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Znacaj oksidativnog stresa i kinureninskog puta metabolizma triptofana u nastanku i

razvoju multiple skleroze u populaciji Srbije

Sazetak

Multipla skleroza (MS) je autoimunska bolest, nepredvidivog toka, sa zonama inflamacije i
demijelinizacije u centralnom nervnom sistemu. Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi klini¢ki znacaj
oksidativnog stresa (OS) i kinureninskog puta (KP) metabolizma triptofana u nastanku i razvoju
relapsno-remitentne multiple skleroze (RRMS) u populaciji Srbije, kao i efekti terapije koja menja
prirodni tok bolesti (DMT). Dodatno, cilj je bio da se ispita uticaj sredinskih faktora (duvanski dim,
izlaganje suncu i konzumiranje kravljeg mleka) na nastanak i razvoj MS.

Istrazivanje je obuhvatilo 175 RRMS pacijenata (76 muskaraca i 99 zena) i 254 zdravih osoba (81
muskarac i 173 Zene). Za procenu progresije bolesti koris¢en je Multiple Sclerosis Severity Score
(MSSS). OS je procenjen na osnovu ukupnog antioksidativnog i oksidativnog statusa i oksidativnog
indeksa u serumu (TAS, TOS, OSI) i 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozina (8-oksodG/kreatinin) u
urinu. Analiziran je polimorfizam gena za enzim 8-oksoguanin-glikozilazu 1, OGG1 rs1052133
(Ser326Cys). U serumu pacijenata su praceni laki lanci neurofilamenata (sNfL), sfingozin-1-fosfat
(S1P), kinureninska (KA) i hinolinska (QA) kiselina.

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da OS uti¢e na nastanak i razvoj MS u populaciji Srbije. Porast
OSI, porast 8-oksodG/kreatinina i pasivno pusenje su identifikovani kao nezavisni prediktori za
nastanak MS. Dodatno, kod pacijenata sa tezim oblikom MS, nivo OS povezanog sa pusenjem bio je
veci kod Zena, §to ukazuje na vece potrebe ukljucivanja antioksidativne terapije kod Zena koje su vec¢
obolele od MS, kako bi se prevenirao dalji nepovoljan tok bolesti. Primena TAS, TOS, OSI i 8-
oksodG/kreatinina ima potencijalni znacaj u proceni rizika od razvoja OS i pracenju efikasnosti
antioksidativne terapije. Visi 8-oksodG/kreatinin kod nosilaca C alela rs1052133 u odnosu na GG
homozigote bio je povezan sa pojavom MS, §to ukazuje na povecanu izloZenost sistemskim efektima
OS kod nosioca odredenog alela geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133, ali i na efikasnost sistema
reparacije oksidativno modifikovane dezoksiribonukleinske kiseline (DNK). S druge strane,
prisustvo C alela kod pacijenata-pusaca je bilo povezano sa visim 8-oksodG/kreatinin indeksom u
odnosu na nepusace, §to ukazuje na mogucu genotip-fenotip interakciju u razvoju OS. Dalje, rezultati
ove studije ukazuju na zastitni efekat DMT terapije od pojave OS, medutim, kod Zena efekti terapije
na prevenciju OS 1 pojavu teSkog oblika MS su bili ogranicenti, §to ukazuje na neophodnost uvodenja
antioksidativne terapije kod zena. Osim toga Sto su Zene, generalno imale visi nivo SNfL, ova studija
je pokazala da zene-nosioci G alela rs1052133 imaju visi sNfL u odnosu na zene-homozigote CC,
kao 1 u odnosu na muskarce-nosioce G alela. Dodatno, Zene su nakon Sestomesecne DMT terapije
imale znacajno ve¢i porast sNfL u odnosu na muskarce, $to moZe ukazati da njihova veca osetljivost
na oStecenje aksona zahteva duzi vremenski period za postizanje pozitivnih efekata terapije. Povecana
produkcija hinolinske kiseline bila je povezana sa rizikom od progresije MS kod Zena, §to ukazuje da
hroni¢na aktivacija KP povecava rizik od neurodegeneracije. Nakon Sestomese¢ne DMT terapije, kod
oba pola uocen je znacajan pad indeksa QA/KA, §to ukazuje na njen zasStitni efekat od nakupljanja
neurotoksi¢nih metabolita 1 ovaj indeks bi mogao da bude koristan za procenu rizika od progresije
MS. Sestomeseéna terapija S1PR-modulatorima kod Zena dovela je do porasta S1P i sNfL, dok je



kod muskaraca doslo do njihovog opadanja, Sto ukazuje na to da su ovi lekovi efikasniji kod
muskaraca. S obzirom da je uocena visoka pozitivna korelacija izmedu S1P i sNfL kod tezeg oblika
bolesti, moze se pretpostaviti da su zene osetljivije na porast S1P, povezanog sa ve¢im oSte¢enjem
aksona. U ovoj studiji pokazano je da nedovoljno izlaganje suncu predstavlja faktor rizika za pojavu
OS, kao i da je konzumiranje mleka kod MS-pacijenata znacajan faktor rizika za progresiju bolesti.
Poznavanje faktora rizika za MS i uvodenje laboratorijskih biomarkera ispitanih u ovoj studiji, moze
unaprediti prevenciju i omoguciti razvoj novih terapijskih pristupa, kako bi se sprecila progresija MS
1 poboljsao kvalitet Zivota obolelih.

Kljuéne reci: multipla skleroza, oksidativni stres, OGG1 rs1052133, kinureniska kiselina, hinolinska
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The importance of oxidative stress and the kynurenine pathway of tryptophan
metabolsm in the onset and development of multiple sclerosis in the population of

Serbia
Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease with an unpredictable course, with zones of
inflammation and demyelination in the central nervous system. The aim of the research was to
determine the clinical significance of oxidative stress (OS) and the kynurenine pathway (KP) of
tryptophan metabolism in the onset and development of relapsing-remitting multiple sclerosis
(RRMS) in the population of Serbia, as well as the effects of therapy that changes the natural course
of the disease (DMT). Additionally, the aim was to examine the influence of environmental factors
(tobacco smoke, sun exposure and consumption of cow's milk) on the onset and development of MS.

The research included 175 RRMS patients (76 men and 99 women) and 254 healthy individuals (81
men and 173 women). The Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) was used to assess the severity
of the disease. OS was evaluated based on total antioxidant and oxidative status and oxidative index
inserum (TAS, TOS, OSI), and 8-0xo0-7,8-dihydro-2"-deoxyguanosine (8-oxodG/creatinine) in urine.
The gene polymorphism of the enzyme 8-oxoguanine-glycosylase 1, OGG1 rs1052133 (Ser326Cys)
was analyzed. Neurofilament light chains (SNfL), sphingosine-1-phosphate (S1P), kynurenic (KA)
and quinolinic (QA) acid were monitored in the patients' serum.

The results of this research showed that OS affects the onset and development of MS in the population
of Serbia. Increase in OSI, increase in 8-oxodG/creatinine and passive smoking were identified as
independent predictors for the development of MS. Additionally, in patients with a more severe form
of MS, the level of OS-related to smoking was higher in women, which indicates a greater need to
include antioxidant therapy in women already suffering from MS, in order to prevent further adverse
course of the disease. The application of TAS, TOS, OSI and 8-oxodG/creatinine has potential
importance in assessing the risk of developing OS and monitoring the effectiveness of antioxidant
therapy. Higher 8-oxodG/creatinine in rs1052133 C allele carriers compared to GG homozygotes was
associated with the occurrence of MS, which indicates increased exposure to systemic effects of OS
related to certain allele of genetic variant OGG1 rs1052133, but also the efficiency of the repair
system of oxidatively modified DNA. On the other hand, the presence of the rs1052133 C allele in
smoking patients was associated with higher 8-oxodG/creatinine compared to non-smokers,
indicating a possible genotype-phenotype interaction in the development of OS. Furthermore, the
results of this study indicate a protective effect of DMT therapy against the occurrence of OS,
however, in women, the effects of the therapy on the prevention of OS and the occurrence of severe
MS were limited, which indicates the necessity of introducing antioxidant therapy in women. In
addition to women generally having higher sNfL, this study showed that female carriers of the
rs1052133 G allele have higher sSNfL compared to homozygous CC women, as well as compared to
male carriers of the G allele. After six months of DMT therapy, women had a significantly greater
increase in SNfL compared to men, which may indicate that their greater sensitivity to axonal damage
requires a longer period of time to achieve positive effects of therapy. Increased production of
quinolinic acid was associated with the risk of MS progression in women, indicating that chronic KP



activation increases the risk of neurodegeneration. After six months of DMT therapy, a significant
decrease in the QA/KA index was observed in both sexes, indicating its protective effect against the
accumulation of neurotoxic metabolites, and this index could be useful for assessing the risk of MS
progression. Six-month therapy with SIPR-modulators in women led to an increase in S1P and sNfL,
while in men they decreased, which indicates that these drugs are more effective in men. Given that
a high positive correlation between S1P and sNfL was observed in a more severe form of the disease,
it can be assumed that women are more sensitive to an increase in S1P, associated with greater axonal
damage. In this study, it was shown that insufficient sun exposure is a risk factor for the occurrence
of OS, as well as that milk consumption in MS patients is a significant risk factor for disease
progression. Knowledge of the risk factors for MS and the introduction of laboratory biomarkers
examined in this study can improve prevention and enable the development of new therapeutic
approaches, in order to prevent the progression of MS and improve the quality of RRMS patients.

Key words: multiple sclerosis, oxidative stress, OGG1 rs1052133, kynurenic acid, quinolinic acid,

neurofilament light chains, sphingosine-1-phosphate
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Lista skraéenica koriS¢enih u tekstu

ANOVA
BBB
CNS
DMT
DNK
EDSS
FDA
KA
MS
MSSS
NfL
OS
oSl
OGG1
8-oksodG
PCR
QA
RNS
ROS
RRMS
S1P
TAS

TOS

Analiza varijanse (eng. analysis of variance)

Krvno mozdana barijera (eng. blood brain barrier)

Centralni nervni sistem

Terapija koja menja prirodni tok bolesti (eng. disease modyfing therapy)
Dezoksiribonukleinska kiselina

Prosirena skala statusa invaliditeta (eng. expanded disability status scale)
Agencija za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration)
Kinureninska kiselina (eng. kynurenic acid)

Multipla skleroza (eng. multiple sclerosis)

Procena tezine MS (eng. multiple sclerosis severity score)

Laki lanci neurofilamenta (eng. neurofilament light chain)

Oksidativni stres

Oksidativni indeks (eng. oxidative stress index)

8-oksoguanin DNK glikozilaza-1 (eng. 8-oxoguanine DNA glycosylase-1)
8-0kso-7,8-dihidro-2"deoksiguanozin (eng. 8-oxo-7,8-dihydro-2"deoxyguanosine)
Reakcija lan¢ane polimerizacije (eng. polymerase chain reaction)
Hinolinska kiselina (eng. quinolinic acid)

Reaktivne vrste azota (eng. reactive nitrogen species)

Reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species)
Relapsno-remitentna multipla skleroza (eng. relapsing-remitting multiple sclerosis)
Sfingozin 1-fosfat

Ukupni antioksidativni status (eng. total antioxidant status)

Ukupni oksidativni status (eng. total oxidant status)
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1. UVOD

1.1. Multipla skleroza

1.1.1. Epidemiologija i etiologija multiple skleroze

Multipla skleroza (MS) je autoimunska, hroni¢na, neurodegenerativna bolest centralnog nervnog
sistema (CNS) pracena inflamacijom, demijelinizacijom i degeneracijom aksona (1). Broj ljudi
obolelih od MS Sirom sveta je u 2020. godini iznosio oko 2,8 miliona §to je za oko 30% viSe nego
2013. godine (2). Na globalnom nivou prevalenca MS u 2020. godini je bila 35,9 na 100000, a u
Evropi je bila 133 pacijenta na 100000 stanovnika (2, 3). U Srbiji je broj obolelih od MS u skladu sa
evropskim prosekom, 136 obolelih na 100000 stanovnika (4). Medutim, primecen je trend porasta
obolelih od ove bolesti u populaciji Srbije, obzirom da je 1996. prevalenca iznosila 41/100000, a
2006. je zabelezeno 65 obolelih/100000 (5). Ucestalost MS pokazuje polnu zavisnost, tako da je odnos
zena i muSkaraca oko 2:1 sa prose¢nom staro$¢u pacijenata izmedu 20 i 40 godina (6).

Multipla skleroza je kompleksna bolest, ¢ija etiologija obuhvata najverovatnije interakciju genetickih
i faktora sredine (7). Kompleks humanog leukocitnog antigena (HLA) na kratkom kraku hromozoma
6 je prvi identifikovani geneticki lokus rizika za MS, a najznacajniji rizi¢ni alel je HLA-DRB1*15:01
(8, 9). Homozigoti sa ovim alelom imaju veéi rizik za razvoj bolesti u odnosu na heterozigote (10).
Etioloski faktori za koje se smatra da imaju znacajan doprinos nastanku i razvoju MS su: izloZenost
duvanskom dimu, smanjeno izlaganje suncu i nizak nivo vitamina D, uticaj geografske Sirine,
gojaznost (11-13).

Duvanski dim sadrZi visoke koncentracije nikotina, ugljen-monoksida, amonijaka, acetaldehida,
teSkih metala (Slika 1.) 1 oksidanasa koji formiraju slobodne radikale kiseonika (ROS) uzrokujuéi
stimulaciju makrofaga i oslobadanje velikog broja medijatora (14). ROS nisu prisutni u nesagorelim
listovima duvana i u pepelu od cigareta, ali nastaju sagorevanjem u duvanskom dimu tokom pusenja
cigareta (15). Pusenje je povezano sa ve¢im rizikom za razvoj progresivne forme multiple skleroze i
brzim razvojem invaliditeta (16). Osim toga, dovodi do posttranslacione modifikacije proteina u
plu¢ima, tako da je moguée da mehanizmi koji povezuju pusenje i osetljivost na MS ukljucuju
autoimunost protiv proteina sa posttranslacionim modifikacijama koji su unakrsno reaktivni sa
antigenima iz CNS-a (17). Ta¢an mehanizam kojim puSenje uti¢e na razvoj MS je jo$ uvek nejasan,
ali su istrazivanja pokazala da razvoj bolesti nije posredovan isklju¢ivo nikotinom (18, 19) ve¢
toksi¢énim komponentama iz dima cigareta, tako da bi pasivno izlaganje dimu predstavljalo rizik za
razvoj bolesti (20). Duvanski dim i pasivno puSenje, aktivacijom epitelnih celija, indukuju
oslobadanje proinflamatornih citokina, ¢ime se pokreée neuroinflamacija (21, 22). Pusenje se dovodi
u vezu sa povecanjem aktivnosti matriks-metaloproteinaze-9 (MMP-9) koja dovodi do razgradnje
ekstracelularnog matriksa (23, 24). Cijanid i azot oksid (NO) iz duvanskog dima uzrokuju
demijelinizaciju, degeneraciju aksona i poremecaj u nervnoj provodljivosti (25, 26).
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Slika 1. Toksini u dimu cigareta nastali sagorevanjem duvana (14.)

Izlaganje suncu i ultraljubic¢astom zrac¢enju (UVB) ima znacajnu ulogu u sintezi vitamina D koji
ispoljava antiinflamatorno i protektivno dejstvo u nastanku MS (27-29). Suncevi zraci stimuliSu
endogenu proizvodnju vitamina D, tako da monociti, makrofage i dendriti¢ne Celije proizvode manje
proinflamatornih citokina (IL-1, IL-12, TNF) i vise IL-10, $to dovodi do smanjenja diferencijacije
Thl i Th17 ¢elija, a povecanja T regulatornih ¢eija. Takode, smanjuje se diferencijacija B ¢elija u
plazma ¢elije, a time i proizvodnja antitela (27, 30, 31). Prevalenca MS je reda u oblastima blizu
ekvatora, dok se ucestalost poveéava ka severnijim delovima hemisfere, Sto je povezano sa
smanjenjem izlozenosti suncevoj svetlosti (32). Ve¢i rizik za nastanak MS postoji kod osoba koje su
migrirale iz podru¢ja niskog rizika za razvoj bolesti u zemlju visokog rizika. Studije navode da je
nakon seobe ljudi u Skandinavske zemlje i Kanadu, bio poveéan rizik od MS kod doseljenika iz
Evrope, Severne Amerike 1 Bliskog istoka, dok su najnizu prevalencu bolesti imali imigranti iz Afrike
I Azije, osim imigranata iz Irana koji se nisu bitno razlikovali od opste populacije (33, 34). Podrucja
sa visokim rizikom za MS ukljuéuju Norvesku sa prevalencom oko 165/100000 i Svedsku sa
prevalencom oko 189/100000, dok je prevalenca MS bila najniza kod crnaca iz Juzne Afrike
(0,22/100000) (35-37). Medu Iranskim imigrantima u Norveskoj prevalenca MS je iznosila 162/100000,
§to je znatno viSe od prevalence u Iranu gde iznosi 99/100000, dok je medu belcima rodenim u Juznoj
Africi iznosila 6,9/100000, a medu imigrantima iz Velike Britanije i Evrope 36/100000 (35).

Kao faktor rizika za nastanak MS, vaZznu ulogu ima gojaznost naro€ito u doba adolescencije, jer
prisutna inflamacija, visok nivo leptina 1 smanjena bioraspolozivost vitamina D podstic¢u sintezu
proinflamatornih citokina u masnom tkivu (38-41). Osim toga, konzumiranje mleka predstavlja
etioloski faktor rizika koji ima vaznu ulogu u zapoc€injanju i modulaciji MS (42). Epidemioloski
podaci ukazuju na postojanje veze izmedu konzumiranja mleka i prevalencije MS (43).



1.1.2. Klini¢ka slika, dijagnostika i procena progresije multiple skleroze

Kao posledica inflamacije u MS, dolazi do oStecenja oligodendrocita i do neurodegeneracije aksona
(44). Oste¢enjem mijelinskog omotaca i gubitkom integriteta aksona, nastaje poremecaj u Sirenju
impulsa duz nervne ¢elije i prekid neuroloskih funkcija $to se manifestuje klini¢kim karakteristikama
bolesti. Simptomi MS su brojni: opticki neuritis, paraliza, spasti¢nost, ataksija, slabost ekstremiteta,
oStecenje senzibiliteta, seksualna disfunkcija, psihijatrijska i kognitivna ostecenja (45).

Bolest se ispoljava kao klinicki izolovan sindrom (CIS), relapsno-remitentna (RRMS), sekundarno-
progresivna (SPMS) i primarno-progresivna (PPMS) forma. CIS se smatra prvom epizodom
neuroloskih simptoma zbog imunoloske aktivnosti koja traje 24h i moze, ali ne mora da se razvije u
MS. Najc¢es¢a forma bolesti je RRMS (85-90%), koju karakteriSu periodi relapsa i remisije (46).
SPMS karakteriSe kontinuirana progresija bolesti tokom godina, dok PPMS karakteriSe progresija
bolesti od samog pocetka pojave simptoma. Progresivne forme najc¢esce zahvataju kicmenu mozdinu,
a rede opticki nerv, mali 1 veliki mozak. Relapsi se dogadaju u slu¢ajnim intervalima i karakteriSe ih
nastanak novih i1 pogorsanje postojecih simptoma i znakova oSte¢enja CNS, koji postoje najmanje
24h kod obolelog, u odsustvu akutne infekcije i povisene telesne temperature. Prvi simptomi MS kod
zena javljaju se u neSto ranijem uzrastu u poredenju sa muskarcima (47), tako da Zene ceSce
oboljevaju i uglavnom imaju benigni tok bolesti u poredenju sa muskarcima kod kojih je prisutnija
progresivna forma (48).

Stepen funkcionalne onesposobljenosti, odnosno, kvantifikovanje neuroloskih deficita kod MS
pacijenata vrsi se promocu skale, Expanded Disability Status Scale (EDSS), koja ima vrednosti u
intervalu od 0 do 10 (49). Bolji parametar za procenu progresije bolesti je Multiple Sclerosis Severity
Score (MSSS), koji predstavlja algoritam koji dovodi u vezu EDSS skor sa vremenom trajanja bolesti
(50). Progresija MS je klasifikovana prema MSSS skoru na: laksi oblik (MSSS<3.4), srednje tezak
oblik (MSSS 3,4-6,7) i tezak oblik bolesti (MSSS>6,7) (51).

Prema brzini progresije bolesti izdvajaju se benigna i maligna forma MS. Benigna MS je podtip
RRMS 1 karakteriSe je minimalni neuroloski deficit 1 spora progresija tokom vremena. Bolest traje
duZe od 10 godina, a pacijenti razvijaju vrednosti za EDSS <2 i imaju ocuvane kognitivne funkcije
(52). Maligna MS se karakteriSe brzom progresijom bolesti, visokim stepenom neuroloskog deficita
i vrednosti za EDSS >6 tokom 5 godina (53).

Za ranu dijagnostiku MS primenjuju se tzv. McDonald’s kriterijumi (54) kod bolesnika koji imaju
klinicku prezentaciju ili neuroradioloSki dokaz prisustva bolesti, kao 1 pozitivan rezultat
oligoklonalnih 1gG traka u likvoru (55).



1.1.3. Terapija multiple skleroze

Zbog heterogenosti bolesti i nepredvidivog klinickog toka, terapija MS predstavlja veliki izazov i
moze se podeliti na: terapiju akutnih pogorSanja bolesti (relapsa), terapiju koja modifikuje prirodni
tok bolesti (eng. Disease modifying therapy, DMT) i simptomatsku terapiju (56).

1.1.3.1. Terapija akutnih pogorsanja bolesti (relapsa)

Osnovni cilj ove terapije je oporavak novonastalog neuroloskog deficita i sprecavanje akumulacije
novih. U terapiji relapsa se koriste visoke doze glukokortikoida (metilprednizolon) koji smanjuju
proliferaciju Thl limfocita i produkciju proinflamatornih citokina IL-2, IFN-y i TNF-a, a nemaju
suprimirajuci efekat na Th2 limfocite i na nivo antiinflamatornih citokina IL-4 i TGF-B (57).
Glukokortikoidi inhibiraju nuklearni faktor kB (NF-kB) koji indukuje ekspresiju velikog broja
proinflamatornih gena, inhibira se stvaranje proinflamatornih citokina i povecava sinteza
antiinflamatornih citokina. Preporuka je intravensko davanje (i.v.) metilprednizolona u trajanju od 3
do 5 dana u dozi od 500 mg do 1000 mg dnevno. Oralna primena glukokortikoida se primenjuje u
onim slu¢ajevima kada postoji nemoguénost za i.v. aplikaciju. Glukokortikoidnu terapiju bi trebalo
ukljuciti odmah sa pojavom prvih znakova pogorSanja u cilju smanjenja osteéenja aksona (58),
imaju¢i u vidu da mononuklearne ¢elije u toku prvih 72h od pocetka relapsa dostizu maksimalnu
produkciju NO, pa bi primena kortikosteroida posle tog perioda mogla biti neefikasna. Da bi se izbegli
nezeljeni efekti kortikosteroida neophodna je primena vitamina D i kalcijuma, a po potrebi i
antiresorptivni lekovi, kalcitonin i bifosfonat kod prisutne osteoporoze i osteopenije.

