatidni tip aberacija. Postoji i moguénost da odredeni
genotoksiéni agens prvo dovede do pojave adukta na molekulu DNK ili da interkalira sa
DNK, pa da naknadno, prolaskom kroz S fazu takvo ostecenje prevede u hromatidni prekid
(Natarajan, 2002). Desava se i da enzimi nukleaze prevedu jednolanéane DNK prekide u

dvolancane, koji dalje mogu da dovedu do pojave hromozomskih prekida (Natarajan,
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2002). Promene koje obuhvataju hromozomske prekide, acentri¢ne fragmente, dicentricne
hromozome, translokacije, inverzije, amplifikacije i1 delecije, a koje zahvataju obe
hromatide metafaznih hromozoma, pripadaju grupi strukturnin hromozomskih aberacija.
Promene u ukupnom broju hromozoma u c¢eliji, koje su rezultat dejstva aneugena i
ostecenja niti deobenog vretena, a koje dovode do nepravilne raspodele hromozoma tokom
deobe ¢elije, nazivaju se numericke aberacije hromozoma. Za procenu genomske

nestabilnosti u citogenetickom biomonitoringu danas se koriste tri osnovne metode:

- analiza hromozomskih aberacija
- analiza ucestalosti razmena sestrinskih hromatida
- mikronukleus test (MN)

Za procenu genomske nestabilnosti jedna od najées¢e upotrebljivanih metoda
predstavlja mikronukleus test. On se koristi za procenu in vivo i in vitro aneugenih i
klastogenih efekata i pogodan je zbog toga sto se mogu prikazati efekti razlicitih
genotoksi¢nih dogadaja koji izazivaju genomsku nestabilnost (Fenech, 1993; 2000).
Mikronukleusi (MN) se formiraju u toku tranzicije metafaze u anafazu mitoze tokom deobe
¢elije. Uocavaju se kao tamna hromatinska tela, okruglog oblika, koja su odvojena od jedra
i velic¢ine su do 1/3 glavnog jedra. Nastaju od DNK materijala koji nije inkorporiran u
glavno jedro cerke celije nakon deobe, a poreklom su od ¢itavih hromozoma (kada se desi
aneugeni dogadaj koji dovodi do gubitka celog hromozoma) ili acentricnih fragmenta
hromozoma, nastalih posle formiranja prekida na hromozomima ili hromatidama
(Klastogeni efekat). Njihov nastanak se prati u binukleusnim ¢elijama, nakon dodavanja
inhibitora citokineze agensa citohalazina B, pri ¢emu nastaje ¢erka celija sa dva glavna
jedra. Evaluacija mikronukleusa moze se izvrsiti relativno lako i na razli¢itim tipovima
¢elija, relevantnim za biomonitoring: limfocitima, fibroblastima, epitelnim celijama. U
studijama na c¢elijama Coveka najcesce se rade analize na limfocitima koji se 72 casa
kultivisu in vitro, a kulturama se dodaje citohalazin B posle 44-46 ¢asova od pocetka
kultivacije. Mikronukleusi nastaju dekondenzacijom hromatinskog materijala koji zaostaje
izvan glavnog jedra i uglavnom vodi poreklo od ¢itavih hromozoma zaostalih u anafazi,

acentricnih fragmenata, ili modifikacija unutar hromozoma, kao sto je amplifikacija
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genomske DNK (Imle i sar. 2009; Fenech, 1993). U slucajevima kada ne dode do potpunog
odvajanja viska hromatinskog materijala od glavnog jedra, ve¢ ostanu spojeni sa jedrom na
periferiji, ove pojave se nazivaju nukleusni pupovi (NP). Amplifikovana DNK je uglavnom
locirana na rubnim delovima jedra, kao $to su prethodno pokazali Shimzu i sar. (1998)
(Slika 9). Tokom S faze ¢elijskog ciklusa dolazi do izdvajanja amplifikovane DNK iz jedra
u vidu male kruzne strukture DNK, bez centromere i telomera, procesom pupljenja.
Prvobitno se oforme pupovi koji se uoc¢avaju kao mikronukleusi, ukoliko se potpuno odvoje
od glavnog jedra (Shimzu i sar., 1998) (Slika 9). Nukleoplazmatski mostovi (NPM)
predstavljaju nesto redu pojavu u mikronukleus testu i uocavaju se kao hromatinske niti
odredene debljine, koje se protezu izmedu dva glavna jedra (Thomas i sar., 2003). Naime,
posto dicentri¢ni hromozom poseduje dve centromere, niti deobnog vretena s jednog pola
¢elije ¢e se vezati za jednu, a sa suprotnog pola za drugu centromeru, pa ¢e isti hromozom
biti povucen ka oba pola. Nakon razdvajanja hromozoma tokom deobe i formiranja
jedrovih membrana u telofazi, nastace dva nova jedra povezana nukleoplazmatskim
mostom (Fenech, 1993) (Slika 9).

Nastanak mikronukleusa moze biti spontan ili indukovan odredenim endogenim i
egzogenim genotoksicnim agensima. Zabelezeno je da se u hroni¢nim inflamatornim
oboljenjima znaCajno povecava stepen produkcije mikronukleusa, i da je reumatoidni
artritis jedno od takvih oboljenja (Torres-Bugarin i sar., 2015). Pokazano je da su
mikronukleusi pouzdani biomarkeri za procenu progresije bolesti i efekata terapije u
specifiénim i sitemskim inflamatornim oboljenjima kao $to su reumatoidni artritis, vitiligo,
psorijaza, sistemski lupus, sistemska skleroza itd (Torres-Bugarin i sar., 2015). Naime,
poznato je da se patoloske posledice genomske nestabilnosti mogu akumulirati tokom
razvoja nekog oboljenja i manifestovati u vidu hromozomske nestabilnosti (Yurov i sar.,
2009). Mikronukleusni test moze biti pokazatelj stepena hromozomske nestabilnosti. U
ovoj studiji mikronukleus test je primenjen za evaluaciju efekata bolesti na nivou genomske
stabilnosti kod pacijenata sa RA u ranoj fazi bolesti kao i kod pacijenata sa dugotrajnim
oboljenjem. Osim toga, kori§¢en je i za procenu efekata terapijske primene metotreksata na
nivo genomske stabilnosti kod pacijenata sa RA, imaju¢i u vidu njegovu genotoksi¢nost

(Ramos Remus i sar., 2002).
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Slika 9. Mehanizmi nastanka mikronukleusa u celijama: mikronukleusi poreklom od citavih
hromozoma ili njihovih fragmenata koji nisu inkorporirani u glavno jedro; nukleusni
pupovi poreklom od amplifikovane DNK iskljucene iz glavnog jedra na povrsini;
nukleoplazmatski mostovi u vidu hromatinske niti izmedu jedara poreklom od dicentricnih
hromozoma;

(preuzeto i modifikovano sa http://www.birmingham.ac.uk/research/activity/cancer-

genomics/research/dna-damage-repair/index.aspx)
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1.3. TERAPEUTSKI PRISTUPI U LECENJU REUMATOIDNOG ARTRITISA

1.3.1. Metotreksat kao standardna klini¢ka terapija

Standardna klinicka terapija za reumatoidni artritis ukljuuje upotrebu nesteroidnih
antiinflamatornih  lekova (engl. non steroidal antiinflamatory drugs, NSAID) i
antireumatskih lekova koji modifikuju tok bolesti (engl. disease modyfing antirheumatic
drugs, DMARD) (Demoruelle i Deane, 2012). Ta¢na dijagnoza u ranoj fazi RA pocinje
jasnim definisanjem RA, nakon ¢ega sledi brzo uvodenje agresivne DMARD terapije, koja
je kljuéna za uspesan tretman (Demoruelle i Deane, 2012). Tretmani ukljucuju lekove koji
suzbijaju upalu 1 lekove koji olakSavaju bol, dok terapija za leCenje same bolesti do sada
nije razvijena. Najvazniji dugoroCni cilj terapije je smanjenje funkcionalnih oStecenja 1
progresivnih deformiteta zglobova, kao i prevencija sekundarnih oboljenja koja su
povezana sa patogenezom RA poput kardiovaskularnih oboljenja ili osteoporoze.

Postoje razliCiti podaci iz literature o vremenskom okviru definicije ranog RA,
medutim, vecina lekara smatra da se pojava pocetnih simptoma bolova, otoka 1 uko¢enosti
u zglobovima u trajanju od 3 do 6 meseci, moze smatrati ranom fazom RA (van der Helm-
van Mil i sar., 2007). Za uspesan odgovor na terapiju, neophodno je rano uvodenje terapije
sa DMARD i pokazalo se da je krace trajanje bolesti | vreme otpocinjanja terapije, jedan od
najsnaznijih pokazatelja pozitivnog odgovora na terapiju (van der Linden i sar., 2011).
Jedan od najéeS¢e koriS¢enih antircumatskih lekova, koji se koriste u terapiji RA, je
metotreksat. Metotreksat (MTX) je antagonist folne kiseline sa jakim antiinflamatornim
dejstvom (Braun 1 Rau , 2009 ). U lecenju RA, njegova terapeutska efikasnost postize se
suzbijanjem funkcije makrofaga, inhibicijom hemotaksije neutrofila, i blokiranjem
vezivanja proinflamatornog citokina IL-1 za receptor, kao i smanjenjem produkcije
superoksidnih jona (Cronstein, 2005). Smatra se da je njegov glavni mehanizam dejstva,
pre svega, inhibicija proliferacije ¢elija koje su odgovorne za inflamaciju u sinoviji.
Smanjenjem sinteze pirimidina u T ¢elijama, metotreksat spre¢ava njihovu antigen-zavisnu

proliferaciju. Osim toga, dovodi do inhibicije enzima 5-aminoimidazol-4-karboksamid
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ribonukleotid transformilaze i izaziva ekstracelularno oslobadanje adenozina iz ¢elija, koji
predstavlja snazan endogeni medijator antiinflamatornih odgovora (Cronstein, 2005) (Slika
10).

POZNATI REDUKCIJA —l SINTEZA PURINA —I DNK/RNK SINTEZA

MOLEKULSKI FOLATA

PUTEVI ~.

— ADENOZIN o35 ADENOZINSKI RECEPTORI

MTX —I DIHIDROFOLAT REDUKTAZA (DHFR) INDUKCIJA

PRO-APOPTOTSKIH
>/ PROTEINA =» APOPTOZA

NOVI BH,

W DEKUPLOVANJE JNK PROTEINI ZA

PUT (1 BY. ——> AZOTNE e POVECANJE ——> AKTIVACLIA = KONTROLU

4 OKSID SINTAZE ROS PROGRESIJE

CELIJSKOG CIKLUSA
INHIBICIJA

NOVI _ _ PRO-INFLAMATORNOG

MOLEKULSKI ~ MTX —’ DHFR gy DNK-zavisne 5 IINCRNK-p21  _5 TRANSKRIPCIONOG

PUT (2) PROTEIN KINAZE FAKTORA NF-kB

Slika 10. Poznati i novootkriveni mehanizmi dejstva metotreksata u terapiji reumatoidnog

artritisa. (Preuzeto i modifikovano iz Spurlock i sar., 2015)

U terapiji RA, Cesto se koristi terapija MTX, ali i njegovo kombinovanje sa
sulfasalazinom i prednizonom, ili u kasnijoj fazi bolesti, sa infliksimabom i etanerceptom,
koji predstavljaju bioloSku terapiju zasnovanu na antitelima za TNFo. Najée$¢e postoji
dobra tolerancija organizma na niske doze metotreksata i generalno se primenjuje u
jednokratnim nedeljnim dozama intramuskularno ili oralno, obi¢no od 10 do 17,5 mg/mL
(Cronstein, 2005). U celijama dolazi do procesa poliglutamacije MTX i on u tom obliku
ostaje kao aktivha komponenta i po nekoliko meseci (Dervieux i sar., 2003). Prema
literaturnim podacima, nakon uvodenja terapije MTX, u prvih godinu dana se postize nizak
indeks aktivnosti bolesti (engl. disease activity score 28, DAS 28) kod 53% pacijenata, dok
kombinovana terapija daje nesto bolji efekat (64%) (Goekoop-Ruiterman i sar., 2005).
Medutim, samo odredeni broj pacijenata (28 -34%) sa ranom fazom RA, koji dobro
odreaguje na terapiju, u smislu snizenja klinickih parametara aktivnosti bolesti, postigne

istovremeno i ograni¢avanje strukturnog napredovanja bolesti koje se moze radiografski
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detektovati (Demoruelle i Deane, 2012). Osim ograni¢enog terapeutskog efekta, upotreba
standardnih DMARD je povezana i Sa mnogobrojnim nuspojavama poput pojave
nespecifi¢nog kolitisa, zapaljenja tankog creva, komplikacija u vezi sa smanjenem broja
krvnih ¢elija i gubitkom enzimske aktivnosti (Lu i sar., 2015). Za upotrebu MTX vezana je
pojava gastrointestinalne toksicnosti, hepatotoksi¢nosti, naruSene funkcije koStane srzi i
pluéne fibroze (Cronstein, 2005).

Poznato je da posle dugogodisnje primene standardne terapije za leCenje RA
pacijenti postaju vremenom slabo reaktivni. Osim toga, dugotrajna primena DMARD moze
da dovede do pojave ostecenja zdravih ¢elija. Novi terapeutski pristupi u leCenju RA idu u
pravcu kombinovanja standardnih antireumatika sa bioaktivnim komponentama iz
prirodnih izvora. Ciljevi upotrebe ovakvih kombinovanih terapija su potencijano suzbijanje
ili ublazavanje negativnih efekata primene DMARD uz zadrzavanje korisnih efekata
standardne terapije.

1.3.2. Primena antioksidanasa u terapiji reumatoidnog artritisa

Terapije koje su aktuelne za leCenje RA sastoje se iz viSe heterogenih grupa
lekova. Oni za cilj imaju postizanje potpune i dugotrajne remisije, medutim, u praksi se
postize uglavnom parcijalna remisija ili zbog neprekidne primene, dolazi do nastanka slabe
reaktivnosti na terapiju. Nove bioloske terapije zasnovane na antitelima za TNFa
omogucavaju smanjenje produkcije proinflamatornih citokina, redukciju sinovijalne
¢elijske infiltracije, ometanje aktivacije osteoklasta i smanjenu angiogenezu (Firestein,
2003). Medutim, za kontinuiranu i dugoro¢nu kontrolu bolesti, nije dovoljna samo direktna
supresija produkcije medijatora inflamacije, ve¢ je neophodan i §iri efekat na intracelularne
signalne mehanizme koji omogucéavaju perzistiranje inflamatornih pocesa (Firestein, 2003).
Klju¢ni faktor u odrzavanju inflamacije u RA 1 patogenezi bolesti je oksidativni stres, a
prirodni antioksidansi su identifikovani kao izvori novih terapeutskih agenasa u tretmanu
RA (Jaswal i sar., 2003). Oni ostvaruju terapeutski potencijal tako $to stimulisu aktivnost
antioksidativnih enzima ili Stite od oksidativnih oSte¢enja biomolekula neutralisanjem

slobodnih radikala ili pak enzimski modifikujuéi ve¢ oSte¢ene biomolekule. U tretmanu
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RA, Dbioaktivne komponente od interesa, su supstance sa antiinflamatornim,
antioksidativnim i imunomodulatornim karakteristikama.

Antioksidansi iz razli¢itih prirodnih izvora su pokazali potencijal kao
komplementarna terapija sa antireumatskim lekovima. Biljni produkti sa farmakoloskim
aktivnostima, koji su identifikovani iz izvora poznatih u tradicionalnoj medicini, Siroko se
koriste u razvoju novih lekova zasnovanih na tradicionalnim formulacijama (Lahlou, 2013).
U svom radu Lu i sar. (2015) su naveli podatke razliCitih studija o 12 komponenti
izolovanih iz biljaka, poreklom iz kineske tradicionalne medicine, koje su ispoljile
farmakoloski znacajne efekte u tretmanu RA. Takode, Ganesan i sar. (2016) navode efekte
polifenolne smese, poreklom od 14 biljaka iz indijske tradicionalne medicine, koja je
pokazala znaCajnu supresiju inflamatornih reakcija 1 spreila degeneraciju kostiju na
modelu RA kod zivotinja. Od naroCitog je interesa ispitivanje sinergistiCkih efekata
standardnih antireumatika u kombinaciji sa prirodnim bioaktivnim komponentama. Kod
zivotinja sa indukovanim RA je utvrdena poboljSana efikasnost standardne terapije
metotreksatom u kombinaciji sa brojnim prirodnim antioksidansima, kao S$to su
epigalokatehin, flavonoidi, karnozin, hidroksitirozol (Drafi i sar., 2012; Roy i sar., 2012;
Rovensky i sar., 2009; Silva i sar., 2015). U studijama na ljudima je ispitivan efekat
dijetetske suplementacije razli¢itim komponentama sa antioksidativnim i antiinflamatornim
svojstvima, na poboljSanje stanja kod pacijenata sa RA, kao §to su riblje ulje sa omega-3
masnim Kkiselinama, maslinovo ulje bogato polifenolima itd. (Berbert i sar., 2005;
Skoldstam i sar., 2003). Naroc¢ito dobre rezultate u terapiji RA je pokazala suplementacija
uljem masline (Skoldstam i sar., 2003). Osim ulja masline, list masline se pokazao kao
bogati prirodni izvor bioaktivnih komponenti, sa velikim terapeutskim potencijalom u

tretmanu RA.

1.3.3. Ekstrakt lista masline

Ekstrakt lista masline (Olea europaea L.) sadrzi biokativne komponente sa

antioksidativnim, antiinflamatornim i imunomodulatornim karakteristikama s$to ga cini
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agensom za potencijalnu upotrebu u tretmanu oboljenja kao Sto je reumatoidni artritis.
Komercijalni proizvod koji je odabran za koris¢enje u ovoj studiji, predstavlja suvi etanolni
ekstrakt lista masline (engl. dry olive leaf extract, DOLE) pod nazivom Floralend® list
masline (Slika 11). To je dijetetski biljni proizvod sa visokim sadrzajem flavonoida i
polifenola, a oleuropein kao glavna bioaktivna komponenta, prisutan je u visokoj
koncentraciji (19,8%). Fitohemijska analiza komercijalnog ekstrakta lista masline je
pokazala da se pored oleuropeina u znacajnoj koli¢ini mogu naci i triterpeni i flavonoidi,
kao S§to su luteolin, apigenin, rutin i kvercetin (Dekanski i sar., 2009). Prema uputstvu
proizvodaca, antioksidativna aktivnost oleuropeina moze da doprinese povoljnom ucinku
kod blage hipertenzije, povisenog nivoa holesterola i upalnih procesa. Tradicionalno se
primenjuje za leCenje hipertenzije, arterioskleroze, reumatizma, gihta, dijabetesa
(Gruenwald i sar., 1998). Bezbednost i neSkodljivost upotrebe odredene doze ovog
suplementa tokom vremenskog perioda koji je planiran za ovu studiju, potvrdena je
prethodno u klinickoj studiji na pacijentima sa hipertenzijom, koji su uzimali ovaj
suplement pod istim uslovima i1 potvrdeno je da je potpuno neskodljiv i bezbedan (Susalit 1
sar., 2010). Naime, studija Susalit i sar. (2010) je pokazala da doza od 500 mg DOLE ,
uzimana oralno dva puta dnevno, ¢ine¢i ukupnu dnevnu dozu od 1000 mg, ima uticaja na
znacajno smanjenje sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska kod ispitanika 1 da ne izaziva
nuspojave. Testovi akutne toksi¢nosti DOLE na ljudima, do sada nisu radeni, a studije na
pacovima su pokazale da je maksimalna primenjena koncentracija od 1000 i 2000 mg/kg,
potpuno neskodljiva (Petkov i Manolov, 1972). In vitro studije su pokazale da nije
citotoksi¢an i genotoksi¢an do koncentracije od Img/mL (Cabarkapa i sar., 2014).
Komercijalni DOLE proizvod Galenike je prisutan na trzistu kao suplement dugi niz godina
1 nema literaturnih podataka koji govore o njegovim nezeljenim dejstvima, ukoliko se
primenjuju u preporuc¢enim dozama.

DOLE je ukljucen u evropsku farmakopeju, kao standardizovani 80% suvi etanolni
ekstrakt lista masline. Od tada, u proteklin 15 godina, dejstva DOLE su ispitivana u
brojnim studijama u Kkojima je pokazao izraZzena antioksidativna, antigenotoksi¢na,

antiinflamatorna i antiproliferativna svojstva in vitro i in vivo (Cabarkapa i sar., 2014,
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Zukovec-Topalovié i sar., 2015, Miljkovié i sar., 2009, Mijatovi¢ i sar., 2011, Coban i sar.,
2014, Dekanski i sar., 2011).

Slika 11. Komercijalni proizvod Floralend® list masline (Galenika a.d.) od osusenih
listova Olea europaea L. dobijen primenom etanolnog postupka ekstrakcije (80 % m/m) i
distribuiran u vidu kapsula.

Rezultati studija na zivotinjama su pokazali da ekstrakt lista masline moze pospesiti
terapiju nekoliko vrsta artritisa, ukljucuju¢i giht, reumatoidni artritis 1 osteoartritis
(Flemmig i sar., 2011; Gong i sar., 2012; Impellizzeri i sar., 2011). Kada je DOLE
primenjivan u pocetnim fazama RA kod obolelih Zivotinja, uspeSno su suprimirani
simptomi bolesti 1 doSlo je do znacajnog poboljSanja u strukturi pogodenog tkiva. Kod
potpuno razvijenog RA, nakon primene DOLE, pokazano je znafajno poboljSanje u
inflamatornim promenama u zglobovima, u poredenju sa netretiranim Zivotinjama
(Impellizzeri i sar., 2011). Uprkos pokazanim brojnim farmakoloskim i bioloskim
svojstvima i dugotrajnoj upotrebi u tradicionalnoj medicini kao leka za artritis, ekstrakt lista

masline do sada nije ispitivan u studijama na pacijentima sa reumatoidnim artritisom.
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1.4. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu podatke o povisenom oksidativnom stresu i njegovoj ulozi i posledicama
tokom razvoja reumatoidnog artritisa, pacijenti sa RA mogu biti ciljna grupa za primenu
bioaktivnih jedninjenja iz ekstrakta lista masline u kombinovanoj terapiji sa standardnim
lekom metrotreksatom. S obzirom na znacaj prisustva citoprotektivnih i antioksidativnih
svojstava ekstrakta lista masline i na njegov potencijal primene u terapiji reumatoidnog

artritisa, ciljevi ove doktorske disertacije definisani su na sledeci nacin:

= |spitati in vitro antioksidativni kapacitet ekstrakta lista masline u razli¢itim
koncentracijama, kako bi se utvrdila njegova sposobnost neutralizacije slobodnih

radikala.

= Proceniti uticaj oksidativnog stresa u razvoju reumatoidnog artritisa na ¢elijskom
nivou, merenjem pocetnih vrednosti biomarkera oksidativnog stresa i parametara
antioksidativne zastite, kao i markera inflamacije i genomske nestabilnosti kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom i kontrolne grupe ispitanika. Porediti
vrednosti izmedu pacijenata u ranoj fazi bolesti (novodijagnostikovanih pacijenata)

sa pacijenatima sa dugotrajnim oboljenjem.

= |spitati protektivni uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista
masline u periodu od 3 1 6 nedelja, praCenjem parametara oksidativnog stresa,
antioksidativne zaStite, kao nivoa inflamacije i prisustva genomske nestabilnosti
kod pacijenata u ranoj fazi bolesti (novodijagnostikovanih pacijenata) i kod

pacijenata sa dugotrajnim reumatoidnim artritisom.

= Uporediti efekte postignute kombinovanom terapijom metotreksatom i ekstraktom
lista masline u odnosu na efekat terapije samo metotreksatom kod pacijenata u ranoj
fazi bolesti RA.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTA LISTA MASLINE

Komercijalni proizvod pod nazivom Floralend® list masline, proizveden od
strane Galenika a.d., predstavlja suvi etanolni ekstrakt lista masline (Olea europaea L.) koji
se nalazi u vidu kapsula. U pitanju je standardizovan ekstrakt potvrdene stabilnosti 1
mikrobioloske Cistoce, i mozZe se nabaviti u slobodnoj prodaji u apotekama. Ekstrakt unutar
kapsula predstavlja Olive Leaf extract EFLA® 943, od firme Frutarom Ltd. (Vadensvil ,
Svajcarska). Ekstrakt je proizveden od osuienih listova Olea europaea L., primenom
etanolnog postupka ekstrakcije (80% m/m). Nakon procesa ekstrakcije i filtriranja, sirovi
ekstrakt je osusen i standardizovan na 18-26% oleuropeina. Njegov ukupan sadrzaj fenola,
odreden Folin-Ciocalteau metodom, je 197,8 ng GAE/g suvog ekstrakta; sadrzaj ukupnih
flavonoida i tanina je 0,29%, odnosno 0,52%. HPLC analiza ekstrakta je pokazala
kompleksnu meSavinu fenolnih jedinjenja: oleuropein (19,8%), luteolin-7-O-glukozid
(0,04%), apigenin-7-O-glukozid (0,07%), kvercetin (0,04%) i 0,02% kafeinska kiselina
(Dekanski i sar., 2009). U ovoj studiji, koriS¢ena je ista serija EFLA® 943 sa pomenutim
karakteristikama. Svaka kapsula sadrzi 190 mg suvog praskastog EFLA® 943 ekstrakta sa
priblizno 35 mg oleuropeina, glavne aktivne supstance.

Za eksperimentalno ispitivanje antioksidativnog kapaciteta in vitro, koriséen je
prah iz kapsula koji je rastvoren u fosfatnom puferu (engl. phosphate buffer saline, PBS) i
meSan u toku 30 min na sobnoj temperaturi. Suspenzija je pripremljena u Cetiri
koncentracije, u svrhe ispitivanja antioksidativnih sposobnosti in vitro: 17,5 pg/mL , 175
pg/mL , i 1750 pg/mL i 1,75 x 10° pg/mL.

Za deo eksperimentalnin istrazivanja, gde je ekstrakt primenjivan
suplementacijom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom, kori§¢en je u vidu kapsula, a

rezim primene je detaljno opisan u delu Ispitanici i dizajn eksperimenta.
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2.2. ODREPIVANJE ANTIOKSIDATIVNIH AKTIVNOSTI EKSTRAKTA LISTA

MASLINE U IN VITRO USLOVIMA

Za odredivanje antioksidativnog kapaciteta ekstrakta lista masline koriStene su tri

metode: DPPH, ABTS i FRAP.

2.2.1. Odredivanje sposobnosti hvatanja DPPH radikala

DPPH test je najéeSCe koriSCena in vitro metoda za efikasno odredivanje
antioksidativne aktivnosti. Sposobnost "hvatanja" slobodnih radikala 80%-o0g etanolnog
ekstrakta lista masline u Cetiri ispitivane koncentracije, odredena je primenom
spektrofotometrijske metode koju je opisao Sanchez-Moreno (2002). Ovaj metod se
zasniva na sposobnosti 2,2-difenil-1-pikril-hidrazila (DPPH) da reaguje sa fenolnim
jedinjenjima prisutnim u ekstraktu lista masline. DPPH radikal se odlikuje ljubi¢astom
bojom sa maksimumom apsorpcije na 515 nm. Kada se rastvor sa DPPH radikalom doda
uzorku ekstrakta, reakcija redukcije se vrsi srazmerno prisustvu antioksidativnih vrsta u
ekstraktu i1 boja se menja od ljubicaste ka zutoj. Promena boje je srazmerna antioksidativnoj
aktivnosti uzorka, a procenat inhibicije DPPH absorpcije se o¢itava na 515 nm, i racuna se

pomocu jednacine:

% inhibicijesisnm = [(kontrola AbSsisym — uzorakAbssisnm)/kontrola Abss;s,m] X 100

Za reakciju se uvek priprema svez rastvor DPPH. Za pripremu 5 ml 3mM rastvora DPPH u
metanolu, potrebno je odmeriti 5,91 mg DPPH. Dobijeni rastvor se mesa na vorteks uredaju
1 drzi se u mraku do trenutka upotrebe. Prema protokolu neophodno je napraviti razblazenje
koncentrovanog rastvora DPPH u metanolu, na nacin koji daje vrednost apsorbance od 0,6
do 0,7. Radni rastvor se priprema u ependorf tubi, stavljanjem 1,450 mL razblaZenog
rastvora DPPH 1 50 pL uzorka, koji moZe biti voda (za kontrolu), ekstrakt lista masline ili
troloks (za standarde). Kao slepa proba, za podesavanje spektrofotometra koristi se milliQ

voda. Svi pripremljeni rastvori se meSaju na vorteksu i stavljaju u mrak 1 sat, nakon ¢ega se
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ocitava apsorbanca uzoraka na 515 nm. Evaluacija antioksidativne aktivnosti je izvrSena
konstruisanjem kalibracione krive i oCitavanjem rezultata izrazenih kao % inhibicije. Za
ispitivani ekstrakt odredena je EC50 vrednost (koncentracija ekstrakta potrebna za
neutralisanje 50% pocetne koncentracije DPPH radikala). Podaci su prikazivani kao srednja
vrednost * standardna devijacija (SD).

2.2.2. Odredivanje sposobnosti hvatanja ABTS radikala

ABTS test je realizovan prema modifikovanom protokolu Re i saradnika (1999).
Ovaj metod se zasniva na sposobnosti antioksidativnih bioaktivnih jedinjenja da hvataju
katjon radikala 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS+) i redukuju
ovu radikalsku formu, koja poseduje maksimum apsorpcije u vidljivom spektru na 734 nm,
u bezbojnu neutralnu formu. Naime, kada bioloski ili hemijski uzorci, koji poseduju
antioksidativne sposobnosti, reaguju sa ABTS+, oni neutralisu radikal i dolazi do inhibicije
apsorbancije. Rastvor ABTS+ je proizveden reakcijom 7 mM ABTS glavnog rastvora sa
2,45 mM Kalijum-persulfatom i skladisten je u mraku 12 sati pre upotrebe. U ovom obliku,
ABTS+ moze ostati stabilan tokom najmanje dva dana, ukoliko se ¢uva na odgovarajuci
nacin na 25 °C, u mraku. Neposredno pre analize, u 1 mL ABTS+ rastvora (razblaZzenog
1:50 sa fosfatnim puferom na pH 7,4) se dodaje 10 pL reagensa, odnosno: (a) etanol za
kontrolu standardne krive, (b) etanol: voda (80:20) za kontrolu ekstrakata ili (c) ekstrakt
maslinovog lista za analizu. Kao slepa proba za podesavanje spektrofotometra je koris¢ena
milliQ voda. Nakon ovog koraka, rastvori za analizu moraju biti vorteksovani 20 sekundi, a
nakon 1-3 minuta se o¢itava vrednost apsorpcije na 734 nm. Procenat (%) inhibicije boje se

izratunava prema sledecoj formuli:

% inhibicije;zanm = [(kontrola Abs734nm — uzorak Abs7zanm)/kontrola Abszzanm] X 100

Podaci u studiji su izrazavani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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2.2.3. Odredivanje ukupne redukcione sposobnosti primenom FRAP metode

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) test ukupne redukcione moc¢i je
sproveden prema manjim modifikacijama originalnog metoda koji je opisan u radu Benzie i
Stain (1996). Antioksidativni kapacitet uzorka se odreduje na osnovu sposobnosti da
redukuje feri- (Fe**) do fero-jona (Fe®"). Kada se izgradi kompleks gvozda sa 2.4.6-
tripiridil-s-trizinom (TPTZ) u rastvoru natrijum-acetata pri kiseloj pH, njegova redukcija
dovodi do promene boje rastvora, od bledo narandzaste u plavo. Absorbanca rastvora na
593 nm je direktno proporcionalna stepenu redukcije. Redukciona sposobnost se moze
uporediti sa fero-sulfatom ili troloksom, kao standardom. Rastvor FRAP reagensa je
pripremljen neposredno pre postupka merenja, kombinovanjem deset zapremina natrijum-
acetata (300 mM, pH 3,6) sa jednom zapreminom TPTZ (10 mM u HCI, 40 mM) i jednom
zapreminom feri-hlorida (20 mM) u vodenom rastvoru. Natrijum-acetat i rastvor TPTZ se
mogu pripremiti unapred i1 ¢uvati na sobnoj temperaturi u tamnim staklenim bocama, dok
rastvor feri-hlorida mora biti sveze pripremljen na dan analize; pripremljen FRAP reagens
ostaje stabilan tokom najmanje 2 sata na sobnoj temperaturi. Slepa proba milliQ vode je
koriS¢ena za podeSavanje spektrofotometra. Ukratko, 100 pL slepe probe, standarda
gvozde-sulfata ili 10-strukog razblazenja ekstrakta sa milliQ vodom su dodati u 900 pL
FRAP reagensa u 1,5 mL eppendorf tubama. Smesa je zatim ubrzo promesana na vorteksu
15 sek i posle 4 min nakon dodavanja uzorka sa FRAP reagensom, absorpcija rastvora je
oCitana na 593 nm (Beckman spektrofotometar, DU644 model) u poredenju sa slepom
probom. Razblazenja vodenog rastvora gvozde-sulfata su koriS¢ena za kalibraciju. Svi
uzorci su analizirani u osam ponavljanja i rezultati FRAP su izrazeni kao mikromoli feri
redukovanih ekvivalenata (Ferric Reducing Equivalents) po gramu mase ekstrakta

pmolFeEk/g FV. Podaci su prikazivani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).

2.3. ISPITANICI

U istraZivanje je bilo uklju€eno 32 ispitanika (5 muskaraca i 27 Zena) sa dijagnozom
reumatoidnog artritisa, prose¢ne starosti 65,05 + 11,17 godina. Ispitanici su regrutovani na

dobrovoljnoj bazi u Institutu za Reumatologiju, Klini¢kog centra Srbije, Beograd, gde su
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intervjuisani od strane lekara. IzvrSen je klinicki pregled pacijenata i zabelezeni su klinicki i
laboratorijski parametri bolesti, dijetetske i druge zivotne navike, kao S§to su upotreba
alkohola i konzumiranje duvana. Svaki pacijent sa istorijom druge hroni¢ne bolesti, osim
reumatoidnog artritisa, koja moze uticati na rezultate studije, je iskljuCen iz potencijalne
grupe ucesnika. Studija je planirana u skladu sa etickim propisima Helsinske deklaracije i u
skladu sa pravilima Etickog komiteta Instituta za reumatologiju, Klinickog centra Srbije u
Beogradu. Ispitanici su detaljno informisani o samoj proceduri studije, potencijalim
rizicima i o obavezama pri ucescu u studiji, kao 1 0 moguénosti povlacenja iz studije u
svakom trenutku. Nakon davanja dobrovoljne saglasnosti za uces$ce, pacijenti koji
ispunjavaju kriterijume ukljuceni su u studiju i tokom njenog trajanja pracene su i beleZzene
promene svih klini¢kih parametara, koje bi ukazale na stanje bolesnika. Bezbednosne mere
su preduzete pracenjem klinicki znacajnih promena laboratorijskih hematoloskih
parametara 1 svaki potencijalo negativan efekat se prijavljivao 1 belezio od strane ucesnika i
lekara.

U istrazivanje je bila ukljucena i kontrolna grupa ispitanika koja se sastojala od 10
zdravih dobrovoljaca bez istorije hroni¢nih oboljenja, priblizne starosti (54,22 + 9,09) i

navika u ishrani kao i ispitanici sa dijagnozom RA.

2.4. DIZAIN EKSPERIMENTA

Pacijenti sa reumatoidnim artritisom koji su bili ukljuceni u studiju, podeljeni su u tri
grupe:

| grupa: R-MTX — pacijenti u ranoj fazi bolesti koji su novodijagnostikovani za RA i koji
otpocinju terapiju samo metotreksatom nakon ukljucenja u studiju (n = 8);

Il grupa: R-MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi bolesti koji su novodijagnostikovani za
RA i koji otpocinju kombinovanu terapiju metotreksatom i DOLE nakon uklju¢enja u
studiju (n = 8);

11 grupa: D-t-MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA, kod kojih je prethodno

utvrdena dijagnoza RA i uveden kontinuirani terapijski reZim metotreksatom u trajanju od
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minimum 6 meseci pre ukljuéenja u studiju, koji zapocCinju kombinovanu terapiju

metotreksatom i DOLE nakon uklju¢enja u studiju (n = 16);

Metotreksat je uziman oralno u vidu tableta jednom nedeljno, u koncentracijama
koje su se kretale 7,5-17,5 mg (10,75 £ 2,38). Propisana doza leka je odredivana
individualno za svakog pacijenta i zavisila je od stepena aktivnosti bolesti kod pacijenta.
Primenjene individualne doze metotreksata kod pacijenata sa RA nisu menjane tokom
ucesc¢a u studiji. Individualne terapeutske doze metotreksata su odredene od strane lekara,
na osnovu trenutnih vrednosti C-reaktivnog proteina (CRP), fibrinogena, sedimentacije
eritrocita (SE), i rezultata indeksa aktivnost bolesti DAS 28 (engl. disease activity score 28,
DAS 28) pojedina¢no kod svakog od pacijenata.

Za kvantitativhu procenu bola, koja je izvrSena na pocetku studije pre uvodenja
eksperimentalnog tretmana, kao i 3 nedelje i 6 nedelja nakon otpocinjanja tretmana,
upotrebljene su tri vizuelne analogne skale (VAS). Njihove vrednosti prema stepenu bola
kod pacijenata se kre¢u od 0-100 mm (gde O predstavlja vrednost bez simptoma bolesti, a
100 veoma tesku bolest) (Sokka, 2003). Koris¢ena je Skala za globalnu procenu pacijenta o
aktivnosti bolesti (engl. patient’s global assessment of disease activity, PGA), Globalno
zdravlje pacijenta (engl. Patient Global Health, PGH), i Globalna procena lekara o
aktivnosti bolesti (engl. Physician Global Assessment of Disease Activity, PhGA).
Lekarskim pregledom pacijenata izvrSeno je ispitivanje oteCenosti i osetljivosti zglobova
(broji se 28 zglobova i izrazava se broj zglobova sa pomenutim promenama 0-28) i
izracunati su indeksi aktivnosti bolesti (DAS 28) u skladu sa kriterijjumima Americkog
koledza za reumatologiju (Hochberg, 1992) kao uobicajenog klini¢kog sistema za
evaluaciju stanja pacijenata sa RA. Za izraCunavanje DAS 28 koriS¢ene su Cetiri
komponente: ukupan broj bolnih zglobova (engl. tender joints count, TJC), otecenih
zglobova (engl. swollen joints count, SJC), VAS skor pacijentove globalne procene bolesti
(PGA) i laboratorijske vrednosti sedimentacije eritrocita (DAS28-SE) ili nivoa C-
reaktivnog proteina (DAS 28-CRP).

Tokom trajanja studije pacijenti su zadrzali uobiCajeni rezim ishrane. Svi pacijenti

koji su ukljuceni u grupe na kombinovanom tretmanu metotreksatom i DOLE su dobili
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instrukcije da tokom studije prate dijetetski dnevni unos kapsula ekstrakta lista masline
(190 mg), u rezimu primene dve kapsule dva puta dnevno, ujutru i uvece izmedu obroka
(ukupno 760 mg/dan) u periodu od Sest nedelja. Na pocetku studije odredene su osnovne
vrednosti za sve merene klinicke, laboratorijske i eksperimentalne parametre i sva merenja
su ponovljena posle 3 i 6 nedelja. Klini¢ki i laboratorijski parametri su odredeni na
Inistitutu za reumatologiju, Klinickog centra Srbije u Beogradu dok su eksperimentalni
parametri odredeni na Katedri za fiziologiju, Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu i Katedri za opsteobrazovne predmete-hemiju, Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu. Laboratorijski parametri utvrdeni na klinici obuhvatali su merenje
C-reaktivnog proteina u serumu, sedimentacije eritrocita, fibrinogena i reumatoidnog
faktora (RF). Svi ostali studijski eksperimentalni parametri su odredeni kao §to je opisano u

Metodama ispitivanja.

2.5. METODE ISPITIVANJA

2.5.1. Uzorkovanje bioloskog materijala

Uzorci venske krvi prikupljeni su od svih 32 ucesnika ujutru, na prazan stomak (na
pocetku studije i nakon 21. i 42. dana) na Institutu za reumatologiju, u Beogradu.
Sakupljeni su u vakutajner tube sa litijum-heparinom (Vacuette, Greiner Bio-One,
Kremsmuenster, Austrija) i transportovani do mesta obrade. Ukupno je sakupljeno 14 mL
krvi po pacijentu za ispitivanja, a nakon toga je pristupljeno odvajanju plazme, eritrocita i
limfocita. Za analize na Katedri za opsteobrazovne predmete-hemiju, Fakulteta veterinarske
medicine u Beogradu u svrhe odvajanja plazme i eritrocita uzeto je 10 mL krvi, dok su 4
mL uzeta za separaciju limfocita koja je izvrSena na Katedri za fiziologiju, Farmaceutskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Plazma je dobijena iz 10 mL krvi sa antikoagulansom, centrifugiranjem na 3000
rpm u trajanju od 10 min. Eritrociti su posle centrifugiranja isprani tri puta u fizioloSkom
rastvoru. Svako ispiranje je praceno centrifugiranjem tokom 10 min na 3000 rpm. Tako
dobijeni uzorci krvne plazme i eritrocita su zamrznuti na -20 ° C i ¢uvani do momenta

koriS¢enja za analize.
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Drugih 4 mL krvi sa antikoagulansom je koriS¢eno za separaciju limfocita na Ficoll-
Pacque medijumu (GE Healthcare Bio-Sciences, Upsala, Svedska) i centrifugirano na 1900
rpm tokom 15 min. Limfociti u formiranom sloju u obliku prstena direktno iznad Ficoll-
Pacque medijuma su sakupljeni pipetom i isprani dva puta u RPMI 1640 medijumu
(Capricorn  Scientific, Ebsdorfergrund, Nemacka). Svako ispiranje je praceno
centrifugiranjem tokom 10 min na 1800 rpm. Nakon poslednjeg ispiranja i centrifugiranja,
supernatant je pazljivo uklonjen kako se ne bi narusio talog od limfocita na dnu epruvete. U
talog limfocita je dodat 1 mL RPMI 1640 medijuma i limfociti su resuspendovani laganim

mesanjem pipetom, i upotrebljeni su odmah za analize u komet testu.

2.5.2. Odredivanje parametara antioksidativne zastite

2.5.2.1. Odredivanje aktivnosti enzima katalaze (CAT) u eritrocitima

Aktivnost katalaze (CAT) je odredivana na spektrofotometru (CECIL CE 2021
UV/VIS), primenom UV-kineticke metode, po metodi Aebi (1984). Aktivnost enzima
katalaze odreduje se u odnosu na koli¢inu potrosenog H,0O;, na talasnoj duzini od 240 nm,
karakteristicnoj za apsorpcioni spektar vodonik-peroksida. U kvarcnu Kivetu, ukupnog
volumena 1 mL, dodat je 10 mM H,O; i pripremljeni su uzorci eritrocita pacijenata. Na
spektrofotometru je pradena promena apsorbance tokom 3 min. Stepen smanjenja
apsorbance odgovara koli¢ini razgradenog H,O; od strane katalaze, Rezultat je izrazen u

U/g hemoglobina, §to odgovara pmol razgradenog H>O, po minuti po gramu hemoglobina.

2.5.2.2. Odredivanje koncentracije tiolnih grupa (SH) u plazmi

Za odredivanje ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa (SH) u plazmi koris¢ena je
Ellman-ovom metoda (1959). Metoda je zasnovana na reakciji Elmanovog reagensa 2,2’-
dinitro-5,5’-ditiobenzoeve kiseline (DTNB) sa tiolnim jedinjenjima u baznoj (pH 9,0)

sredini. Nakon inkubacije Elmanovog reagensau trajanju od 15 min na 25 °C u mraku,
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nastaje jedan mol 5-merkapto-2-nitrobenzoeve kiseline (TNB) po jednom molu tiola (Slika
12). Anjon je u baznoj sredini zuto obojen 1 njegova adsorbanca se meri na
spektrofotometru na 412 nm (CECIL CE 2021 UV/VIS) i poredi sa slepom probom.
Koncentracija ukupnog sadrzaja SH grupa se izracunava preko molarnog ekstinkcionog

koeficijenta p-nitrofenola, (14.15 mM-1 cm) pomoc¢u formule:

A
SH grupe, umol/L = —2 x vt
e Wu

gde je Aa-otitana adsorbanca, & = 14.15 mM™ cm™ Vt - totalna zapremina rastvora,Vu -

zapremina uzorka plazme u rastvoru.