1.1.3.2. Terapija koja modifikuje prirodni tok bolesti

Primena terapije koja modifikuje prirodni tok bolesti (DMT), kod pacijenata sa MS klinicki je opravdana i
neophodna kako bi se smanjio broj i teZina recidiva, odlozila progresija bolesti i sprecio invaliditet (59, 60).

Tokom XX veka terapija MS je bila ogranicena isklju¢ivo na akutnu i simptomatsku terapiju. Prvi
imunomodulatorni lek koji je odobren od strane FDA (eng. Food and Drug Administration) i koji je
uveden u terapiju relapsa (1993. godine) bio je rekombinantni protein, interferon p-1b (Betaferon®),
¢iji mehanizam delovanja nije potpuno poznat i pretpostavlja se da efekat ostvaruje aktivacijom IFN
receptora pri ¢emu dolazi do transkripcije ciljnih gena (61). Nakon njega u terapiju je uveden
interferon B-1a (Rebif®, Avonex®) u cilju spre¢avanja akumulacije neuroloskih deficita (62).

Interferon-p ima bolji efekat u RRMS nego u SPMS, a dejstvo ostvaruje inhibicijom proizvodnje
inflamatornih Thl limfocita, INF-y i IL-12 u dendriticnim c¢elijama i indukuje produkciju Th2
limfocita (63, 64). Terapijom se postiZze smanjenje volumena T2 lezija u mozgu (65). Medutim, nije
dokazano da ovi lekovi usporavaju progresiju MS (66). Interferon-p je grupa najbezbednijih DMT
lekova, ali imaju umerenu efikasnost koja se objasnjava ¢injenicom da tokom vremena dolazi do
razvoja neutraliSucih anti-INF-p antitela (67). Tokom primene INF-B neophodno je laboratorijsko
pracenje funkcije jetre i analiza krvne slike zbog moguéeg poviSenja aktivnosti transaminaza i
leukopenije sa neutropenijom i limfopenijom. Analizu je potrebno raditi jednom mese¢no tokom prva



tri meseca terapije, zatim svaki tre¢i mesec do kraja prve godine leenja, a potom na 6 meseci i jednom
godisnje (68).

Copaxone® je smesa sintetskih polipeptida koga ¢ine &etiri amino kiseline (lizin, alanin, glutamat i
tirozin), koje ulaze u sastav mijelin baznog proteina (MBP) (69). Uticaj ovog leka na nervni sistem
se jos$ uvek istrazuje, ali glavni mehanizam delovanja je na adaptivni imuni odgovor (70). Posto
podse¢a na MBP, kompetitivno se vezuje za MHC (eng. major histocompatibility complex) 11 klase i
tako zamenjuje mijelinske antigene za predstavljanje T éelijama (71, 72). Copaxone® je uspesan u
smanjenju Th17 ¢elija i njegovim signalnim proinflamatornim putevima (73).

DMT terapija obuhvata i grupu lekova koji su modulatori receptora za sfingozin-1-fosfat, kao $to je
Fingolimod (Gylenia®). Fingolimod (Gylenia®) je strukturni analog sfingozina (komponente ¢elijske
membrane i sastavni deo mnogih bioaktivnih lipida) koji modulira S1P receptor i sprecava
oslobadanje limfocita iz limfnih ¢vorova, snizavajuci njihov broj u krvi i likvoru, ¢ime se inhibira
pokretanje imunog odgovora i aktivacija ¢elija mikroglije (74). Zbog svoje lipofilne strukture ima
sposobnost prolaska BBB i moze ostvariti neuroprotektivne efekte direktno delujuéi na ¢elije CNS
preko modulacije specificnih neuronskih receptora S1P1 i S1P5 (75). Lek Fingolimod smanjuje
hroni¢nu inflamaciju, dovodi do remijelinizacije i do povecanja ekspresije MBP, smanjuje apoptozu
i modulaciju ekspresije citokina (76). Takode, dovodi do povecanja T regulatornih limfocita, a
smanjuje aktivnost Teff kao $to su Th1 1 Th17 ¢elije koje luce citokine odgovorne za nastanak relapsa
u MS. IL-17, koga proizvode Th17 limfociti, se nalazi u lezijama MS i1 mozZe igrati ulogu u rupturi
BBB i povredi neurona (76).

Ostali S1P modulatori Siponimod i Ozanimod su selektivniji od Fingolimoda, sa visokim afinitetom
samo za receptore S1P1 i S1P5. Ponesimod ima visok afinitet za receptore S1P1 i kao Ozanimod
pripada agonistima receptora (76, 77).

Takode u terapiji MS primenjuje se visoko efektivna terapija u koju spadaju monoklonska antitela
Natalizumab (Tysabri®) koji se uglavnom Koristi u le¢enju tezeg oblika bolesti (56).

Natalizumab je rekombinantno, monoklonsko antitelo usmereno prema o-4 subjedinici VLA-4
integrina na povrsini limfocita. On onemogucéava kontakt VLA-4 sa ligagndom VCAM-1 na povrsini
vaskularnih endotelnih ¢éelija mozga i kicmene mozdine i na taj nacin redukuje adheziju i migraciju
limfocita u mozak (75).

Kao simptomatska terapija koristi se farmakoloska i psihoterapija, a u terapiji spasticiteta koristi se
Baklofen, Tizanuidin i Baklofenska pumpa za pacijente kod kojih su vrednosti za EDSS > 7. U
lecenju bola primenjuju se visoke doze kortikosteroida uz karbapin i antikonvulzivnu terapiju (56).



1.2. Znacaj oksidativnog stresa u multiploj sklerozi

Multipla skleroza (MS) je bolest posredovana imunskim mehanizmom usmerenim prema
autoantigenima mijelinskog omotaca sto dovodi do hroni¢ne inflamacije i destrukcije mijelina, bele
mase mozga, neurona i aksona (78). Antigene prepoznaju limfociti i dolazi do stvaranja inflamatornih
lezija (plakova) koje se obi¢no nalaze u beloj masi mozga (79). Plakovi su Zari$ne oblasti unutar CNS
gde postoji gubitak mijelina, a nastaju usled prekida integriteta krvno-mozdane barijere (eng. blood
brain barrier, BBB) (79, 80). Prekomerno stvaranje slobodnih radikala kiseonika (ROS) i slobodnih
radikala azota (RNS), mitohondrijalna disfunkcija i lo§ antioksidativni odbrambeni sistem dovode do
OS ili nitrooksidativnog stresa (NOS), a oni imaju znacajnu ulogu u patogenezi MS (81).

1.2.1. Uloga oksidativnog stresa u patogenezi multiple skleroze

Oksidativni stres je dishbalans u organizmu koji nastaje kada postoji povecana proizvodnja slobodnih
radikala koja prevazilazi sposobnost antioksidantnog sistema da ih neutralise (82, 83).

Slobodni radikali su nestabilni, kratkotrajni i visoko reaktivni molekuli koji imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona u poslednjem energetskom omotacu i reaguju sa molekulima na povrsini ¢elijske
membrane (84). Promena reakcija koje se deSavaju u samoj ¢eliji dovode do nastanka slobodnih
radikala i peroksida koji deluju na proteine, lipide, dezoksiribonukleinsku Kkiselinu (DNK),
narus$avajuéi unutras$nje mehanizme na ovom nivou. Slobodni radikali se stvaraju u organizmu
delovanjem faktora rizika iz spoljasnje sredine koji uklju¢uju zagadenje vazduha, jonizujuce zracenje,
dim cigareta ili kao posledica endogenih faktora koji ukljuc¢uju aktivaciju imunskih ¢elija, infekcije,
ishemiju kada dolazi do prekoracenja kapaciteta antioksidativnih mehanizama (82, 83) (Slika 2.).
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Slika 2. Sematski prikaz povezanosti ROS, oksidativnog stresa i njihovih efekata na éelije (82).

Najvazniji slobodni radikali su izvedeni iz kiseonika (ROS) i primarno nastaju u mitohondrijama u
toku metabolizma ¢elije, fizicke aktivnosti, usled izlaganja jonizuju¢em zracenju, duvanskom dimu,
inflamaciji i dr. (85). Njihovo stvaranje u malim koncentracijama ima znacajnu i korisnu ulogu u
sintezi NO, koji u polimorfonuklearima deluje kao baktericid i antivirotik (86, 87). Klasifikacija ROS
i RNS u dve podgrupe, na radikale i neradikale (Slika 3.) (83), bazirana je na prisustvu (radikali) ili



odsustvu nesparenog elektrona (neradikali) (84). Smatra se da su: superoksidni radikal, vodonik
peroksid, hidroksilni radikal, azot oksid (NO) i peroksinitrit uklju¢eni u razvoj MS (88).

Superoksid
Kiseoniéni radikal
Hidroksilni

Alkoksi radikal
Peroksil radikal

ROS

Radikali

|

Azot oksid (NO)

“ Azot dioksid

Vodonik-peroksid
Hipohlorna kiselina
Hipobromna kiselina
ROS Organski peroksidi
Aldehidi
Ozon
Singletni kiseonik

—

Nitrozil katjon

Nitroksil anjon
Dinitrogen trioksid|
RNS Dinitrogen
tetraocksid
Nitril katjon
Peroksinitrit
v =

RNS

{

Ne-radikali

Slika 3. Sematski prikaz reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i azota (RNS) (84).

Slobodni radikali reaguju sa nezasi¢enim masnim kiselinama kako na ¢elijskim membranama tako i
na BBB, pokrecu proces lipidne peroksidacije $to rezultuje promenama membranskog gradijenta i
dovodi do gubitka integriteta i nepovratnog ostecenja BBB (86, 87).

Nivoi slobodnih radikala se povecavaju u stanju inflamacije prevazilaze¢i antioksidativni kapacitet u
lezijama pa tako dolazi do oSteCenja mitohondrija, nukleinskih kiselina, lipida i proteina (89).

Inflamacija dovodi do nastanka OS i obrnuto, $to predstavlja zacarani krug (86) koji prouzrokuje
demijelinizaciju (90). Makrofagi i mikroglija celije eksprimiraju mijeloperoksidazu i podsticu
proizvodnju ROS tokom fagocitoze mijelina u beloj masi, Sto ukazuje na veoma komplikovan odnos
izmedu inflamacije, OS i ostecenja aksona unutar plaka (91).

Mozak je organ koji koristi veliku koli¢inu kiseonika tokom metabolic¢kih procesa, oslobadaju¢i ROS
i RNS, sto ga ¢ini osetljivim na oksidativne modifikacije razli¢itih biomolekula (92). Utvrdeno je da
mozak ima visok sadrzaj lipida i nisku aktivnost antioksidantnih enzima u odnosu na druge organe
(86). Utvrdeno je da OS kroz oksidaciju proteina, lipida, DNK i oSte¢enja mitohondrija, pokrece
demijelinizaciju i neurodegeneraciju, sto dovodi do razvoja MS (93). Disfunkcija mitohondrija,
ukljucujuci energetski deficit, defekte u strukturi DNK, abnormalnu gensku ekspresiju i aktivnost
enzima ukljucenih u reparaciju oksidativno modifikovane molekule DNK predstavljaju glavne uzroke
degeneracije aksona u MS (94-96). Energetski deficit nastaje kao posledica gubitka funkcije
Na*/K*/ATPaze i Na'/Ca®" transportera $to uzrokuje depolarizaciju membrane i intracelularno
povecanje kalcijuma, $to Cini celije podloznim za oksidativna ostecenja, ekscitotoksi¢nosti i
nekontrolisanom oslobadanju slobodnih radikala (97). Povec¢ana permeabilnost membrane i influks
Ca?* dovode do poremecaja u transportu kroz akson, a to prouzrokuje bubrenje, fragmentisanje i
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dezintegraciju neurona (98). Takode, aktivirani monociti i ¢elije mikroglije eksprimiraju inducibilnu
azot oksid sintazu i dolazi do poveéanja koncentracije azot oksida (NO) koji dovodi do inaktiviranja
superoksid-dismutaze-2 (SOD2) i stvaranja peroksinitrita koji oSte¢uje Celijske komponente, inhibira
respiratorni lanac mitohondrija i uzrokuje oste¢enje DNK (97, 99, 100).

Antioksidativni sistem u neuronima je neefikasan. Veéinu odbrambenih funkcija obavljaju astrociti
koji ucestvuju u regulaciji oksidoredukcionog balansa tako $to ¢uvaju i oslobadaju endogene
antioksidanse: glutation i askorbinsku kiselinu. Prevelika aktivacija astrocita i ¢elija mikroglije dovodi
do proizvodnje proinflamatornih citokina, ROS i azot oksida (NO) $to uzrokuje ostecenja BBB (101).

Oksidativni stres je jedan od primarnih faktora ostecenja celija kod inflamacije, kod vaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti ukljucujuéi sve faze MS (102). Kao odgovor ¢elija na osteéenje tkiva
dolazi do funkcionalnih promena u vaskularnom endotelu, do regrutovanja imunih ¢elija, migracije i
proliferacije ¢elija mikroglije i astrocita i do proizvodnje proinflamatornih citokina (102). Tokom
reparacije oSte¢enog tkiva dolazi do velikog broja nezeljenih efekata koji ukljuCuju aktivaciju
fagocita i prekomernu proizvodnju inflamatornih citokina, ROS i RNS. Kao posledica toga dolazi do
migracije leukocita, oSte¢enja oligodendrocita i oStecenja aksona. Akumulacija ROS 1 RNS moze
uzrokovati mutacije u DNK uticuci na regulaciju klju¢nih gena i moze aktivirati glavne faktore, kao
Sto je nuklearni faktor kapaB (NFkB) koji regulie ekspresiju proinflamatornih gena (102). NFkB je
transkripcioni faktor koji se vezuje za DNK i koji stupa u interakciju sa promotorskim regionom
proinflamatornog gena i njegovom aktivacijom dolazi do ubrzane transkripcije ovih gena i sinteze
proinflamatornih citokina (86). Inflamatorni citokini TNF-a i IFN-y su odgovorni u aktivaciji NO-
sintaze u makrofagama i ¢elijama mikroglije u nastanku azot oksida (NO) u CNS. NO moZe brzo da
reaguje sa superoksidnim anjonom stvarajuci peroksinitrit (ONOO ) koji je jak oksidans i patogeni
agens u MS jer doprinosi inhibiciji mitohondrijalne respiracije.

U cilju sprecavanja Stetnog delovanja oksidanasa vaznu ulogu ima odbrambeni sistem organizma
koga Cine antioksidansi. U antioksidativnu zaStitu ukljuCeni su enzimi: katalaza, superoksid-
dismutaza (SOD), glutation-peroksidaza, glutation-S-transferaza, hem-oksigenaza-I-sistem i
neenzimski antioksidansi: vitamin C, vitamin E, mokra¢na kiselina, lipoinska Kkiselina, urea,
glutation, albumin, feritin (103). Sintezu vecine antioksidanasa reguliSe trankripcioni faktor Nrf2,
koji se aktivira dejstvom OS. MS-pacijenti imaju nizak nivo antioksidativne zastite jer se Nrf2 ne
aktivira na adekvatan nacin, uprkos visokom nivou OS, §to mozZe biti posledica povecanog
acetilovanja usled nedostatka histon deacetilaze (HDAC?2) (103). Fragmentacija lipida, denaturacija
proteina kao i poremecaji koji su povezani sa mehanizmima replikacije DNK i deformacijom ¢elijskih
organela predstavljaju glavne posledice OS (101). Aktivnost ROS dovodi do razli¢itih intracelularnih
ostecenja, ukljucujuéi aktivaciju enzima. Poveéan sadrzaj ROS unutar ¢elija moze biti posledica
slabljenja njihovih antioksidativnih mehanizama, zbog smanjenja intracelularnih koncentracija
redukovanog glutationa (GSH) i promena aktivnosti antioksidativnin enzima. Oksidativno
modifikovana jedinjenja ometaju funkciju neurona, §to moze dovesti do njihove smrti apoptozom ili
nekrozom (104). Poseban problem vezan je za Cinjenicu da nervno tkivo CNS ima slab kapacitet
regeneracije zbog smanjene antioksidativne sposobnosti. Zbog ubrzanog metabolizma, kora velikog
mozga je glavno mesto nastanka slobodnih radikala i u tom regionu se javlja pocetni porast aktivnosti
SOD, katalaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze, koji predstavlja adaptivni odgovor na OS
izazvan spoljnim faktorima (105, 106). Usled dugotrajne izlozenosti OS, aktivnost tih enzima je
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smanjena, Sto ima za posledicu oksidativnu inaktivaciju aktivnog enzimskog centra ili dolazi do
modifikacije molekula proteina, smanjenja brzine sinteze enzima i nakupljanje peroksida (101).

Istrazivanja sugeriSu da zensku populaciju karakterise vec¢a imunska reaktivnost i efikasniji imunski
odgovor u infektivnim i neinfektivnim bolestima u odnosu na muskarce (107, 108). Pokazano je da
zene imaju vise T-Celija koje su specifi¢nije za sopstvene antigene u odnosu na muskarce (109), sto
je verovatno povezano sa vecom prevalencom autoimunskih bolesti kod Zena (108). S tim u vezi
istraZivanja su pokazala da oko 78% obolelih od autoimunskih bolesti ¢ine Zene (110). Medutim, Svi
uzroci ovog polnog dimorfizma jos uvek nisu dovoljno rasvetljeni (111).

1.2.2. Znacaj biomarkera za procenu oksidativnog stresa u multiploj sklerozi

Danas se brojna istrazivanja bave otkrivanjem, validacijom i verifikacijom dijagnostickih
biomarkera, posebno onih za rano otkrivanje osteé¢enja neurona, za procenu ishoda DMT terapije i
procene nezeljenih efekata terapije kod MS pacijenata (112).

Brojne oksidativno izmenjene biomolekule (lipidi, proteini, DNK/RNK, enzimi) su predlozene za
biomarkere procene nivoa OS. Osim pojedinacnih biomarkera OS, klini¢ku primenu u proceni OS
imaju ukupni antioksidativni status (TAS), ukupni oksidativni status (TOS) i indeks oksidativnog
stresa (OSI), kao najpouzdaniji u proceni ravnoteze izmedu cirkuliSucih antioksidanasa i oksidanasa
(113-115). Narusavanjem ravnoteze izmedu prooksidanasa i antioksidativne zastite, dolazi do porasta
indeksa OSI §to predstavlja potvrdu poremecene ravnoteze izmedu oksidanasa i antioksidativne
zaStite kod MS-pacijenata.

1.2.3. Znacaj 8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozina (8-oksodG) i polimorfizma gena

enzima 8-oksoguanin DNK glikozilaze 1 (OGG1 rs 1052133) u multiploj sklerozi

Interakcija izmedu slobodnih radikala i DNK dovodi do modifikacije nukleobaza i nastanka lezija
(116), a akumulacija lezija je povezana sa starenjem i razli¢itim patoloSkim stanjima (117). Od svih
baza, guanin najpre podleze delovanju ROS. U okviru bogatog sistema reparacije organizma, koga
izmedu ostalih ¢ini enzim 8-oksoguanin DNK glikozilaza 1 (hOGG1) vrsi se prepoznavanje, isecanje
i uklanjanje modifikovane nukleobaze 8-okso-7,8-dihidroguanina (8-oksoG) i modifikovanog
nukleozida 8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozina (8-oksodG) nakon osteCenja (117). Ova dva
proizvoda, 8-0ksoG i 8-oksodG se izluCuju putem urina i predstavljaju glavne proizvode in vivo
reparacije DNK oStecene oksidativnim stresom. Abazi¢no mesto 1 popravka u DNK se zavrSava
delovanjem fosfodiesteraze, DNK polimeraze i DNK ligaze (118).

U reakciji 2'-deoksiguanozina sa hidroksilnim radikalom (OH®) dolazi do hidroksilacije 2'-
deoksiguanozina i stvaranja 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin radikala, koji oksidacijom prelazi u 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin (Slika 4.) (119). Nakon toga, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin podleze keto-
enolnoj tautomeriji i nastaje glavni proizvod oksidativnog ostecenja DNK, 8-0kso-7,8-dihidro-2'-
deoksiguanozin. Nivo urinarne ekskrecije 8-oksodG odrazava sledece procese u organizmu: stepen
oksidativnog ostecenja DNK, brzinu prometa nukleinskih kiselina i aktivnost specifi¢nih enzima
reparacije DNK (enzimi reparacije nukleotida i razlicite endonukleaze) (120-122). On je biomarker
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sistemskih efekata OS sa promutagenim potencijalom i koristi se kao neinvazivni pristup u proceni
oksidativnog oste¢enja DNK i rezultat je delovanja mehanizama reparacije (123).

Odredivanjem koncentracije biomarkera, 8-oksodG/kreatinin u urinu ima znacajnu ulogu u proceni
sistemskih efekata OS na organizam. Koristi se kao neinvazivni biomarker za procenu oksidativno
oste¢cene DNK (123). Stabilan je tokom dugotrajnog Cuvanja uzoraka i ima visoku specifi¢nost i
selektivnost koja se postize prilikom merenja njegove koncentracije izokratskom HPLC-MS/MS
metodom (121, 122, 124), a rezultati se izrazavaju kao indeks 8-oksodG/kreatinin, gde se nivo
kreatinina u urinu koristi za normalizaciju koncentracije ovog biomarkera u pojedinacnom uzorku
urina (125,126). Izrazavanje nivoa 8-0ksodG kao indeks 8-oksodG/kreatinin moguce je pod uslovom
da je urinarno izlucivanje kreatinina konstanto tj. da ne postoje inter i intra-individualne razlike u
izlu¢ivanju kreatinina i ako je funkcija bubrega ocuvana. U ostalim slu¢ajevima preporucuje se 24h urin,
kao uzorak izbora. Ovaj biomarker je evaluiran kao biomarker OS izazvanog duvanskim dimom (127).
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Slika 4. Sematski prikaz sinteze 8-0x0-7,8dihidro-2'-deoksiguanozina (8-oksodG) (119.).