MOy
N,
SH . : =
0OC o /@ —
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Slika 12. Redukcija EImanovog reagensa slobodnim sulfhidrilnim grupama

2.5.3. Odredivanje parametara oksidativnog oSte¢enja celije
2.5.3.1. Odredivanje nitrita (NO;") kao indikatora oksidacije proteina

Koncentracija nitrita je odredivana u reakciji sa Griess-ovim reagensom, po metodi
Guevara 1 saradnika (1998). Griessov reagens je Siroko koriS¢en reagens za odredivanje
nitrita u plazmi, serumu i urinu. Metoda odredivanja ukupne koncentracije NO," u uzorcima
plazme pacijenata sa RA se sastojala u reakciji nitrita dodatkom Griessovog reagensa, koji
sa nitritima daje ljubicasto jedinjenje sa azo grupom. Koncentracija nitrita je zatim
odredivana merenjem apsorbance azo-jedinjenja na 540 nm, koriS¢enjem ELISA (¢itaca
(Plate reader, Mod. Al, Nubenco Enterprises, ICN). Pomocu poznatih koncentracija
standarda, konstruisana je kalibraciona kriva (y = 0,02471 + 0,00672 x x, r = 0,99911) sa

koje su odredivane koncentracije uzoraka. Koncentracije nitrita su izrazene u pmol/L.
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2.5.3.2. Odredivanje karbonilnih grupa kao indikatora oksidacije proteina

Derivati proteina, karbonilne grupe odredivane su u reakciji sa 2,4-
dinitrofenilhidrazinom, (DNPH) spektrofotometrijski, na 365 nm (CECIL CE 2021
UV/VIS). Spektrofotometrijska DNPH metoda pogodna je za odredivanje koncentracije
sadrzaja karbonilnih grupa u smesi proteina iz plazme, homogenata tkiva ili izolovanih
proteina. Detaljna procedura za kolorimetrijsko odredivanje 1 kvantifikaciju sadrzaja
karbonilnih grupa proteina pomenutom metodom data je u radu Levine i sar. (1990).

Vrednosti su izraZene u pmol/L.

2.5.3.3. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA) kao produkta lipidne
peroksidacije

HS N OH CHO S N OH HO SH
\"/ = | =

2 + _ — N
N F CH, C——Cc=cC
| |
OH CHO OH H H H OH
TBA MDA obojeni kompleks

Slika 13. lzgradnja obojenog kompleksa u rekciji malondialdehida (MDA) sa

tiobarbiturnom kiselinom (TBA)

Koncentracija malondialdehida (MDA) je odredivana, u reakciji sa tiobarbiturnom
kiselinom (engl. thiobarbituric acid, TBA) prema metodu Stock i Dormandy (1971).
Metoda se zashiva na merenju intenziteta obojenog kompleksa, koji se formira u reakciji
TBA sa malondialdehidom (MDA), krajnjim produktom oksidacije nezasi¢enih masnih
kiselina (Slika 13). Apsorpcija je merena na spektrofotometru (CECIL CE 2021 UV/VIS)
na 535 nm, a vrednosti reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric acid
reactive substances, TBARS) su prikazane u nanomolima TBARS po gramu hemoglobina
(nmol gHb™).
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2.5.3.4. Odredivenje stepena lipidne peroksidacije preko izoenzimske distribucije

enzima laktat-dehidrogenaze

Izoenzimski oblici laktat-dehidrogenaze su odredivani po metodi Yoshida i
Takakuwa (1997). Enzim laktat-dehidrogenaza je citoplazmatski enzim lokalizovan u
slede¢im tkivima: bubreg, srce, skeletni miSici, pankreas, slezina, jetra, plu¢a. Postoji pet
molekularnih izoenzima LDH (LDH;, LDH,, LDH;, LDH4 i LDHs) ¢ija je distribucija
tkivno specificna, pa je dijagnosticki mnogo znacajnije 1 specificnije analiziranje
izoenzima, nego merenje ukupne aktivnosti LDH. Kako se izoenzimi razlikuju po svojim
katalitickim 1 fizickim osobinama, elektroforeza je najeS¢e koriS¢ena tehnika za
razdvajanje izoenzima. l1zoenzim LDH; putuje najbrze i najblizi je anodi, dok je izoenzim
LDHs najsporiji (Slika 14). Koris¢ena je vertikalna elektroforeza na 7,5% PAGE-gelu
(HOEFFER MINI VE, Amersham, LKB, 2117, Bromma, Upsala, Svedska), uz primenu
TRIS-glicinskog pufera. Nakon razdvajanja, gel se inkubira sa reakcionom smesom (Na-
laktat i nitrotetrazolijunskog plavog) i detektuje Image Master TotalLab v1,11. Rezultati su

izrazeni u procentima, tj. u udelu odredenog izoenzima u ukupnoj aktivnosti LDH.

Tris (+) Glycine (-)
pufer

;

LOHS

_sporo putujudi
izoenzim

v~ brzo putujudi

: Strujni izvor
ADMZ izoenzim

LOH2 o

.

LoH1

Slika 14. Sematski prikaz elektroforetskog razdvajanja izoenzima LDH
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2.5.4. Odredivanje stepena genomske nestabilnosti i pojave DNK oSteéenja

2.5.4.1. Komet test

Alkalna verzija komet testa je uradena prema protokolu opisanom od strane Singh
i sar. (1988). Uzorci suspenzije limfocita u RPMI medijumu su, nakon postupka separacije,
koris¢eni za analize DNK os$te¢enja. Po 50 pL iz svake suspenzije limfocita
resuspendovano je u 50 pL 1% agaroze sa niskom tackom topljenja (engl. low melting point
agarose, LMA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). IzmeSana suspenzija limfocita, u
plastiénim ependorf tubama zapremine 1,5 mL, pipetiranjem je preneta na staklene
mikroskopske plocice, prethodno oblozene slojem 1% agaroze sa normalnom tackom
topljenja (Sigma-Aldrich, St. Louis, MOQO). Za svaki pojedina¢ni uzorak limfocita
pripremljene su plocice u duplikatu. Suspenzija ¢elija u agarozi je ravnomerno raSirena na
plocici stavljanjem pokrovnog stakla, i ostavljena na 4 °C tokom 5 min, da agarozni gel
ocvrsne. Nakon neznog uklanjanja pokrovnog stakla, kako se ne bi narusila povrSina gela,
¢elijske suspenzije na plo€icama su prekrivene drugim slojem 0,5% LMA 1 ostavljene
ponovo da ocvrsnu na 4 °C, tokom 7 min. Posle pazljivog uklanjanja pokrovnih stakala,
plo¢ice su uronjene u lizirajuci pufer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton
X100 i 10% dimetil-sulfoksid, pH 10, podesen sa NaOH) u plasticnim kivetama za
mikroskopske preparate i ostavljeni tokom no¢i na 4 °C, da bi se omogucila liza i
uklanjanje proteina i lipida, tj. membrana u ¢elijama. Slede¢eg dana, ploCice su izvadene iz
lizirajueg rastvora, postavljene u horizontalnu kadicu za gel elektroforezu (CHU2
proizvoda¢, povezan sa naponskom jedinicom EPS 601) i pazljivo preliveni hladnim,
svezim rastvorom za elektroforezu (10M NaOH, 200 mM EDTA) dozvoljavaju¢i DNK da
denaturiSe pre ukljucivanja elektroforeze. Nakon 30 min denaturacije, elektroforeza je
zapoceta 1 sprovedena u tamnoj prostoriji na 25V, 300 mA 30 min, rezultiraju¢i migracijom
malih fragmenata nukleusne DNK prema pozitivhom naelektrisanju u elektri¢cnom polju.
Nakon elektroforeze, plocice su uklonjene iz kadice i ispirane tri puta (5 min izmedu
ponavljanja) neutraliSu¢im puferom (0,4M Tris, pH 7,5 prilagoden sa HCI). Poslednje

ispiranje je izvrSeno destilovanom vodom i na svaku plocicu je naneto po 50 pL rastvora
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etidijum bromida (20 mg/mL). 15 min nakon nanoSenja fluorescentne boje, pristupilo se
vizuelnoj analizi nukleoida u obliku "kometa". Nukleoid podrazumeva regiju koja sadrzi
genetski material poreklom iz nukleusa, a koji nije okruZzen nukleusnom membranom (Slika
16). Ukupno 200 slucajno izabranih kometa (100 kometa sa svake od 2 duplikat plocice) je
analizirano po pacijentu. Preparati su analizirani na uvelicanju 100% na fluorescentom
mikroskopu Olympus BX 50 (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburg, Nemacka), koji je
opremljen zivinom lampom HBO (50V, 516-560 nm Zeiss). Komete su vizuelno
okarakterisane i svrstavane u 5 klasa, u zavisnosti od stepena ostecenja DNK, koje se
uocava kao “rep” komete, opisano u radu Anderson i sar. (1994). Naime, u zavisnosti od
odredene duzine repa 1 gustine fragmentisane DNK u repu komete, mogu se razlikovati
sledece klase: klasa A, predstavlja neostecene nukleoide koje nemaju rep (< 5% osteéenja
DNK); klasa B, oStecenja niskog nivoa (5-20%); klasa C, srednji nivo oStecenja (20-40%);
klasa D, visok nivo ostecenja (40-95%) i klasa E, potpuno ostec¢enje DNK (> 95%) (Slika
15).

Slika 15. Klasifikovanje kometa vizuelnom procenom u 5 grupa na osnovu kolicine
fragmentovane DNK u repu komete: (A) bez ostecenja, < 5%; (B) nizak stepen oStecenja,
5-20%; (C) srednji nivo ostecenja, 20-40%; (D) visok nivo ostecenja, 40-95%; (E) potpuno

ostecenje, > 95%.
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Ukupni stepen ostecenja DNK po pacijentu je okarakterisan kao migracija preko 5 % DNK
(zbir kometa klase B + C + D + E), i izraCunata je srednja vrednost za dve plocice (rezultat
je izrazen kao ukupan broj ¢elija sa DNK ostecenjem od 1 do 100). Za rezultate celih grupa
pacijenata sa RA, date su prosecne vrednosti svih pacijenata u grupi + standardna devijacija
(SD).

2.5.4.2. Mikronukleus test

Za analizu mikronukleusa, za svakog pacijenta pripremljene su kulture celija iz
pune krvi u triplikatu. Celijski medijum se sastojao od 5 ml RPMI 1640 sa dodatkom
HEPES-a i L-glutamina (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Nemacka), 10%
inaktivisanog fetalnog teleceg seruma (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Nemacka), 10
mg/mL antibiotika (penicilin + streptomicin; Sigma Aldrich, St. Louis, MO) i 2%
fitohemaglutinina (PHA- M, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Nemacka). Po 0,5 mL
pune venske krvi je zasejano u 5 mL medijuma, po 3 kulture su postavljene za svakog
pacijenta i kultivisane 72 ¢asa na 37 °C. Nakon 44 ¢asa od pocetka kultivacije dodato je po
50 pL citohalazina B iz koncentrovanog rastvora (6 mg/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
u svaku kulturu, kako bi se sprecila citokineza i dobile binukleusne ¢elije. Posle 72 Casa
kultivacije, ¢elije su odvojene od medijuma centrifugiranjem, tretirane su hipotoni¢nim
rastvorom 0,075 M KCI tokom 3 min na sobnoj temperaturi i fiksirane tri puta u smesi
metanola i siréetne kiseline (3:1). Tokom prve fiksacije dodat je i 1% formaldehid kako bi
membrane ¢elija ostale bolje ocuvane. Nakon fiksacije, ¢elije su hanesene na mikroskopska
stakla i osuSene na vazduhu na sobnoj temperaturi, a zatim obojene 2% Giemsa bojom, u
trajanju od 10 min. Neophodno je evaluirati 1000 binukleusnih ¢elija po pacijentu i
zabeleziti prisustvo mikronukleusa (MN), ali i drugih aberantnih promena, kao §to su
nukleusni pupovi (NP) i nukleoplazmatski mostovi (NPM) prema kriterijumima koje je
opisao Fenech (1993). U ovom eksperimentu, rezultati su izrazeni Kroz ukupne ucestalosti
¢elija sa MN, NP i NPM kod ispitanika sa RA i kontrola.
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2.5.5. Odredivanje nivoa proinflamatornog citokina IL-6 pomo¢u ELISA testa

Koncentracija IL-6 u plazmi pacijenata odredivana je komercijalnim ELISA testom
(engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Upotrebljen je Human IL-6 ELISA Ready-
SET-Go!® kit (eBioscience, San Diego, USA). Senzitivnost ovog kita je 4 pg / mL. Uzorci
su radeni u duplikatu, zajedno sa slepom probom i serijom standarda. Vrednosti su ocitane
na ELISA ¢itacu (BIOTEK Model ELx800 Absorbance Microplate Reader, VT, USA).
Pomocu poznatih koncentracija standarda, konstruisana je kalibraciona kriva sa koje su

odredivane koncentracije uzoraka.

2.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiCka obrada podataka izvrSena je koriS¢enjem kompjuterskog programa
GraphPad Prism 5.00 (San Diego, CA, USA). Rezultati istraZzivanja su predstavljeni uz
pomo¢ deskriptivnih statistickih parametara, srednje vrednosti + standardne devijacije ili
srednje vrednosti + standardne greske i prikazani su tabelarno ili graficki. Pre statisticke
analize varijable su testirane na normalnu distribuciju upotrebom D’Agostino-Pearson
omnibus statistickog testa. Statisticka znacajnost razlika ispitivanih vrednosti, utvrdena je
upotrebom jednofaktorskog ANOVA testa sa Tukey-ovim post-hoc testom, posto
distribucije varijabli nisu odstupale od normalnosti. Kao statisticki znacajne, uzete su

razlike na nivou od p < 0,05.
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3. REZULTATI

3. 1. REZULTATI ISPITIVANJA ANTIOKSIDATIVNIH SVOJSTAVA EKSTRAKTA LISTA MASLINE

U IN VITRO USLOVIMA
3.1.1. Analiza sposobnosti hvatanja DPPH radikala

Rezultati sposobnosti razli¢itih koncentracija ekstrakta lista masline da hvataju 1
neutraliSu DPPH radikale su prikazani na slici 16. ZabeleZena je dozno zavisna sposobnost
ekstrakta da vr$i inhibiciju DPPH radikala. Procenat inhibicije je proporcionalan
antioksidativnoj aktivnosti supstance. Procenat inhibicije od 50% je dobijen sa
koncentracijom ekstrakta 1,75 mg/mL, a skoro potpuna inhibicija je postignuta sa
koncentracijom priblizno 17,5 mg/mL. Pri niZim vrednostima koncentracije ekstrakta,
dobijene su niske vrednosti inhibicije radikala. Dobijene vrednosti za efikasnu
koncentraciju (50% inhibicije) ukazuju na slabu antioksidativnu aktivnost ekstrakta,
imajuci u vidu da koncentracija ekstrakta lista masline od 1,75 mg/mL postize isti efekat

kao referentna supstanca, vitamin C, u koncentraciji od 0,054 mg/mL.

Sposobnost hvatanja DPPH radikala
100 -
80 ~ y =10.514x3 - 71.218x? + 105.59x + 46.577
2 R2=1
560
o)
= 40 -
c
= 20
X
0 | »
\—/
17,5 mg/mL 1,75 mg/mL 0, 175 mg/mL 0,0175 mg/mL
-20 -

Slika 16. Smanjenje aktivnosti DPPH radikala pri razlicitim koncentracijama ekstrakta
lista masline (DOLE)
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3.1.2. Analiza sposobnosti hvatanja ABTS radikala

Za ispitivanje antioksidativne sposobnosti ekstrakta lista masline, koriS¢ena je i
ABTS metoda. Osim DPPH metode, na ovaj na¢in se takode moZe proceniti sposobnost
ispitivanog ekstrakta da inhibira produkciju slobodnih radikala. Antioksidativne
sposobnosti razli¢itih koncentracija ekstrakta lista masline, izrazene preko procenta
inhibicije ABTS radikala prikazane su na slici 17. Kao i u DPPH testu, rezultati su pokazali
da se procenat inhibicije uvec¢avao sa porastom koncentracije ekstrakta lista masline.
Efikasne koncentracije koje su izazivale preko 50% inhibicije ABTS radikala su bile vece

od 1,75 mg/mL, dok je maksimalna inhibicija postignuta sa koncentracijom priblizno 17,5

mg/mL.
Sposobnost hvatanja ABTS radikala
100 - y = 6.1404x3 - 37.673x2 + 31.63x + 84.936
Rz=1
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D
—
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2
<

=40

K20 -
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17,5 mg/mL 1,75 mg/mL 0,175 mg/mL 0,0175 mg/mL
-20 -

Slika 17. Smanjenje aktivnosti ABTS radikala pri razlicitim koncentracijama ekstrakta lista
masline (DOLE)

3.1.3. Analiza ukupne redukcione sposobnosti primenom FRAP metode

Redukciona sposobnost spektra ispitivanin koncentracija ekstrakta lista masline u
FRAP testu prikazana je na slici 18. U FRAP testu redukcione sposobnosti, doniranjem
elektrona od strane antioksidansa dolazi do redukcije kompleksa feri-tripiridiltriazina [Fe®*-
TPTZ] do kompleksa fero-tripiridiltriazina [Fe**-TPTZ] koji je intezivno plave boje i

reakcija se prati odredivanjem apsorpcije na 593 nm (maksimum apsorpcije redukcionog
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proizvoda). Na osnovu prikazanih rezultata se uocava da je najveéu FRAP vrednost, a time
i najbolju redukcionu sposobnost, pokazala najve¢a koncentacija ekstrakta od 17,5 mg/mL,

dok su znacajne redukcione sposobnosti detektovane pri koncentraciji od 1,75 mg/mL.

FRAP-Antioksidativni kapacitet

3000 -
2500 A "'
2000 - T

1500 -

uM Fe Eq

1000 -

500 -

17,5 mg/mL 1,75 mg/mL 0,175 mg/mL 0,0175 mg/mL

Slika 18. Redukciona sposobnost razlicitih koncentracija ekstrakta lista masline (DOLE) u
FRAP testu

3.2. REZULTATI ISPITIVANJA KOD PACIJENATA SA REUMATOIDNIM ARTRITISOM

3.2.1. DEMOGRAFSKI PODACI, OSNOVNI KLINICKI I LABORATORIJSKI PARAMETRI

PACIJENATA SA REUMATOIDNIM ARTRITISOM

Pocetne vrednosti Klini¢kih parametara, indikatora aktivnosti bolesti i klini¢kih
biohemijskih pokazatelja kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom podeljenin u 3
eksperimentalne grupe, su prikazane u Tabeli 2. Ispitivanjem demografskih karakteristika
pacijenata sa RA, pokazano je da su medu pacijentima dominirale osobe Zenskog pola
(79,4%). Dve eksperimentalne grupe pacijenata u ranoj fazi RA, bile su priblizno jednakih

vrednosti u pogledu perioda pocetka bolesti 1 propisanih doza metotreksata sa kojom treba
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da zapocnu terapiju u studiji. Takode, dve pomenute grupe su imale sli¢ne vrednosti svih

paramatara aktivnosti bolesti. Pacijenti iz grupe sa dugotrajnim RA, imali su prosecan

period trajanja bolesti 13,8 £ 11,3 godina i primali su 10 mg do 17,5 mg metotreksata

nedeljno, u pojedinac¢nim terapijskim dozama tokom minimum 6 meseci pre pocetka ucesca

u studiji.

Tabela 2. Opsti podaci, klinicke karakteristike i parametri aktivnosti bolesti kod grupa
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i opste
karaktersitike zdravih kontrolnih ispitanika na pocetku studije.

Demografske karakteristike

Pacijenti sa RA

Zdravi kontrolni ispitanici

Starost (godine) 65.1+11.2 542 +9.1
Zenski pol, br. ispitanika (%) 27 (79.4%) 7 (70.0%)
Muski pol, br. ispitanika (%) 5 (21.6%) 3 (30%)
PuSenje, br. ispitanika (%), 13 (38.2%); 3 (33.0%);
prosecan broj cigareta po danu 11.3+55 5.3+0.8
Konzumiranje alkohola, 8 (23.6%); 2 (20.0%);
br. ispitanika (%), prosecan broj 1.6+0.7 05+0.8
alkoholnih pi¢a po danu

D 0 D Daciie

DA RA RA adugo RA
a RA R R D DO

Trajanje bolesti (godine) <1 <1 3-35 (13.8 + 11.3)
Pocetak bolesti (godine) 0.5+0.2 0.7+0.6 149+£11.7
Pozitivni na RF, br. ispitanika (%6) | 6 (75%) 7 (87.5%) 16 (100%)
Propisana terapijska koncentracija | 9.7 £ 0.9 9.7+0.9 11.8+2.9
metotreksata (mg/ nedeljno)

Indikatori aktivnosti bolesti

Br.bolnih zglobova 116+4.1 115+£56 6.5+5.9
Br. otecenih zglobova 6.1+14 50+22 23+17
Vrednosti DAS28 ESR 56+0.7 56+09 46+1.1
Vrednosti DAS28 CRP 4.7+0.6 51+0.7 3.8+11
PGA (Vizuelna Analogna Skala) 64.4+17.6 70.7+£19.0 51.9+17.1
PGH (Vizuelna Analogna Skala) 65.1 £ 16.0 61.9£18.7 53.2+16.2
PhGA (Vizuelna Analogna Skala) | 54.4+17.1 58.6 £ 16.1 47.7+11.6
Serum CRP (mg/ L) 3.3+£37 9.8+80 7.9+6.3
Fibrinogen (g/ L) 41+09 45+13 4.7+1.2
SE 25.0+13.4 31.1+15.3 28.3+15.4
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Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD.

Tokom Sestonedeljnog trajanja studije, pacijenti su primali nepromenjene doze
metotreksata. Sve tri eksperimentalne grupe pacijenata sa RA su pokazale poc¢etnu vrednost
DAS 28 > 3,2 izraZzenu i preko DAS ESR i kroz DAS CRP, ukazuju¢i na umeren do visok
stepen aktivnosti bolesti. Uporedivanjem parametara aktivnosti bolesti, utvrdena je veca
aktivnost bolesti u dve grupe RA pacijenata u ranoj fazi bolesti u odnosu na grupu sa

dugotrajnim RA.

3.2.2. ANALIZA PARAMETARA ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE KOD PACIJENATA SA

REUMATOIDNIM ARTRITISOM

3.2.2.1. Nivo aktivnosti enzima katalaze (CAT) kod pacijenata sa ranim i

dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Aktivnost enzima katalaze u eritrocitima pacijenata u ranoj fazi reumatoidnog
artritisa, kao i kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem, ispitivan je pre uvodenja
eksperimentalne terapije, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 19. Ispitivanja su
obavljena u okviru dve grupe pacijenata sa ranim RA (R MTX, R MTX+DOLE) i jedne
grupe pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem (D-t MTX+DOLE). Uoceno je znacajno
povecanje (p< 0,001) aktivnosti enzima katalaze kod svih grupa obolelih od reumatoidnog
artritisa u odnosu na aktivnost zabelezenu kod zdravih kontrolnih ispitanika. Poredenjem
vrednosti izmedu grupa pacijenata sa RA, kod pacijenata sa dugotrajnim RA utvrdena je
nesto niza aktivnost katalaze nego kod pacijenata u ranoj fazi RA, medutim, nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike u odnosu na dve grupe obolelih u ranoj fazi bolesti.
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Aktivnost katalaze
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Slika 19. Nivo aktivnosti enzima katalaze pre uvodenja eksperimentalne terapije kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod
zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p< 0,001

(***): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu terapiju samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu kombinovanu terapiju
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji treba da zapocnu kombinovanu
terapiju metotreksatom i DOLE

3.2.2.2. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista
masline na aktivnost enzima katalaze (CAT) kod pacijenata sa reumatoidnim

artritisom

Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na
aktivnost enzima CAT u periodu od 3 i 6 nedelja kod pacijenata rane faze, kao i kod

pacijenata sa dugotrajnim reumatoidnim artritisom, prikazan je na slici 20. Takode su
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prikazane 1 vrednosti aktivnosti katalaze kod grupe pacijenata u ranoj fazi RA koja je
tretirana samo metotreksatom tokom 3 i 6 nedelja.