Enzim OGGI1 sprecava akumulaciju mutacija 1 ucestvuje u regulaciji transkripcije razlicitih gena

ukljuc¢enih u odgovoru na OS (128). Otkriveno je vise genetickih varijanti unutar OGG1 lokusa, a

medu njima je najceSc¢a varijanta rs1052133 (Ser326Cys) koja predstavlja zamenu nukleotida C u G,
10



na poziciji 1245 u egzonu 7 (C—G), §to za posledicu ima zamenu serina u cistein na polozaju 326
(127). Protein Cys326 (G) ima oko 7 puta slabiji kapacitet reparacije 8-OHG od proteina Ser326 (C)
(129,130).

1.3. Znacaj kinureninskog puta metabolizma triptofana u multiploj sklerozi

U patogenezi MS prisutni su poremecaji metabolizma esencijalne aminokiseline triptofana (TRP),
kao i njenih metabolita: kinurenina, melatonina i serotonina (131). Kod pacijenata sa MS, poremecaji
metabolizma TRP se reflektuju na izmenjene koncentracije TRP i njegovih metabolita u serumu,
plazmi, likvoru i urinu (131).

TRP kao esencijalna, aromati¢na amino kiselina, osim §to je prekursor biosinteze proteina, vazan je
supstrat za nekoliko bioaktivnih supstanci u ljudskom organizmu i metabolizuje se kroz dva razli¢ita
puta: serotonin / melatoninski put (oko 1%) i kinureninski put (KP) (oko 95%). Fizioloski znacaj
glavnog KP je biosinteza oksidovanog oblika nikotinamid-adenin dinukleotida (NAD™), esencijalnog
kofaktora ukljucenog u sintezu adenozin trifosfata i transfer vodonikovog jona u brojnim enzimskim
reakcijama. Akumulacija nekih metabolita TRP moze izazvati oksidativno oSteenje celija i
posledi¢no moze pokrenuti inflamatorne procese, Sto doprinosi razvoju sistemskih bolesti, ukljuc¢ujuci
i neurodegenerativne (132). Smanjeni nivoi TRP u cirkulaciji povezani su sa poveéanim rizikom od
razvoja MS (133). Enzimi uklju¢eni u KP imaju zna¢ajnu ulogu u imunomodulaciji i razli¢itim redoks
reakcijama, tako da poremecaj ovog puta dovodi do progresije bolesti. Prisustvo hroni¢nog
oksidativnog stresa i aktivacija ¢elija mikroglije kod pacijenata sa MS dovodi do oSte¢enja mitohondrija
I do nastanka neurodegeneracije (134). Regulatorni enzimi u kinureninskom putu, IDO-1 i TDO se
mogu indukovati / suprimirati delovanjem razliCitih faktora. Glavni induktor enzima IDO-1 je
interferon-y, samostalno i u sinergizmu sa drugim proinflamatornim citokinima (IL-1, TNF-a, IL-1p).
Neuroinflamacija 1 pogorSanje MS se mogu smanjiti inhibicijom aktivnosti enzima IDO-1 (134).

Kaskadni KP pocinje oksidacijom TRP do N-formilkinurenina u glavnoj regulatornoj reakciji koju
katalizuje triptofan 2,3-dioksigenaza (TDO) i enzim indoleamin 2,3-dioksigenaza u dve izoforme
(IDO-11 IDO-2) (Slika 5.). N-formilkinurenin se brzo prevodi u kinurenin (KIN), koji se ukljucuje u
tzv. neuroprotektivni put u kome se kinurenin prevodi u kinureninsku kiselinu (KA) i drugi tzv.
neurotoksi¢ni put, kada nastaju metaboliti 3-hidroksikinurenin (3-HK), 3-hidroksi antranilna kiselina
(3-HAA), pikolinska kiselina (PA), antranilna kiselina (AA), ksanturenska kiselina (KSA) i
hinolinska kiselina (QA) (135).
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MAQ: monoaminooksidaza; ALDH: aldehid dehidrogenaza; AANAT: arilalkilamin N-acetiltransferaza; HIOMT:
hidroksiindol-O-metiltransferaza; IDO: indoleamin 2,3-dioksigenaza; TDO: triptofan 2,3-dioksigenaza; KAT:
kinurenin-aminotransferaza; QPRT: fosforibozil transferaza hinolinske kiseline; ACMSD: aminokarboksimukonat
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Ravnoteza izmedu neuroprotektivnih i neurotoksi¢nih metabolita je od klju¢ne vaznosti za normalno
funkcionisanje mozga. Neuroprotektivne uloge KIN i KA se pripisuju, izmedu ostalog i njihovim
antioksidativnim osobinama, zahvaljujuci kojima $tite makromolekule od oksidativne modifikacije i
sprecavaju osteéenje tkiva izazvano prekomernim inflamatornim odgovorom (132). Metaboliti 3-HK
I 3-HAA ispoljavaju neurotoksi¢nost indukcijom oksidativnog stresa, aktivacijom apoptoze
neuronskih ¢elija i pojacavanjem citotoksi¢nosti QA (134). KA je snazan antagonist ekscitatornog
glutamatnog receptora na N-metil-D-aspartat (NMDA) i glicin, dok je hinolinska kiselina (QA)
selektivni agonist ovog receptora (136). Prekomerna stimulacija NMDA-receptora indukuje povecani
efluks Na*, Ca®", K* u ciljne neurone i oligodendrocite. Visoke koncentracije Ca?* deluju
neurotoksi¢no na ¢elije i dovode do osStecenja koje je povezano sa neurodegenerativnim bolestima
ukljucuju¢i i MS (137). Aktivirane celije mikroglije i makrofagi su glavni izvor QA u mozgu.
Neurotoksic¢ni potencijal QA se moze pripisati: stimulaciji oslobadanja glutamata od strane neurona,
inhibiciji preuzimanja glutamata od astrocita, stvaranju reaktivnih vrsta kiseonika koji posreduju u
lipidnoj peroksidaciji i snizenju endogenih antioksidanasa (138-140). Takode, poremecaj ravnoteze
izmedu koncentracija QA i KA stimuliSe proizvodnju slobodnih radikala, narusava se BBB i dolazi
do povecanja fosforilacije strukturnih proteina (neurofilamenata, tau proteina, glija fibrilarni protein)
Sto destabilizuje citoskelet neuronskih Celija (141).

1.4. Znacaj lakih lanaca neurofilamenata u dijagnostici i pracenju multiple skleroze

U dijagnostici MS znacajnu ulogu imaju tehnike magnetne rezonance i evociranih potencijala, kao i
analiza likvora kojom se vrsi detekcija intratekalne sinteze imunoglobulina G (oligoklonalne trake,
koje su prisutne u najranijoj fazi MS), ali svaka od njih ima ograni¢enu dijagnosti¢ku osetljivost I
specifi¢nost (142). Za kompleksne i heterogene bolesti poput MS, neophodna je validacija i
implementacija novih laboratorijskih biomarkera koji mogu pomoc¢i u dijagnozi bolesti, stratifikaciji
pacijenata i objektivnom pracenju progresije i odgovora na lecenje (143).

Rani biomarker oStecenja aksona kod MS je nivo lakih lanaca neurofilamenata (NfL), koji se mogu
odredivati u likvoru i serumu. Neurofilamenti su specifi¢ni proteini citoskeleta neurona koji imaju
znacajnu ulogu u odrzavanju oblika i veli¢ine aksona. Sastoje se od tri subjedinice: lakih lanaca (NfL),
srednjih lanaca (NfM) i teskih lanaca (NfH) (144).

Laki lanci neurofilamenata (NfL) predstavljaju jedan od znacajnih biomarkera koji su pokazatelji
ranog oStecenja neurona 1 vazni su u slucaju ,klinic¢ki tihe bolesti” kada je tumacenje klinickih
promena otezano (145). Hroni¢na upala bele mozdane mase povezana je sa povecanjem nivoa NfL i
tezinom MS (146). Osim toga, NfL predstavlja dobar prognosticki indikator formiranja lezije i atrofije
mozga kod MS pacijenata (147). Zbog znacajne korelacije izmedu nivoa serumskog NfL (SNfL) i
NfL u likvoru, smatra se da je sNfL osetljiv i specifican neinvazivan biomarker u dijagnostici MS i
pracenju efikasnosti terapije. S tim u vezi, utvrdeno je da se povecanje sNfL dovodi u vezu sa
povecanim rizikom od pogorsanja invaliditeta (148).

13



1.5. Znacaj sfingozin-1-fosfata u multiploj sklerozi

Sfingozin-1-fosfat (S1P) je signalni sfingolipidni molekul, uklju¢en u inhibiciju apoptoze,
proliferativnu i inflamatornu signalizaciju (59). Stvaraju ga eritrociti, endotelne ¢elije i trombociti
(149). Nastaje delovanjem sfingozin kinaze 1 i 2 na sfingozin. Oko 1-2% cirkuli$e kao aktivni oblik,
dok je ve¢im delom vezan za lipoproteine niske i visoke gustine. Bioloska uloga SIP se ostvaruje
vezivanjem za receptore (S1PR) gde dolazi do transdukcije signala preko G-proteina. S1P
signalizacija ima znacajnu ulogu u aktivaciji i proliferaciji mikroglija i oligodendrocita. SIPR su
eksprimirani u ¢elijama CNS ukljucujuéi oligodendrocite, mikroglije i astrocite. Postoji pet tipova
receptora u zavisnosti od lokalizacije i to: S1P1-3 u vaskularnom endotelu S1P4 u imunskom sistemu
i S1IP5 u CNS (oligodendrocitima) i u slezini (59). Signalni putevi reguliSu razvoj mozga, srca, tonus
bronhija, vaskularnu permeabilnost, promet limfocita, aktivaciju i proliferaciju mikroglija i
oligodendrocita. Funkcionalna raznovrsnost i Siroka distribucija receptora za koje je S1P ligand, ¢ini
ih pogodnim terapijskim metama kod razli¢itih bolesti, a posebno kod MS.

Modulatori S1P-receptora imaju ulogu u redukciji aktivnosti bolesti ili progresiji MS. Oni slobodno

prolaze BBB i imaju potencijalne neuroprotektivne i antiinflamatorne efekte u CNS koji su
posredovani podtipom receptora (76).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj naucnog istrazivanja doktorske disertacije je da se utvrdi klinicki znacaj oksidativnog stresa i
kinureninskog puta metabolizma triptofana u nastanku i razvoju relapsno-remitentne multiple
skleroze (RRMS) u populaciji Srbije. Takode, cilj je da se utvrdi potencijalna primena biomarkera
oksidativnog stresa, antioksidativne zastite, genetiCke varijante enzima reparacije oksidativno
oStecene molekule DNK, lakih lanaca neurofilamenata, Kinureninske i hinolinske kiseline u
dijagnostici 1 prognostici RRMS kao i prac¢enju efekata imunomodulatorne/imunosupresorne terapije.

Za postizanje definisanog cilja planirano je da se ispita sledece:

Utvrditi razlike u koncentraciji TAS, TOS, OSI i 8-oksodG/kreatinina izmedu grupe
pacijenata sa RRMS i zdravih ispitanika.

Utvrditi pojedinacne i udruZene uticaje pola, puSackog statusa i izloZenosti sunéevom
zracenju na koncentraciju TAS, TOS, OSI i 8-oksodG/kreatinin, kod pacijenata sa RRMS i
zdravih ispitanika.

Utvrditi frekvencije genotipova i alela geneticke varijante rs1052133 u OGGL1 i odstupanje
od Hardy-Weinbergove ravnoteze kod pacijenata sa RRMS i u kontrolnoj grupi i ispitati njenu
povezanost sa nastankom RRMS.

Utvrditi povezanost izmedu geneticke varijante OGG1 rs1052133 i nivoa urinarnog
biomarkera 8-oksodG/kreatinina, kod RRMS pacijenata i kontrolne grupe.

Utvrditi povezanost izmedu OGGI rs1052133 genotipova/alela, puSackog statusa i nivoa 8-
oksodG/kreatinina kod RRMS pacijenata i kontrolne grupe.

Utvrditi pojedinaéne i udruzene uticaje progresije bolesti, pola i puSaCkog statusa na
parametre oksidativnog stresa (TAS, TOS, OSI i 8-oksodG/kreatinin), metabolite
kinureninskog puta (kinureninska i hinolinska kiselina), lake lance neurofilamenata u serumu
(SNfL) i nivo sfingozin-1 fosfata (S1P) kod pacijenata sa RRMS.

Utvrditi uticaj DMT terapije na parametre oksidativnog stresa (TAS, TOS, OSI i 8-
oksodG/kreatinin), metabolite kinureninskog puta (kinureninska i hinolinska kiselina), lake
lance neurofilamenata u serumu (SNfL) i nivo sfingozin-1-fosfata (S1P) kod RRMS pacijenata
u odnosu na pol, progresiju bolesti i puSacki status.

Utvrditi razlike u efikasnosti terapije odredenim lekom iz grupe DMT (interferon beta-1a,
interferon beta-1b, glatiramer acetat i modulatori sfingozin-1-fosfat receptora), procenjene
pomocu koncentracije sNfLL nakon Sestomeseéne terapije, kod svih RRMS pacijenata i u
zavisnosti od pola i starosti.

Utvrditi uticaj terapije odredenim lekom iz grupe DMT (interferon beta-1a, interferon beta-
1b, glatiramer acetat i modulatori sfingozin-1-fosfat receptora) na parametre osidativnog
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stresa (TAS, TOS, OSI, 8-oksodG/kreatinin), metabolite kinureninskog puta (kinureninska i
hinolinska kiselina) i nivo sfingozin-1-fosfata (S1P) nakon Sestomese¢ne terapije kod RRMS
pacijenata.

Utvrditi razlike u efikasnosti terapije odredenim lekom iz grupe DMT (interferon beta-1a,
interferon beta-1b, glatiramer acetat i modulatori sfingozin-1-fosfat receptora), procenjene
pomocu sNfL nakon Sestomesecnog pracenja u odnosu na geneticku varijantu OGG1
rs1052133.

Utvrditi povezanost izmedu konzumacije kravljeg mleka i tezine MS kod pacijenata na DMT
terapiji.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je realizovano U dva pravca, kao studija tipa slucaj-kontrola (eng. case-control) i studija
pracenja (eng. follow-up study) u periodu od marta 2018. do jula 2019. godine. Sprovodenje ovog
istrazivanja je odobreno od strane Etickog odbora VMA (broj 4494-1) i Etickog odbora
Farmaceutskog fakulteta (broj 358/1).

U istrazivanju je ucestvovalo 175 pacijenata obolelih od RRMS (76 muskaraca (43,4%) i 99 Zena
(56,6%) prosecne starosne dobi 33,43+9.1 godina. Odnos muskarci/Zene je bio 1:1,3. Prosecno
trajanje bolesti je bilo 7,6 godina (raspon 1-32 godine). MS je klasifikovana prema MSSS kriterijumu
na: blagu (MSSS<3,4), umerenu (MSSS 3,4-6,7) i teSku (MSSS>6,7) formu bolesti (51). Pacijenti su
leceni na Klinici za neurologiju VMA. Od ukupnog broja pacijenata, 111 je primalo DMT terapiju
koja menja prirodni tok bolesti (56 muskaraca i 55 Zena), a 64 je bilo bez terapije (20 muskaraca i 44
zene). Kod pacijenata koji nisu bili na terapiji uzorkovanje je vrSeno prilikom redovnih kontrolnih
pregleda, a uzorkovanje krvi pacijenata koji su primali terapiju je vrSeno pre pocetka terapije i nakon
6 meseci primene terapije.

Pacijenti na DMT terapiji su primali sledeée lekove: IFNB-1b [Betaferon®, n=20 (18%)], IFNp-1a
[Rebif®, n=15 (14%)], glatiramer acetat [Copaxone®, n=10 (9%)] i modulatore sfingozin-1-fosfat
receptora [S1PR-modulatori: Ponesimod®, Ozanimod® ili Fingolimod®, n=66 (59%). Pacijenti su
prose¢no primali terapiju 5,04 godine (raspon 0,5-17,5 godina). Praenje efekata terapije na
oksidativni stres posle 6 meseci obuhvatilo je 91 pacijenta. Od njih, 32 je primalo interferon-f [(15
pacijenata je primalo Rebif® (11 muskaraca i 4 Zene)], 17 pacijenata je primalo Betaferon® (12
muskaraca i 5 Zena) i 59 pacijenata je primalo S1PR-modulatore [Ponesimod®, Ozanimod® ili
Fingolimod®, 23 muskarca i 36 Zena)].

Kontrolnu grupu ispitanika ¢inilo je 254 zdrava ispitanika [81 muskarac (31,9%); 173 Zene (68,1%)],
proseéne starosne dobi 36,90+8,78, ¢iji su rezultati laboratorijskih parametara bili u referentnom
intervalu i koji su dobrovoljno, uz pismenu saglasnost pristupili istrazivanju. Uzorkovanje je
obavljeno u okviru redovnog sistematskog pregleda u Institutu za medicinu rada i Institutu za
medicinsku biohemiju VMA.

3.1.1. Podaci o ispitanicima

Sakupljanje podataka o pacijentima i zdravim ispitanicima, kao i sakupljanje uzoraka, sprovedeno je
davanjem pismene saglasnosti, $to je u skladu sa etiCkim principima HelsinSke deklaracije i
smernicama dobre klinicke I laboratorijske prakse i vaze¢om lokalnom regulativom.

Svi relevantni podaci o ispitanicima su sakupljeni putem upitnika, koje je popunilo zdravstveno
osoblje. Upitnik je sadrzao slede¢e podatke: pol, starost, godina postavljanja dijagnoze i terapija za
pacijente, indeks telesne mase [BMI=tezina(kg)/visina? (m?)], na¢in ishrane (zastupljenost mleka u
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ishrani), pusacki status (aktivni pusac, nepusac, bivsi pusac, pasivni pusac) i boravak na otvorenom
(izlaganje sunc¢evim zracima). Informisani pristanak pacijenata je sadrzao kratak opis, svrhu i cilj
istrazivanja, uz svojerucni potpis pacijenata i zdravih ispitanika kao i potpis istrazivaca.

3.1.2. Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u istraZivanje

U istrazivanju su ukljuceni pacijenti sa dijagnostikovanom multiplom sklerozom, relapsno
remitentnog toka bolesti, dijagnostikovani po McDonald"s kriterijumima (150).

Kriterijumi za iskljucenje iz studije su: prisustvo primarno-progresivnog oblika multiple skleroze,
dijabetes melitus, sr¢ana oboljenja, oboljenja bubrega, disfunkcija Stitne zlezde i autoimune bolesti.

3.1.3. Uzorci ispitanika

Za ispitivanje parametara oksidativnog stresa (TOS i TAS), serumskih lakih lanaca neurofilamenta
(SNfL), metabolita triptofana [Kinureninsku kiselinu (KA) i hinolinsku kiselinu (QA)] i sfingozin-1-
fosfata (S1P) uzet je uzorak krvi u zapremini od 10 ml bez antikoagulansa, a za analizu geneticke
varijante 8-oksoguanin DNK glikozilaze 1 (OGG1 rs1052133) uzeto je 3,5 ml krvi sa 3,8% Na-
citratom, kao antikoagulansom. Uzorkovanje venske krvi ispitanika i pacijenata je obavljeno u
jutarnjim Casovima, nakon no¢nog gladovanja (>10h) koriste¢i vakutajner sistem (Beckton &
Dickinson Vacutainer® Blood Collection Tubes). Uzorci krvi su nakon spontane koagulacije
centrifugirani na 850xg (3000 obrt/min), 15 min. a serum podeljen u manje alikvote i zamrznut na -
80 °C do analiziranja.

Za analizu geneticke varijante OGG1 rs1052133, uzorak krvi je zamrznut na -20 °C do analiziranja.

Za analizu 8-oksodG/kreatinin, od ispitanika je uzeto 10 ml uzorka prvog jutarnjeg urina.
Uzorkovanje urina je vrSeno u sterilne posude. Uzorci urina su centrifugirani na 850xg (3000
obrt/min), 15 min, a zatim zamrznuti do analiziranja. Neposredno pre analize, uzorci su ostavljeni

na 3-8 °C da se spontano odmrznu. Nakon toga su homogenizovani na vorteks mesalici i potom
sonifikovani 5 min u ultrazvuénom kupatilu. Zatim su centrifugirani na 10000xg 5 min 1 analizirani.

3.2. Metodologija odredivanja izabranih biomarkera

Analiza biomarkera oksidativnog stresa 1 antioksidativne zasStite TOS, TAS 1 OSI obavljena je u
Laboratoriji za medicinsko biohemijske analize Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu u
uzorku seruma kod svih ispitanika. Odredivanjem biomarkera TOS i TAS (113, 114) dobija se uvid u
redoks stanje organizma. Izracunavanjem indeksa OSI (115) moze se proceniti da li je narusena ravnoteza
izmedu oksidanasa i antioksidativne zastite, odnosno da li je doslo do razvoja oksidativnog stresa.

Analiza urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin je obavljena na Katedri za farmaceutski hemiju

Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, primenom direktnog neizotopskog merenja,

pomo¢u HPLC-MS/MS metode (spregnuta visoko osetljiva te¢na hromatografija pod visokim

pritiskom sa masenom spektrometrijom). Analiza kreatinina u urinu je uradena u Institutu za
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medicinsku biohemiju VMA, na automatskom analizatoru Advia 1200 firme Siemens (Siemens
Healthcare Diagnostic, Tarrytown. NY, USA) primenom kineti¢ke, Jaffe metode.

Biomarkeri: serumski laki lanci neurofilamenata, sfingozin-1-fosfat, hinolinska Kkiselina i
kinureninska kiselina su odredeni primenom imunohemijskih ELISA testova (BioAssay ™ Elisa) na
Katedri za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Svim ispitanicima je uradena analiza geneticke varijante U genu 8-oksoguanin glikozilaze-1 (OGG1
rs1052133), PCR metodom, nakon izolovanja DNK iz pune Kkrvi, u Institutu za nuklearne nauke
Vinca, Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu.

Prema puSackom statusu pacijenti i kontrolni ispitanici su podeljeni na: pusace, nepusace, bivse
pusace 1 pasivne pusace. Prema izloZenosti suncu: na one koji se izlazu i koji se ne izlazu suncu, a
prema konzumiranju mleka, na one koji koriste i koji ne koriste mleko u ishrani.

Kod kontrolnih ispitanika su analizirani nivoi biomarkera oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
kao i geneti¢ka varijanta OGG1 rs1052133.

Kod pacijenata sa multiplom sklerozom koji nisu primali terapiju, kao i kod onih na terapiji
analizirani su nivoi biomarkera oksidativnog stresa (TOS, TAS, OSI, 8-oksodG/kreatinin). Ovi
parametri su analizirani i kod pacijenata pre i posle terapije u trajanju od Sest meseci. Biomarkeri
oksidativnog stresa, metaboliti triptofana (kinureninska i hinolinska kiselina), sfingozin-1-fosfata i
laki lanaci neurofilamenata su analizirani kod 40 pacijenata, pre terapije i nakon Sest meseci.

3.2.1. Analiza parametara oksidativnog stresa
3.2.1.1. Odredivanje nivoa ukupnog antioksidativnog statusa u serumu (eng. total antioxidant status TAS)

Nivo serumskog TAS je odreden modifikovanom metodom po Erel-u (113). Reakcija se zasniva na
oksidaciji stabilnog hromogena, 2,2’-azinobis-(3-etilbenztiazolin)-6-sulfonske kiseline (ABTS), do
odgovarajuceg katjona (ABTS ) uz pomo¢ vodonik-peroksida u kiseloj sredini, pri ¢emu nastaje
smaragdna boja. Antioksidanasi iz uzorka deluju na obojeni jon ABTS* i on se redukuje do
bezbojnog ABTS-a, §to se manifestuje smanjenjem intenziteta boje na 660 nm. Intenzitet
obezbojavanja srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih antioksidanasa u uzorku. Vrednosti se
o¢itavaju iz standardne krive (Slika 6), a naj¢eS¢e upotrebljavan standard je Trolox (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), hidrosolubilni ekvivalent vitamina E, prikazano na
Slici 6. Metoda je kolorimetrijska i aplikovana je na biohemijskom analizatoru Olympus AU400®
(Beckman Coulter, Inc, USA), a aplikacija je prikazana na Slici 7. Koncentracije analita su
preracunate na osnovu izmerenih apsorbancija, pomocu linearne regresione jednac¢ine Y=AX+B, gde
su nagib A=1,7343 1 odsecak B=0. Metoda je pokazala statisticki znacajnu preciznost, sa koeficijentom
varijacije u seriji za TAS 1,85%, koeficijent varijacije originalne metode za TAS je 2,9%.
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Hemikalije i reagensi:

1.

Natrijum-acetat: POCH S.A., CAS No. 805640115, C,H3NaO-

Sir¢etna kiselina: NRK, InZenjering Beograd, CAS No.64-19-7, C2H40>
Vodonik-peroksid: NRK, InZenjering Beograd, CAS No. 7722-84-1, H20>
ABTS™ : Sigma-AldrichCo, CAS N0.30931-67-0, C1sH24Ns06S4
Trolox: Sigma-AldrichCo, CAS No. 135806-59-6, C15H2004

Fosfatni pufer: Fisher Chemical, J/2850/15*FSH, NasH3P2Os

Reagens 1 (TAS): Acetatni pufer (c=0,4 mol/L, pH=5,8). Pripremljen je meSanjem 940 ml
natrijum-acetata (¢c=0,4 mmol/L) i 60 ml siréetne kiseline (¢c=0,4 mmol/L) za 1000 ml
rastvora. Reagens je stabilan 6 meseci, na +4 °C.

Reagens 2 (TAS): 30 ml acetatnog pufera (30 mmol/L pH 3,6) i 70 ml rastvora vodonik-
peroksida (2 mmol/L). U 100 ml pripremljenog rastvora doda se 0,549 g ABTS-a. Rastvor se
inkubira 1h na sobnoj temperaturi do pojave plavo-zelene boje ABTS' jona. Reagens je
stabilan 6 meseci, na +4 °C.

Standardni rastvor (TAS): rastvor Trolox-a (c=2 mmol/L). Rastvor Trolox-a je pripremljen
rastvaranjem 0,0005g Trolox-a u 10 mL fosfatnog pufera (c=30 mmol/L, pH=7,4).

Postupak za odredivanje parametra TAS prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1. Postupak za odredivanje ukupnog antioksidativnog statusa u serumu

Slepa proba (uL) Standard (pL) Analiza (uL)
Reagens 1 200 200 200
Reagens 2 25 25 25
Destilovana voda 5 - -
Standard - 5 -
Uzorak - - 5
Nakon meSanja svih komponenti u reakcionoj kiveti, smsa se inkubira 5 minuta na 37 °C
i absorbanca ocitava 660 nm.

APSORBANCIJA

0.1153

0.0865

0.0577

0.0288

0.0000

0.0 0.3 0.6 0.9

KONCENTRACIJA TAS (mmol Trolox equiv./L)

1.1

14 BT 2.0

Slika 6. Standardna kalibraciona kriva za odredivanje TAS
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Specific Test Parameters

General LIH I ISE | Range |

Test Name: [ TAS . | [ <1 [> 1] Type: Operation: IEI
Sample: Volume 50 [pL Dilution 0 pL  Pre-Dilution Rate: E
Reagents: R1 Volume 200 |pL  Dilution | 0 pL  Min OD Max OD

R2 Volume 35 |uL Dilution | 0 |uL L] | H] ]

Reagent OD limit:

Wavelength: pri. [660 Sec. [] First L [2.0000] ~ First H[2.5000
Method: END Last L [2.0000] Last H[2:5000
Reacting slope: € Dynamic Range:
Measuring Point 1: First 0 Last 26 | Correlation Factor: 1-999999.9 |  H|[999999.9]
Measuring Point 2: First 0 Last 10 ]
Linearity: | % A [1.00000000] B |0.0000000}
No Lag Time: : On-board stability period: [ ]

Slika 7. Aplikacija metode za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAS) na
analizatoru Olympus AU400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA)

3.2.1.2. Odredivanje nivoa ukupnog oksidativnog statusa (eng. total oxidant status, TOS)

Nivo ukupnih oksidanasa prisutnih u serumu pacijenata i zdravih ispitanika odreden je primenom
modifikovane metode po Erel-u, koja je aplikovana na biohemijskom analizatoru Olympus AU400
(Beckman Coulter, Inc., USA) (114). Oksidansi iz uzorka oksiduju fero jon-orto-dianizidni kompleks
u feri jon, u kiseloj sredini. Reakcija oksidacije je olak$ana prisustvom molekula glicerola u
reakcionom medijumu. Stvoreni feri jon gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom i intenzitet
nastale boje se meri spektrofotometrijski na 560 nm i proporcionalan je ukupnom sadrzaju oksidanasa
u uzorku. U originalnoj metodi po Erelu, standardna kriva je dobijena odredivanjem jedne
koncentracije standarda, metodom krajnje tacke.

U ovoj studiji, koncentracija TOS je odredena primenom modifikovane metode standardne
kalibracione krive na biohemijskom analizatoru Olympus AU400, koja je prikazana na Slici 8.
Kalibracija je izvrSena metodom krajnje tacke sa dve koncentracije rastvora vodonik peroksida
(H202: 100 1 200 umol/L) i na osnovu izmerenih apsorbancija konstruisana je kalibraciona kriva. Kao
slepa proba koriSc¢ena je destilovana voda. Rezultati su preracunati na osnovu definisane poligonalne
jednacine, pomocu softvera analizatora i izrazeni su u jedinicama umol H>O2 Eqg/L. U dobijenoj
jednacini A0=1,1575x10%, B0=0, A1=1,7544 x10? i B=2,9393 x10..

Originalna metoda po Erelu je optimizovana u laboratoriji za medicinsko-biohemijske analize,
Katedre za medicinsku biohemiju, Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Aplikacija
metode je prikazana na Slici 9. Metoda je pokazala statisticki znacajnu preciznost, sa koeficijentom
varijacije u seriji za TOS 1,99%, a koeficijent varijacije originalne metode za TOS je 3,2%.

Hemikalije i reagensi:
e Ksilenol-oranz: Sigma-AldrichCo, CAS N0.3618-43-7, Ca1H2sN2NasO13S
e Natrijum hlorid: Sigma-AldrichCo, CAS No0.7647-14-5, NaCl
e Sumporna kiselina: Lach-Ner, CAS No. 7664-93-9, H.SO4
e Glicerol: Sigma-AldrichCo, CAS N0.56-81-5, C3HgO3
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e Feroamonijum sulfat: Sigma-AldrichCo,CAS No0.7783-85-9, N2H2oFeS2014

e O-dianizidin dihidrohlorid: Sigma-AldrichCo, CAS N0.20325-40-0, C14H1sN202Cl>
e Sumporna kiselina: Lach-Ner, CAS No. 7664-93-9, H2SO4

e Vodonik-peroksid: NRK, Inzenjering Beograd, CAS No. 7722-84-1, H20>

1. Reagens 1 (TOS): Priprema se rastvaranjem 114 mg ksilenol-oranza i 8,18 g NaCl u 900 mL
rastvora H.SO4 (c=25 mM). U tako dobijeni rastvor dodaje se 100 mL glicerola, a pH vrednost
treba podesiti na 1,75. Reagens je stabilan 6 meseci na 4 °C.

2. Reagens 2 (TOS): Priprema se rastvaranjem 1,96 g feroamonijum sulfata i 3,179 o-dianizidin
dihidrohlorida u 1000 mL rastvora H2SO4 (c=25mM). Reagens je stabilan 6 meseci na 4 °C.

3. Standardni rastvori (TOS): rastvori vodonik-peroksida (¢=100 pumol/L i ¢=200 pmol/L)

Osnovni rastvor vodonik-peroksida (c=10 mmol/L) je pripremljen iz 7,75 uL rastvora
koncentrovanog vodonik peroksida (30%) u koji je dodata destilovana voda do ukupno 10 ml.
Standardni rastvori vodonik-peroksida (c=100 pumol/L i ¢=200 pmol/L) su pripremljeni
razblaZivanjem osnovnog rastvora (c=10 mmol/L) neposredno pre izvodenja analize. Postupak za
odredivanje biomarkera TOS je prikazan u Tabeli 2.

Tabela 2. Postupak za odredivanje ukupnog oksidativnog statusa u serumu (TOS)

Slepa proba (uL) Standard (pL) Analiza (uL)
Reagens 1 225 225 225
Reagens 2 25 25 25
Destilovana voda 35 - -
Standard - 35 -
Uzorak - - 35
Nakon mesanja svih komponenti u reakcionoj kiveti, smesa se inkubira 3-4 minuta i
absorbance ocitava bihromatski na 560 nm i 800 nm.

APSORBANCIJA

1.4339

1.0754

0.7170

0.3585

0.0000

0.0 286 571 85.7 1143 1429 1714 200.0
KONCENTRACIJA TOS (umol H:0: equiv./L)

Slika 8. Standardna kalibraciona kriva za odredivanje TOS
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Specific Test Parameters

General LIH l ISE | Range |
Test Name: | _ToS | p=1 =1 Type: Operation:
Sample: Volume uL  Diltion [ 0 |uL Pre-DiutionRate: [ 1|
Reagents: R1Voume [ 225 JuL Diution | 0 |uL MinOD Max OD
R2Voume [ 25 Juv Dition | 0 JuL I | N

Reagent OD limit:
Wavelength: Pri. 540 Sec. First L [2.0000 ~ First H[2:5000
Method: END Last L[2.0000] Last H[2:5000
Reacting slope: + Dynamic Range:
Measuring Point 1: First 0 Last Correlation Factor: 1-999999.9 |  H|999999.9]
Measuring Point 2: First 0 Last
Linearity: | % A [1.00000000]  B0.0000000]
No Lag Time: ] On-board stability period: [}

Slika 9. Aplikacija za odredivanje totalnog oksidativnog kapaciteta (TOS) na analizatoru Olympus
AU400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA)

3.2.1.3. Odredivanje indeksa oksidativnog stresa (eng. Oxidative stress index, OSI)

Pored direktno izmerenih koncentracija TAS i TOS, izra¢unat je OSI indeks koji predstavlja
odnos koncentracija TOS/TAS. OSI je izrac¢unat primenom formule (115):

OSI (arbitrarne jedinice) = [(TOS (mmol H202 Eq/L) / TAS (mmol Trolox Eg/L)] x 100

3.2.1.4. Odredivanje koncentracije 8-0kso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozina u urinu (8-oksodG/kreatinin)

Kao pokazatelj procene oksidativnog stresa i oSte¢enja DNK molekula kod zdravih ispitanika i
pacijenata odredena je koncentracija 8-0kso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozina (8-oksodG) izrazena na
koncentraciju kreatinina. Za analizu je kori$¢en prvi jutarnji urin. Primenjena je HPLC-MS/MS
metoda direktnog neizotopskog merenja (spregnuta visoko senzitivna te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom i masena spektrometrija). Nivo kreatinina je odreden primenom kineticke Jaffe
metode, na automatskom analizatoru.

Hemikalije i Reagensi:
e 8-0ksodG: Sigma-AldrichCo, CAS N0.88847-89-6, CoH130sNs
e Amonijum-acetat: Sigma-AldrichCo, CAS No0.631-61-8, CoH702N
o Acetonitrile: Sigma-AldrichCo, CAS No.75-05-8, C2H3N
e Ultra ¢ista voda: Milli-Q kvaliteta (Sigma-AldrichCo)
e Sircetna kiselina: NRK, InZenjering Beograd, CAS No.64-19-7, C2H40:
e Kreatinin: Reagent Advia® Chemistry Creatinine_2 (Siemens Healthcare)
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1. Priprema mobilne faze:

Kao mobilna faza koris¢eni su rastvori amonijum-acetata i acetonitrila. Amonijum-acetat, 10 mM
rastvor je pripremljen rastvaranjem 771 mg amonijum-acetata u 1L vode. Podesavanje pH vrednosti
rastvora amonijum-acetata (pH=4,3) vrsi se pomocu siréetne kiseline. Amonijum-acetat i acetonitril
su mesani u zapreminskom odnosu 96,4:3,6. Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe profiltrirane
kroz najlon filter (0,2 um).

2. Priprema osnovnog i radnih rastvora standardne supstance:

Osnovni rastvor 8-oksodG, oko ¢=2-10° nmol/L, pripremljen je rastvaranjem 1 mg supstance
8-oksodG-a u 1,765 mL vode.

Razblazeni rastvor 8-0ksodG, od oko ¢=2-10° nmol/L, pripremljen je mesanjem 100 pL
osnovnog rastvora 8-oksodG (~c=2-10° nmol/L) i 900 pL vode, za 1 mL rastvora. Taéna
koncentracija ovog rastvora utvrdena je spektrofotometrijski na aparatu UV-1800 UV
Spectrophotometer (Shimadzu, Tokyo, Japan) koriste¢i poznate vrednosti za ekstinkciju 8-
oksodG (e=12,300 at 245 nm) (151).

Radni rastvor 8-oksodG (c=2000 nmol/L) je pripremljen iz razblazenog rastvora, neposredno
pre analize, meSanjem 20 pL razblazenog rastvora (~c =2-10° nmol/L) i 1980 uL vode kako
bi se dobila tacna radna koncentracija 8-oksodG od 2000 nmol/L. Radni rastvor je dalje
koriS¢en za pripremu standardnih rastvora razli¢itih koncentracija 8-oksodG [c (nmol/L) =0;
6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0] u vodi i pool-u urina zdravih ispitanika.

Priprema standardnih rastvora 8-oksodG, odredene koncentracije i nain njihovog cuvanja
prikazan je u Tabeli 3.

Tabela 3. Priprema i cuvanje standardnih rastvora i kalibratora 8-oksodG

Naziv Koncentracija Priprema Cuvanje
Osnovni 2-10¢ nmol/L 1mg + 1,765 mL H,O -80 °C
Razblazeni 2-10° nmol/L 100 pL (2108 nmol/L) + 900 uL H,O -80 °C
Radni 2000 nmol/L 20 uL (2-10°nmol/L) + 1980 pL H,0 7 danana+4 °C
Osnovni 200 nmol/L
kalibrator 300 pL (2000 nmol/L) + 2700 pL H,O/pool ex tempore
Radni 100 nmol/L 2000 pL(200 nmol/L)+ 2000 puL H2O/pool ex tempore
kalibrator H WL H2DP P
Radni 50 nmol/L 2000 pL (100 nmol/L) + 2000 pL H>O/pool ex tempore
kalibrator H o WL 22D P
Radni 25 nmol/L 2000 uL (50 nmol/L) + 2000 uL H.O /pool |  ex tempore
kalibrator B © WL H2D27P P
Radni 12,5 nmol/L 2000 pL (25 nmol/L) + 2000 uL H>O/pool ex tempore
kalibrator ' H mol/L) WL H2DP P
Radni 6,25 nmol/L 2000 uL (12,5 nmol/L) + 2000 uL H,O / pool ex tempore
kalibrator ' H 5 nmol/L) WL HZ2 P P
Radni 0 nmol/L H0 / pool ex tempore
kalibrator 221P P
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Uslovi razdvajanja 8-oksodG primenom HPLC-MS/MS:

e Kolona: Thermo Scientific Hypersil GOLD aQ (3 pm, 100 Lx4.6 mm ID)

e Predkolona za UHPLC-SecurityGuard ULTRA Cartridges, UHPLC C18 for 2.1mm ID
e Mobilna faza (A): amonijum-acetat (c=10 mM)

e Mobilna faza (B): acetonitril

e Protok mobilne faze: 500 pL/min

e Temperatura kolone: 25 °C

e Jonski izvor HESI: analiza pozitivnih jona

e Maseni analizator: kvadrupol

e Temperature kapilare: 280 °C

e Napon kapilare: 5000V

Izvodenje analize:

Merenje 8-0ksodG u urinu vrSeno je na Thermo ACCELA (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) HPLC-u povezanim sa masenim spektrofotometrom Thermo TSQ Quantum
Access Max (Thermo Scientific, Waltham, Maassachusetts, USA) koji se sastoji od tri kvadrupolna
analizatora i koji je opremljen elektrosprej jonskim izvorom za zagrevanje (HESI). Svi analizirani
urini i standardi su snazno promesani, sonificirani 2 minuta i zatim centrifugirani 10 minuta na
10000xg. Bistri supernatanti su zatim postavljeni u termostatirani ,,autosampler” HPLC-a na 10 °C i
po 20 uL od svakog uzorka, standarda i kontrole je koris¢eno za analizu. Uzorci su injektovani na
Thermo Scientific Hypersil C18 GOLD aQ kolonu i eluirani mobilnom fazom (amonijum-acetat i
acetontril u zapreminskom odnosu 96,4:3,6) 10 minuta pri brzini od 500 uL/min, na temperaturi od
25 °C. Zahvaljujuci integrativnom preklopnom ventilu, koji je instaliran u maseni spektrometar, samo
eluat frakcija 8-oksodG-a stize do masenog spektrometra, dok se ostatak eluata isporucuje u otpad
(0-5,5 minuta eluata ide u otpad, 5,5-7 minuta eluata ide do masenog spektrofotometra, 7-10 minuta
eluata ide u otpad). Podaci o kalibraciji i uzorcima su dobijeni tehnikom viSestrukog pracenja
odabranih jona: [M+H]" (prekursorski jon m/z 284; proizveden jon m/z 167). Kalibracija je vrSena
upotrebom standardnih rastvora razli¢itih koncentracija 8-oksodG [c (nmol/L] = 0; 6,25; 12,5; 25,0;
50,0; 100,0), pripremljenih u pool-u urina zdravih ispitanika.

3.2.2. Odredivanje koncentracije lakih lanaca neurofilamenata (SNfL)

Serumski laki lanci neurofilamenta (SNfL) su odredeni, primenom ELISA kvantitativnog sendvié¢
testa (NEFL-BioAssay ™ Elisa Kit; US Biological, Salem, United States).

Komponente testa:
* Mikrotitarska ploca 1x96 bazencica
* Standard 2x1 bocica
» Sample/Standard dilucioni puffer 1x20 mli
» Antitelo obelezeno biotinom (koncentrovano) 1x120uL
 Antitelo dilucioni puffer 1x10 ml
 Streptavidin (HRP)(SABC) 1x 120 pL
» SABC dilucioni puffer 1x 10 ml
» TMB (tetrametilbenzidin) supstrat 1x 10 ml
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+ Stop reagens 1x 10ml
» Wash puffer, 25X 1x30 ml

Analiticke karakteristike testa:

Opseg detekcije: 15,625-1000 pg/ml

Osetljivost: <9,375 pg/ml

Preciznost: Intra-Assay koeficijent varijacije je < 8% ; Inter-Assay koeficijent varijacije je < 10%

Princip testa:

Princip sendvi¢ ELISA testa zasniva se na detekciji antigena upotrebom specifi¢nih antitela. Zidovi
bazencic¢a na mikrotitarskoj plo¢i su obloZeni antitelima koja su specifi¢na za sNfL iz uzorka, koji se
pipetira u svaki bazenc¢i¢. Nakon toga, dodaje se antitelo obelezeno biotinom, streptavidin (HRP) i
substrat tetrametilbenzidin (TMB), a reakcija se zaustavlja dodatkom sumporne kiseline pri ¢emu

dolazi do promene boje ¢iji intenzitet se meri na 450nm + 10nm, a koncentracija SNfL se odreduje
pomocu kalibracine krive.

Izvodenje analize:

Pre pocetka izvodenja testa neophodno je pripremiti standardne rastvore odgovarajuc¢ih koncentracija
[c (pg/ml) = 1000; 500 ; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 0] prikazanih u Tabeli 4. Poslednja epruveta
¢e sluziti kao blank i sadrza¢e samo Sample/Standard diluenta. Za izradu kalibracione krive,
rekonstituiSe se sadrzaj u bo¢ici standarda sa 1 ml Sample/Standard diluenta i ostavi da stoji 10 minuta
na sobnoj temperaturi, a zatim snazno promes$a na vortex mesSalici. Od tog standarda ¢ija je
koncentracija 1000 pg/ml, pripreme se standardni rastvori odgovaraju¢ih koncentracija za
kalibracionu krivu (Slika 10.). Uzorci se centrifugiraju 20 minuta na 3000 obrtaja i odvoji se
supernatant. Standardni rastvori i uzorci se pipetiraju u odgovarajué¢e bazenc¢i¢e na mikrotitarskoj
plo¢i i inkubiraju. Nakon toga vrsi se ispiranje ploce i dodavanje antitela obelezenih biotinom, a zatim
se dodaje streptavidin, TMB supstrat i inkubira. Dodatkom supstrata, u bazen¢i¢ima koji sadrze SNfL
dolazi do promene boje u plavu. U zavrsnoj tacki reakcije dodaje se sumporna kiselina i boja se menja
iz plave u zutu. Intenzitet boje je izmeren na ELISA ¢ita¢u (E1x800 Absorbance Microplate Reader,
BioTek), spektrofotometrijski na 450 nm i proporcionalan je koncentraciji SNfL u uzorku.
Koncentracija SNfL se odreduje poredenjem u odnosu na dobijenu standardnu krivu.