Kod obe grupe pacijenata sa ranim RA zabelezeno je opadanje aktivnosti CAT
posle 3 nedelje. Kod istih grupa, posle 6 nedelja doslo je do dalje redukcije aktivnosti
katalaze u odnosu na 3 nedelje. Pri tome, statisticki znacajno snizenje (p< 0,05) u odnosu
na pocetnu vrednost postignuto je posle 6 nedelja samo u grupi R MTX, koja je bila na
terapiji samo metotreksatom, ali ne i u grupi sa ranim RA na kombinovanoj terapiji MTX i
DOLE. S druge strane, u grupi pacijenata sa dugotrajnim RA na kombinovanoj terapiji,
zabeleZzeno je slabo povecanje aktivnosti CAT nakon 3 nedelje u odnosu na pocetnu
vrednost, medutim, znacajnost razlike nije pokazana. Posle 6 nedelja, aktivnost katalaze
kod dugotrajno obolelih pacijenata je ostala nepromenjena u odnosu na nivo od 3 nedelje.

Poredenjem Sestonedeljnih vrednosti aktivnosti katalaze izmedu tri grupe
pacijenata, nisu utvrdene znacajne razlike. Najnizu vrednost je pokazala grupa R MTX koja
je bila samo na metotreksatu, dok je najviSu vrednost imala grupa pacijenata sa dugotrajnim
RA na kombinovanoj terapiji (D-t MTX+DOLE).
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Slika 20. Nivo aktivnosti enzima katalaze pre tretmana, posle 3 i 6 nedelja tretmana u
grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM. p< 0,05 (*): znacajna razlika u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja

eksperimentalne terapije.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.2.3. Koncentracija slobodnih tiolnih grupa u plazmi (SH) kod pacijenata sa
ranim i dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne

terapije

Na slici 21 prikazane su pocetne koncentracije slobodnih tiolnih grupa iz plazme
pacijenata u ranoj fazi reumatoidnog artritisa, kao i kod pacijenata sa dugotrajnim
oboljenjem pre uvodenja eksperimentalne terapije. Zabelezeni su snizeni nivoi slobodnih
tiolnih grupa u sve tri grupe sa RA u odnosu na vrednosti kontrolne grupe. Najniza
vrednost utvrdena je kod grupe pacijenata R MTX+ DOLE i bila je znafajno sniZzena u
odnosu na vrednosti u kontrolama (p< 0,05). Kod ostalih grupa pacijenata sa RA nije
pokazana znaCajna razlika u poredenju sa kontrolnim vrednostima. Kada su uporedene
vrednosti u dve grupe pacijenata u ranoj fazi RA sa vrednostima kod dugotrajnih

pacijenata, nisu pokazane znacajne razlike u koncentraciji tiolnih grupa.
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Slika 21. Koncentracije tiolnih grupa (SH) pre uvodenja eksperimentalne terapije kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod
zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p< 0,05

(*): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu terapiju samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu kombinovanu terapiju
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji treba da zapocnu kombinovanu
terapiju metotreksatom i DOLE

3.2.2.4. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista
masline na koncentraciju tiolnih grupa (SH) u plazmi pacijenata sa

reumatoidnim artritisom

Rezultati uticaja kombinovane terapije MTX i DOLE posle 3 i 6 nedelja na nivo
slobodnih tiolnih grupa u plazmi pacijenata sa RA, kao i kod grupe pacijenata tretirane
samo metotreksatom prikazani su na slici 22. Posle 3 nedelje tretmana, uoceno je povecanje
nivoa SH grupa kod pacijenata rane faze na kombinovanoj terapiji MTX 1 DOLE, medutim

bez statisticke znacajnosti. Kod ostale dve grupe pacijenata nisu zabelezene promene nakon
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3 nedelje. Posle 6 nedelja, u grupi rane faze RA na kombinovanoj terapiji ustanovljeno je
povecéanje vrednosti u odnosu na pocetnu vredost i vrednost dobijenu nakon 3 nedelje, ali
razlike 1 dalje nisu bile statisticki znacajne. Kod pacijenata sa dugotrajnim RA koji su bili
na kombinovanoj terapiji takode je posle 6 nedelja uocen porast koncentracije SH grupa, u
odnosu na pocetni nivo pre terapije. U grupi R MTX Kkoja je bila na terapiji samo
metotreksatom, nisu zabelezene promene u ukupnom sadrzaju tiolnih grupa tokom
Sestonedeljnog perioda. Uprkos pokazanim promenama tokom 6 nedelja u grupama na
kombinovanom tretmanu, razlike nisu pokazale znacajnost ni u jednoj od grupa u poredenju
sa njihovim pocetnim vrednostima. Poredenjem Sestonedeljnih vrednosti izmedu tri grupe

pacijenata sa RA, nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike.
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Slika 22. Koncentracija slobodnih tiolnih grupa u plazmi (SH) pre tretmana, posle 3 i 6
nedelja tretmana u grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R
MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost £ SEM.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE
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3.2.3. ANALIZA PARAMETARA OKSIDATIVNOG OSTECENJA CELIJE KOD PACIJENATA SA

REUMATOIDNIM ARTRITISOM

3.2.3.1. Indikatori oksidativnog oStecenja proteina (nitrita i karbonilnih grupa)
kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja

eksperimentalne terapije

3.2.3.1.1. Rezultati koncentracija nitrita (NO;) pre uvodenja eksperimentalne

terapije

Nivo nitrita zabelezen na pocetku studije pre uvodenja eksperimentalne terapije u
grupama pacijenata sa RA i kod zdravih kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 23.
Koncentracije slobodnih nitrita u svim grupama pacijenta sa RA pre zapo¢injanja tretmana
bile su povisene znacajno u odnosu na kontrolnu grupu. Manju razliku u vrednostima na
pocetku studije u odnosu na kontrolnu, pokazala je grupa pacijenata u ranoj fazi RA koja
treba da zapoéne kombinovanu terapiju MTX i DOLE (p< 0,05), dok su ostale dve grupe
pokazale izrazito poviSene vrednosti u donosu na kontrolu (p< 0,01). Medutim, statisticki
znacajnih razika izmedu grupa pacijenata u ranoj fazi RA i grupe sa dugotrajnim RA nije
bilo.
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Slika 23. Koncentracije nitrita (NO2) pre wuvodenja eksperimentalne terapije kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod
zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p<0,05
(*); p<0,01 (**): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu terapiju samo metotreksatom

R MTX + DOLE — pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu kombinovanu terapiju
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji treba da zapocnu kombinovanu
terapiju metotreksatom i DOLE

3.2.3.1.2. Rezultati koncentracija karbonilnih grupa pre uvodenja
eksperimentalne terapije

Slika 24 pokazuje izmerene koncentracije karbonilnih grupa proteina u grupama
pacijenata sa RA u ranoj fazi bolesti i kod grupe sa dugotrajnim oboljenjem pre uvodenja
eksperimentalne terapije, kao i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Koncentracija karbonilnih
grupa u pocetnim uzorcima sve tri grupe pacijenata sa RA bila je znacajno povisena u
odnosu na nivo zabelezen u kontrolama (p< 0,05). Priblizne vrednosti koncentracije
karbonilnih grupa su zabelezene kod obe grupe pacijenata u ranoj fazi RA i kod pacijenata
sa dugotrajnim oboljenjem. Nije bilo statisticki znac¢ajnih medusobih razlika u nivou
karbonilnih grupa izmedu tri eksperimentalne grupe pacijenata sa RA pre uvodenja

eksperimentalne terapije.
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Slika 24. Koncentracije karbonilnih grupa pre uvodenja eksperimentalne terapije kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod
zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p< 0,05
(*); p< 0,001 (***): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu terapiju samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA koji treba da zapocnu kombinovanu terapiju
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji treba da zapocnu kombinovanu
terapiju sa metotreksatom i DOLE

3.2.3.2. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista
masline na indikatore oksidativnog o$tecenja proteina (nitrita i karbonilnih

grupa) kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

3.2.3.1.1. Uticaj kombinovane terapije na koncentraciju nitrita (NO;)

Nivo nitrita pre tretmana i nakon 3 i 6 nedelja kombinovane terapije MTX i DOLE

u grupama pacijenata sa RA kao i promene vrednosti nitrita u grupi pacijenata koja je samo
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na terapiji metotreksatom prikazan je na slici 25. Posle 3 nedelje, obe grupe pacijenata u
ranoj fazi bolesti R MTX i R MTX + DOLE su pokazale izrazen pad koncentracije nitrita u
odnosu na pocetnu vrednost (p< 0,05). Snizenje vrednosti u pomenute dve grupe je
zabelezeno ve¢ posle 3 nedelje i isti nivo vrednosti nitrita je zadrzan i1 posle 6 nedelja. S
druge strane, grupa pacijenata sa dugotrajnim RA na kombinovanoj terapiji pokazala je
nepromenjen nivo nitrita tokom trajanja studije. Koncentracije nitrita kod ove grupe
pacijenata su ostale visoke tokom 3 i 6 nedelja.

Uporedivanjem koncentracija nitrita izmedu tri grupe pacijenata sa RA nakon 6
nedelja, pokazana je veca vrednost kod grupe sa dugotrajnim RA u odnosu na obe grupe u
ranoj fazi RA. S druge strane, nije bilo medusobnih razlika u koncentraciji nitrita nakon 6
nedelja izmedu grupe u ranoj fazi koja je bila samo na metotreksatu 1 grupe koja je bila na

kombinovanoj terapiji.
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Slika 25. Koncentracija nitrita u plazmi (NO,) pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja
tretmana u grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM. p< 0,05 (*):znacajna razlika u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja

eksperimentalne terapije.
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Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.3.1.2. Uticaj kombinovane terapije na koncentraciju karbonilnih grupa

Slika 26 prikazuje izmerene koncentracije karonilnih grupa proteina u grupi
pacijenata sa RA u ranoj fazi bolesti i kod grupe sa dugotrajnim oboljenjem, nakon 3 i 6
nedelja kombinovane terapije MTX i DOLE. Takode su prikazane i promene vrednosti
karbonilnin grupa kod pacijenata u ranoj fazi RA Kkoji su bili na terapiji samo
metotreksatom tokom 6 nedelja. Visok nivo karbonilnih grupa koji je zabelezen na pocetku
studije kod obe grupe pacijenata u ranoj fazi RA je ostao nepromenjen nakon 3 nedelje, dok
su se koncentracije karbonilnih grupa kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem uvecale
posle 3 nedelje. Posle 6 nedelja kod grupa pacijenata sa ranim kao i dugotrajnim RA na
terapiji ekstraktom lista masline i metotreksatom nije doSlo do znacajnih promena u
ukupnom sadrZaju karbonilnih grupa u odnosu na pocetni nivo. Njihove vrednosti ostale su
priblizne vrednostima od 3 nedelje. Sli¢no kao i kod dve grupe pacijenata na kombinovanoj
terapiji, ni kod ispitanika na terapiji samo sa metrotreksatom nije bilo znacajnog efekta
terapije na promenu nivoa karbonilnih grupa posle 3, kao ni posle 6 nedelja. Kada su
uporedene Sestonedeljne koncentracije karbonilnih grupa izmedu tri grupe pacijenata, nisu

zabeleZene znacajne razlike, 1 vrednosti sve tri grupe su bile priblizne.
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Slika 26. Koncentracija karbonilnih grupa pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja tretmana
u grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.3.3. Indikatori lipidne peroksidacije kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim

reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Da bi se ispitao uticaj oksidativnog stresa na nivo ostec¢enja ¢elijskih membrana kod
pacijenata sa reumatoidnim artritisom, kao i njegova modulacija pod uticajem

kombinovane terapije metotreksatom 1 DOLE, odredivane su koncentracije
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malondialdehida preko TBARS, kao i aktivnosti izoenzima laktat-dehidrogenaze kao

specificnog pokazatelja ostecenja membrane u ¢elijama odredenih organa.

3.2.3.3.1. Rezultati nivoa malondialdehida (MDA)

Slika 26 pokazuje izmerene koncentracije MDA kod grupa pacijenata sa RA u ranoj
fazi bolesti kao i kod grupe sa dugotrajnim oboljenjem pre uvodenja eksperimentalne
terapije i kod zdravih kontrolnih ispitanika. VVrednosti MDA pre uvodenja terapije U Sve tri
grupe pacijenata su bile znacajno povisene u odnosu na koncentracije pokazane u
kontrolnim uzorcima. Najvisa koncentracija MDA zabeleZzena je kod grupe pacijenata u
ranoj fazi RA, R MTX. Grupa pacijenata sa dugotrajnim RA imala je koncentracije MDA
koje su bile priblizne grupama sa ranim RA. Uporedivanjem vrednosti izmedu tri razliCite

grupe pacijenata sa RA, pa nisu zabelezene statisticki znacajne razlike.
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Slika 27. Koncentracija malondialdehida (MDA) pre uvodenja eksperimentalne terapije u
grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost £ SEM. p< 0,001 (***):znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.3.3.2. Rezultati izoenzimske distribucije enzima laktat-dehidrogenaze

Ispitivanja aktivnosti izoenzima LDH 1.5 kod grupa pacijenata sa RA u ranoj fazi
bolesti kao i kod grupe sa dugotrajnim oboljenjem pre uvodenja eksperimentalne terapije i
kod zdravih kontrolnih ispitanika su prikazana na slici 28A. Analizom zabeleZenih
vrednosti je utvrdeno da sve tri eksperimentalne grupe pacijenata sa RA pokazuju povisene
aktivnosti LDH 3, LDH 4, LDH 5 i smanjenu aktivost LDH ; i LDH, u odnosu na aktivnost
istih LDH izoenzima kod kontrole (Slika 28A). Medutim, statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na kontrolu nisu dobijene. Takode nisu zabeleZene statisticki znacajne razlike u
vrednostima LDH izoenzima ni izmedu razli¢itih grupa pacijenata sa RA pre uvodenja
terapije. Priblizne vrednosti su zabeleZzene kod obe grupa u ranoj fazi RA kao i kod grupe

sa dugotrajnim RA.
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Slika 28. Distribucija tkivno-specificnih izoenzimskih formi laktat-dehidrogenaze (LDH ;.5)
pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja tretmana u grupama pacijenata sa reumatoidnim
artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM. p< 0,05 (*),p< 0,01 (**):znacajna

razlika nakon 3 i 6 nedelja u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja eksperimentalne

terapije.
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Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.3.4. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista masline na
indikatore lipidne peroksidacije kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

3.2.3.4.1. Uticaj kombinovane terapije na nivo malondialdehida (MDA)

Uticaj kombinovane terapije MTX i DOLE-om na stepen lipidne peroksidacije
izrazen preko koncentracije MDA posle 3 i 6 nedelja tretmana prikazan je na slici 29.
Takode su prikazane 1 promene vrednosti MDA u grupi pacijenata koja je samo na terapiji
metotreksatom. Kod dve grupe na kombinovanoj terapiji R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE utvrdene su snizene vrednosti posle 3 nedelje u odnosu na pocetne vrednosti
pre tretmana. Grupa D-t MTX+DOLE pokazala je statisticki znac¢ajno nizu koncentraciju
MDA posle 3 nedelje u odosu na pocetni nivo (p<0,05), dok u grupi R MTX+DOLE
redukcija nije bila znacajna. S druge strane, grupa R MTX koja je bila na terapiji samo
metotreksatom, posle 3 nedelje ostala je na istom nivou vrednosti kao i pre uvodenja
terapije. Medutim, posle 6 nedelja tretmana, grupa R MTX je pokazala statisticki znacajan
pad koncentracije MDA u odnosu na vrednosti dobijene nakon tri nedelje. S druge strane,
kod dve grupe na kombinovanoj terapiji R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE vrednosti
dobijene posle 6 nedelja ostale su nepromenjene u poredenju sa vrednostima MDA nakon 3

nedelje.
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Slika 29. Koncentracija malondialdehida (MDA) pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja
tretmana u grupama pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM. p< 0,05 (*): znacajna razlika u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja

eksperimentalne terapije. p< 0,05 (#): znacajna razlika 6 nedelja u odnosu na 3 nedelje.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.3.4.2. Uticaj kombinovane terapije na izoenzimsku distribuciju enzima

laktat-dehidrogenaze

Uticaj kombinovane terapije MTX i DOLE u trajanju od 3 i 6 nedelja na
izoenzimski profil pacijenata sa ranim RA kao i kod pacijenata sa dugotrajnim RA, i efekat
terapije samo metotreksatom kod pacijenata u ranoj fazi RA prikazan je na slici 28 B i C.

Nakon 3 nedelje primene terapije, dve grupe u ranoj fazi RAnisu pokazale znacajne
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promene aktivnosti izoenzima u odnosu na vrednosti pre terapije (Slika 28B). lzuzetak je
vrednost LDHs koja je znacajno sniZena posle 3 nedelje kombinovanog tretmana kod grupe
u ranoj fazi RA (p< 0,05). Za razliku od grupa pacijenata u ranoj fazi RA, kod grupe sa
dugotrajnim RA na kombinovanoj terapiji, zabelezeno je znacajno smanjenje aktivnosti
LDH; , LDH; i LDHs posle 3 nedelje, dok su nivoi aktivnosti LDH3; i LDH4 povecani u
odnosu na njihovu pocetnu vrednost.

Posle Sest nedelja od pocetka terapije, obe grupe pacijenata u ranoj fazi RA nisu
pokazale promene vrednosti izoenzimske aktivnosti u odnosu na rezultate dobijene pre
terapije kao ni u odnosu na vrednosti izmerene nakon tri nedelje. Izuzetak je zabelezen za
nivo aktivnosti LDHs, koji je pokazao znacajno nizu vrednost u odnosu na vrednost pre
terapije iu R MTX kao i u R MTX + DOLE grupi (Slika 28B i C). U obe grupe pacijenata
u ranoj fazi RA i kod pacijenata sa dugotrajnim RA posle 6 nedelja je doslo do statistic¢ki
znacajnog snizenja aktivnosti LDHs u odnosu na pocetnu vrednost pre tretmana (p< 0,05).
Osim toga, kod pacijenata sa dugotrajnim RA, nakon 6 nedelja zabelezena je i znacajno
niza aktivnost LDH; i LDH, i povecana aktivnost izoenzima LDH3 i LDH 4 u odnosu na
vrednosti pre terapije, s tim $to nije bilo razlike u odnosu na nivo aktivnosti istih izoenzima
dobijenih posle 3 nedelje (Slika 28C).

Poredenjem aktivnosti izoenzima LDH;.s nakon Sest nedelja izmedu tri grupe
pacijenata sa RA, pokazano je da nema znacajnih razlika u vrednostima, najverovatnije

usled velikih devijacija u individualnim vrednostima unutar grupa.

3.2.4. ANALIZA PARAMETARA GENOMSKE NESTABILNOSTI KOD PACIJENATA SA

REUMATOIDNIM ARTRITISOM

3.2.4.1. Analiza stepena DNK oSteéenja kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim

reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Kvantifikacija DNK oSteenja u limfocitima pacijenata sa RA izvrSena je
evaluacijom ukupnog broja celija sa razli¢itim stepenom fragmentacije DNK (Slika 15). Na

slici 30 dat je primer preparata limfocita u komet testu kod kontrola, gde je veéina celija
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bez ostecenja i migracije DNK (Slika 30A), i kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

(Slika 30B), gde se mogu uvideti ¢elije sa razli¢itim stepenom migracije oStecene DNK.

Slika 30. Primer prepata limfocita u komet testu kod A) kontrola (celije bez ostecenja i
migracije DNK) i B) pacijenata sa reumatoidnim artritisom (éelije sa razlicitim stepenom

migracije oStecene DNK)

Na slici 31 prikazan je nivo DNK oS$tec¢enja u limfocitima periferne krvi tri grupe
pacijenata sa RA, pre uvodenja eksperimentalne terapije. Rezultati su pokazali povisene
nivoe oSte¢enja DNK u pocetnim uzorcima sve tri grupe RA pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu, $to se moglo uociti kroz povecanje srednjeg broja limfocita sa oStecenom
DNK. U grupama R MTX i R MTX + DOLE pre pocetka tretmana zabeleZeni su zna¢ajno
poviseni nivoi DNK oSte¢enja (28,28 £ 1,91 30,75 £ 3,90) u odnosu na kontrolu (p< 0,001).
Kod pacijenata sa dugotrajnim RA je pokazan umeren nivo o$te¢enje DNK (16,83 + 1,40)
koji nije bio znacajno razli¢it od kontrola (6,00 + 0,59). Poredenjem vrednosti izmedu tri
grupe pacijenata sa RA, utvrden je znacajno visi nivo DNK oStecenja u grupi rane faze

oboljenja R MTX u odnosu nha grupu pacijenata sa dugotrajnim artritisom (p< 0,001).
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Slika 31. Nivo DNK osteéenja u limfocitima periferne Krvi pacijenata sa reumatoidnim
artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SEM. p< 0,001 (***): znacajna razlika u odnosu na kontrolu; p< 0,001 (###):

znacajna razlika u odnosu na R MTX.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

3.2.4.2. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista

masline na stepen DNK oSteéenja

Na Slici 32 su pokazani rezultati nivoa DNK oSteCenja u limfocitima periferne
krvi pacijenata sa RA u ranoj fazi i kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem nakon 3 i 6
nedelja kombinovane terapije MTX i DOLE, kao rezultati grupe pacijenata u ranoj fazi RA
na terapiji samo metotreksatom. Kod grupe R MTX + DOLE, nakon 3 nedelje od pocetka
tretmana, broj limfocita sa oSteCenom DNK je znacajno smanjen (p< 0,001) u odnosu na

pocetnu vrednost pre tretmana. U grupi R MTX ispoljen je pad DNK ostecenja tek nakon 6
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nedelja, medutim razlika nije bila znacajna u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja

terapije. Vrednosti u grupi D-t MTX + DOLE ostale su nepromenjene tokom 6 nedelja.
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Slika 32. Nivo DNK osteéenja u limfocitima periferne krvi pacijenata sa reumatoidnim
artritisom pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja tretmana (R MTX, R MTX+DOLE i D-t
MTX+DOLE) i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM. p< 0,001 (***):znacajna razlika u odnosu na pocetnu vrednost pre
uvodenja eksperimentalne terapije. p< 0,01 (##): znacajna razlika u Ssestonedeljnim

vrednostima u odnosu na grupu R MTX.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE

Uporedivanjem rezultata dobijenih posle 6 nedelja izmedu tri RA grupe, utvrdeno
je da R MTX + DOLE pokazuje najmanji broj ¢elija sa DNK oste¢enjem (7,84 + 0,95). U
grupama D-t MTX + DOLE i R MTX posle 6 nedelja dostignut je umeren stepen ostecenja
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DNK (13,84 £ 1,6 i 22,84 £ 3,6). Utvrdena je razlika izmedu Sestonedeljnog nivoa DNK
ostecena kod grupe pacijenata u ranoj fazi RA samo na MTX i grupe koja je bila na
tretmanu sa DOLE i MTX, gde je vrednost grupe na kombinovanom tretmanu bila znacajno

niza od grupe samo na MTX (p< 0,01).

3.2.4.3. Analiza parametara genomske nestabilnosti pomoé¢u mikronukleus
testa kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre

uvodenja eksperimentalne terapije

U cilju ispitivanja prisustva genomske nestabilnosti kod pacijenata sa ranim i
dugotrajnim RA izvrSena je analiza metodom mikronukleusa u kulturi limfocita periferne
krvi. Mikronukleusi su uocavani u binukleusnim limfocitima u vidu hromatinskog
materijala ovalnog oblika, morfoloski identi¢nog, ali po veli¢ini manjeg od glavnog jedra
(dijametra od 1/16 do 1/3 veli¢ine jedra) i Cije se granice ne dodiruju sa jedrom.
Binukleusni limfociti sa 1 ili viSe mikronukleusa, koji se mogu bodovati, su ilustrovani na
Slici 33 B, C i predstavljaju uzorke limfocita pacijenata sa RA iz ove studije. U analizu
nastalin promena u binukleusnim limfocitima u mikronukleus testu, ukljuéene su i
ucestalosti drugih aberantnih promena, uzimaju¢i u obzir nukleusne pupove i
nukleoplazmatske mostove (Slika 33 D, E). Nukleusni pupovi su po izgledu i veli¢ini sli¢ni
mikronukleusima, ali su za razliku od njih spojeni svojim granicama sa glavnim jedrom.
Primeri pronadeni u uzorcima pacijenta sa RA su prikazani na Slici 33 D.
Nukleoplazmatski mostovi su identifikovani kao kontinuirana nukleoplazmatska nit koja se
proteze izmedu dva jedra binukleusne celije, koje moze biti debljine do jedne Cetvrtine
dijametra jedra. Primeri zabelezeni kod RA pacijenata su dati na Slici 33 E. Iz analize su
iskljuéene ¢elije koje su bile u procesu apoptoze ili nekroze (Slika 33 F).

Analizom rezultata binukleusnih ¢elija u mikronukleus testu pre uvodenja
eksperimentalne terapije, pokazana je zna¢ajno vecéa ucestalosti minkronukleusa u poéetnim

uzorcima sve tri grupe pacijenata sa reumatoidnim artritisom nego u kontrolnoj grupi
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(p<0,05) (Tabela 3). Najvisa ucestalost MN je pokazana u grupi R MTX. Poredenjem
ucCestalosti MN izmedu tri grupe pacijenata sa RA, nije zabeleZena statistiCki znacajna
razlika. Kada su analizirane ucestalosti drugih aberantnih promena u binukleusnim
¢elijama, uzimajuéi u obzir nukleusne pupove i nukleoplazmatske mostove, nije pokazana
znacajna razlika izmedu pocetnih vrednosti u grupama R MTX i R MTX+ DOLE kao ni u
poredenju ovih grupa sa kontrolom, za oba parametra (Tabela 3). Sa druge strane, grupa D-t
MTX+DOLE, pokazala je znacajno povisene ucestalosti NP i NPM u odnosu na kontrolne

vrednosti, kao i u poredenju sa grupama u ranoj fazi RA (p< 0,05).

Slika 33. Fotografije preparata limfocita u mikronukleus testu kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom: A) binukleusna celija, B) binukleusna Ccelija sa jednim
mikronukleusom, C) binukleusna celija sa vise mikronukleusa, D) binukleusna celija sa

nukleusnim pupom, E) binukleusna celija sa nukleoplazmatskim mostom, F) nekroticna

celija.



3.2.4.4. Uticaj kombinovane terapije na genomsku nestabilnost, prikazan

pomoc¢u mikronukleus testa

Upotrebom mikronukleus testa utvrden je uticaj kombinovane terapije MTX i
DOLE nakon 3 i 6 nedelja tretmana na stepen nestabilnosti genoma kod pacijenata sa ranim
i dugotrajnim reumatoidnim artritisom. Takode je evaluiran efekat terapije samo

metotreksatom kod pacijenata u ranoj fazi RA u trajanju od tri i Sest nedelja.

Tri nedelje nakon pocetka tretmana, ucestalost MN je smanjena u odnosu na
pocetne vrednosti u obe grupe pacijenata u ranoj fazi RA. Medutim, vrednosti detektovane
posle 3 nedelja nisu bile statisti¢ki znacajno razli¢ite od pocetnih vrednosti zabelezenih u
ovim grupama pre terapije. Posle 6 nedelja nije doslo do znacajnih promena ucestalosti MN
kod obe grupa pacijenata sa ranim RA u odnosu na ucestalosti utvrdene posle 3 nedelje.
Pacijenti grupe sa dugotrajnim RA nisu pokazali promenu ucestalosti MN posle 3 kao ni
posle 6 nedelja kombinovanog tretmana. Kada su analizirane promene u ucestalostima
drugih aberantnih promena u binukleusnim ¢elijama, primeceno je da se ucestalosti NP i
NPM u grupama R MTX i R MTX+ DOLE nisu zna¢ajno promenile nakon 3 kao ni nakon
6 nedelja tretmana. Grupa D-t MTX+DOLE sa dugotrajnim RA na kombinovanom
tretmanu pokazala je pad ucestalosti oba parametra posle 6 nedelja. Ucestalost nukleusnih
pupova U toj grupi je svedena na vrednosti priblizne kontrolnim, dok je ucestalost

nukleoplazmatskih mostova nakon 6 nedelja i dalje bila znacajno veca od kontrolne (Tabela

3).
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Utestalost MIN / 1000 éelija

Utestalost NP/ 1000 celija

Utestalost NPM/ 1000 celija

Srednja vrednost +SD Srednja vrednost + 5D Srednja vrednost + SD
Min-Max Min-Max Min-Max
pre terapije 3 nedelje 6 nedelja pre terapije 3 nedelje 6 nedelja pre terapije 3 nedelje 6 nedelja
o 35.3+18.0*% | 24.6%11.1 26.5+11.9 6.5+6.2 5.1£1.0 6.75+3.4 5.342.5
18-54 16-38 10-36 1-13 46 2-10 0-12 38 311
33.0£16.9* 30.1+4.9 27.3+14.1 10.5+8.3 7.0 6.1 8.3+2.1 5.7+4.7 5.0£1.5 6.1£34
R MTX+ DOLE
2145 24-35 27-59 1-19 1-15 6-10 1-11 4-6 2-8
34.2+6.6* | 33.3x12.8 32.2+12.1 19.7+4.7* 10.846.1 6.6+5.8 17.245.1* 17.2£11.9 | 11.2455
D-tMTX+DOLE
25-39 19-49 22-60 16-26 2-16 1-19 12-23 2-31 2-17
57+38 22424 3.1+25
KONTROLA
1-10 0-6 0-8

Tabela 3. Ucestalost mikronukleusa (MN), nukleusnih pupova (NP) i nukleoplazmatskih mostova
(NPM) i njihova distribucija u binukleusnim limfocitima periferne krvi pacijenata sa
reumatoidnim artritisom (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) pre tretmana, posle 3i 6
nedelja tretmana i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Analizirano na 1000 binukleusnih limfocita

invitro. p<0,05 (*): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

RMTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom metotreksatom
i DOLE

D-t MTX + DOLE — pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom terapijom
metotreksatomi DOLE

3.2.5. ANALIZA NIVOA INFLAMACIJE ODREPIVANJEM PROINFLAMATORNOG CITOKINA

IL-6

3.2.5.1. Rezultati nivoa proinflamatornog citokina IL-6 kod pacijenata sa ranim i

dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije



Da Dbi se utvrdio stepen inflamacije kod razli¢itih grupa pacijenata sa
reumatoidnim artritisom pracena je koncentracija interleukina-6 (IL-6), vaznog
proinflamatornog citokina. Ispitane su koncentracije IL-6 kod pacijenata sa ranim i
dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije kao i kod
zdravih kontrolnih ispitanika i rezultati su prikazani na slici 34. Pocetna koncentracija IL-6
pre tretmana, zabelezena u sve tri grupe RA pacijenata bila je znacajno veca u odnosu na
vrednost u kontroli (p< 0,01). Izmedu tri grupe RA pacijenata nisu pokazane medusobne

razlike u pocetnim koncentracijama IL-6.

Interleukin-6
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Slika 34. Koncentracija interleukina-6 u plazmi pacijenata sa reumatoidnim artritisom pre
uvodenja eksperimentalne terapije (R MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) i kod
zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p< 0,01

(**): znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom D-t MTX
+ DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE
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3.2.5.2. Uticaj kombinovane terapije metrotreksatom i ekstraktom lista
masline na nivo proinflamatornog citokina IL-6 kod pacijenata sa

reumatoidnim artritisom

Antiinflamatorni efekat kombinovane terapije MTX i DOLE su evaluirani
pracenjem koncentracija IL-6 kod pacijenata u ranoj fazi RA (R MTX + DOLE) i kod
pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem (D-t MTX+DOLE) tokom 3 i 6 nedelja tretmana i
rezultati su prikazani na slici 35. Takode je prac¢ena i promena koncentracije IL-6 kod
pacijenata u ranoj fazi RA koji su bili na terapiji samo metotreksatom tokom 3 i 6 nedelja
(R MTX). Nakon 3 nedelje tretmana, sve tri RA grupe su pokazale znac¢ajno smanjenje
koncentracije IL-6 u odnosu na pocetnu vrednost pre terapije (p< 0,05). Nakon perioda od 6
nedelja, R MTX grupa je zabeleZila porast vrednosti IL-6, dok su vrednosti u R MTX +
DOLE i D-t MTX+DOLE grupi ostale priblizne koncentracijama od 3 nedelje. Grupe na
kombinovanoj terapiji R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE su imale znaajno nizu
koncentraciju IL-6 posle 6 nedelja u odnosu na vrednost pre tretmana (p< 0,05), dok u
grupi R MTX zbog velike devijacije u vrednostima nije zabelezena statistiCka znacajnost,
uprkos postojanju razlike u srednjim vrednostima. Poredenjem Sestonedeljne koncentracije
IL-6 izmedu tri grupe RA pacijenata, pokazano je da su vrednosti grupe R MTX + DOLE
bile najnize, medutim, razlike u vrednostima izmedu RA grupa nisu bile statisticki

znacajne.
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Slika 35. Koncentracija interleukina-6 iz plazme pacijenata sa reumatoidnim artritisom (R
MTX, R MTX+DOLE i D-t MTX+DOLE) ) pre tretmana, posle 3 i posle 6 nedelja tretmana
i kod zdravih kontrolnih ispitanika. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. p<
0,05 (*):znacajna razlika u odnosu na pocetnu vrednost pre uvodenja eksperimentalne

terapije.

Kontrola — zdravi kontrolni ispitanici

R MTX — pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji samo metotreksatom

R MTX + DOLE - pacijenti u ranoj fazi RA na terapiji kombinovanom terapijom
metotreksatom i DOLE

D-t MTX + DOLE - pacijenti sa dugotrajnim RA koji su tretirani sa kombinovanom
terapijom metotreksatom i DOLE
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4.  DISKUSIJA

U ovoj studiji pokazan je efekat kombinovane terapije metotreksatom i
ekstraktom maslinovog lista na oCuvanje antioksidativne zastite, sniZzavanje oksidativnih
ostecenja celije, spreCavanje pojave genomske nestabilnosti i redukciju inflamacije kod
novodijagnostikovanih pacijenata u ranoj fazi RA i kod pacijenata sa dugotrajnim RA, u
odnosu na standardnu terapiju samo metotreksatom. Uticaj suplementacije ekstraktom
maslinovog lista na promenu ispitivanih parametara, bio je efikasniji kod pacijenata u ranoj
fazi bolesti, nego kod dugotrajne faze bolesti, ukazuju¢i da odgovor na ispitivanu
kombinovanu terapiju moze zavisiti od duzine trajanja bolesti i od prethodne dugoro¢ne
primene lekova.

Molekularni epidemioloski pristup, odnosno merenje molekularnih i celijskih
biomarkera kao pokazatelja uzro¢nih ili preventivnih faktora za razvoj bolesti predstavlja
vredan dodatak konvencionalnim epidemioloskim studijama. Njegove glavne prednosti, U
odnosu na konvencionalne epidemioloske pristupe, su manji uzorak ispitanika i znatno
manje utro$enog vremena, pa su stoga i ekonomiénije (Dusinska i Collins, 2008). Pored
toga, ukoliko su biomarkeri paZljivo odabrani, mogu dati veoma korisne informacije o
molekulskim mehanizmima uklju¢enim u etiologiju bolesti, na primer, ukoliko odrazavaju
promene u ranoj fazi progresije bolesti (Dusinska i Collins, 2008). Takode mogu pruZiti i
dobar uvid u interindividualne varijabilnosti u odgovoru na kljuéne faktore u razvoju
bolesti. Bazi¢na istrazivanja u reumatologiji se nekoliko decenija unazad bave
rasvetljavanjem etiologije reumatskih bolesti, a zahvaljuju¢i razvoju molekularnih
bioloskih metoda, sada je moguce i sagledavanje bioloSkih procesa u ¢elijama obolelih
tkiva koji imaju kljuéni znacaj u razumevanju patofizioloskih mehanizama. Reumatoidni
artritis je jedna od najviSe proucavanih inflamatornih bolesti zglobova. Podaci studija na
¢elijskom nivou ukazuju da povecana intracelularna proizvodnja ROS znacajno utice na
inflamatorni proces i pojavu degeneracije hrskavice kao i gubitka kostiju u in vitro i in vivo

modelima RA. Povecana proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika i deregulacija
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proinflamatornih citokina, kao §to su TNFa, IL-1f, IL-6 i INF-y, od strane aktiviranih
makrofaga i neutrofila u sinovijalnim tkivima, su identifikovani kao klju¢ni faktori u
odrZavanju inflamatornih procesa u RA (Feldmann i sar., 1996; Firestein, 2003; Heliovaara
i sar., 1994). Uloga oksidativnog stresa u patofiziologiji RA se, pre svega, ogleda u
amplifikaciji antigenih signala, posredovanju u lokalnim zapaljenskim procesima i
degradaciji hrskavice (Gordon, 2003; Reth, 2002; Wauquier i sar., 2010). PoviSen nivo
oksidativnog stresa dovodi do oksidativnih oSte¢enja vaznih biomolekula u ¢eliji: lipida,
proteina i DNK, pa samim tim i pojave celijske disfunkcije. S obzirom na ulogu
oksidativnog stresa u RA, potrebno je istraziti da li ROS proizvodnja 1 parametri
oksidativnog oStecenja celije mogu biti korisni kao prediktivni biomarkeri u patologiji RA 1
pruziti uvid u osnovne mehanizme bolesti. Imaju¢i u vidu znacaj oksidativnog stresa u
razvoju patoloskih promena u RA, smanjenje proizvodnje ROS moze biti relevantan
terapeutski cilj pored snizavanja inflamacije kao glavnog cilja u terapiji.

Osim stepena inflamacije, trajanje bolesti je takode veoma vaZan prognosticki
faktor koji uti¢e na razvoj patoloSkih promena i ishod le¢enja RA (van Beers-Tas i sar.,
2015). Rana detekcija i pocetak terapije su kljucni faktori za uspeSnost prevencije
degenerativnih promena koje nastupaju u kasnijim stadijumima bolesti, a koje se mogu naci
kod pacijenata sa dugotrajnim RA (Kourilovitch i sar., 2014). Pored toga, kod pacijenata sa
dugotrajnim RA vremenom dolazi do pojave rezistencije na terapiju koja dodatno snizava
mogucnost efikasnog lecenja. Naime, pokazano je da hondrociti u zglobovima pokazuju
odredene promene U vezi sa starenjem i da vremenom dolazi do pada njihove sposobnosti
proliferacije, ali ne i moguénosti proizvodnje proinflamatornih medijatora i matriks-
degradujué¢ih enzima (Fay i sar., 2006). Lek metotreksat, antagonist folne kiseline sa jakim
antiinflamatornim dejstvom, je jedan od najces¢e koris¢enih terapeutika za leCenje RA
(Braun i Rau, 2009). S obzirom da se njegovo dejstvo zasniva prvenstveno na citostatskom
efektu, odnosno sprecavanju proliferacije celija, efikasnost njegovog dejstva moze biti
slabija kod pacijenata sa dugotrajnim RA. Pored toga, veéina lekova koji se koriste za
terapiju reumatoidnog artritisa (DMARD: metotreksat, ciklofosfamid, ciklosporin,
glukokortikoidi) su citotoksi¢ni per se, i kao takvi mogu dodatno da povecaju stepen

oste¢enja celija U okolnim, zdravim tkivima RA pacijenata. Ispitivanje udela primene
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lekova u ukupnim ¢elijskim osteéenjima kod pacijenata sa RA se moze vrsiti istovremenim
pracenjem novodijagnostikovanih pacijenata sa RA, kod kojih su oSte¢enja uzrokovana
isklju¢ivo aktivacijom bolesti, i kod pacijenata sa dugotrajnim RA, gde su oStecenja
posledica kako bolesti, tako i dugoro¢ne primene lekova kao $to je npr. metotreksat.
Imajuci u vidu da primena standardne terapije moze dovesti do nezeljenih efekata na zdrava
tkiva, novi terapeutski pristupi u leCenju RA teze primeni kombinovanih terapija
standardnih antireumatika (DMARD) sa bioaktivnim komponentama iz prirodnih izvora.
Na taj nacin bi se suzbili negativni efekti dugogodisnje primene lekova i poboljSao efekat
standardne terapije na koju hroni¢ni pacijenti postaju vremenom slabo reaktivni (LU i sar.,
2015). U tom kontekstu, dizajn terapijskih strategija, koje ukljuéuju i upotrebu
antioksidansa je od velikog interesa, a manipulacija redoks ravnoteze u ¢elijama pacijenata
sa RA je potencijalni terapeutski pristup, koji je neophodno istraziti. Do sada je nekoliko
studija pruzilo dokaze o efikasnosti uklju¢ivanja antioksidanasa u terapiju RA zajedno sa
standardnim lekovima (Drafi i sar., 2012; Roy i sar., 2012; Rovensky i sar., 2009; McCann
2007; Nanjundaiah i sar.,2013). Razni dijetetski izvori antioksidanasa su privukli paznju u
istrazivanjima bioaktivnih komponenti sa potencijalnom ulogom u lecenju RA (Laev i
Salakhutdinov, 2015, Lu i sar., 2015 ).

S obzirom da je u regionu Mediterana zabeleZena niZa incidenca reumatoloskih 1
kardiovaskularnih oboljenja u odnosu na ostatak Evropske populacije, efekti tzv.
mediteranske dijete, koja je bogata polifenolnim supstancama poreklom iz grozda i ulja
masline, Siroko su ispitivani kao potencijalni komplementarni tretman uz standardnu
terapiju ovih oboljenja. Studija u kojoj je pacijentima sa RA uveden rezim mediteranske
dijete, u kojem su preovladivale polifenolne komponente iz maslinovog ulja, pokazala je
poboljsanje fizicke funkcije kod pacijenata i sniZenje aktivnosti bolesti, posle tri meseca
modifikovane ishrane, u odnosu na standardnu ishranu (Skoldstam i sar., 2003). Takode,
suplementacija maslinovim uljem je kod pacijenata sa aterosklerozom pokazala znacajan
efekat na snizavanje serumskih i ¢elijskih markera inflamacije, posle tromesecne primene
(Urpi-Sarda i sar., 2012). Modeli RA na Zivotinjama su pokazali da suplementacija
polifenolnim ekstraktom maslinovog ulja moze smanjiti oticanje zglobova, migraciju celija

u sinoviju i degradaciju hrskavice i eroziju kosti (Rossilo i sar., 2014). Pokazano je da se na
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molekulskom nivou taj rezultat ostvaruje putem redukcije nivoa proinflamatornih citokina,
I prostaglandina E2, kao i smanjenja ekspresije ciklooksigenaze-2 i sprecavanja nukleusne
translokacije Nf-kB (Rossilo i sar., 2014). U studijama na ljudima, kod zdravih ispitanika
cetvoronedeljna konzumacija mediteranske ishrane obogaéene maslinovim uljem, pokazala
je antiinflamatorni efekat u vidu snizene aktivnosti Nf-kB, koji je poznat kao kljucni
medijator u inflamatornim oboljenjima i procesima (Perez-Martinez i sar., 2007). Takode je
pokazano da primena omega-3 masnih kiselina u kombinaciji sa maslinovim uljem, uz
standardnu terapiju antireumaticima, postize poboljSanje klinickih parametara kod
pacijenata sa RA u donosu na konvencionalnu terapiju antireumaticima (Berbert i sar.,
2005). Glavna bioaktivna komponenta, kojoj se pripisuje vecina terapeutskih efekata
maslinovog ulja, je oleuropein. Oleuropein je do sada pokazao mnogobrojne izuzetne
bioloske efekte, kao $to je antioksidativna, antiinflamatorna aktivnost, kardioprotektivna,
neuroprotektivna i gastroprotektivna svojstva, hipoglikemijski efekat i sposobnost
regulacije nivoa lipida (Hassen i sar., 2015). Pored toga, pokazao je dobre osobine u
kombinovanju sa citostaticima, gde nije umanjivao terapijski efekat leka, dok je
istovremeno smanjivao toksi¢ni efekat na zdrave Celije (Andreadou i sar., 2007). Osim u
maslinovom ulju, oleuropein se moze naci i u plodu i listu masline, ali u znatno vecoj
koli¢ini nalazi se u listu nego u ulju i plodu masline (Silva i sar., 2006).