Tabela 4. Priprema standardnih rastvora za pripremu kalibracione krive za merenje sNfL

Koncentracija Zapremina Zapremina

(pg/ml) standarda (uL) diluenta (uL)
1000 1000 pg (stock) 1000
500 300 od stock 300
250 300 1z bocice 1 300
125 300 1z bocice 2 300
62,5 300 iz bocice 3 300
31,25 300 iz bodice 4 300
15,625 300 iz bocice 5 300
- - 300
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Slika 10. Kalibraciona kriva za odredivanje NfL u serumu

3.2.3. Odredivanje koncentracije sfingozin-1-fosfata (S1P)

Sfingozin-1-fosfat (S1P) je odreden u serumu BioAssay TM Elisa Kit kvantitativnim kompetitivnim
testom (S1p-BioAssay TM Elisa Kit; US Biological, Salem, United States).

Komponente testa:
* Mikrotitarska ploca 1x96 bazencica
» Standard 2x1 bocica
« Sample/Standard dilucioni puffer 1x20 ml
* Antitelo obelezeno biotinom (koncentrovano) 1x60uL
» Antitelo dilucioni puffer 1x10 ml
+ Streptavidin (HRP) (SABC) 1x 120 pL
+ SABC dilucioni puffer 1x 10 ml
» TMB supstrat (tetrametilbenzidin) 1x 10 ml
» Stop reagens 1x 10ml
»  Wash puffer, 25X 1x30 ml

Analiticke karakteristike testa:

Opseg detekcije: 3,125-200 ng/ml

Osetljivost: <1,875 ng/ml

Preciznost: Intra-Assay koeficijent varijacije je < 8% ; Inter-Assay koeficijent varijacije je < 10%

Princip testa:

Princip kompetitivnog ELISA testa se zasniva na takmic¢enju izmedu antigena iz uzorka (S1P) i
antigena koji je vezan za Cvrstu fazu mikrotitarske ploCe za vezivanje za odredenu koliCinu
obelezenog antitela. Antigen (S1P) je vezan za ¢vrstu fazu mikrotitarske ploce. Standardi i uzorci se
dodaju u odgovarajuce bazenci¢e na ploci, nakon ¢ega se dodaje antitelo specifi¢no za S1P koje je
konjugovano biotinom. Streptavidin konjugovan sa peroksidazom rena se dodaje u svaki bazenci¢
mikrotitarske ploce i inkubira.

Nakon dodavanja supstrata, tetrametilbenzidina (TMB) samo u onim bazenci¢ima koji sadrze S1P,
antitelo konjigovano biotinom i streptavidin konjugovan enzimom ¢e pokazati promenu boje.
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Reakcija enzim-supstrat se zavrSava dodatkom sumporne kiseline i promena boje se meri
spektrofotometrijski na 450nm=+10nm. Koncentracija S1P u uzorku se odreduje iz standardne krive.

Izvodenje analize:

Pre pocetka izvodenja testa neophodno je pripremiti standardne rastvore odgovarajucih koncentracija
(200 ng/ml; 100 ng/ml; 50 ng/ml; 25 ng/ml; 12,5 ng/ml; 6,25 ng/ml, 3,125 ng/ml) prikazanih u Tabeli
5. Poslednja epruveta ¢e sluziti kao blank i sadrza¢e samo Sample/Standard diluenta. Za izradu
kalibracione krive rekonstituisati sadrzaj iz bocice standarda sa 1 ml Sample/Standard diluenta i
ostaviti da stoji 10 minuta na sobnoj temperature, a zatim snazno promesati na vortex mesalici. Od
tog standarda c¢ija je koncentracija 200 ng/ml, napraviti standardne rastvore odgovarajucih
koncentracija za kalibracionu krivu (Slika 11.). Uzorci se centrifugiraju 20 minuta na 3000 obrtaja i
odvoji supernatant. Standardni rastvori i uzorci se pipetiraju u odgovarajuc¢e bazenci¢e na ploci.
Nakon toga se vr$i dodavanje antitela obelezenih biotinom. Nakon inkubacije i ispiranja ploce (da bi
se uklonila sva nevezana antitela), u sve bazencice se dodaje streptavidin, a zatim TMB supstrat i
ponovo inkubira. Dodatkom supstrata u onim bazenc¢i¢ima koji sadrze najve¢u koncentraciju S1P
dolazi do promene boje u plavu. U zavrs$noj tacki dodaje se sumporna kiselina i boja se menja iz plave
u zutu. Intenzitet boje je izmeren na ELISA ¢ita¢u (ELx800 Absorbance Microplate Reader, BioTek),
spektrofotometrijski na 450 nm i obrnuto je proporcionalan koncentraciji S1P u uzorku.
Koncentracija S1P se odreduje poredenjem apsorbance sa kalibracionom krivom.

Tabela 5. Priprema standardnih rastvora za kalibracionu krivu S1P

Koncentracija Zapremina Zapremina
(ng/ml) standarda (uL) diluenta (uL)
200 200 ng (stock) 1000
100 300 od stock 300
50 300 iz bocice 1 300
25 300 iz bocice 2 300
12,5 300 iz bocice 3 300
6,25 300 1z bocice 4 300
3,125 300 iz bocice 5 300
- - 300
o { Sphiagasine 1 ph
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Slika 11. Kalibraciona kriva za odredivanje S1P u serumu
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3.2.4. Odredivanje koncentracije hinolinske Kkiseline (QA)

Hinolinska kiselina (QA) se odreduje u serumu, kvantitativno, kompetitivnim ELISA testom
(Quinolinic Acid Elisa Kit; Immusmol SAS, Bordeaux, France).

Komponente testa:
* Reakciona ploc¢a 1x96
* Adhezivna folija
+ Standard 6x1 bocica
» ELISA Wash Buffer Concentrate 1x20ml
» Enzimski konjugat (kozji anti-ze¢iji imunoglobulini konjugovani peroksidazom) 1x12ml
« Supstrat (Hromogeni substrat tetrametilbenzidin, substratni pufer i vodonik peroksid) 1x12ml
» Stop reagens (0.25 M sumporna kiselina) 1x 10ml
* Mikrotitarska ploca 1x96 bazencica
+ Koncentrat antiseruma hinolinske kiseline (zecije antitelo protiv hinolinske kiseline) 1x4ml
 Diluent antiseruma hinolinske kiseline 1x4ml
* Reakcioni diluent
» Acilacioni reagens
» Acilacioni pufer (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 2x30mi

Analiticke karakteristike testa:

Opseg detekcije: 25 — 2 000 ng/ml

Osetljivost: 6 ng/mL

Preciznost: Intra-Assay koeficijent varijacije je < 13,6%; Inter-Assay koeficijent varijacije je <17,2%

Princip testa:

Princip ELISA testa ukljucuje kompeticiju izmedu antigena iz uzorka (QA) i antigena koji je vezan
za C¢vrstu fazu mikrotitarske ploce da se vezu za ograni¢enu koli¢inu obeleZenog antitela.
Mikrotitarska ploca je oblozena antigenima hinolinske kiseline koja je mesto vezivanja antitela. Kada
je sistem u ravnotezi, slobodan antigen i slobodni kompleksi antigen-antiserum se uklanjaju
ispiranjem. Primarno antitelo, ze¢je antihinolinska kiselina antitelo se detektuje pomocu anti-zecjeg
IgG konjugovanog peroksidazom, koriste¢i TMB kao supstrat. Reakcija se prati na 450 nm.
Kvantifikacija uzoraka se postize poredenjem njihove apsorbance sa kalibracionom krivom.

Izvodenje analize:

Pre pocetka izvodenja testa neophodno je standardne rastvore koji su spremni za upotrebu temperirati
do sobne temperature. Zatim, pripremiti pufer za ispiranje, rastvaranjem bocice od 20 ml
dejonizovanom vodom do ukupne zapremine 1000 ml. Pripremiti Acilacioni reagens (u cilju gradenja
stabilnog enolata) rekonstituisanjem 1 bocice sa 12 ml acilacionog pufera. Antiserum hinolinske
kiseline se priprema u odnosu 1:1 neposredno pre upotrebe. Uzorke centrifugirati 20 minuta na
priblizno 3000 obrtaja i odvojiti supernatant. Hemolizirane i lipemi¢ne uzorke ne bi trebalo uzimati
u rad. Standardni rastvori i uzorci se dodaju u odgovarajuée bazencice reakcione plo¢e. Zatim se doda
reakcioni diluent i kratko promesa na Sejkeru, doda se acilacioni reagens i nakon kratkog mesanja
pokrije adhezivnom folijom, a zatim inkubira 2h na 37°C. Nakon zavrSene inkubacije odredena
zapremina analita se prenosi u bazenci¢e mikrotitarske ploce. Dodaje se ze€je antitelo protiv
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hinolinske kiseline i nakon mesanja ponovo pokrije adhezivnom folijom i inkubira 15-20h (preko
noci) na 2-8 °C. Nakon toga, ukloni se sav sadrzaj iz bazencica, ispere 4 puta puferom i prosusi
okretanjem plo¢e na apsorptivni materijal. Zatim se pipetira enzimski konjugat (anti zecje IgG
konjugovano peroksidazom), inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi i na sejkeru (500 rpm).
Ukloniti sadrzaj iz bazencica, isprati plocu 4 puta puferom i posusiti bazencice inverzijom ploce o
apsorptivni materijal. Dodati substrat i inkubirati 20-30 minuta na sobnoj temperaturi i promesati na
Sejkeru. Zatim se doda Stop reagens (sumporna Kiselina) i izmeri apsorbancija na 450 nm, koja je
obrnuto proorcionalna koncentraciji hinolinske Kiseline.

3.2.5. Odredivanje koncentracije kinureninske kiseline (KA)

Kinureninska kiselina (KA) se odreduje u serumu, kvantitativno, kompetitivnim ELISA testom
(Kinurenic Acid Elisa Kit; Immusmol SAS, Bordeaux, France).

Komponente testa:
* Ekstrakciona ploc¢a, 1x96
» Adhezivna folija
+ Standard 6x1 bocica
» ELISA pufer koncentrat 1x20ml
» Enzimski konjugat (kozji anti-ze¢iji imunoglobulini konjugovani peroksidazom) 1x12ml
 Substrat (tetrametilbenzidine, supstratni pufer i vodonik peroksid) 1x12ml
 Stop reagens (0.25 M sumporna kiselina) 1x 10ml
* Mikrotitarska ploca 1x96 bazencica
» Koncentrat antiseruma kinureninske kiseline (ze€ije antitelo protiv kinureninske kiseline) 1x4ml
* Diluent antiseruma kinureninske kiseline 1x4ml
 Ekstrakcioni reagens (pufer kisele pH vrednosti)
* Acilacioni reagens-liofilizat
+ Acilacioni pufer 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 2x30ml

Analiticke karakteristike testa:

Opseg detekcije: 1,4— 74 ng/mi

Osetljivost: <0,53 ng/mL

Preciznost: Intra-Assay koeficijent varijacije je < 7%; Inter-Assay koeficijent varijacije je <10%

Princip testa:

Princip kompetitivnog ELISA testa se zasniva na kompeticiji izmedu antigena iz uzorka (KA) i
antigena koji je vezan za Cvrstu fazu mikrotitarske ploCe za vezivanje za odredenu koli¢inu
obeleZenog antitela. Kada je sistem u ravnotezi, slobodan antigen i slobodni kompleksi antigen-
antiserum se uklanjaju ispiranjem. Primarno antitelo, zeCje antikinureninska kiselina antitelo se
detektuje pomocu anti-zec¢jeg 1gG konjugovanog peroksidazom koriste¢i TMB kao supstrat. Reakcija
se prati na 450nm. Kvantifikacija nepoznatih uzoraka se postize poredenjem njihove apsorbance sa
kalibracionom krivom.
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Izvodenje analize:

Pre pocetka izvodenja testa neophodno je standardne rastvore, ve¢ spremne za upotrebu temperirati
do sobne temperature. Zatim, pripremiti pufer za ispiranje rastvaranjem bocice od 20 ml
dejonizovanom vodom do ukupne zapremine 1000 ml. Pripremiti acilacioni reagens (u cilju gradenja
stabilnog enolata) rekonstituisanjem 1 bocice sa 15 ml acilacionog pufera. Antiserum kinureninske
kiseline se priprema u odnosu 1:1 neposredno pre upotrebe.

Uzorke centrifugirati 20 minuta na 3000 obrtaja i odvojiti supernatant. Hemolizirane i lipemicne
uzorke ne bi trebalo uzimati u rad. Standardni rastvori i uzorci se dodaju u odgovarajuce bazencice
ekstrakcione ploce. Zatim se dodaje ekstrakcioni reagens, prekrije se adhezivnom folijom i inkubira
1h na Sejkeru na sobnoj temperaturi. Potom se ukloni sav sadrZaj iz bazencica, ispere puferom i
prosusi okretanjem ploce na absorptivni materijal. Doda Se acilacioni reagens i kratko promesa.
Pokrije se adhezivnom folijom i inkubira 90 minuta na 37 °C. Nakon zavrSene inkubacije odredena
zapremina analita se prenosi u bazenci¢e mikrotitarske plo¢e. Dodaje se antiserum kinureninske
kiseline (ze¢je antikinureniska kiselina antitelo) i nakon kratkog mesanja pokrije adhezivnom folijom
i inkubira 15-20h (preko no¢i) na 2-8 °C. Potom se ukloni sav sadrzaj iz bazencica, ispere 4 puta elisa
puferom i posuse bazenciéi, okretanjem ploce na apsorptivni materijal. Pipetirati enzimski konjugat
(anti ze¢je IgG konjugovano peroksidazom), inkubirati 30 minuta na sobnoj temperaturi i na Sejkeru
(500rpm). Ukloniti sadrzaj iz bazencica, isprati plo¢u 4 puta elisa puferom i posusti bazencice
inverzijom plo¢e o apsorptivni materijal. Dodati substrat (TMB) i inkubirati 20-30 minuta na sobnoj
temperaturi i na Sejkeru. Zatim dodati Stop reagens (Sumpornu kiselinu) i apsorbancija se ¢ita na ELISA
¢itacu na 450 nm. Apsorbancija je obrnuto proporcionalna koncentraciji kinureninske kiseline.

3.3. Analiza geneti¢ke varijante 8-oksoguanin DNK glikozilaze 1 (OGG1 rs1052133)

3.3.1. Ekstrakcija DNK, merenje koncentracije i procena kvaliteta ekstrahovane DNK

Geneticka varijanta OGG1 rs1052133 je ispitana u Laboratoriji za radiobiologiju i molekularnu
genetiku Instituta za nuklearne nauke Vinca, Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerziteta u Beogradu.

Jedarna DNK je ekstrahovana iz krvi primenom testa za izolaciju, prema protokolu proizvodaca
(Gentra Puregene Kit, Qiagen). Koncentracija DNK u uzorku je odredena merenjem apsorbanci na
260 nm (maksimum apsorbance za nukleinske kiseline), dok su za analizu ¢isto¢a uzorci mereni na
280 nm (maksimum apsorbance za proteine, peptide i aminokiseline) i 230 nm (maksimum
apsorbance za organska jedinjenja poput fenola, etanola, glikogena, natrijum-dodecil-sulfata i sli¢nih
jedinjenja sa hidroksilnom grupom), upotrebom aparata NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Odnos apsorbancija na ovim talasnim duzinama (Azeo/A2g0 ) je koris¢en kao mera Cistoce
nukleinskih kiselina 1 proteina ekstrakcije, pa je tako odnos od priblizno 1,8 prihvacen kao ,,Cist* za
DNK, a odnos od priblizno 2.0 ,.¢ist“ za RNK (152). Uzorak ekstrahovane DNK sa odnosom
apsorbancija Azso/Azgo 0d 1.7 do 2.0, a Azso/A230 vec¢im od prethodnog odnosa (Azeo/Azso), ali ispod 2.2
se smatraju izolatima visoke ¢isto¢e DNK. Kori§¢eni su uzorci koji imaju odnos preko 1.7.
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3.3.2. Genotipizacija OGG1 rs1052133

Genotipizacija je vrSena koriS¢enjem verzije metode umnozavanja ciljanog fragmenata DNK
lan¢anom reakcijom DNK polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR), koja primenjuje
alelsku diskriminaciju baziranu na TagMan® tehnologiji, na uredaju 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, SAD). TagMan® esej za alelsku diskriminaciju sadrzi par prajmera (jedan
komplementaran genomskoj sekvenci uzvodno od lokusa varijante od interesa, a drugi nizvodnoj
genomskoj sekvenci) i par fluorescentno obelezenih TagMan® proba. Krajevi TagMan® proba su
konjugovani sa fluorescentnim molekulima, 5° kraj sadrzi reporterski fluorohnrom 6-FAM (6-
carboxyfluorescein) dok 3’ kraj je konjugovan sa fluorohromom za gaSenje NFQ (eng. non-
fluorescently quenched). Pojedina¢ne TaqMan® probe su komplementarne alelima varijante od
interesa i imaju na sebi specificnu reportersku fluoroboju. Sve dok su ova dva fluorohroma u
neposrednoj blizini jedan drugog (kada je TagMan sonda netaknuta), fluorescencija koju emituje
reporterski fluorohrom se apsorbuje od strane fluorohroma za gaSenje. Nakon amplifikacije ciljne
sekvence, TagMan sonda se razgraduje od strane Taq polimeraze, §to dovodi do razdvajanja reportera
i fluorohroma za gaSenje. Kao rezultat, signal florescencije reporterskog fluorohroma ¢e postati
detektovan i dalje ¢e se povecavati tokom uzastopnih PCR ciklusa zbog akumulacije slobodnih
reporterskih fluorohroma (153). Tokom PCR reakcije oslobada se boja i analizom intenziteta
fluorescencije specifi¢nih talasnih duzina (koje odgovaraju pojedina¢nim reporterskim fluorobojama)
u reakcionim sme$ama pre i posle PCR amplifikacije se odreduju genotipovi. Koris¢en je TagMan®
esej za alelsku diskriminaciju ispitane varijante, TagMan® esej ID: C_3095552_1_ (Applied Biosystems,
SAD). Primenjeni su uslovi PCR reakcije koje je preporucio proizvodac.

3.4. Statisti¢ka analiza

Raspodela kontinuiranih promenljivih je ispitana primenom Kolmogorov-Smirnovog testa. Posto se
radi o ispunjenosti uslova za normalnost raspodele parametri su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija. U tom slucaju su primenjeni parametarski statisticki testovi poredenja srednjih
vrednosti izmedu dve grupe (Studentov-t-test), jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA),
kombinovana analiza varijanse (Sidak post hoc test), t-test parova (paired t-test), analiza kovarijanse
(ANCOVA), testiranje ponovljenih merenja (Repeated Measures analysis), Mann-Whitney test.
Kategorijske promenljive su prikazane kao apsolutne i relativne frekvence. Za njihovu analizu je
upotrebljen kaj kvadrat (y?) test.

Odstupanje distribucije genotipova od Hardy-Weinbergove ravnoteze ispitano je y?testom za
kontrolnu grupu i grupu MS-pacijenata, a Fisherov egzaktni test je primenjen u slucaju kada je broj
bio <5. Za ispitivanje razlika kategorijskih promenljivih izmedu kontrolne grupe i grupe MS-pacijenata
primenjen je y2-test za 2x2 tabele kontigencije 1 izracunat je Odds Ratio (OR) 1 95% interval pouzdanosti.

Postojanje veze izmedu promenljivih je analizirano upotrebom parametarske Pearsonove korelacione
analize ili neparametarske Spearmanove korelacione analize. Za otkrivanje nezavisnih prediktora MS
koriS¢ena je binarna logisticka regresija. StatistiCka zna¢ajnost je usvojena za vrednost verovatnoce
p<0,05. Za analizu je koriS¢en statisticki program SPSS (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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4. REZULTATI

U ovoj studiji je ispitana povezanost oksidativnog stresa (OS) i kinureninskog puta metabolizma
triptofana (KP) u nastanku i razvoju multiple skleroze (MS) u populaciji Srbije, kao i znacaj
biomarkera serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL) i sfingozin-1-fosfata (S1P) u dijagnostici
i pracenju MS. Takode, ispitan je uticaj faktora spoljasnje sredine, povezanost geneticke varijante
gena enzima reparacije 8-oksoguanin DNK glikozilaza 1 (OGG1) rs1052133 sa pojavom MS kao i
efekat DMT terapije na nivo biomarkera OS, metabolite KP, sNfL i S1P.

4.1. Povezanost oksidativnog stresa i multiple skleroze

4.1.1. Deskriptivna statistiCka analiza biomarkera oksidativnog stresa kod svih

ispitanika i u odnosu na pol

Studija je obuhvatila ukupno 175 pacijenata obolelih od MS, 76 muskaraca 1 99 Zena, starosne dobi
3349 godina. Kontrolnu grupu je ¢inilo 254 zdrava ispitanika, 81 musSkarac i 173 Zene, starosne dobi
379 godina.

Za procenu oksidativnog stresa (OS) kod zdravih ispitanika (kontrolna grupa) i pacijenata sa MS
(MS-pacijenti) u serumu su izmerene koncentracije: ukupnog oksidativnog statusa (TOS) i ukupnog
antioksidativnog statusa (TAS). Oksidativni indeks (OSI) je dobijen racunski, kao odnos ukupnog
oksidativnog statusa i ukupnog antioksidativnog statusa (TOS/TAS). U pojedina¢nom uzorku urina
MS-pacijenata i kontrolnih ispitanika odredena je koncentracija 8-0kso-7,8-dihidro-2"-
deoksiguanozina (8-oksodG), izrazena na nivo Kreatinina u urinu (8-oksodG/kreatinin). Za svakog
ispitanika su prikupljeni podaci o puSackom statusu, na osnovu ¢ega su podeljeni u dve grupe (pusaci,
nepusaci) ili Cetiri grupe (aktivni pusaci, bivsi i pasivni pusaci i nepusaci). Prema izlozenosti sunc¢evom
zracenju, ispitanici su podeljeni u dve grupe (oni koji se izlaZzu suncu 1 one koji se ne izlaZzu suncu).