Suvi ekstrakt lista masline (DOLE) predstavlja bogati izvor antioksidanasa, a
jedna od njegovih glavnih aktivnih supstanci je oleuropein. Oleuropein je estar elenolinske
kiseline i hidroksitirozola i pripada klasi sekoiridoida. Njegov sadrzaj, u razli¢itim
derivatima poreklom od biljke masline Olea europaea L., zavisi od sorte, klimatskog
podneblja, zrelosti u toku berbe i tehnologije obrade (Hassen i sar., 2015). U listu masline
postoji 5 grupa fenolnih jedinjenja: oleuropeozidi (oleuropein i verbaskozid); flavoni
(luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, luteolin); flavonoli (rutin); flavanoli (katehin), i
substituisani fenoli (tirozol, hidroksitirozol, vanilinska kiselina, i kafeinska Kkiselina) (El i
Karakaya, 2009). Smatra se da je glavna bioaktivna komponenta ekstrakta lista masline i
maslinovog ulja oleuropein, koji je zasluzan za vecinu korisnih bioloskih efekata. Analize
prisustva metabolita u urinu nakon konzumacije ekstrakta lista masline u visokoj

jednokratnoj dozi ili u vidu kontinuirane upotrebe od 28 dana kao suplementa kod zdavih
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ispitanika su pokazale da je jedina aktivna komponenta esktrakta lista masline, koja dostize
sistemsku cirkulaciju i ¢iji se metaboliti mogu naci u urinu u roku od 6 sati nakon ingestije,
zapravo oleuropein (Kendall i sar., 2012). U istoj studiji pokazano je da je primenjena
koncentracija ekstrakta i sadrzaj oleuropeina u njemu, presudna za njegovo metabolicko
prisustvo, a ne duzina primene. Takode, i studija u kojoj je postignuta redukcija inflamacije
kod ispitanika koji su 4 nedelje konzumirali modifikovanu mediteransku dijetu obogacenu
maslinovim uljem, ukazuje da i vremenski kratkoro¢ne intervencije sa povecanim
koncentracijama komponenti prisutnih u maslinovom ulju, mogu proizvesti bioloski
znacajan efekat (Perez-Martinez i sar., 2007).

Kljuéni faktor ostvarivanja bioloskih efekata prirodnih supstanci iz dijetetskih
izvora je bioraspolozivost. Pokazano je da na bioraspoloZivost fenolnih komponenti
znacajno mogu uticati godine starosti i hormonski status individua (Garcia-Villalba i sar.,
2014). Fenolne komponente iz masline i njenih derivata su pokazale brzu apsorpciju nakon
ingestije 1 Siroku distribuciju u unutra$njim organima kao S$to su: jetra, bubrezi, mozak i
slezina (Serra i sar., 2012). Farmakokineticka studija Garcia-Villalba i sar. (2014) je
pokazala da se nakon ingestije DOLE, u plazmi i urinu, u roku od nekoliko ¢asova, mogu
na¢i njegovi metaboliti hidroksitirozol, oleuropein aglikon, elenolinska kiselina, luteolin 1
apigenin. Visioli i sar. (2000) i Vissers i sar. (2002) su pokazali da je apsorpcija fenolnih
komponenti iz produkata masline dozno zavisna i da se najmanje 55-66% unesenih
koli¢ina, uspesno absorbuje.

Ispitivanjem molekulskih mehanizama dejstva DOLE, utvrdeno je u¢e$c¢e u brojnim
metabolickim putevima u celijama. Studije su pokazale da DOLE poseduje protektivno
dejstvo od raznih vrsta oSteCenja na Celijama, a smatra se da su za pomenuti efekat
presudna njegova antioksidativna svojsva (Manna i sar., 1999). Do sada su pokazani
protektivni efekti od oksidativnih o$tecenja Celija u kozi, kardiomiocitama, hepatocitama
itd. (Efentakis i sar., 2015). Mehanizmi kojima ispoljava antioksidativne efekte obuhvataju
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala i heliranje jona metala koji predstavljaju
katalizatore oksidativnih reakcija, kao S§to su gvozde i bakar. Pokazano je da ukupne
antioksidativne sposobnosti svih komponenti koje safinjavaju ekstrakt pokazuju snaznije

dejstvo nego njegove izolovane pojedinacne komponente, Sto ukazuje na sinergisticko
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antioksidativno dejstvo komponenti u ekstraktu (Andrikopoulos i sar., 2002; Benavente-
Garcia 1 sar., 2000). Njegovi genoprotektivni efekti takode su pripisani sposobnosti
uklanjanja slobodnih radikala, ali i stimulaciji mehanizama reparacije DNK (Anter i sar.,
2011).

Proucavanja antiinflamatornih efekata DOLE veoma su intenzivna poslednjih
godina i u fokusu su naucne sfere interesovanja. Pokazan je uticaj DOLE na nekoliko
vaznih molekulskih puteva ukljucenih u supresiju inflamacije. Poudyal i sar. (2010) su
pokazali antiateroskleroticni efekat DOLE preko redukcije LDL, MDA , kao 1 sniZavanja
aktivnosti medijatora inflamacije Nf-kB i TNFa. Na eksperimentalnom modelu
encefalomijelitisa kod pacova, primena DOLE je efikasno snizavala produkciju
inflamatornih medijatora IFN-y i IL-17 (Miljkovi¢ i sar., 2009). Na modelu traumatske
povrede ki¢mene mozdine, primena oleuropeina je dovela do atenuacije inflamacije preko
snizenja nivoa TNFa, IL-1, redukcije aktivnosti enzima inducibilne azot oksid sintaze i
ciklooksigenaze-2 (Khalatbary i Zarrinjoei, 2012). Flemmig i sar. (2014) su ustanovili da je
za antiinflamatorni efekat DOLE zasluzna njegova sposobnost da izvrSi regeneraciju
aktivnosti enzima laktoperoksidaze, koji je inace inhibiran prevelikim koli¢inama vodonik-
peroksida, a predstavlja jedan od klju¢nih enzima u imunskom odgovoru. Takode, utvrdeno
je da se DOLE ponaSa kao inhibitor ksantin-oksidaze, enzima znafajnog kod post-
ishemijskih povreda i inflamatornin oboljenja, i da su apigenin i oleuropein glavne
komponente ekstrakta, zasluzne za ovaj efekat (Flemmig i sar., 2011). U kulturi humanih
¢elija pune krvi, gde je produkcija citokina indukovana lipopolisaharidom, pokazano je da
samo oleuropein i kafeinska kiselina, od svih komponenti maslinovog ulja, imaju
mogucnost da redukuju inflamatorni proces (Miles 1 sar., 2005). Takode, 1 na Zivotinjskim
modelima artritisa, pokazana je sposobnost inhibicije produkcije proinflamatornih citokina i
sprecavanja progresije degeneracije hrskavi¢avog tkiva, posle primene terapije sa DOLE

(Flemmig i sar., 2011; Gong i sar., 2012; Impellizzeri i sar., 2011).
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4.1. Antioksidativne sposobnosti ekstrakta lista masline in vitro

Prethodna ispitivanja oksidativnog stresa kod pacijenata sa RA su pokazala
visoku koncentraciju reaktivnih radikalskih vrsta poput peroksil i hidroksil radikala i
reaktivnih azotovih vrsta u perifernoj krvi i sinovijalnoj tecnosti (Filippin i sar., 2012).
Pokazano je da produkcija ROS ima pozitivnu korelaciju sa indeksom aktivnosti bolesti
DAS 28, kako u perifernoj krvi i sinovijalnoj te¢nosti pacijenata sa RA (Kundu i sar.,
2012). Intenzivan oksidativni stres u tkivima RA pacijenata poti¢e od aktiviranih
makrofaga 1 neutofila koji ekstracelularno oslobadaju velike koli¢ine slobodnih radikala.
Antioksidansi su supstance sa sposobnoséu da doniranjem elektrona neutraliSu aktivnost
ROS. Postoje brojne metode za merenje antioksidativne sposobnosti i procenu efikasnosti
neutralizacije slobodnih radikala, a u ovoj studiji su koris¢ene metoda DPPH i ABTS, i
FRAP kao pogodne i jednostavne metode, visoke osetljivosti i reproducibilnosti.
Ispitivanjem sposobnosti hvatanja radikala u DPPH i ABTS testu, pokazano je da
efikasnost DOLE zavisi od primenjene koncentracije i da se znaCajna neutralizacija
aktivnosti slobodnih radikala in vitro, postize pri koncentracijama ve¢im od 1,75 mg/mL. U
oba testa su dobijeni slicni rezultati, koji su bili u skladu i sa pokazateljima redukcionih
sposobnosti ekstrakta dobijenih u FRAP testu. Pokazana antioksidativna aktivnost DOLE in
vitro se, najverovatnije, moze pripisati visokom sadrzaju polifenola, a oleuropein je
najvaznija polifenolna komponenta detektovana u visokoj koncentraciji (19,8%). Lee i Lee
(2010) su ukazali da je antioksidativna aktivnost ukupnih komponenti iz ekstrakta lista
masline, veéa od aktivnosti pojedinih sastojaka i da je sinergisti¢ki efekat, zasluzan za
njegovu dobru efikasnost, u neutralizaciji slobodnih radikala. Medutim, oleuropein je i kao
najznacajnija izolovana komponenta iz lista masline, u mnogim studijama pokazao izuzetna
bioloska svojstva, izmedu ostalog i izrazenu antioksidativnu aktivnost (Hassen i sar., 2015).
U DPPH testu, oleuropein je pri visokim koncentracijama pokazao snazni antioksidativni
potencijal, priblizan efektu vitamina C i tokoferola (Visioli i sar., 1998). Rezultati nase
studije sa DOLE su u DPPH i ABTS testu, pokazali antioksidativnu aktivnost koja moze
dosti¢i aktivnosti referentnog antioksidansa vitamina C, medutim, pri znatno veéim

koncentracijama DOLE od vitamina C.
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4.2.1. Analiza nivoa aktivnosti enzima katalaze kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim

reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

U normalnim fiziolo§kim uslovima in vivo, antioksidativni sistem ¢elije, koji €ini
grupa enzima i neenzimskih komponenti, efikasno snizava nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
na fizioloSki prihvatljiv nivo, koji ne ugroZzava funkcije i opstanak celije. Medutim, u
inflamatornim oboljenjima, kao §to je RA, ovaj sistem je naruSen i aktivnosti enzima
antioksidativne zaStite su izmenjene 1 moze do¢i do pojave oksidativnog oStecenja u
¢elijama usled poviSenog nivoa oksidativnog stresa (Akyol i sar., 2001; Islamov i sar.,
2002; Kalpakcioglu i Senel, 2007). Analizom aktivnosti katalaze u eritrocitima, jednog od
enzima prve linije antioksidativne odbrane, zabelezili smo znacajan porast aktivnosti ovog
enzima u ispitivanim grupama pacijenta sa RA u odnosu na nivo u kontrolnim uzorcima.
Poredenjem vrednosti izmedu eksperimentalnih RA grupa, uoCene su niZze pocetne
vrednosti enzimske aktivnosti u grupi sa dugotrajnim RA, u odnosu na grupe pacijenata
koji se nalaze u ranom stadijumu RA, a koje su imale i veci stepen inflamacije i aktivnosti
bolesti. Moguce je, da je usled povecane inflamacije produkcija vodonik-peroksida u
¢elijama povecana, pa je shodno tome i aktivnost katalaze vec¢a. Ovi rezultati su u skladu sa
studijom Seven i sar. (2008) u kojoj su autori pokazali, da su biomarkeri oksidativnog
stresa, ukljucujuci i aktivnost katalaze, povecani kod grupa pacijenata sa RA kod kojih su
zabeleZene vece vrednosti indikatora aktivnosti bolesti DAS 28. Takode, studija Mukherjee
i sar. (2013) na pacovima je pokazala da metotreksat moZe uticati na sniZenje aktivnosti
katalaze 1 da se ovaj proces moze spreciti dodavanjem antioksidanasa uz terapiju
metotreksatom. Imajuéi u vidu da je u ovoj studiji grupa pacijenata sa dugotrajnim RA,
kontinuirano bila na terapiji metotreksatom minimum 6 meseci pre ukljucenja u studiju,
zabelezen nizi nivo aktivnosti Katalaze kod ove grupe, moze biti posledica inhibicije
katalaze usled dugotrajne primene metotreksata. Literaturni podaci o aktivnosti
antioksidativnih enzima kod pacijenata sa RA su veoma raznoliki, pa su tako u prethodnim
studijama zabelezeni i povecani, smanjeni ili pak neizmenjeni nivoi aktivnosti (Akyol i sar.,

2001; Islamov i sar., 2002; Kalpakcioglu i Senel, 2007). Pri razmatranju ovih podataka,
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treba uzeti u obzir da je aktivnost katalaze u pomenutim studijama merena iz razli¢itih
uzoraka, ukljucujuéi eritrocite, plazmu i limfocite. Studija Dai i sar. (2003) je ukazala da je
visoka aktivnost katalaze koja je postignuta indukovanjem ekspresije gena za ovaj enzim,
pogodna za supresiju degenerativnih promena u zglobovima kod modela pacova sa antigen
indukovanim artritisom. Takode je pokazano da nivo katalaze in vivo moze da utie na
ekspresiju gena u vezi sa inflamacijom (Benhamou i sar., 1998). Stoga, poveéana aktivnost
katalaze moze imati protektivnu ulogu u razvoju RA, putem ograni¢enja proizvodnje ROS i

regulacije ekspresije gena ukljuc¢enih u inflamaciju (Kalpakcioglu i Senel, 2007).

4.2.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na nivo

aktivnosti enzima katalaze kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Odrzavanje visokog nivoa aktivnosti katalaze omogucava smanjenje proizvodnje
vodonik-peroksida u ¢elijama i spreava pojavu oksidativnih oStecenja ¢elija (Mukherjee i
sar., 2013). U ovoj studiji pokazano je da, posle uvodenja metotreksata u terapiju pacijenata
novodijagnostikovanih za RA, dolazi do opadanja nivoa aktivnosti katalaze, a da
Sestonedeljna kombinovana terapija metotreksatom i DOLE, moze u odredenoj meri da
umanji pad aktivnosti i odrZi povoljniji antioksidativni status u eritrocitima. Studija autora
Coleshowers i sar. (2010) je pokazala da pod dejstvom terapije metotreksatom dolazi do
porasta aktvnosti katalaze u prvih 2 nedelje nakon uvodenja terapije, posle ¢ega dolazi do
znacajnog pada aktivnosti enzima usled produZene upotrebe metotreksata tokom 6 nedelja
u hepatocitama tretiranih pacova. Ovi rezultati se slazu sa nasim nalazom, gde je posle 3
nedelje nakon uvodenja terapije metotreksatom doslo do snizenja aktivnosti katalaze kod
obe grupe pacijenata novodijagnostikovanih za RA. Kod grupe koja je bila na terapiji samo
MTX, statisticki znacajno je snizena aktivnost enzima posle 6 nedelja, dok je kod grupe
novodijagnostikovanih pacijenata na kombinovanoj terapiji sa DOLE ocuvana aktivnost
enzima na nivou od 3 nedelje. Osim toga, vazno je ista¢i da je kod grupe dugotrajno

obolelih pacijenata kombinovana terapija uticala na povecanje aktivnosti katalaze tokom 6
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nedelja. Roy i sar. (2012) su na pacovima sa RA pokazali povoljno dejstvo kombinovane
primene MTX sa bioaktivnom biljnom komponentom epigalokatehinom na modulaciju
antioksidativnih enzima. Takode, studija autora Hemeida i Mohafez (2008) je ukazala da
primena prirodnog antioksidansa kurkumina dovodi do poveéanja aktivnosti katalaze i
drugih antioksidativnin enzima, koji su prethodno bili redukovani usled tretmana
metotreksatom. Nasi rezultati su u skladu sa pomenutim studijama. lako nisu pokazane
statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima aktivnosti katalaze izmedu razlicitih
grupa pacijenata sa RA nakon Sest nedelja, povecanje aktivnosti zabelezeno kod grupa na
kombinovanoj terapiji metotreksatom i DOLE, za razliku od grupe samo na metotreksatu
kod koje vrednost nije povecana, ukazuje na to da postoji mogucnost da je DOLE uticao na

odrzanje visoke aktivnosti ovog enzima.

4.3.1. Analiza nivoa slobodnih tiolnih grupa proteina kod pacijenata sa ranim i

dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Osim enzima antioksidativne zastite, antioksidativnom kapacitetu ¢elija doprinose
i neenzimski antioksidansi u koje spadaju i tioli. Tiolna jedinjenja imaju brojne funkcije u
¢elijama osim vaznog uceS¢a u redoks sistemima, a u njih spadaju sva jedinjenja koja
poseduju SH grupu vezanu za ugljenik. Proteini sa aminokiselinom cistein predstavljaju
glavni izvor SH grupa i one podlezu raznovrsnim reverzibilnim redoks modifikacijama kao
S§to su nitrozilacija, hidroksilacija, formiranje disufidnih mostova. Tiolna jedinjenja su
medu prvim komponenama u c¢eliji koja podlezu oksidaciji u uslovima povisenog
oksidativnog stresa, Stite¢i druge molekule i funkcionalne grupe proteina od oksidativne
modifikacije (Islamov i sar., 2002). Aktivacijom Celijskog odgovora na oksidativni stres,
dolazi do promene u sadrzaju slobodnih tiolnih grupa, pa se one koriste kao indikator
oksidacije proteina i drugih tiolnih jedinjenja u celiji. Studija Hassan i sar. (2011) je
pokazala da inflamatorni proces u reumatoidnom artritisu dovodi do opadanja nivoa tiolnih

grupa. U skladu sa time, rezultati ove studije su pokazali da je pocetni nivo SH grupa
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snizen u odnosu na fizioloski normalan nivo, kako kod pacijenata rane faze RA, tako i kod
pacijenata sa dugotrajnim RA. Grupa koja je imala najnizi pocetni nivo SH grupa su
pacijenti rane faze RA. U toj grupi su zabeleZeni i najvisi nivoi proteina akutne faze CRP i
najvisa sedimentacija eritocita, ukazujuéi na snaznu inflamaciju. Moguce je da je pad SH
grupa u vezi sa povecanim stepenom inflamacije, na Sta ukazuje i prisustvo negativne
korelacije izmedu nivoa SH i CRP i fibrinogena kod pacijenata rane faze RA u ovoj studiji
(Cabarkapa i sar., 2016). Ovakav rezultat potvrduje nalaze studije Lemarechal i sar. (2006)
koji su pokazali da kod pacijenata sa RA postoji snizen nivo tiolnih grupa u odnosu na
zdrave kontrole, i da postoji negativna korelacija tiolnih grupa sa indeksom aktivnosti
bolesti DAS 28 i nivoom CRP.

4.3.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na nivo
slobodnih tiolnih grupa proteina kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Tokom 6 nedelja, grupa pacijenata sa RA u ranoj fazi i pacijenata sa dugotrajnim
RA, koje su bile na kombinovanoj terapiji zabelezile su trend povecanja koncentracije SH,
dok je u grupi pacijenata sa RA u ranoj fazi samo na metotreksatu vrednost ostala na
pocetnom nivou tokom trajanja studije. Ovo ukazuje da je DOLE mogao uticati na
povecanje nivoa SH grupa i poboljSanje antioksidativnog kapaciteta. Pove¢an nivo tiolnih
grupa posle 6 nedelja je prethodno zabelezen u studiji Lemarechal i sar. (2006) posle
primene infliximaba, efikasnog bioloSkog leka za snizavanje inflamacije kod RA. Ta
studija je takode pokazala da se nivo tiolnih grupa menja pod dejstvom inflamacije i
oksidativnog stresa i1 da se moZe koristiti kao indikator efikasnosti supresivnih terapija
protiv inflamacije u RA. lako u nasoj studiji povecanje SH grupa pod uticajem
kombinovanog tretmana nije bilo statisticki znafajno, treba istati ovaj rezutat jer je
pokazano da snizen nivo SH grupa moze dovesti do onemogucavanja apoptotskog dejstva
MTX. Na osnovu toga moze se uticati na tok bolesti i ishod le¢enja, koji se zasniva na
dejstvu MTX (Jang i sar., 2003). Restauracija SH sadrzaja u ¢elijama pacijenata sa RA bi,

prema tome, imala potencijalni terapeutski znacaj.
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4.4.1. Analiza indikatora oStecenja proteina (nivo nitrita i karbonilnih grupa) kod
pacijenata sa ranim i dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja

eksperimentalne terapije

Hidroksilni radikali mogu u razli¢itim reakcijama u ¢eliji da modifikuju
¢elije imunskog sistema proizvode povisene koli¢ine H,O,, koji ukoliko se ne razgradi
dejstvom katalaze, moze da oksiduje enzim mijeloperoksidazu do viSeg oksidacionog
stanja, a koja dalje reaguje sa brojnim molekulima u ¢eliji proizvodeci specificne produkte.
U reakciji sa CI proizvodi hipohlornu kiselinu koja je izuzetno reaktivna i u ¢elijama brzo
reaguje sa tiolnim grupama, kao primarnim metama (Winterbourn i sar., 2000). U sli¢noj
reakciji, u prisustvu nitrita i H,O, mijeloperoksidaza je takode u stanju da formira reaktivne
azotove vrste, koje mogu dovesti do nitrozilacije proteina (Eiserich i sar., 1998).
Molekulski proizvodi koji nastaju kao posledica pomenutih reakcija i povisenog
oksidativnog/nitrozativnog stresa su generalno stabilniji 1 duze zive¢i od samih reaktivnih
vrsta ROS i RNS, koje su induktori reakcije, pa je za odredivanje stepena
oksidativnog/nitrozativnog stresa pogodnije odredivanje nivoa njihovih oksidacionih
produkata, nego samih induktora. Proteini su jedna od glavnih meta delovanja ROS i RNS
u c¢elijama, pa su stoga pogodni indikatori za merenje oksidativnog oste¢enja u celijama
(Dalle-Donne i sar., 2005). Odredivanje proteinskih karbonila je najéeSc¢e koris¢eni marker
oksidacije proteina, jer su to stabilni produkti, koji ne podlezu daljim metaboli¢kim
modifikacijama u organizmu. Akumulacija proteinskih karbonila je zabelezena u mnogim
patoloskim stanjima i oboljenjima (Dalle-Donne i sar., 2003). U studiji Lemarechal i sar.
(2006) je pokazano da pacijenati sa RA imaju povisen nivo karbonilnih grupa u odnosu na
zdrave kontrole, i da se njihov nivo ne menja u zavisnosti od promene stepena akivnosti
bolesti. Rezultati nivoa karbonilnih grupa kod pacijenata sa RA u nasoj studiji su u skladu
sa ovim nalazom. Pokazane su poviSene vrednosti protein karbonila u odnosu na zdrave
kontrole, kod svih grupa pacijenata sa RA pre uvodenja eksperimentalne terapije. Takode,

nisu zabelezene znaajne razlike u nivou karbonilnih grupa kod novodijagnostikovanih
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pacijenata i kod pacijenata sa dugotrajnim RA, §to potvrduje nalaz studije Lemarechal i sar.
(2006). Treba imati u vidu da karbonilne grupe (aldehidi i ketoni) nastaju direktnom
oksidacijom proteinskih rezidua na bo¢nim lancima (posebno prolina, arginina, lizina i
treonina), ali mogu nastati i kao sekundarni produkti u reakciji sa proizvodima lipidne
peroksidacije, kao S§to je malondialdehid (Dalle-Donne i sar., 2003). Stoga, njihova
produkcija nije pokazatelj isklju¢ivo direktne oksidacije proteina, ve¢ moze biti uvecana i
usled sekundarnih reakcija sa produktima oksidacije drugih biomolekula u ¢eliji. Jo$ jedan
od indikatora o$tecenja proteina je i prisutvo NO; u plazmi. Prethodne studije su pokazale
da je kod inflamatornih oboljenja povecana koncentracija nitrita u plazmi, kao i da je nivo
produkcije nitrita zavisan od stepena inflamacije kod pacijenata sa RA (Ersoy i sar., 2002;
Nadeem i sar., 2003). OsteCenja proteina izazvana oksidativnim modifikacijama,
fragmentacijom proteina ili formiranjem unakrsnih protein-protein veza, su naro¢ito vazna
u patogenezi reumatoidnog artritisa jer je pokazano da mogu dovesti do degradacije
kolagena i progresije u oste¢enjima hrskavice i zglobova (Hawkins i Davies, 1997). Nasi
rezultati su pokazali visoke koncentracije nitrita u plazmi kod sve tri grupe pacijenata sa
RA u odnosu na zdrave kontrole, §to je o¢ekivano imajuci u vidu da je i indeks aktivnosti
bolesti kod sve tri grupe ukazivao na visok nivo inflamacije. NajviSu koncentraciju
pokazala je grupa sa dugotrajnim RA, Sto se moze objasniti prolongiranom perzistentnom
inflamacijom kod ovih pacijenata u dugom vremenskom periodu za razliku od

novodijagnostikovanih pacijenata gde je bolest tek otpocela.