Rezultati deskriptivne analize kod zdravih ispitanika i MS-pacijenata prikazani su u Tabeli 6.
Poredenjem kontrolne grupe i pacijenata, uoCeno je znacajno viSe muskaraca u grupi pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike (43% i 32%; p=0,015) (Tabela 6.). U kontrolnoj grupi, muskarci su imali
znacajno vise vrednosti indeksa telesne mase u odnosu na zene (p<0,001). U grupi muskaraca, MS-
pacijenti su imali niZi indeks telesne mase od zdravih muskaraca (p<0,001). Pacijenti su bili mladi
kada im je dijagnostikovana bolest u poredenju sa zdravim ispitanicima (33 i 37 godina; p<0,001).
Ista razlika je bila kod muskaraca (33 1 37 godina; p<0,001) 1 Zena (34 1 37 godina; p=0,016).

Visi nivo biomarkera OS je dobijen kod MS-pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom (TOS:
p=0,018; OSI: p=0,023; 8-oksodG/kreatinin: p<0,001). U grupi MS-pacijenata primeceno je da Zene
imaju nizi nivo biomarkera TAS (p<0,001) i znacajno visi TOS (p=0,010), OSI (p=0,006) i 8-
oksodG/kreatinin (p<0,001) u odnosu na muskarce. U grupi zdravih ispitanika uoceno je da su
muskarci imali viSe nivoe TAS (p<0,001) i 8-oksodG/kreatinin (p=0,030), a nizi indeks OSI
(p<0,001) u poredenju sa zenama. Takode, MS-muskarci su imali nizi nivo TAS (p=0,006) u odnosu
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na zdrave ispitanike, dok su MS-Zene imale visi nivo TOS (p=0,002), 8-oksodG/kreatinin (p<0,001)
i OSI (p<0,001) u odnosu na zdrave ispitanice.

Tabela 6. Demografske karakteristike i biomarkeri oksidativnog stresa kod svih zdravih ispitanika i
MS-pacijenata i podeljenih prema polu

Karakteristika/ Svi Muskarci Zene
biomarker Kontrola MS Kontrola MS Kontrola MS
(N=254) | (N=175) | (N=81) | (N=76) | (N=173) | (N=99)
Pol (%) - - 32 43 68 57
Starost” (godine) 36,90+ 33,43+ 37,41+ 33,22+ 36,62+ 33,60+
9 8,782 9,10 7.82°0 8,05 9,21°¢ 9,93
L. ] 7,56+ 7,81+ 7,41+
Trajanje MS (godine) - £ 60 - 472 - 8.7
IzloZenost suncu, h (%) 102 123 48 >4 >4 69
’ (40,2) * (70,3) (59,3)¢ | (71,1) (31,2)¢ | (69,7)
Nepusadi, n (%) 140 77 48 34 92 43
p i o (55,1) (44,0) (59,2) (44,8) (53,2) (43,4)
.. . 24 4 6 1 18 3
N gq& ()}
Bivsi pusaci, n (%) ©4° | (22 (7,4) w3) | wac | @Y
Pasivni pusaci, n (%) 6 40 2 16 4 24
Vi prsact, iz (2.4)° (22,8) 25° | 2L0) | (23)° | (242
. . 84 56 25 25 59 29
gql ()
Aktivni pusaci.n (%) 31 | (20) | (09) | (29 | (641 | (299
24 .4+ 24 7+ 26,7+ 25,8+ 23,7+ 23,8+
2 ] l l l 1] 1]
BMI (kg/m*) 36 3.9 2,5 be 3,20 36 43
TAS 2,02+ 2,00+ 2,18+ 2,09+ 1,94+ 1,93+
(mmol Trolox Equiv/L) 0,21 0,20 0,18 be 0,214 0,18 0,17
TOS 8,67+ 9,02+ 8,38+ 8,55+ 8,81+ 9,40+
(umol H,0, Equiv/L) 1,852 1,76 1,99 1,674 1,76°¢ 1,76
OSi 0,43+ 0,45+ 0,39+ 0,41+ 0,45+ 0,49+
(arbitrarne jedinice) 0,102 0,10 0,10°¢ 0,09 ¢ 0,09 0,10
8-oksodG/kreatinin 1,18+ 1,58+ 1,31+ 1,44+ 1,12+ 1,70+
(nmol/mmol) 0,562 1,09 0,49°¢ 0,72 0,58°¢ 1,31

Kvantitativne promenjive su prikazane kao srednja vrednost + Sd; Starost” pacijenata kada je bolest
dijagnostikovana; BMI: indeks telesne mase; TOS: ukupni oksidativni status; TAS: ukupni antioksidativni
status; OSI: oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; ? razlike izmedu
kontrole i MS u celoj populaciji; ° razlike izmedu kontrole i MS u populaciji muskaraca; ¢ razlike izmedu
kontrole i MS u populaciji Zena; ¢ razlike izmedu muskaraca i Zena u MS populaciji; ® razlike izmedu
muskaraca i Zena u kontrolnoj populaciji.
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4.1.2. UdruZeni uticaj pola i prisustva/odsustva MS na biomarkere oksidativnog stresa

Primenom testa dvo-faktorska analiza varijanse (ANOVA), analiziran je uticaj pola i zdravstvenog
stanja na biomarkere OS, a rezultati analize su prikazani u Tabeli 7. i Slici 12. Uo¢eno je da su na
nivo biomarkera TAS uticali udruzeno pol i prisustvo bolesti, ali je razlika bila na granici znacajnosti
(p=0,059; eta kvadrat= 0,009). Dodatnom analizom pomocu Sidak post hoc testa pokazano je da su
muskarci u kontrolnoj grupi imali znacajno visi nivo biomarkera TAS u odnosu na pacijente
(p=0,003; eta kvadrat=0,021) (Tabela 7. i Slika 12A.).

Primenom dvo-faktorske ANOVE nije uocen udruzen uticaj pola i bolesti na nivo biomarkera TOS
(p=0,256, eta kvadrat=0,003), ali je primenom Sidak testa pokazano da zene u kontrolnoj grupi imaju
nizi nivo TOS u odnosu na pacijente (p=0,011, eta kvadrat=0,015) (Tabela 7. i Slika 12B.).

Uticaj udruzenih faktora pola i bolesti nije uocen kod indeksa OSI (p=0,583, eta kvadrat=0,001), ali

je primenom Sidak testa pokazano da zdrave Zene imaju nizi OSI u odnosu na pacijente (p=0,0006, eta
kvadrat=0,018) (Tabela 7., Slika 12C.).

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA, uoceno je da su udruzeni faktori pol i bolest imali uticaj na
nivo 8-oksodG/kreatinin (p=0,021; eta kvadrat=0,017) (Tabela 7.). Dodatnom primenom Sidak testa
pokazano je da zdrave Zene imaju niZi nivo biomarkera u odnosu na pacijente (p<0,001, eta
kvadrat=0,068) (Tabela 7., Slika 12D.).

Tabela 7. Ispitivanje uticaja pola i prisustva/odsustva MS na biomarkere oksidativnog stresa

Biomarker UdruZeni u_ticaj fak_t_ora i njihove p Eta kvadrat
interakcije

stanje : pol 0,059 0,009
TAS Post hoc test po Sidak-u
(mmol Trolox Equiv/L) : p

muskarci: stanje 0,003 0,021
TOS stanje : pol 0,256 0,003
(umol H:0, Equiv/L) If’ost hoc t.est po Sidak-u

Zene: stanje 0,011 0,015
oS! stanje : pol 0,583 0,001

. s Post hoc test po Sidak-u

(arbitrarne jedinice) — :

Zene: stanje 0,006 0,015

stanje : pol 0,021 0,017
8-oksodG/kreatinin I°-p -

Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol) - -

zene : stanje \ <0,001 0,068

MS: multipla skleroza; TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni
indeks; 8-oksodG: 8-0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; stanje (prisustvo/odsustvo MS).
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Slika 12. Procenjene srednje vrednosti biomarkera oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i kod MS-pacijenata
prema polu; A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status
(umol H202 Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol);
M: muskarci; Z: Zzene; " razlika u odnosu na pacijente.

4.1.3. Uticaj pusackog statusa na biomarkere oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i

grupi pacijenata sa multiplom sklerozom
4.1.3.1. Analiza uéestalosti pusackog statusa na pojavu MS

Stetno delovanje supstanci iz duvanskog dima moze doprineti nastanku OS. Procenjujuéi izloZenost
duvanskom dimu, uoceno je da je pasivnih pusaca bilo znacajno viSe u grupi pacijenata nego u
kontrolnoj grupi (p<0,001), a ova razlika je prisutna i kod polova (kod muskaraca, p=0,0002 i Zena,
p<0,001) (Tabela 8.). Prema podacima dobijenim za Odds ratio koji su prikazani u Tabeli 8., kod
muskaraca je pasivno puSenje povezano sa 10 puta vecim rizikom, a kod Zena sa 13 puta ve¢im
rizikom od razvoja MS. U grupi pacijenata je bilo znacajno manje biv$ih pusaca nego u kontrolnoj
grupi (p=0,003), a ista razlika je dobijena i kod zena (p<0,001) (Tabela 8.).

U studiji je ispitan uticaj pusackog statusa na nivoe biomarkera OS (procenjen pomoc¢u TAS, TOS,
OSI i 8-oksodG/kreatinin) kod kontrolnih ispitanika i MS-pacijenata. Primenom student t-testa
ispitana je razlika biomarkera OS izmedu kontrolne grupe i MS-pacijenata, a rezultati su prikazani u
Tabeli 9. Pacijenti-pusaci su imali nesto visi nivo biomarkera TOS u odnosu na kontrolne ispitanike,
ali je verovatnoca bila na granici zna¢ajnosti (p=0,065). Osim toga, pacijenti-puSaci su imali znac¢ajno
visi indeks OSI i 8-oksodG/kreatinin (p=0,048; p<0,001) od zdravih ispitanika (Tabela 9.). Pacijenti-
nepusaci su imali znacajno visi indeks 8-oksodG/kreatinin (p=0,008) u odnosu na zdrave ispitanike.
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Tabela 8. Pusacki status kod svih zdravih ispitanika i MS-pacijenata i podeljenih prema polu

Svi
Pusacki status Kontrola MS Odds ratio
(N=254) (N=175) P (95% ClI)
Nepusadi, n (%) 140 (55,1) 77 (44,0) ns -
Bivii pusadi, n (%) 24 (9,4) 2 4(2,2) 0,003 0,22 (0,08-0,65)
Pasivni pusaci, n (%) 6(2,4)° 40 (22,8) <0,001 | 12,25 (5,06-29,62)
Aktivni pusaci,n (%) 84 (33,1) 56 (32,0) ns -
Muskarci
Putadki status Kontrola MS 0 Odds ratio
(N=81; 32%) (N=76; 43%) 95% Cl
Nepusaci, n (%) 48 (59,2) 34 (44,8) ns -
Bivsi pusaci, n (%) 6 (7,4) 1(1,3) ns -
Pasivni pusaci, n (%) 2(2,5)° 16 (21,0) <0,001 | 10,53 (2,33-47,58)
Aktivni pusaci,n (%) 25 (30,9) 25 (32,9) ns -
Zene
Putadki status Kontrola MS D Odds ratio
(N=173; 68%) | (N=99; 57%) 95% Cl

Nepusadi, n (%) 92 (53,2) 43 (43,4) ns -
Bivii pusadi, n (%) 18 (10,4) © 3(3,1) <0,001 0,29 (0,09-0,96)
Pasivni pusadi, n (%) 4(2,3)° 24 (24.2) <0,001 | 13,52 (4,53-40,33)
Aktivni pusaci,n (%) 59 (34,1) 29 (29,3) ns -

2 razlike izmedu kontrole i MS u celoj populaciji; ° razlike izmedu kontrole i MS u populaciji muskaraca;
razlike izmedu kontrole i MS u populaciji Zena; ns-nije statisticki znacajno.

Tabela 9. Uticaj pusackog statusa na biomarkere oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata

Kontrolna grupa MS-pacijenti
o | i | T | e
TAS (mmol Trolox Equiv/L) 1,99+0,21 2,04+0,21 1,98+0,19 2,01+0,21
TOS (umol H,0, Equiv/L) 8,72+1,85 8,65+1,85 8,94+1,73 9,06+1,79
OSI (arbitrarne jedinice) 0,44+0,10 0,43+0,10 0,46+0,11 0,45+0,10°
8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol) 1,24+0,49 1,15+0,59 1,66+0,99 2 1,55+1,13°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+Sd; TOS: ukupni oksidativni status; TAS: ukupni antioksidativni
status; OSI: oksidativni indeks; 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2”-deoksiguanozin; ? razlike izmedu kontrole i
pacijenata u grupi nepusaca; ® razlike izmedu kontrole i pacijenata u grupi pusaca; statisticka znacajnost: p<0,05.

Primenom testa dvo-faktorska ANOV A analiziran je uticaj puSackog statusa (nepusaci, bivsi pusaci, pasivni
pusaci, aktivni pusaci) i prisustva bolesti na nivo 8-0ksodG/kreatinina. Rezultat je prikazan na Slici 13.
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Slika 13. Procenjena grani¢na vrednost 8-oksodG/kreatinin (hnmol/mmol)

NP: nepusag; AP: aktivni pusac; BP: bivsi pusac; PP: pasivni pusac; * razlika u odnosu na kontrolnu grupu;
& razlika u odnosu na nepusace.

Uocen je znacajan uticaj puSackog statusa i prisustva MS na nivo 8-oksodG/kreatinina (p=0,025, eta
kvadrat=0,030). Daljom analizom i primenom Sidak testa pokazano je da su bivsi pusaci, pasivni
pusadi i aktivni puSaci imali visi nivo 8-oksodG/kreatinin u grupi MS-pacijenata nego u kontrolnoj
grupi (bivsi pusaci: p=0,002; pasivni pusaci: p=0,050; aktivni pusaci: p=0,012). Osim toga, uoceno
je da su u grupi MS-pacijenata bivsi pusaci i pasivni puSaci imali visi nivo 8-oksodG/kreatinin u
odnosu na nepusace (bivsi pusaci: p=0,017; pasivni pusaci: p<0,001).

4.1.3.2. UdruZeni uticaj pola, puSackog statusa i prisustva/odsustva MS na biomarkere

oksidativnog stresa

Primenom testa tro-faktorska ANOVA, analizirani su uticaji pola, pusackog statusa i zdravstvenog
stanja (prisustvo/odsustvo MS) na nivoe biomarkera OS u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata, a
rezultati su prikazani u Tabeli 10. i Slici 14. Prema pusa¢kom statusu, pacijenti su podeljeni na puSace
1 nepusace. UdruZen uticaj pola, zdravstvenog stanja i pusackog statusa nije imao znacaj na nivo
biomarkera TAS (p=0,262, eta kvadrat=0,003) (Tabela 10.). Iako udruZen uticaj pola, bolesti i
puSackih navika nije imao znacaj na nivo biomarkera TOS (p=0,104, eta kvadrat=0,006), Sidak
analizom je uoc¢eno da su u grupi zdravih ispitanika nepusaca, Zene imale visi nivo biomarkera TOS
u odnosu na muskarce (p=0,022, eta kvadrat=0,013). Osim toga, medu zenama-pusacima,
pacijentkinje su imale viSi nivo biomarkera TOS u odnosu na zdrave zene, (p=0,050, eta
kvadrat=0,009) (Tabela 10., Slika 14B.). Takode, udruZen uticaj pola, bolesti i pusac¢kog statusa nije
imao znacaj na indeks OSI (p=0,358, eta kvadrat=0,002), ali je Sidak testom zapazeno da su MS-
zene-nepusaci imale visi indeks OSI od zdravih Zena-nepusaca (p=0,035, eta kvadrat=0,011) (Tabela
10., Slika 14C.). Na nivo urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin udruzen uticaj pola, prisustva
bolesti 1 puSackog statusa nije imao statisticki znacaj (p=0,844; eta kvadrat=0).
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Tabela 10. Ispitivanje udruzenog uticaja pola, prisustva/odsustva MS i puSackog statusa na
biomarkere oksidativnog stresa

Biomarker UdruzZeni uticaj faktora i njihove p Eta kvadrat
interakcije

TAS . L.

(mmol Trolox EquiviL) pol : stanje: pusenje 0,262 0,003
pol : stanje: pusenje 0,104 0,006
Post hoc test po Sidak-u

TOS - .

(umol H,0; Equiv/L) kontrola i nepusaci: pol 0,022 0,013
Zene 1 pusaci: stanje 0,050 0,009
pol : stanje : puSenje 0,358 0,002

oSl )

(arbitrarne jedinice) Post hoc test po Sidak-u
zene i nepusaci: stanje 0,035 0,011

?r;ﬁ]kjl(;rc‘jn(r-;r(glr)e atinin pol : stanje: puSenje 0,844 0

MS: multipla skleroza; TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI. oksidativni

indeks; 8-oksodG: 8-0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; stanje (prisustvo/odsustvo MS).
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Slika 14. Procenjene srednje vrednosti parametara oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i kod MS-pacijenata
prema polu i pusackom statusu; A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS-ukupni
oksidativni status (umol H.O, Equiv/L); C. OSI-oksidativni indeks; D. 8-oksodG/ kreatinin:8-okso-7,8-
dihidro-2"-deoksiguanozin (nmol/mmol);? razlika u odnosu na muskarce; " razlika u odnosu na kontrolnu grupu
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4.1.3.3. UdruZen uticaj pola, progresije bolesti i puSackog statusa na biomarkere oksidativnog

stresa u grupi pacijenata sa multiplom sklerozom

Primenom testa tro-faktorska ANOVA analiziran je uticaj progresije bolesti (MSSS<3,4; MSSS 3,4-
6,7; MSSS>6,7), pola i pusackog statusa (pusaci/nepusaci) na nivoe biomarkera oksidativnog stresa,
u grupi pacijenata obolelih od MS (Tabela 11., Slika 15.).

Uoceno je da udruzen uticaj pola, progresije bolesti i pusackog statusa nema uticaj na nivo biomarkera
TAS (p=0,189, eta kvadrat=0,026). Daljom analizom i primenom Sidak testa pokazano je da su u
grupi muskaraca sa teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7), pusaci imali nizi nivo biomarkera TAS u
odnosu na nepusace (p=0,020, eta kvadrat=0,041). U grupi nepusaca, sa lakSim oblikom bolesti
(MSSS<3,4) i sa teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7), Zzene su imale nizi nivo TAS u odnosu na
muskarce (MSSS<3,4: p=0,005, eta kvadrat=0,059; MSSS>6,7: p=0,003, eta kvadrat=0,069). U grupi
pusaca sa lakSim oblikom bolesti (MSSS<3.,4), Zene su takode imale nizi nivo TAS u odnosu na
muskarce (p=0,051, eta kvadrat=0,004) (Tabela 11., Slika 15A.).

Testom tro-faktorska ANOVA utvrdeno je da udruZeni faktori pol, pusenje i progresija bolesti imaju
uticaj na nivo biomarkera TOS (p=0,025, eta kvadrat=0,056). Analizom pomocu Sidak testa
pokazano je da su u grupi muskaraca sa teskim oblikom bolesti (MSSS>6,7), nepusaci imali ve¢i nivo
biomarkera TOS u odnosu na pusace (p=0,029, eta kvadrat=0,037). Medu nepusacima sa srednje
teSkim oblikom bolesti (MSSS 3,4-6,7), muskarci su imali nizi nivo biomarkera TOS u odnosu na
zene (p=0,007, eta kvadrat=0,055). U grupi sa teskim oblikom bolesti (MSSS>6,7), a koji su bili
pusaci, muskarci su imali nizi nivo biomarkera TOS u odnosu na Zene (P=0,014, eta kvadrat=0,046).
(Tabela 11., Slika 15B.).

Testom tro-faktorska ANOVA utvrdeno je da udruzeni faktori pol, pusenje i progresija bolesti nemaju
uticaj na nivo indeksa OSI (p=0,207, eta kvadrat=0,024). Analizom pomocu Sidak testa pokazano je
da su kod nepusaca sa lakSim i sa srednje teSkim oblikom bolesti, Zene imale visi indeks OSI u odnosu
na muskarce (MSSS<3,4: p=0,020, eta kvadrat=0,041; MSSS 3,4-6,7: p=0,002, eta kvadrat=0,071).
U grupi pusaca sa teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7), zene su takode imale visi indeks OSI u odnosu
na muskarce (p=0,047, eta kvadrat=0,030) (Tabela 11., Slika 15C.).

Primenom testa, tro-faktorska ANOVA utvrdeno je da na nivo urinarnog 8-oksodG/kreatinin nisu imali
uticaj udruzeni faktori: pol, progresija bolesti i pusenje (p=0,905, eta kvadrat=0,002) (Tabela 11.).
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Tabela 11. Ispitivanje udruzenih uticaja pola, progresije bolesti i puSackog statusa na biomarkere
oksidativnog stresa kod MS-pacijenata

Biomarker UdruZeni u?icaji fak_t_ora i njihove D Eta kvadrat
interakcije
pol: MSSS: pusacki status 0,189 0,026
Post hoc test po Sidak-u
. MSSS>6,7 i muskarci: puSacki status 0,020 0,041
TAS (mmol Trolox EquiviL) nepusaci i MSSS<3,4: pol 0,005 0,059
nepusaci i MSSS>6,7: pol 0,003 0,069
pusaci i MSSS<3,4: pol 0,051 0,004
pol: MSSS: pusacki status 0,025 0,056
Post hoc test po Sidak-u
TOS (umol H20: Equiv/L) MSSS>6,7 i muskarci: puSacki status 0,029 0,037
MSSS 3,4-6,7 i nepusaci: pol 0,007 0,055
MSSS>6,7 i pusaéi: pol 0,014 0,046
pol: MSSS: pusacki status 0,207 0,024
Post hoc test po Sidak-u
OSlI (arbitrarne jedinice) MSSS<3.4 i nepusaci: pol 0,020 0,041
MSSS 3,4-6,7 i nepusaci: pol 0,002 0,071
MSSS>6,7 i pusacdi: pol 0,047 0,030
8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol) | pol: MSSS: pusacki status 0,905 0,002

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score
(<3,4; 3,4-6,7>6,7); pusacki status: pusaci, nepusaci.
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Slika 15. Procenjena srednja vrednost parametara: A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox
Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status (umol H2O. Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne
jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); M-np:
muskarci nepusadi, M-p: muskarci pusadi, Z-np: zene nepusaci, Z-p: zene pusai; “razlika u odnosu na

pusace; # razlika u odnosu na Zene.