4.4.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na
indikatore oStecenja proteina (nivo nitrita i karbonilnih grupa) kod pacijenata sa

reumatoidnim artritisom

Jaswal i sar. (2003) su pokazali da suplementacija antioksidansima u trajanju od
12 nedelja, moze doprineti smanjenju ostecenja proteina i lipida kod pacijenata sa
reumatoidnim artritisom. U ovoj studiji Sestonedeljna kombinovana terapija metotreksatom
i DOLE nije ispoljila uticaj na sadrzaj proteinskih karbonila, koji je ostao povisen u odnosu

na nivo zabeleZen u kontrolama u svim ispitivanim grupama, od pocetka do kraja studije.
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Moguce je da je relativno kratak vremenski period od Sest nedelja suplementacije sa
antioksidansom DOLE u ovoj studiji, bio dovoljan za obnavljanje sadrzaja proteinskih
tiola, koji predstavljaju prvu liniju odbrane od oksidativnog ostecenja proteina u ¢elijama,
ali ne i dovoljno dug da obezbedi smanjenje koncentracije krajnjih proizvoda degradacije
proteina, kao §to su karbonilne grupe sa relativno dugim vremenom poluraspada (Levine i
sar., 1990). S druge strane, posle 3 i 6 nedelja zabelezeni su redukovani nivoi nitrita u obe
grupe pacijenata u ranoj fazi RA, ali ne i kod pacijenata sa dugotrajnim RA. Posto je ranije
pokazano da proizvodnja nitrita zavisi od nivoa inflamacije (Ersoy i sar., 2002), moguce je
da pad koncentracije nitrita, zabeleZen kod obe grupe pacijenata sa ranom fazom RA,
ukazuje da se proces smanjenja inflamacije u te dve grupe, dogadao priblizno sliénim
tempom. Usled velikih devijacija u pocetnim vrednostima nitrita u obe pomenute grupe,
nije mogla biti utvrdena razlika izmedu efekata kombinovanog metotreksata sa DOLE u
odnosu na efekat terapije samo metotreksatom, pa doprinos DOLE u redukciji
koncentracije nitrita kod pacijenata rane faze RA u ovoj studiji, ne moze biti jasno
potvrden. Imaju¢i u vidu da kod pacijenata sa dugotrajnim RA nije bilo promene nivoa
nitrita tokom 6 nedelja kombinovane primene metotreksata 1 DOLE, mozZe se zakljuciti da

DOLE ne uti¢e znacajno na nivo nitrita kod dugotrajne bolesti.

45.1. Analiza stepena lipidne peroksidacije preko malondialdehida i aktivnosti
izoenzima laktat-dehidrogenaze kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim reumatoidnim

artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Osim oksidativnih oStecenja proteina, lipidna peroksidacija je jedna od najc¢escih
posledica oksidativnog stresa u ¢éelijama. Ostecenje dvosloja lipida u ¢elijama dovodi do
gubitka integriteta celijske membrane, inaktivacije proteina u membrani, gubitka
membranskog potencijala, i izmenjene funkcije vaznih signalnih puteva koji su u vezi sa
¢elijskom membranom (Valko i sar., 2007). Stepen lipidne peroksidacije kod pacijenata sa
RA je pracen preko koncentracije MDA, jednog od krajnjih produkata cikli¢ne reakcije

lipidne peroksidacije i pokazatelja oksidativnog osStecenja u ¢elijama. MDA je naroCito
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vazan produkt, jer je pokazano mutageno dejstvo u ¢elijama sisara i kancerogeni efekat kod
glodara (\Valko i sar., 2007). Rad autora Baskol i sar. (2006) je pokazao da pacijenti sa RA
imaju povisen nivo MDA u odnosu na zdrave kontrole. U istom radu pokazana je korelacija
izmedu nivoa MDA, ostecenja proteina i aktivnosti enzima mijeloperoksidaze, sto ukazuje
na povezanost ovih parametara. Poznato je da u prisustvu nitrita i H,O, mijeloperoksidaza
vrsi formiranje reaktivnih azotovih vrsta, koje mogu dovesti do ostecenja lipida i proteina
(Eiserich i sar., 1998). Nasi rezultati su pokazali poviSene vrednosti MDA kod sve tri grupe
pacijenata sa RA, u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike. Nisu zabeleZene razlike u nivou
MDA izmedu tri grupe pacijenata sa RA pre uvodenja eksperimentalne terapije. Rad
Baskol i sar. (2006) je ukazao i da postoji razlika u nivou MDA izmedu pacijenata sa RA
koji su u aktivnoj fazi bolesti i onih koji su u neaktivnoj fazi. Imajuc¢i u vidu da su svi
pacijenti koji su ukljuceni u nasu studiju bili u aktivnoj fazi bolesti, nepostojanje razlike u
nivou MDA izmedu tri grupe pacijenata je o¢ekivano i u skladu sa pomenutom studijom.
Nivo lipidne peroksidacije u ovoj studiji je pracen i1 preko distibucije izoenzima laktat-
dehidrogenaze. Postoji 5 razli¢itih izoenzimskih formi ovog citoplazmatskog enzima
(LDHs.5) ¢ija je distibucija tkivno-specifi¢na i njihov udeo u ukupnoj aktivnosti enzima
pruza informaciju iz kog tkiva potiCe najvisi stepen oStecenja ¢elija. Naime, pri oSte¢enju
¢elijskih membrana u tkivima, dolazi do izlaska citoplazmatskog enzima LDH iz ¢elije.
Merenjem zastupljenosti izoenzimskih formi LDH u serumu moze se utvrditi u kom organu
se odigrao najvisi stepen narusavanja integriteta ¢elijskih membrana.

Kod svih eksperimentalnih grupa pacijenata sa RA u ovoj studiji zabeleZene su povisene
pocetne aktivnosti LDH3, LDH,4 , LDHs, ukazujuéi na poviseni stepen ostecenja membrana
poreklom od ¢elija plu¢a (LDHs3) , bubrega i pankreasa (LDHy) , i jetre i skeletnih mi$i¢a
(LDHs).

S druge strane, nize vrednosti aktivnosti LDH poreklom iz eritocita (LDHj,), i ¢elija bele
krvne loze (LDH;) kod svih grupa RA pacijenata u odnosu na kontrole su moguca
posledica sniZzene produkcije svih vrsta krvnih celija koja je Cesto zabeleZena kod

pacijenata sa RA (Vreugdenhil i Swaak, 1990).

91



Ovo je u skladu sa nalazima Pejovic i sar. (1992) koji su pokazali da se u sinovijalnoj
teCnosti pacijenata sa RA javljaju znacajno snizene vrednosti LDH ; i LDH ,, dok su

vrednosti LDH 4 i LDH 5 zna¢ajno povisene u odnosu na kontrolu.

4.5.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na nivo
malondialdehida i aktivnost izoenzima laktat-dehidrogenaze kod pacijenata sa

reumatoidnim artritisom

Efekat Sestonedeljne, kombinovane primene DOLE sa standardnom terapijom
metotreksatom u ovoj studiji, ogledao se u snizavanju koncentracije MDA posle 3 nedelje u
svim grupama na kombinovanoj terapiji. Ovo je u skladu sa rezultatima drugih autora koji
su pokazali da, terapeutsko kombinovanje antioksidanasa sa konvencionalnom terapijom,
efikasno smanjuje stepen produkcije MDA kod pacijenata sa RA (Jaswal i sar., 2003). S
druge strane, znaajno snizenje MDA je zabelezeno u grupi koja je bila samo na
metotreksatu, ali tek posle 6 nedelja, dok su obe grupe na kombinovanoj terapiji imale
snizene MDA koncentracije ve¢ posle 3 nedelje. Treba napomenuti da je poznato, da i
primena terapija samo metotreksatom kod pacijenta sa RA, takode moze dovesti do
smanjenja produkcije MDA, kao $to je prikazano u radu Akyol i sar. (2001). Imajuéi u vidu
mutageni potencijal MDA, njegova ubrzana redukcija je pozeljan efekat koji je zabeleZzen
kod kombinovane terapije MTX i DOLE 1 moze predstavljati znacajan doprinos efektu
metotreksata kod pacijenata sa RA.

Potencijal kombinovane terapije za zastitu Celija od lipidne peroksidacije u ovoj studiji je
pracen i preko distibucije izoenzima laktat-dehidrogenaze. Jedina statisticki znacajna
promena vrednosti koja je zabelezena preko ovog indikatora tokom 6 nedelja u svim
ispitivanim RA grupama, je znacajno snizenje oSteCenja Celija jetre i skeletnih miSica
(LDHs), koje se odigralo posle 3 nedelje u grupama na kombinovanom tretmanu, a posle 6
nedelja i u grupi samo na metotreksatu. Pejovic i sar. (1992) su pokazali da je LDHs iz
seruma kao i sinovijalne tecnosti najpouzdaniji indikator aktivnosti bolesti, odnosno da
najpouzdanije odslikava stepena oStecenja koje je u vezi sa aktivno$¢u bolesti u RA.

Posebno treba ista¢i da se rezultati lipidne peroksidacije preko dva razliita indikatora
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MDA i LDH u na$oj studiji medusobno u skladu. Naime, isti trend redukcije oStecenja koje
se odigralo posle 3 nedelje u grupama na kombinovanom tretmanu, a posle 6 nedelja u
grupi samo na metotreksatu, je pokazan preko oba indikatora, $to ukazuje na njihovu
pouzdanost.

Snizenje koje je zabelezeno posle kombinovane terapije kod pacijenata sa dugotrajnim RA
u ovoj studiji je naroCito znacajno, imajuci u vidu da je pokazano da metotreksat izaziva
hepatotoksi¢nost kod pacijenata sa RA posle dugoro¢ne primene, $to predstavlja ozbiljan
zdravstveni rizik (Sotoudehmanesh i sar., 2010). Hepatoprotektivni efekat DOLE i snizenje
lipidne peroksidacije je pokazano i u prethodnim studijama koje su ispitivale indukovana
oStecenja jetre kod modela pacova (Abd EI- Azim, 2014; Dekanski i sar., 2009). Ovi i nasi
rezultati su u skladu i sa nalazima studije Alirezaei i sar. (2012) u kojoj je pokazano da
oleuropein, kao aktivna komponenta DOLE, ispoljava hepatoprotektivne i antioksidativne

sposobnosti, koje su u medusobnoj vezi.

4.6.1. Analiza nivoa osteCenja DNK kod pacijenata sa ranim i dugotrajnim

reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

epidemioloskim studijama je pracenje stepena DNK ostecenja u ciljnim ¢elijama (Dusinska
i Collins, 2008). Oksidativno oste¢enje DNK je zabeleZzeno kod velikog broja patoloskih
stanja, ukljuuju¢i neoplasticna, neurodegenerativna, kardiovaskularna i autoimunska
oboljenja i moze se Koristiti kao jedan od prediktivnih biomarkera (Cooke i sar., 2006). U
inflamatornim oboljenima, pojava oste¢enja DNK je naroCito vazna jer moze da indukuje
signalne puteve za diferencijaciju hematopoetskih stem celija. Naime, u procesu
diferencijacije stem celija hematopoetskog sistema, ona utiCe na usmeravanje
diferencijacije ¢elija u pravcu razvoja mnogo reaktivnijeg inflamatornog fenotipa u
subpopulacijama imunskih c¢elija (Cavanagh i sar., 2012). Prisustvo oksidativnih
modifikacija DNK kao $to je 8-Ox0-dG, koje predstavljaju vrstu ostecenja DNK sa visokim

mutagenim potencijalom, zabelezeno je u prethodnim studijama kod pacijenata sa RA
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(Kageyama i sar., 2008). Ispitivanja su pokazala da, u sinovijalnom tkivu koje predstavlja
glavno mesto zapaljenja u reumatoidnom artritisu, postoji veza izmedu smanjenog
antioksidativnog kapaciteta ¢elija, povecanja stepena oksidacije i oste¢enja DNK (Altindag
i sar.,, 2007; Seven i sar., 2008). Takode je pokazano, da su parametri oksidativnog
oste¢enja DNK u pozitivnoj korelaciji sa indeksom aktivnosti bolesti u razvoju RA (Seven i
sar., 2008). Osim u sinovijalnom tkivu, povisen stepen genetickih oStecenja je zabelezen i u
limfocitima pacijenata sa RA (Rudaitane i sar., 2003; Seven i sar., 2008). U ovoj studiji
koris¢eni su odgovaraju¢i markeri DNK ostecenja iz limfocita periferne krvi, zbog njihove
lake dostupnosti za uzorkovanje, i pre svega, jer metabolizam limfocita moze da odrazava
postojece stanje i u ¢elijama drugih tkiva koje putem cirkulacije dolaze u dodir sa ¢itavim
organizmom (Shive i sar., 1986). Limfociti periferne krvi predstavljaju relativno
dugozivece celije sa periodom Zivota od 3-4 godine, pa akumulacija DNK oS$teé¢enja u
limfocitima moze biti informativan biomarker kod hroni¢nih oboljenja kod kojih oslikava
dugotrajnije stanje organizma (Kopjar i sar., 2002). Delovanje slobodnih radikala na DNK
molekul u ¢elijama, dovodi do formiranja razlic¢itih modifikovanih produkata oksidacije
nukleinskih baza i Secera, koji se mogu meriti kao indikatori oksidativnog stresa. Komet
test je jednostavan 1 pogodan metod koji omogucava detekciju primarnog DNK oStecenja
na nivou jedarne DNK, koja ukljucuju: jednolanCane prekide, alkalna labilna mesta,
dvolanc¢ane prekide DNK, apurinska mesta i mesta na kojima je izvrSena nepotpuna
reparacija (Dusinska i Collins, 2008). Ovaj test je pokazao Siroku primenu u oblasti
biomedicinskih istrazivanja kao brz, jeftin 1 metod dobre reproducibilnosti. Moze se
upotrebiti za evaluaciju DNK ostecenja izazvanog egzogenim genotoksi¢nim agenasima,
kao i za procenu endogeno izazvanog oksidativnog osteéenja DNK koji poti¢u od
patoloskih procesa u razlicitim oboljenjima. Takode se moze koristiti i za evaluaciju
antigenotoksi¢nih efekata prirodnih produkata i komercijalnih supstanci koje se nalaze u
potencijanoj ljudskoj upotrebi (Dusinska i Collins, 2008).

Rezultati dobijeni upotrebom komet testa u ovoj studiji su pokazali visok nivo
endogenih DNK ostecenja kod pacijenata u ranoj fazi RA, dok su pacijenti sa dugotrajnim
RA, imali umereno povecan stepen oSte¢enja u odnosu na nivo u kontrolnim uzorcima.

Moguce objasnjenje, za razliku u pocetnom nivou DNK oste¢enja kod eksperimentalnih
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grupa, je da stepen inflamacije 1 aktivnosti bolesti uti¢e na stepen DNK ostecenja. Naime,
pacijenti u ranoj fazi RA su pokazali veoma visok stepen inflamacije koji moze biti uzrok
povecanja DNK oste¢enja. Pomenute grupe u ranoj fazi RA su zaista imale i poveéane
markere inflamacije i aktivnosti bolesti u odnosu na grupu sa dugotrajnim RA. Drugi autori
su takode ukazali na mogucu vezu izmedu stepena genetickih oSte¢enja i nivoa aktivnosti

bolesti u RA (Altindag i sar., 2007; Rudaitane i sar., 2003).

4.6.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na nivo

ostecenja DNK kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Ispitivanjem efekata kombinovane terapije MTX 1 DOLE na nivo DNK ostecenja
kod grupa pacijenata u ranoj fazi RA, utvrdeno je da Sestonedeljna kombinovana terapija
doprinosi brzem i efikasnijem snizavanju DNK ostecenja u odnosu na terapiju samo MTX.
Uoceni efekat DOLE i doprinos terapiji MTX u redukciji DNK osteéenja, kod pacijenata sa
RA, se mozZe delimi¢no objasniti prisustvom antioksidativnih i antiinflamatornih osobina
komponenti ekstrakta lista masline, koje su prethodno pokazane u in vitro studijama, a koje
mogu uticati na nivo DNK oste¢enja (Cabarkapa i sar., 2014, Zukovec Topalovi¢ i sar.,
2015, Miljkovi¢ i sar., 2009). Naime, zabeleZzeno smanjenje DNK ostecenja kod pacijenata
sa RA je verovatno rezultat snizene inflamacije kao i smanjnja produkcije ROS nakon
primene terapije, pri ¢emu kombinovana primena DOLE sa metotreksatom, pokazuje
efikasnije redukciju DNK oSteenja u odnosu na terapiju samo MTX. Osim toga,
antigenotoksi¢ni efekat DOLE moze poticati i od stimulacije mehanizama reparacije DNK,
koja su takode prethodno pokazana u in vitro studijama gde je primenjivan kao
postaplikativni agens za redukciju DNK osteéenja (Cabarkapa i sar., 2014; Zukovec
Topalovi¢ i sar., 2015).

S druge strane, treba ista¢i da je efekat kombinovane terapije na redukciju DNK
oStecenja izostao kod pacijenata sa dugotrajnim RA. Pri razmatranju ovog rezultata treba

prethodno imati u vidu da se nastala primarna DNK oSte¢enja, koja moZzemo detektovati
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komet testom sastoje uglavnom od privremenih lezija koje podlezu reparaciji. Izmereno
ukupno DNK ostecenje, zapravo predstavlja meSavinu lezija koje mogu rezultirati iz
odnosa trenutnog, indukovanog i repariranog ostecenja.

Kod hroni¢nih oboljenja kao $to je RA, celije imaju smanjen reparacioni kapacitet i
verovatno neefikasna popravka DNK dovodi do ubrzanog c¢elijskog starenja (Cavanagh i
sar., 2012). Cavanagh i sar. (2012) su pokazali da nivo DNK ostec¢enja kod pacijenata sa
dugogodis$njim RA, u manjoj meri potiCe od Stetnih efekata slobodnih radikala, dok veci
deo nastaje kao posledica neadekvatnih mehanizama reparacije. Prethodno je zabeleZeno da
se kod pacijenata sa RA javlja sniZzenje reparacionog kapaciteta i greske u procesu
reparacije DNK, kao i da postoje velike interindividualne razlike u efikasnosti mehanizama
reparacije DNK (Cavanagh i sar., 2012). Shodno tome, naruSeni odgovor ¢elija na nastala
DNK ostecenja i snizeni DNK reparacioni kapacitet pacijenata sa dugotrajnim RA u ovoj
studiji bi mogao biti objasnjenje za odsustvo efikasnosti kombinovane terapije kod ove

grupe pacijenata.

4.7.1. Analiza parametara genomske nestabilnosti mikronukleusnim testom kod
pacijenata sa ranim i dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja

eksperimentalne terapije

Proteklih 30 godina ustanovljeni su brojni biomarkeri oSte¢enja DNK koji su
omogucili detekciju modifikacija na nivou pojedina¢nih nukleotidnih baza, pa sve do
oStecenja na nivou hromozoma, poput formiranja hromozomskih i hromatidnih prekida,
acentricnih hromozomskih fragmenata, amplifikacija delova ili udvajanja citavih
hromozoma, koji dovode do pojeve aneuploidija (Fenech, 2010). S obrziom da ne postoji
jedinstveni test koji moze dati uvid u sve aberantne pojave koje izazivaju genotoksi¢ni
agensi, uobiCajeni pristup u genotoksikologiji je upotreba kombinacije viSe testova,
takozvane baterije testova, kako bi se dobio uvid u ukupno oStecenje genoma.

Mikronukleusni test je jedna od konvencionalnih metoda za procenu in vivo klastogenih
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efekata koja se primenjuje na ¢elijama hematopoetskog sistema (Fenech, 2000). Njegova
narocita pogodnost je visoka osetljivost na promene mikroelemenata u ¢elijama, tako da je
preporucljiv za ispitivanja efikasnosti dijetetskih intervencija na nivo genomske stabilnosti
(Fenech, 2010). Osim toga, rezultati mikronukleus testa mogu prikazati integrisane efekte
viSestrukih interakcija i molekulskih genotoksi¢nih dogadaja koji narusavaju stabilnost
genoma.

Rezultati mikronukleus testa ovog istraZzivanja upucuju na poviSenu genomsku
nestabilnost u svim eksperimentalnim grupama sa RA, koja je u skladu sa nalazima drugih
studija, kao $to su pokazali Ramos-Remus i sar. (2002) i Karaman i sar. (2011). Utvrden je
statistiCki znaCajan porast ucestalosti mikronukleusa u pocetnim uzorcima limfocita
novodijagnostikovanih pacijenata sa RA, koji prethodno nisu bili na terapiji, $to ukazuje da
je zabeleZeni klastogeni efekat u vezi sa prisustvom bolesti i stepenom inflamacije, a ne sa
terapijom metotreksatom. Priblizne pocetne ucestalosti MN kod novodijagnostikovanih
pacijenata sa RA i kod pacijenata sa dugotrajnim RA, koji su prethodno bili na terapiji
MTX minimum 6 meseci, idu u prilog pretpostavei da MTX ne utiCe na povecanje
ucestalosti MN, ve¢ samo stanje bolesti. Medutim, zabelezene su razlike izmedu grupa
novodijagnostikovanih RA i pacijenata sa dugotrajnim RA u pocetnim vrednostima ostalih
tipova aberacija u mikronukleus testu, uklju¢ujuéi i nukleusne pupove i nukleoplazmatske
mostove. Oni su bili znacajno ucestaliji kod pacijenata sa dugorotrajnim oboljenjem Sto
ukazuju na moguéi efekat trajanja bolesti na ucestalost ovih tipova aberantnih pojava.
Pojava ovih vrsta genomske nestabilnosti je u medusobnoj pozitivnoj korelaciji i njihovo
istovremeno prisustvo unutar pojedinacnih celija, ukazuje na zajednicki mehanizam
nastajanja, bilo putem oSte¢enja hromozoma ili modifikacija unutar hromozoma (Cheong 1
sar., 2013). Dok povecane ucestalosti mikronukleusa uglavnom poti¢u od hromozomskih ili
hromatidnih prekida, nukleusni pupovi mogu poticati i od amplifikacija genomske DNK,
koja biva iskljucena iz glavnog jedra procesom pupljenja (Imle i sar., 2009). Pojava
ostecenja u vidu DNK adukata moze da izazove amplifikaciju sekvenci tokom procesa
replikacije i reparacije DNK, a potom i do formiranja mikronukleusa i nukleusnih pupova.
Povecane ucestalosti nukleoplazmatskih mostova uglavnom ukazuju na prisustvo

strukturnih rearanzmana DNK (Thomas i sar., 2003). Ovi tipovi aberantnih promena bili su
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znacajno ucestaliji, u odnosu na kontrole, samo kod pacijenata sa dugotrajnim RA, ali ne i
kod novodijagostikovanih RA koji su imali nivo priblizan kontrolnom. To bi moglo

ukazivati na uticaj dugoro¢nog zapaljenskog procesa ili pak dugotrajne terapije MTX.