4.1.4. Uticaj izlaganja suncu na biomarkere oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i

grupi pacijenata sa multiplom sklerozom
4.1.4.1. Uticaj suncevog zracenja na pojavu multiple skleroze

Procenjujuci izlozenost suncu, uoceno je da su pacijenti bili vise izlozeni suncu nego kontrolna grupa
ispitanika (70,3% i 40,2%; p<0,01) (Tabela 6.).

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA analiziran je uticaj sun¢evog zracenja na biomarkere OS u
kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata, koji su podeljeni na one koji se izlaZzu suncu i koji se ne
suncaju (Tabela 12., Slika 16.). Iako udruzen uticaj suncanja i zdravstvenog stanja nije imao znacaj
na nivo biomarkera TAS (p=0,292, eta kvadrat=0,003), analiza pomocu Sidak testa je pokazala da je
kontrolna grupa ispitanika koja se suncala, imala vi$i nivo biomarkera TAS u odnosu na ispitanike u
istoj grupi koji se nisu suncali (p=0,045, eta kvadrat=0,010) (Tabela 12., Slika 16A.). Primenom testa
dvo-faktorska ANOVA utvrdeno je da udruzen uticaj sun¢anja i prisustva bolesti nije imao znac¢aj na
nivo biomarkera TOS (p=0,553, eta kvadrat=0,001). Daljom analizom pomocu Sidak testa pokazano
je da u grupi ispitanika koji se nisu izlagali suncu, visi nivo TOS su imali MS-pacijenti u odnosu na
kontrolne ispitanike (p=0,047, eta kvadrat=0,009) (Tabela 12., Slika 16B.). Primenom testa dvo-
faktorska ANOVA utvrdeno je da udruZen uticaj sun€anja i prisustva bolesti nije imao znacaj na nivo
indeksa OSI i na nivo urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin (OSI: p=0,589, eta kvadrat=0,001;
8-oksodG/kreatinin: p=0,928, eta kvadrat=0) (Tabela 12.).

Tabela 12. Ispitivanje udruzenog uticaja izlozenosti suncu i prisustva/odsustva MS na biomarkere
oksidativnog stresa

Biomarker Udruzen uticaj faktora i interakcije p Eta kvadrat
izlozenost suncu (da/ne) : stanje 0,292 0,003
TAS (mmol Trolox Equiv/L) Post hoc test po Sidak-u
kontrola : izlozenost suncu (da/ne) 0,045 0,010
izlozenost suncu (da/ne) : stanje 0,553 0,010
TOS (umol H,O2 Equiv/L) Post hoc test po Sidak-u
ne izlaganje suncu : stanje 0,047 0,009
OSI (arbitrarne jedinice) izlozenost suncu (da/ne) : stanje 0,928 0
8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol) | izlozenost suncu(da/ne) : stanje 0,589 0,001

Stanje (prisustvo/odsustvo MS). TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI:
oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin: 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin;
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Slika 16. Procenjene srednje vrednosti parametara oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi (K) i kod MS-
pacijenata (P) u odnosu na izloZenost suncu; A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L);
B. TOS: ukupni oksidativni status (umol H,O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D.
8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozi (nmol/mmol); * razlika u odnosu na izloZenost
suncu; # razlika u odnosu na kontrolnu grupu

4.1.4.2. UdruZen uticaj pola, prisustva/odsustva MS i izlaganja suncu na biomarkere oksidativnog stresa

Primenom testa tro-faktorska ANOVA nije dobijen statisti¢ki znacajan uticaj pola, izloZenosti suncu
I prisustva bolesti na nivo TAS (p=0,606, eta kvadrat 0,001) (Tabela 13.).

Takode, nije dobijen znadajan uticaj udruZzenih faktora pol, izlozenost suncu i prisustvo bolesti na
biomarker TOS (p=0,760, eta kvadrat=0). Primenom Sidak testa pokazano je da su u grupi pacijenata
koji su se izlagali suncu, Zene imale visi TOS u odnosu na muskarce (p=0,002, eta kvadrat=0,023)
(Tabela 13., Slika 17B.).

Zajednicki uticaj pola, prisustva bolesti i izloZenosti suncu nije imao uticaj na nivo 8-

oksodG/kreatinin i indeks OSI (8-oksodG/kreatinin: p=0,405, eta kvadrat=0,002) (OSl:p=0,717, eta
kvadrat=0) (Tabela 13.).
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Tabela 13. Ispitivanje uticaja pola, prisustva/odsustva MS i izloZenosti suncu na biomarkere
oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata

Biomarker UdruZeni u’gicaji fak_t_ora i njihove p Eta
interakcije kvadrat
TAS (mmol Trolox Equiv/L) pol : stanje : izloZenost suncu 0,606 0,001
pol : stanje : izloZenost suncu 0,760 0
TOS (umol H20, Equiv/L) Post hoc test po Sidak-u
izlozenost suncu i pacijenti: pol 0,002 0,023
OSI (arbitrarne jedinice) pol : stanje : izloZenost suncu 0,717 0
8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol) | pol : stanje : izloZzenost suncu 0,405 0,002

Stanje: prisustvo/odsustvo MS; izloZenost suncu; da, ne. TAS: ukupni antioksidativni

status; TOS: ukupni
oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin: 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin.
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Slika 17. Procenjene srednje vrednosti parametara oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i grupi MS-
pacijenata prema polu i izlozenosti suncu; A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B.
TOS: ukupni oksidativni status (umol H,O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); K-M-kontrola muskarci; K-
Z-kontrola Zene; P-M-pacijenti muskarci, P-Z-pacijenti Zene; * razlika u odnosu na muskarce.
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4.1.5. Analiza prediktora za nastanak multiple skleroze vezani za oksidativni stres

Primenom binarne logisticke regresije (metoda unosa, eng. Enter) ispitani su prediktori, koji su
povezani sa nastankom MS. Dobijeni model u okviru koga su identifikovani nezavisni prediktori za
nastanak MS prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Binarni model logisti¢ke regresije za predvidanje nastanka multiple skleroze

Prediktor B (S.E) p OR (95% CI)
Pasivni pusaci 2,38 (0,57) <0,001 10,83 (3,54-33,12)
8-oksodG/kreatinin 0,69 (0,19) <0,001 1,99 (1,35-2,92)
oSl 3,00 (1,23) 0,014 20,12 (1,82-222,62)
Konstanta -2,86 (0,63) <0,001
Celokupni model ¥2 (df 5, N=351) 54,37 p < 0,001

B (S.E): koeficijent regresije B (standardna greska za 8); OR (95% CI): eng. Odds ratio (interval pouzdanosti);
statistiCka znacajnost za p<0,05; OSl-oksidativni indeks; x2-kaj kvadrat test; 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-
2"-deoksiguanozin

Celokupni regresioni model (sa svim prediktorima) bio je statisticki znacajan, y2 (df 5,
N=310)=54,37, p<0,001). (Tabela 14.). Ovaj model logisti¢ke regresije je objasnio izmedu 16% (Cox
and Snell R square) i 22% (Nagelkerke R squared) varijanse u razvoju MS i pravilno klasifikovao
69% pacijenata sa MS.

Kao $to je pokazano u Tabeli 14., pasivno pusenje, povecan OSI indeks i povecan 8-oksodG/kreatinin
su nezavisni prediktorski faktori razvoja MS. Model pokazuje da je najjaci prediktorski faktor OSI
indeks (OR 20,12), a zatim izloZenost pasivhom puSenju (OR 10,83).

4.1.6. Korelacije izmedu biomarkera oksidativnog stresa, godina starosti i indeksa

telesne mase u kontrolnoj grupi ispitanika i kod pacijenata sa multiplom sklerozom

Primenom Pearson-ove korelacione analize ispitana je korelacija izmedu starenja, indeksa telesne
mase (BMI) i biomarkera oksidativnog stresa kod zdravih ispitanika i MS pacijenata, a rezultati su
predstavljeni u Tabeli 15.

Statistickom analizom je pokazano da je indeks telesne mase u pozitivnoj korelaciji sa godinama
starosti u obe grupe ispitanika, (zdravi: r = 0,295, p<0,01; MS-pacijenti: r = 0,237, p<0,01) i sa
parametrom TAS (zdravi: r=0,378, p<0,01; MS-pacijenti r=0,237, p<0,01). O¢ekivano, u obe grupe
ispitanika, OSI je bio u negativnoj korelaciji sa biomarkerom TAS (kontrola: r =-0,426, p<0,01; MS-
pacijenti r =-0,498, p<0,01). Medutim, samo u grupi MS-pacijenata, dobijena je pozitivna korelacija
izmedu biomarkera TOS 1 godina starosti (r=0,186, p<0,01), kao 1 izmedu biomarkera §-
oksodG/kreatinin i indeksa telesne mase (r=0,256, p<0,01).
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Tabela 15. Korelacije izmedu biomarkera oksidativnog stresa, starosti i indeksa telesne mase u
kontrolnoj grupi (n=254) i kod MS-pacijenata (n=175)

Biomarker K I MS

Godine K | Ms
BMI 0,295 | 0,237 BMI K | Ms
TAS 0,046 | 0,113 | 0,378" | 0,237 TAS K | Ms
TOS -0,007 | 0,186" | 0,042 | 0,089 | -0,003 | -0,071 TOS K MS
osl -0,033 | 0,097 | -0,123 | -0,029 | -0,426" | -0,498" | 0,899" | 0,894 oSl
8kf;<a3t?gﬁ’ 0,113 | -0,014 | 0,045 | 0,256" | 0,097 | -0,024 | -0,063 | 0,057 | -0,091 | 0,056

U tabeli su prikazane vrednosti za Pearson-ov korelacioni koeficijent; “P<0,05; K: kontrolna grupa; BMI:
indeks telesne mase; MS: pacijenti sa multiplom sklerozom; TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni
oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin.

4.2. Povezanost izmedu geneticke varijante 8-oksoguanin DNK glikozilaze-1
(OGG1) rs1052133 i multiple skleroze

4.2.1. Distribucija genotipova geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133 i odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteZe u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa multiplom

sklerozom

U ovoj studiji je analizirana varijanta gena OGG1, rs1052133, koji kodira enzim za reparaciju DNK,
u kontrolnoj grupi ispitanika i MS-pacijenata u populaciji Srbije.

U cilju testiranja da li distribucija genotipova u ispitanom uzorku odgovara oc¢ekivanoj distribuciji
alela G i C izraCunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi (H-W ravnoteza) $to je prikazano u Tabeli 16. Na slici 18. je prikazana
distribucija genotipova varijante OGGL rs 1052133, gde se vidi dominacija CC genotipa kod MS pacijenata.
Kod MS-muskaraca je bilo prisutno izvesno povecanje ucestalosti homozigota CC u odnosu na
kontrolnu grupu (Tabela 16. i grafik 18D.). Kod muskaraca CC homozigota postojao je faktor rizika za
pojavu MS sa verovatnocom na granici znacajnosti (p=0,083), sa Odds ratio (95%) 1,864 (0,919-3,77).

Dobijene frekvencije genotipova u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata nisu odstupali od Hardy-
Weinbergove ravnoteze (Tabela 16.).

Tabela 16. Distribucija genotipova i alela OGG1 rs 1052133 kod svih ispitanika i prema polu

Kontrola (n=247) Pacijenti (n=152)
Genotipovi | DoPijeni broj | OZekivani broj | Dobijeni broj | Otekivani broj p**
(frekvencija) (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija)
CcC 141 (0,5709) | 143,86 (0,5824) | 98 (0,6447) 97,92 (0,6442) 0,144
CG 95 (0,3846) 89,29 (0,3615) 48 (0,3158) 48,15 (0,3168) 0,164
GG 11 (0,0445) 13,86 (0,0561) 6 (0,0395) 5,92 (0,0390) 0,808
CGiGG 106 (0,4291) - 54 (0,3563) - 0,144
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Nastavak Tabele 16.

Kontrola (n=247) Pacijenti (n=152)
Alel Dobijeni broj | O¢ekivani broj | Dobijeni broj | O&ekivani broj p**
(frekvencija) (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija)
C 377 (0,7632) 244 (0,8026)
0,192
G 117 (0,2386) 60 (0,1974)
*H-W %2 (p) 1,01 (0,603) 0,002 (1,00)
Kontrola-muskarci (n=74) Pacijenti-muskarci (n=63)
Genotipovi Dobijeni broj | Oc¢ekivani broj | Dobijeni broj | O¢ekivani broj/
P (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija)
CcC 41 (0,5541) 42,38 (0,5727) 44 (0,6984) 43,75 (0,6944) 0,083
CG 30 (0,4056) 27,24 (0,3681) 17 (0,2698) 17,5 (0,2778) 0,096
GG 3 (0,0405) 4,38 (0,0592) 2 (0,0317) 1,75 (0,0278) 0,784
CGiGG 33 (0,4459) - 19 (0,3016) - 0,082
Aleli
C 112 (0,7568) 105 (0,8333)
0,120
G 36 (0,2432) 21 (0,1668)
*H-W %2 (p) 0,7577 (0,684) 0,0514 (0,974)
Kontrola-zene (n=173) Pacijenti-zene (n=89)
Genotipovi Dobijeni broj | O¢ekivani broj | Dobijeni broj | O¢ekivani broj/
P (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija) (frekvencija)
CcC 100 (0,5780) | 101,48 (0,5866) 54 (0,6067) 54,27 (0,6098) 0,655
CG 65 (0,3757) 62,04 (0,3586) 31 (0,3483) 30,46 (0,3422) 0,663
GG 8 (0,0462) 9,48 (0,0548) 4 (0,0449) 4,27 (0,0480) 0,962
CGiGG 73 (0,4220) - 35 (0,3932) - 0,655
Aleli
C 265 (0,7659) 139 (0,7809)
0,699
G 81 (0,2341) 39 (0,2191)
*H-W %2 (p) 0,3945 (0,821) 0,0285 (0,993)

*testiranje Hardy-Weinberg-ove ravnoteZe; p-statisti¢ka znacajnost; **razlika izmedu dobijenih brojeva
genotipova, alela i nosioca G alela izmedu kontrolne grupe i MS-pacijenata
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Slika 18. Distribucija varijanti OGG1 rs 1052133
A. OGG1 rs 1052133 genotipovi kod svih ispitanika u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata; B. OGG1 rs
1052133 genotipovi u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata prema polu; C. homozigoti CC i nosioci G alela
kod svih ispitanika u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata; D. homozigoti CC i nosioci G alela u kontrolnoj
grupi i grupi MS-pacijenata prema polu.

b

Zene

4.2.2. Povezanost geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133 i nivoa urinarnog biomarkera

8-oksodG/kreatinin u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA, analizirana je povezanost geneticke varijante OGG1
rs1052133 i nivoa urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin kod 171 kontrolna ispitanika i 120 MS-
pacijenata. Jedna analiza se odnosila na povezanost sva tri genotipa OGGL1 rs1052133 (CC, CG i
GG), a druga analiza se odnosila na OGG1 rs1052133: CC homozigota i nosilaca G alela. Rezultati
su prikazani u Tabeli 17. i Slici 19. Utvrdeno je da su pacijenti koji su nosioci C alela imali visi nivo
urinarnog 8-oksodG/kreatinin u odnosu na kontrolnu grupu (CC: p=0,005, eta kvadrat=0,028; CG:
p<0,001, eta kvadrat=0,050) (Tabela 17., Slika 19A.).

Kada je analiziran uticaj geneticke varijante OGG1 rs1052133, izmedu CC homozigota i nosilaca G
alela, na nivo 8-oksodG/kreatinin, nije utvrden statisticki znacajan uticaj (p=0,232, eta
kvadrat=0,005). Primenom Sidak post hoc testa utvrdeno je da je kod MS-pacijenata, nezavisno da li
su CC homozigoti ili su nosioci G alela, nivo 8-oksodG/kreatinina visi (CC: p=0,005, eta
kvadrat=0,028; CG ili GG: p<0,001, eta kvadrat=0,048) (Tabela 17., Slika 19B.). Medutim, samo U
okviru grupe MS-pacijenata utvrden je povisen nivo 8-oksodG/kreatinina kod nosilaca G alela (CG i
GG) u odnosu na CC homozigote (p=0,029; eta kvadrat=0,016).
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Tabela 17. Povezanost geneticke varijante OGG1 rs1052133 i nivoa biomarkera 8-oksodG/kreatinin
u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata

UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat

0OGG1 rs1052133 (CC, CG, GG) : stanje 0,314 0,008

Post hoc test po Sidak-u

CC: stanje 0,005 0,028
8-oksodG/kreatinin CG: SEanj.e — — : = <0,001 0,050

(nmol/mmol) UdruZeni uticaji faktora i p]_lhove-lnter_akclje

OGG1 rs1052133 (CC, CG ili GG) : stanje 0,232 0,005

Post hoc test po Sidak-u

CC: stanje 0,005 0,028

CG ili GG: stanje <0,001 0,048

MS-pacijenti : OGG1 rs1052133 (CC, CGili GG) | 0,029 0,016

8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; stanje: prisustvo/odsustvo MS

A B.

0GG1
rs1052133
---CcC
—CG
-GG

0GG1
rs1052133
---CC
—CGiliGG

8-oksodG/kreatinin
8-oksodG/kreatinin

T L T I
Kontrola MS-pacijenti Kontrola MS-Pacijenti

Slika 19. Procenjena srednja vrednost urinarnog 8-oksodG/kreatinin (nmol/mmol) u kontrolnoj grupi i grupi
MS-pacijenata: A. prema OGG1 rs1052133: CC,CG; GG; B. prema OGG1 rs1052133: CC, CG ili GG;
“razlika u odnosu na kontrolnu grupu; # razlika u odnosu na genotip CC

4.2.3. Uticaj geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133, pusackog statusa i prisustva /

odsustva MS na nivo urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin

Primenom testa tro-faktorska ANOVA ispitan je uticaj prisustva bolesti, geneticke varijante OGG1
rs1052133 (CC homozigoti ili nosioci G alela, GC ili CC) i pusackog statusa na nivo urinarnog
biomarkera 8-oksodG/kreatinin i rezultati su prikazani u Tabeli 18. i na Slici 20. U kontrolnoj grupi
broj ispitanika prema puSackom statusu i genetickoj varijanti OGG1 rs1052133 bio je: nepusaci i CC,
n=66; nepusaci i nosioci G alela, n=52; pusaci i CC, n=29; pusaci i nosioci G alela, n=24. U grupi
MS pacijenata broj ispitanika prema puSackom statusu i OGG1 rs1052133 bio je: nepusaci i CC,
n=55; nepusaci i nosioci G alela, n=30; pusaci i CC, n=22; pusaci i nosioci G alela, n=12.

UdruZeni uticaj geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133, prisustvo ili odsustvo MS i pusacki status bio
je na granici znaCajnosti na nivo urinarnog 8-oksodG/kreatinina (p=0,068, eta kvadrat=0,018).
Daljom analizom pomocu Sidak testa pokazano je da nezavisno od puSackog statusa i genetiCke
varijante OGG1 rs1052133, pacijenti imaju visi nivo 8-oksodG/kreatinina (pacijenti nepusaci i
nosioci G alela vs. zdravi nepusaci i nosioci G alela, p<0,001; pacijenti pusaci i CC homozigoti Vs.
zdravi pusaci i CC homozigoti, p=0,001) u odnosu na zdrave ispitanike. Takode, utvrdeno je da u
grupi MS-pacijenata koji su CC homozigoti, pusaci su imali visi nivo 8-oksodG/kreatinina u odnosu
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na pacijente nepusace sa istim karakteristikama (p=0,005), dok je u grupi MS pacijenata koji su bili
nepusaci, nivo 8-oksodG/kreatinina bio znacajno visi kod nosilaca G alela (p=0,010).

Tabela 18. Uticaj geneticke varijante OGG1 rs1052133 (CC, CG ili GG) i pusackog statusa na nivo
biomarkera 8-oksodG/kreatinin u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata

VUNPEDTR e .. . . Eta
UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije p kvadrat
stanje : pusacki status: OGG1 rs1052133 0,068 0,012
8-oksodG/kreatinin | Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol) nepusaci i nosioci G alela: stanje <0,001 0,043
pusaci i CC: stanje 0,001 0,041
pacijenti i CC: pusacki status 0,005 0,027
pacijenti i nepusaci: OGG1 rs1052133 0,010 0,023

Stanje: prisustvo/odsustvo MS; pusacki status: pusaci, nepusaci; OGG1 rs1052133: CC homozigoti ili nosioci
G alela (GC ili CC)

0GG1
rs1052133

---cc
—CGili GG

1,801

1,60

8-oksodG/kreatinin
B
1

1,20

Slika 20. Procenjene srednje vrednosti 8-oksodG/kreatinin u kontrolnoj grupi i grupi MS-pacijenata prema
pusackom statusu i varijanti OGG1 rs1052133 (CC homozigoti i nosioci G alela)

K-n: kontrola nepusaci; K-p: kontrola pusadi; P-n: pacijenti nepusaci; P-p: pacijenti pusaci; “razlika u odnosu

na kontrolu; # razlika u odnosu na nepusace; &: razlika u odnosu na CC.

4.3. Znacaj serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fosfata,

metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) u multiploj sklerozi

4.3.1. Uticaj pola na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-

fostata, kinureninske i hinolinske kiseline kod MS-pacijenata

Primenom t-testa analiziran je uticaj pola na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL),
sfingozin-1-fostata (S1P), kinureninske kiseline (KA) i hinolinske kiseline (QA) kod MS-pacijenata,
a rezultati su prikazani u Tabeli 19. Utvrdeno je da su Zene imale znacajno visi nivo sNfL u odnosu
na muskarce (p<0,001). Pol nije imao statisticki znac¢ajan uticaj na nivoe biomarkera S1P, KA i QA.
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Tabela 19. Nivoi serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, kinureninske i

hinolinske kiseline kod svih MS-pacijenata i prema polu

omarker | S pecienti [ Mukere Lo p
sNfL (pg/ml) 11,80+2,07 11,04+1,67 12,61+2,17 <0,001
S1P (ng/ml) 171,43+40,44 169,71+45,35 173,25+34,9 0,702
KA (ng/ml) 53,39+26,49 53,02+32,85 53,71+20,74 0,936
QA (ng/ml) 102,04+48,99 100,88+47,95 102,98+50,94 0,894

Vrednosti kontinuiranih promenljivih u tabeli su predstavljene kao srednje vrednostitstandardna devijacija;
SNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1-fosfat; KA: kinureninska kiselina; QA: hinolinska
kiselina; *znacajnost razlike prema polu.