4.7.2. Uticaj kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na
parametre genomske nestabilnosti u mikronukleus testu kod pacijenata sa

reumatoidnim artritisom

Sest nedelje nakon podetka odgovarajuéih tretmana, mikronukleus test je pokazao
smanjenje ucestalosti MN u obe grupe pacijenata u ranoj fazi RA, ali ne 1 kod grupe sa
dugotrajnim RA. Iako su redukovane, ucestalosti MN kod pacijenata u ranoj fazi RA posle
6 nedelja nisu pokazale znacajnu razliku u odnosu na pocetnu vrednost, i ostale su povisene
i kod grupe na kombinovanom tretmanu kao i kod grupe na terapiji samo MTX. Iz ovog
rezultata bi se moglo zakljuciti, da DOLE nije zna¢ajno uticao na smanjenje ucestalosti MN
kod pacijenata u ranoj fazi RA, s obzirom da je slican rezultat dobijen i sa terapijom samo
sa metrotreksatom. S druge stane, posle 6 nedelja kombinovanog tretmana kod pacijenata
sa dugotrajnim RA, doslo je do sniZenja ucestalosti nukleusnih pupova i nukleoplazmatskih
mostova, dok je ucestalost MN ostala nepromenjena. Ovaj nalaz takode ukazuje, da
kombinovani tretman sa DOLE ne utiCe na nivo ucestalosti MN, ali da moze modifikovati
pojavu nukleusnih pupova i nukleoplazmatskih mostova. S obzirom da MN, nukleusni
pupovi i nukleoplazmatski mostovi imaju razli¢ite mehanizame nastanka, moguce je da
DOLE ispoljava antigenotoksi¢ni efekat u sprecavanju odredenih genotoksi¢nih pojava
efikasno, dok na neke ne moze da uti¢e, poput hromozomskih i hromatidnih prekida od
kojih uglavnom poticu MN. Jedina studija koja je do sada ispitivala protektivni efekat
DOLE protiv pojave genomskih nestabilnosti radena je na glodarima kod kojih je poveéani
broj hromozomskih aberacija i MN izazvan tertmanom permetrinom, a DOLE je pokazao
sposobnost da delimi¢no umanji stepen nastalih genetickih osteéenja (Turkez i sar., 2012).
Buduc¢i da jo§ nisu sprovedena druga istrazivanja delovanja DOLE na ucestalost pojave

MN, nukleoplazmatskih mostova i nukleusnih pupova, rezultate ove studije nije moguce
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uporediti s rezultatima drugih autora. U studiji Mijatovi¢ i sar. (2011) pokazano je da
kombinovana primena DOLE, kao suplementa u antitumorskoj terapiji sa razli¢itim
hemoterapeuticima, moze pokazati razli¢ite ishode i antagonisticko i sinergisticko dejstvo.
U ovoj studiji, kombinovana primena DOLE i metotreksata nije umanjila terapeutski efekat
metotreksata kod pacijenata u ranoj fazi RA, dok je kod pacijenata sa dugotrajnim RA,
pokazano umereno poboljSanje parametara genomske nestabilnosti nakon uvodenja DOLE
u terapiju.

Razmatrajuci rezultate oba testa genotoksic¢nosti, komet i mikronukleus testa, moze se
uociti da je u komet testu kombinovana terapija DOLE 1 MTX pokazala poboljSani efekat
na redukciju DNK ostecenja, u odnosu na terapiju samo MTX kod pacijenata u ranoj fazi
RA, dok mikronukleus test nije pokazao razliku u efikasnosti izmedu dva tretmana. Kod
pacijenata sa dugotrajnim RA, nije pokazan uticaj kombinovane terapije na sniZenje
parametara DNK oSte¢enja u komet testu niti na ucestalosti MN. Razlike u rezultatima
kometa testa i mikronukleus testa mogu se objasniti ¢injenicom, da je DNK oste¢enje koje
se detektuje komet testom poreklom uglavnom od jednolancanih prekida DNK, koji se
mogu popraviti mehanizmima reparacije brze i efikasnije nego dvolanéani prekidi, koji su
ukljuceni u formiranje mikronukleusa (lliakis i sar., 2004). Ako se ne izvrsi efikasna
popravka, dva susedna jednolancana prekida dovode do formiranja dvolan¢anog prekida, a
ova reakcija je poja¢ana u prisustvu peroksil radikala (Prise i sar., 1993). Osim toga,
poznato je da reaktivne Kiseoni¢ne vrste takode mogu da dovedu do greSaka u reparaciji
DNK 1 pogresnog spajanja na mestima prekida DNK lanaca (Bryant, 2007). Neadekvatna
reparacija DNK c¢esto vodi do pojave hromozomskih aberacija i povisenih ucestalosti
mikronukleusa. Naime, moguce je da visok nivo inflamacije u aktivnoj ranoj fazi RA
dovodi do povecanja oksidativnog oSteCenja DNK, najéeS¢e u obliku jednolancanih
prekida. Moguce je, da u kombinovanom tretmanu sa DOLE i MTX, DOLE dovodi do
hvatanja slobodnih radikala, sprecavanja formiranja jednolanc¢anih prekida DNK, a da ne
moze uticati na popravku veé nastalih dvolancanih oSte¢enja. Ova pretpostavka je u skladu
sa rezultatima studije Karaman i sar. (2011) koji je pokazao da nivo oste¢enja DNK kod
RA pacijenata detektovan komet testom, zavisi od stepena oksidativnog stresa i aktivnosti

bolesti i da postoje povecana DNK ostecenja kod pacijenata sa aktivnim, U odnosu na
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inaktivni RA, dok istovremeno nije zabeleZena razlika u broju MN. Nasi rezultati ukazuju
da kombinovana terapija MTX i DOLE pokazuje poboljsanu efikasnost u spre¢avanju
primarnih DNK ostecenja i da verovatno moze uticati na snizenje i popravku jednolan¢anih
prekida DNK, dok je njen efekat na nivo ve¢ formiranih DNK ostecenja, koja mogu biti i
dvolancana, zanemarljiv. Rezultati oba testa genotoksi¢nosti u ovoj studiji idu u prilog
navedenim pretpostavkama i ukazuju da pacijenti sa RA u ranoj fazi bolesti verovatno
imaju efikasnije otklanjanje DNK ostec¢enja od pacijenata sa dugotrajnim RA i da je
kapacitet za popravku DNK oSteéenja smanjen kod dugotrajnog oboljenja, usled
perzistentne hroni¢ne inflamacije i povec¢ane produkcije ROS tokom produzenog trajanja

bolesti.

4.8.1. Analiza nivoa proinflamatornog citokina IL-6 kod pacijenata sa ranim i

dugotrajnim reumatoidnim artritisom pre uvodenja eksperimentalne terapije

Ispitivanjem nivoa IL-6, vaznog proinflamatorog medijatora u razvoju RA, u ovoj
studiji su dobijeni vazni podaci o stepenu inflamacije kod pacijenata sa RA, odnosno
klju¢nim inflamatornim promenama na nivou ¢elija. Interleukin-6 spada u proinflamatorne
citokine koji u€estvuju u reakciji akutne faze upale. Njegova poviSena koncentracija utice
na stvaranje reaktanata akutne faze u jetri, i stvaranje imunoglobulina aktiviranih B
limfocita, poja¢ava produkciju T limfocita, reguliSe ekspresiju IL-2 (Karamehi¢ |
Dizdarevi¢, 2007). U studiji Baillet i sar. (2015) je pokazano da je nivo IL-6 u serumu
surogat marker, koji moze ukazati na stepen inflamacije u sinoviji i progresiju strukturnih
promena u zglobovima. Pre uvodenja eksperimentalne terapije, sve tri grupe pacijenata sa
RA u naSoj studiji pokazale su visok nivo IL-6 u plazmi. Nije zabeleZena razlika u nivou
IL-6 izmedu grupa. Ovaj rezultat ukazuje da je na pocetku studije stepen inflamacije bio
povisen i kod novodijagnostikovanih pacijenata sa RA, i kod pacijenata sa dugotrajnim RA.
Imaju¢i u vidu da su i indeksi aktivnosti bolesti kod sve tri grupe bili takode visoki,
odsustvo razlika u nivou inflamacije preko izmerenog IL-6, kao i preko drugih pokazatelja
akutne faze upale (fibrinogena i sedimentacije eritrocita) izmedu tri grupe pacijenata na

pocetku studije su u medusobno u skladu.
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4.8.2. Uticaj] kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline na nivo

proinflamatornog citokina IL-6 kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Rezultati analize nivoa IL-6 kod pacijenata sa RA u ovoj studiji su pokazali, da je u
sve tri eksperimentalne grupe zabelezeno snizenje koncentracije tokom 6 nedelja, i kod
grupa na kombinovanoj terapiji MTX i DOLE kao i kod grupe samo na MTX. Na osnovu
toga, moze se pretpostaviti da MTX, u najve¢oj meri, doprinosi redukciji inflamacije.
Medutim, dok su grupe pacijenata tretirane kombinovanom terapijom pokazale statisti¢ki
znacajnu redukciju IL-6 i posle 3 i posle 6 nedelja, grupa samo na metotreksatu je imala
snizenje IL-6 posle 3 nedelje, ali ne i posle 6 nedelja terapije. Takode treba istaci da je i kod
pacijenata sa dugotrajnim RA, koji su minimum 6 meseci pre pocetka studije bili
kontinuirano na terapiji MTX, zabelezeno snizenje IL-6 nakon uvodenja DOLE u njihovu
terapiju. Ovi rezultati potvrduju da DOLE doprinosi antiinflamatornom efektu i da
kombinovana terapija MTX i DOLE ima poboljsani efekat u odnosu na terapiju samo
MTX. Ovaj zakljucak je u skladu sa nalazima drugih studija, gde je pokazano da
oleuropein, glavna aktivna komponenta DOLE, na pacovima sa indukovanim artritisom,
moze znacajno da umanji produkciju proinflamatornih citokina TNFa, IL-1p, i IL-6 i da
efekat pokazuje zavisnost od koncentracije oleuropeina (Impellizzeri i sar., 2011). Osim
toga, oleuropein je pokazao sposobnost inhibicije nekoliko enzima ukljuc¢enih u
inflamatorne procese (Visioli i sar., 2002). Apigenin, jo$ jedna od vaznih komponenti
ekstrakta lista masline, efikasan je inhibitor inflamatornih medijatora azotnih oksida i
prostaglandina E2 (De la Puerta et al., 1999). U studiji Saksida i sar. (2011) na
eksperimentalnom modelu dijabetesa tipa 1 kod pacova, pokazano je da DOLE ima
mogucnost da znacajno snizi produkciju proinflamatornih medijatora INF-y i IL-17 i da
umereno redukuje nivoe IL-6. Navedene studije ukazuju da je antiinflamatorni efekat
ekstrakta lista masline verovatno kompleksan proces koji se ostvaruje putem nekoliko
razli¢itih mehanizama, a u ovoj studiji je pokazan njegov znaCajan uticaj na supresiju
proinflamatornog IL-6 u plazmi pacijenata sa RA, jednog od kljuénih citokina u patogenezi

ove bolesti.
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5. ZAKLJUCAK:

Celokupni rezultati istrazivanja su pokazali efekte primene Sestonedeljne
kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista masline, na parametre genomske
nestabilnosti, indikatore oksidativnog ostecenja Celija i nivo inflamatornih markera kod
novodijagnostikovanih pacijenata kao i kod pacijenata sa dugotrajnim reumatoidnim
artritisom. Na osnovu rezultata ispitivanja i u skladu sa postavljenim ciljevima studije,

mogu se izvesti sledec¢i zakljuccei:

1. Suvi etanolni ekstrakt lista masline je ispoljio znacajne antioksidativne sposobnosti u
svim ispitivanim koncentracijama (0,0175 mg/mL-17,5 mg/mL), pri ¢emu su najbolju

antioksidativnu aktivnost pokazale koncentracije veée od 1,75 mg/mL

2. Ispitivanjem uticaja oksidativnog stresa u razvoju reumatoidnog artritisa na Celijskom
nivou, pokazano je da u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom, bolest uslovljava
slede¢e promene vrednosti kod pacijenata u ranoj fazi oboljenja:
o Povecanje aktivnosti antioksidativnog enzima katalaze i smanjenje nivoa
¢elijskih antioksidanasa u vidu tiolnih grupa
. Povecanje oksidativnog oSte¢enja glavnih ¢elijskih grupa biomolekula:
proteina, lipida i DNK
o Porast genomske nestabilnosti u vidu poveéane ucestalosti mikronukleusa

o Povecanje produkcije proinflamatornog citokina IL-6

Pomenute promene ukazuju da su pacijenti u ranoj fazi reumatoidnog artritisa,
izloZeni ve¢em nivou oksidativnog stresa i oksidativnog ostecenja ¢elija u odnosu na zdrave
osobe. Iste promene, ali u manje izraZzenoj meri, zabelezene su i kod pacijenata sa
dugotrajnim reumatoidnim artritisom. S obzirom da su sli¢ne promene zabelezene i kod

pacijenata u ranoj fazi oboljenja i kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem, moze se
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zakljuciti da su oksidativna oStecenja celija kod pacijenata sa dugotrajnim reumatoidnim
artritisom najverovatnije posledica bolesti, a ne nepozeljnih dugotrajnih efekata tretmana

metotreksatom.

3. Ispitivanjem protektivnog uticaja kombinovane terapije metotreksatom i ekstraktom lista
masline u periodu od 3 i 6 nedelja, kod pacijenata u ranoj fazi bolesti i kod pacijenata sa
dugotrajnim reumatoidnim artritisom, pokazano je da primena kombinovane terapije:

e Omogucava smanjenje produkcije nitrita i redukciju primarnih DNK oste¢enja kod
pacijenata u ranoj fazi reumatoidnog artritisa, ali ne i kod pacijenata sa dugotrajnim
oboljenjem

e Dovodi do snizenja lipidne peroksidacije kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem,
ali ne i kod pacijenata u ranoj fazi reumatoidnog artritisa

e UtiCe znacajno na sniZenje nivoa proinflamatornog IL-6 kod pacijenata u ranoj fazi
reumatoidnog artritisa kao i kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem

e Ne utiCe znaCajno na stepen oSteCenja proteina preko karbonilnih grupa i
proteinskih tiola, kao i na aktivnost enzima katalaze u eritrocitima pacijenata u ranoj

fazi reumatoidnog artritisa kao i kod pacijenata sa dugotrajnim oboljenjem

4. Uporedivanjem efekata postignutin kombinovanom terapijom metotreksatom i
ekstraktom lista masline u odnosu na efekat terapije samo metotreksatom kod pacijenata u
ranoj fazi RA dosli smo do zalju¢ka da kombinovana terapija pokazuje poboljsane efekte u

odnosu na standardnu terapiju samo metotreksatom time $to:

e Ispoljava efikasniju redukciju primarnih DNK ostec¢enja

e Poboljsava redukciju proinflamatornog 1L-6

Ispitivanjem niza biomarkera kod pacijenta sa reumatoidnim artritisom u ovoj
studiji ostvaren je doprinos u proucavanju promena koje nastaju kao posledica ove bolesti
na celijskom nivou, kako u pocetnim fazama tako i posle dugotrajnog stanja bolesti.

Sumiranjem klju¢nih nalaza ove studije i1 efekata koji su zabelezeni u kombinovanoj
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primeni ekstrakta lista masline i metotreksata kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom,
moze se istaci da je kombinovana terapija dala bolje rezultate u odnosu na primenu samo
konvencionalnog leka. Snizavanje obima celijskog ostecenja uzrokovanog slobodnim
radikalima i efikasnija redukcija inflamacije su ishodi kombinovane terapije u odnosu na
konvencionalnu terapiju samo metotreksatom. Pokazani korisni efekti su uglavnom
zabelezeni u ranoj fazi bolesti, dok su efekti kod pacijenata sa dugotrajnim reumatoidnim
artritisom bili manje izrazeni.

Moze se zakljuciti da se pozitivni efekti primene ekstrakta lista masline ogledaju,
pre svega, u spreavanju patoloskih procesa u pocetnim fazama reumatoidnog artritisa na
¢elijskom nivou, kada se uvodi terapija metotreksatom. Ekstrakt lista masline kao
potencijani dodatni agens u terapiji reumatoidnog artritisa zasluzuje buduca ispitivanja, a

njegov doprinos terapeutskim efektima metotreksata je neophodno dalje ispitati.
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O6pasau 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Wme 1 npesnme aytopa AHgpea Yabapkana
63046/2010

Bbpoj nHgexca

UsjaBrbyjem

[a je JOKTOpCcKa gucepTaumja nog HacnoBoM

YTuLaj eTaHomHor ekcTpakTa nucta MmacnuHe (Olea europaea L.) Ha
reHOMCKYy HecTabWurHOCT, NnapameTpe OKCUaaTUBHOT cTpeca M UHdnaMmaumje
Kop, nauujeHaTa ca peyMaToMaHUM apTpUTMCOM

e pes3ynTaTt CONnCTBEHOr UCTpaXxnBaykor paga,

e [a aucepTtaumja y LEnuHM HW1 y AenoBuma Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
apyre OuinnoMe npema CTyauvjCKMM nporpamvMma ApYrMx BUCOKOLLUKOJICKUX
yCTaHOB3;

e [a Cy pe3yntath KOPeKTHO HaBedeHU U

e [a HUCaMm KpLumo/na aytopcka npaBa U KOPUCTUO/NA VMHTENEKTyariHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc ayTopa

Y beorpagy,




O6pa3zauy 6.

U3jaBa 0 nctoBeTHOCTU LUTaMMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Nme v npeauve aytopa _ AHOpea Yabapkana
Bpoj nHaekca B3046/2010

CTtyaujcku nporpam [eHeTuka

YTuuaj eTaHonHor ekcTpakta nucta macnude (Olea europaea L.) Ha reHOMCKY
Hacnos paga HecTabunHocT, napameTpe OKCUAATUBHON cTpeca U uHdnamaumje kog naumjeHara
ca peymaToMaHUM apTpUTUCOM

Mentop __[p BurbaHa NoTtnapesuh, pegoBHW npodpecop

M3jaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHa EreKTPOHCKO]
BEP3Wju KOjy cam npejao/na pagun noxpaweHa y OurntanHom peno3vTopujymy
YHuBep3uteta y Beorpapny.

HosBorbaBaM fa ce objaBe MOjU NMYHM MojauM BesaHW 3a [obujake akagemckor
Ha3nBa JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Npe3ume, roamMHa U Mecto poherwa u gatym
oabpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHMM CcTpaHuuama gurutanHe
OmbnnoTeke, y eneKTpoHCKOM KaTanory un 'y nyénukauunjama YHuBep3auTeTa y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagay,




O6pa3zauy 7.

MUsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeToszap Mapkosuh® ga y Ourutanuym
penosutopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpCKYy AucepTaumjy nog
HacroBoM:

YTuuaj etaHonHor ekctpakta nucta macnuHe (Olea europaea L.)

Ha reHOMCKy HeCcTabunHoOCT, NnapaMeTpe oKCuaaTUBHOr cTpeca U MHpnamaumje

KOO nauujeHaTa ca peyMmaTtonaHum apTpuUuTtucom

Koja je Moje ayTopcKo Aero.

OvcepTauunjy ca cBuM npuroavma npegao/na cam y enekTpoHcKoM hopmaTy NorogHoM
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy OOKTOpcKy pguceptauvjy noxpaweHy y [OurutanHoMm  penosutopujymy
YHuBepanteTa y beorpagy n gocTynHy y OTBOPEHOM MpUCTYNy MOry Aa KOpUCTE CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHoMm Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4vo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTtBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AenuTu nog uctmum ycrosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTtopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — aenutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(MonvMo aa 3a0oKpyXMTe camo jeqHy Of LWECT NOHYHEeHUX nuueHLm.
KpaTtak onuc nuueHum je cacTaBHM €0 OBe u3jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy,




1. AytopcTBoO. [lo3BosbaBate yMHOXaBake, OUCTpUOyuMjy M jaBHO caomniTaBake
aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaBaoua NuueHLe, Yak 1 'y komepuumjanHe cepxe. OBO je HajcnobofHuja o CBUX
nnLeHun.

2. AytopcTBO — HeKomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUByLnjy 1
jaBHO caornwTaBare gena, u npepaje, ako ce HaBeAe MMe aytopa Ha HauvH oapeheH
of cTpaHe ayTtopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BorbaBa KomepLvjanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuwujanHo — 6e3 npepapga. [o3BorbaBaTe yMHOXaBake€,
onctpubyunjy m jaBHO caonwTaBawe pJdena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka UNn
ynoTpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH ogpeheH of
CcTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepLmjanHy
ynoTpeby gena. Y ogHoOCcy Ha CBe ocTarne nuueHLe, OBOM fIMLEHLOM Ce orpaHuvaBa
Hajsehu obum npasa kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUUjaniHO — AenuTu nog UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBahe, AUCTPUOYLUjy 1 jaBHO caoriiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
¥Me ayTopa Ha HauvH ofpeheH oA cTpaHe ayTopa wWnv AaBaola NWUeHLUe U ako ce
npepaga aucTpubyrpa no4 WCTOM WM CNMYHOM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caornwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosana unu ynotpebe gena y cesom geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH on cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa A03BoMbaBa koMmepumjandy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — penuTtu nod MUCTMM ycrnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBake€,
oucTpmbyumjy 1 jaBHO caoniiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBege MMe aytopa Ha
HayMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa WnM [aBaoua fWUEHLEe M ako ce npepaja
onctpubyrpa nog UCTOM WMAM  CAMYHOM  nuueHuoM. OBa nuueHua [o3BorbaBa
KoMepuuvjanHy ynotpeby gena wu npepaga. CnuyHa je codpTBEpCcKMM mnuvleHuama,
O[HOCHO nuLieHLlaMa OTBOPEHOT KoAa.