4.3.2. Uticaj pola i puSackog statusa na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata,
sfingozin-1-fostata, metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) kod MS-

pacijenata

Biomarkeri sNfL, S1P, KA i QA su analizirani u grupi MS-pacijenata koji su bili podeljeni prema
polu i u odnosu na pusacki status (puSaci i nepusaci). Primenom testa dvo-faktorska ANOVA
analiziran je udruZen uticaj pusackog statusa i pola kod ovih pacijenata. Rezultati su prikazani u
Tabeli 20. i Slici 21.

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA nije dobijen znacajan uticaj pola i puSackog statusa na nivo
biomarkera sNfL (p=0,501, eta kvadrat=0,006), ali je primenom Sidak testa pokazano da su medu
nepusacima, zene imale visi nivo SNfL u odnosu na muskarce (p<0,001, eta kvadrat=0,136) (Tabela
20, Slika 21A.). Nije dobijen znacajan uticaj pola i pusackog statusa na nivoe ostalih biomarkera
(S1P: p=0,834, eta kvadrat=0,001; KA: p=0,140, eta kvadrat=0,066; QA: p=0,486, eta kvadrat=0,014).

Tabela 20. Ispitivanje udruzenog uticaja pola i puSackog statusa na serumske lake lance
neurofilamenata, sfingozin-1-fostat, kinureninsku i hinolinsku kiselinu kod MS-pacijenata

Biomarker UdruzZeni uticaji faktora i njihove interakcije P Eta kvadrat
pol : pusenje 0,501 0,006
SNFL (pg/ml) Post hoc test po Sidak-u
nepusac : pol <0,001 0,136
zene: pusacki status 0,017 0,074
S1P (ng/ml) pol : pusenje 0,834 0.001
KA (ng/ml) pol : pusenje 0,140 0,060
QA (ng/ml) pol : pudenje 0,486 0,014

SNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1 fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska kiselina
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Slika 21. Procenjene srednje vrednosti: A. serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL, pg/ml); B.
sfingozin-1-fosfata (S1P, ng/mL); C. kinureninske kiseline (KA, ng/mL); D. hinolinske kiseline (QA, ng/mL)
u odnosu na pol i pusacki status; * razlika u odnosu na muskarce.

4.3.3. Uticaj pola i starosne dobi na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata,
sfingozin-1-fostata, metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) kod MS-

pacijenata

Biomarkeri serumski laki lanci neurofilamenata (sNfL), sfingozin-1-fostat (S1P), kinureninska (KA)
i hinolinska (QA) kiselina su analizirani u grupi MS-pacijenata koji su bili podeljeni prema polu i
starosnoj dobi (pacijenti mladi od 30 godina i pacijenti stariji od 30 godina). Rezultati dobijeni
primenom neparametarskog Mann-Whitney testa prikazani su u Tabeli 21. Utvrdene su poviSene
vrednosti za SNfL 1 S1P u populaciji mladih pacijenata, u celokupnoj populaciji pacijenata (za sNfL:
p=0,001; za S1P: p=0,097), kod muskaraca (za sNfL: p=0,066; za S1P: p=0,015), kao i kod Zena (za
sNfL: p=0,005). Zene starije od 30 godina imale su povisen nivo sNfL u odnosu na muskarce iste
starosne dobi (p=0,009).
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Tabela 21. Nivoi serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, kinureninske i
hinolinske kiseline kod svih MS-pacijenata i podeljenih prema polu i starosnim grupa

| Biomarker | Starosnegrupe | p*
Svi
S m—
oo sz cue
KACIT) Ty T30 0:154
QMO sy 30 0749
Muskarci
o[BS
oo | BiEozEe |y
R —
o[BS oo
Zene
e - —
oo [0S <aies
oo |S3587 " [
oo (S| neg

Vrednosti u tabeli su prikazane kao medijana i interkvartilni interval (25.-75. percentil); * razlike izmedu
starosnih grupa; ® razlika po polu u grupi pacijenata starijih od 30 godina; sNfL: serumski laki lanci
neurofilamenta; S1P: sfingozin-1-fosfat; KA: kinureninska kiselina; QA: hinolinska Kiselina

4.3.4. Korelacije izmedu nivoa serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata,

metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) i tezine multiple skleroze

Za ispitivanje veze izmedu MSSS skora, sNfL, S1P, KA 1 QA koriS¢ena je Pearsonova linearna
korelaciona analiza i rezultati su prikazani u Tabeli 22. Kod svih pacijenata i kod muskaraca sa MS
utvrden je trend pozitivne korelacije izmedu sNfL 1 S1P, ali je razlika bila na granici znacajnosti (svi:
p=0,092; muskarci: p=0,089). Kod svih pacijenata 1 u populaciji Zena sa MS dobijena je negativna
korelacija izmedu parametara sNfL 1 QA, ali je takode razlika bila na granici znacajnosti (svi:
p=0,094; Zene: p=0,068). Statisticki znacajna korelacija izmedu MSSS skora i parametra S1P
dobijena je kod svih pacijenata i kod muskaraca sa MS (svi: p=0,019; muskarci: p=0,029).
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Tabela 22. Korelacije izmedu serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata,

kinureninske kiseline, hinolinske kiseline i MSSS skora kod svih MS-pacijenata i prema polu

MS-pacijenti | Parametri SNfL
Svi 0,192 (0,092)
Mugkarci S1P 0,272 (0,089)
Zene 0,116 (0,489) S1P
Svi -0,009 (0,956) {0,078 (0,634)
Mugkarci KA 0,095 (0,707)  |0,153 (0,545)
Zene -0,142 (0,528) |-0,056 (0,804) KA
Svi -0,268 (0,094) 10,039 (0,810) |-0,141 (0,387)
Mugkarci QA -0,147 (0,562) |0,177 (0,496)  |-0,324 (0,190)
Zene -0,396 (0,068) |-0,100 (0,659) |0,069 (0,759) QA
Svi -0,016 (0,889) 10,266 (0,019) {0,205 (0,205)  |0,131 (0,420)
Mugkarci MSSS  |-0,043(0,794) 0,345 (0,029) |0,294 (0,236) |-0,071 (0,780)
Zene -0,012 (0,942) 10,149 (0,373) {0,072 (0,752) {0,335 (0,128)

Rezultati u tabeli su prikazani kao: Pearsonov koeficijent korelacije (statistiCka znacajnost za nivo verovatnoce
p<0,05); sNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1-fosfat; KA: kinureninska kiselina; QA:
hinolinska kiselina

Zatim je ispitana korelacija izmedu biomarkera SNfL, S1P, KA i QA u zavisnosti od progresije bolesti
u dve grupe pacijenata podeljenih na osnovu MSSS skora na one sa blagom i srednjom formom
bolesti (MSSS < 6,7) i pacijente sa teskim oblikom bolesti (MSSS > 6,7). Rezultati su prikazani u
Tabeli 23. Utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu biomarkera sNfL i S1P kod pacijenata sa
teskim oblikom bolesti (MSSS>6,7) (r=0,696, n=13, p=0,008).

Tabela 23. Korelacije izmedu serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata,
hinolinske i kinureninske kiseline i teZine multiple skleroze procenjene na osnovu MSSS skora

Tezina bolesti Biomarker sNfL
<6,7 0.142 (0.260)
MSSS S1P
> 6,7 0.696 (0.008) S1P
<6,7 0.127 (0.494) 0.084 (0.653)
MSSS KA
> 6,7 -0.251 (0.514) -0.035 (0.928) KA
<6,7 -0.322 (0.077) -0.032 (0.865) -0.098 (0.601)
MSSS QA
> 6,7 0.103 (0.792) 0.144 (0.711) -0.462 (0.211)

Rezultati u tabeli su prikazani kao: Pearsonov koeficijent korelacije (statistiCka znac¢ajnost p); SNfL: serumski
laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1-fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska kiselina; MSSS-
Multiple Sclerosis Severity Score
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4.3.5. UdruZeni uticaj pola i progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS skora i
nivoa lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, metabolita triptofana

(kinureninske i hinolinske kiseline) kod pacijenata sa multiplom sklerozom

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA analiziran je udruzen uticaj progresije bolesti
(6,7>MSSS<6,7) i pola kod MS-pacijenata na nivo serumskih biomarkera sNfL, S1P, KA i QA. lako
nije zapaZen statistiCki znaCajan uticaj progresije bolesti i pola na SNfL (p=0,871, eta kvadrat=0) (Tabela
24.), primenom Sidak testa pokazano je da u grupi sa lak$im i umereno teskim oblikom bolesti (MSSS<6,7)
Zene imaju visi nivo sNfL u odnosu na muskarace (p<0,002, eta kvadrat=0,119) (Tabela 24., Slika 22.).

Analiza je pokazala da iako nije bilo znacajnog uticaja progresije bolesti i pola na nivo hinolinske
kiseline (QA) (p=0,143, eta kvadrat=0,057), uoc¢eno je da zene sa teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7)
imaju znacajno visi nivo hinolinske kiseline u odnosu na Zene sa lak§im i umereno teSkim oblikom
bolesti (MSSS<6,7) (p=0,032; Tabela 24).

Tabela 24. Uticaj progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS skora i pola na serumske lake lance
neurofilamenata, sfingozin-1-fostat, kinureninsku i hinolinsku kiselinu

Biomarker UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
pol : MSSS 0,871 0
SNfL (pg/ml) | Post hoc test po Sidak-u
MSSS (<6,7): pol 0,002 0,119
S1P (ng/ml) pol : MSSS 0,936 0
KA (ng/ml) pol : MSSS 0,416 0,018
pol : MSSS 0,143 0,057
QA (ng/ml) Post hoc test po Sidak-u
Zene: MSSS 0,032 0,122

sNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1-fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska
kiselina MSSS: multiple sclerosis severity score, MSSS<6.7 ili MSSS>6,7.
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Slika 22. Procenjene srednje vrednosti: A. serumskih lakih lanaca neurofilamenata (sNfL, pg/ml);
B. sfingozin-1-fosfata (S1P, ng/mL); C. kinureninske kiseline (KA, ng/mL); D. hinolinske kiseline (QA,
ng/mL) u odnosu na pol i tezinu bolesti procenjene na osnovu MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score,
MSSS<6.7 ili MSSS>6,7; *razlika u odnosu na Zene; # razlika u odnosu na MSSS<6,7.

4.3.6. Uticaj geneticke varijante OGG1 rs1052133 (CC homozigoti i nosioci G alela) na

nivo serumskih lakih lanaca neurofilamenata u zavisnosti od pola

Ispitan je uticaj geneticke varijante OGG1 rs1052133 (CC homozigoti; nosioci G alela: CG ili GG)
na nivo serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL) u zavisnosti od pola, primenom testa dvo-
faktorska ANOVA i rezultati su prikazani u Tabeli 25. i Slici 23.

UdruZeni uticaj dva faktora nije pokazao znacajan efekat na nivo sNfL (p=0,225, eta kvadrat=0,022),
ali je Sidak post hoc test pokazao da je u grupi MS-pacijenata koji su nosioci G alela (CG ili GG) bio
statisticki znacajan vi$i nivo sNfL kod Zena u odnosu na muskarce (p=0,007, eta kvadrat=0,103)
(Tabela 25., Slika 23A.).

Uocen je visi nivo sNfL u grupi pacijentkinja koje su bile GG 1 CG u odnosu na pacijentkinje koje su
bile CC homozigoti, ali je verovatnoca bila na granici znacajnosti (p=0,064, eta kvadrat=0,050)
(Tabela 25., Slika 23A.).
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Tabela 25. Ispitivanje udruzenog uticaja geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133 na nivo serumskih
lakih lanaca neurofilamenata (SNfL) u zavisnosti od pola kod MS-pacijenata

; e L - . .. Eta
Biomarker UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije p kvadrat
pol : OGG1 rs1052133 0,225 0,022
Post hoc test po Sidak-u
SNFL (pg/mi) Zene : OGGL rs1052133 0,064 | 0,050
OGG1 rs1052133 : pol 0,007 0,103

OGG1 rs1052133: CC homozigoti i nosioci G alella (CG ili GG); sNfL: serumski laki lanaci neurofilamenata

* # —Iyluskarm
13,64 ’ ---Zene

12,8

sNfL

12,0

112 . *

I !
cC CGili GG

0GG1rs1052133

Slika 23. Procenjene srednje vrednosti serumskih lakih lanaca neurofilamenata (sSNfL, pg/ml), u odnosu na
pol i geneti¢ku varijantu OGG1 rs1052133: CC homozigoti i nosioci G alella (CG ili GG); * u odnosu na
muskarce, # u odnosu na CC homozigot

4.4, Uticaj DMT na ispitivane biomarkere kod pacijenata sa multiplom sklerozom

4.4.1. Uticaj DMT na biomarkere oksidativnog stresa kod pacijenata sa multiplom

sklerozom koji su primali DMT i pacijenata koji nisu primali DMT

Analiza uticaja DMT na biomarkere oksidativnog stresa ispitana je u dve grupe MS-pacijenata. Jednu
grupu su ¢inili MS-pacijenti koji nisu primali DMT (n=65,38%), a drugu grupu su ¢inili pacijenti koji
su primali slede¢u DMT: modulatori sfingozin-1-fosfat receptora (Ponesimod®, Ozanimod®,
Fingolimod®, n=64, 37%), interferon beta-1b (Betaferon®; n=20,11%), interferon beta-1a (Rebif®,
n=16%) i glatiramer-acetat (Copaxone® n=10,6%). Karakteristike MS-pacijenata u odnosu na
terapiju prikazani su u Tabeli 26.

Pacijenti koji nisu primali DMT imali su visi MSSS skor (p<0,001), nizi nivo biomarkera TAS
(p=0,033) i visi nivo urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin (p=0,003) u odnosu na MS-pacijente
koji su primali DMT. Visi nivo TAS je dobijen kod muskaraca u odnosu na Zene nezavisno od
primanja DMT (pacijenti bez DMT, p=0,006; pacijenti sa DMT, p<0,001). Medutim, vi$i nivoi
biomarkera TOS 1 OSI su dobijeni kod Zena nego kod muskaraca, takode nezavisno od terapije (TOS:
pacijenti bez DMT, p=0,017; pacijenti sa DMT, p=0,003; OSI: pacijenti bez DMT, p=0,017; pacijenti
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sa DMT, p<0,001). Nivoi urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin bili su znacajno visi kod Zena
bez DMT nego kod Zena koje su primale DMT (p=0,014).

Tabela 26. Karakteristike i biomarkeri oksidativnog stresa kod svih MS-pacijenata i u zavisnosti od

DMT i pola
. Svi Muskarci Zene
Ka&%ﬁ;ﬁgfa‘/ BezDMT | SaDMT | BezDMT | SaDMT | BezDMT | SaDMT
(N=64) (N=111) (N=20) (N=56) (N=44) (N=55)
Starost, godine 305+111 | 419492 | 387486 426484 | 399+121 | 41,2+9,9
Terapija (%)
Rebif 8.6 11 4
Betaferon, - 11,4 12 8
Copaxone 5,7 - 8 - 2
Mod.S1-P-R 36,6 24 40

Pusaci (%) 172 144 10 16.1 205 127
BMI (kg/m?) 245144 45 | 24.78+3.65 | 25.97+2,75° | 25,68+3,39° | 23,85+4,92 | 23,86+3.69
EDSS 284+156 | 253+122 | 278+1.89 | 245+122 | 2.85+143 | 2.60+121
MSSS 51442237 | 3664218 | 5014241 | 3394223 |519+217¢°| 3,95+2,09
Esjv(/rf)mo' Trolox | 1 9640182 | 2,03£022 | 2,04£019° | 2112021 | 1,9240,16 | 1,94+0,19
qujw(L“mo' H202 | 9144188 | 895¢1.70 | 838+181° | 861+162° | 9494183 | 9,31+171
OsI o 047+011 | 045+0,10 | 041+011° | 041+0,08° | 0,50+0.10 | 048+0,10
(arbitralne jedinice)
8-oksodG/kreatinin a .
(omolimmol) 21242127 | 1.39+076 | 1,59+053 | 141+075 |2,32+246¢ | 1,38+077

Kvantitativne promenjive su prikazane kao srednja vrednosttstandardna devijacija; BMI: indeks telesne mase;
TOS: ukupni oksidativni status; TAS: ukupni antioksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin. EDSS: Expanded Disability Status Scale,
MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score, Mod.S1-P-R: modulatori S1P receptora; @ razlike izmedu pacijenata
na terapiji i bez terapije; P razlike izmedu muskaraca i Zena koji nisu na terapiji; ¢ razlike izmedu muskaraca i
7ena koji su na terapiji; 9 razlike izmedu pacijenata bez i sa terapijom u populaciji muskaraca; ®razlike izmedu
pacijenata bez i sa terapijom u populaciji Zena.

4.4.2. Utica) DMT na biomarkere oksidativnog stresa kod pacijenata sa multiplom sklerozom

koji su primali DMT i pacijenata koji nisu primali DMT u odnosu na pusacki status

Primenom testa dvo-faktorska ANOV A ispitan je uticaj pusackog statusa i terapije na nivo parametara
OS i rezultati su prikazani u Tabeli 27. i Slici 24. lako, udruzen uticaj terapije i pusenja nije znacajno
uticao na nivoe biomarkera OS (TAS: p=0,082, eta kvadrat=0,018; TOS: p=0,915, eta kvadrat=0; OSI:
p=0,550, eta kvadrat=0,002; 8-oksodG/kreatinin: p=0,556, eta kvadrat=0,003), analiza pomoc¢u Sidak
testa je pokazala da je grupa nepusaca koji su primali terapiju imala znac¢ajno visi nivo TAS, a niZi nivo
8-oksodG/kreatinina u odnosu na one koji nisu primali terapiju (TAS:p=0,007, eta kvadrat=0,044;8-
oksodG/kreatinin:p=0,004,eta kvadrat=0,060) (Tabela 27., Slika 24.).
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Tabela 27. Uticaj DMT i pusackog statusa na biomarkere oksidativnog stresa kod MS-pacijenata

Biomarker UdruZeni uticaji terapije i puSackog p Eta kvadrat
statusa
terapija: pusacki status 0,104 0,016
TAS (mmol Trolox Equiv/L) Post hoc test po Sidak-u
nepusac i terapija 0,007 0,044
TOS (umol H20, Equiv/L) terapija: pusacki status 0,986 0
OSI (arbitrarne jedinice) terapija: pusacki status 0,503 0,003
o terapija: pusacki status 0,556 0,003
8-oksodG/kreatinin Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol)
nepusac i terapija 0,004 0,060

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin:
8-0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; Terapija: da ili ne; pusacki status: pusaci ili nepusaci.
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Slika 24. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere OS u odosu na primenjenu DMT terapiju i puSacki
status. A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status (umol
H,O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-
2’ -deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); “razlika u odnosu na pacijente bez terapije.
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4.4.3. Uticaj DMT na biomarkere oksidativnog stresa kod pacijenata sa multiplom

sklerozom u zavisnosti od pola i pusa¢kog statusa

Biomarkeri OS su analizirani u grupi pacijenata podeljenih prema polu u odnosu na pusacki status i
u odnosu na to da li su primali terapiju. Primenom testa tro-faktorska ANOVA analiziran je udruzen
uticaj terapije, pusackog statusa i pola na nivoe biomarkera TAS u grupi pacijenata obolelih od MS i
nije dobijena statisticki znacajna razlika (p=0,175, eta kvadrat=0,012), ali je Sidak test pokazao da su u
grupi nepusaca, muskarci na terapiji imali visi nivo biomarkera TAS u odnosu na muskarce bez terapije
(p=0,029, eta kvadrat=0,030). Takode, medu nepusac¢ima koji su bili na terapiji, zene su imale niZi nivo
biomarkera TAS u poredenju sa muskarcima (p<0,001, eta kvadrat=0,116) (Tabela 28., Slika 25A.).

Primenom testa tro-faktorska ANOVA analiziran je udruZen uticaj terapije, pusackog statusa i pola
na nivoe biomarkera TOS u grupi pacijenata obolelih od MS i nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika
(p=0,069, eta kvadrat=0,021), ali je Sidak test pokazao da su medu pacijentima koji su pusaci i nisu
bili na terapiji, zene imale ve¢i nivo biomarkera TOS u odnosu na muskarce (p=0,002, eta
kvadrat=0,057) (Tabela 28., Slika 25B.).

Primenom testa tro-faktorska ANOVA kojim je analiziran udruZen uticaj terapije, pusackog statusa i
pola dobijen je znaCajan uticaj ovih faktora na nivo indeksa OSI (p=0,035, eta kvadrat=0,028).
Primenom Sidak testa pokazano je da medu pacijentima koji su nepusaci i koji primaju terapiju, Zene
imaju visi nivo indeksa OSI od muskaraca (p<0,001, eta kvadrat=0,074). Takode, medu pacijentima
koji su pusaci i nisu na terapiji, zene imaju veéi indeks OSI od muskaraca (p=0,001, eta
kvadrat=0,069) (Tabela 28., Slika 25C.).

Primenom testa tro-faktorska ANOVA kojim je analiziran udruZen uticaj terapije, pusac¢kog statusa i
pola nije dobijen znacajan uticaj ovih faktora na nivo biomarkera 8-oksodG/kreatinin (p=0,836, eta
kvadrat=0). Primenom Sidak testa pokazano je da u grupi Zena koje su nepusaci, one Zene koje su na

terapiji su imale niZi nivo biomarkera 8-oksodG/kreatinin u odnosu na zene koje nisu primale terapiju
(p=0,007, eta kvadrat=0,053) (Tabela 28., Slika 25D.).
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Tabela 28. Ispitivanje udruzenog uticaja terapije, pola i puSackog statusa na biomarkere oksidativnog
stresa kod MS-pacijenata

Biomarker UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije P K Eta
vadrat

terapija : pusenje : pol 0,175 0,012

TAS Post hoc test po Sidak-u
(mmol Trolox EquiviL) nepusaci 1 muskarci: terapija 0,029 0,030
muskarci i sa terapijom: pusacki status 0,012 0,039
nepusaci i sa terapijom: pol <0,001 0,116
terapija : puSenje : pol 0,069 0,021

TOS -
. Post hoc test po Sidak-u
(umol H20; Equiv/L) =

bez terapije i pusaci : pol 0,002 0,057
terapija : puSenje : pol 0,035 0,028

OsSl Post hoc test po Sidak-u
(arbitrarne jedinice) sa terapijom i nepusaci: pol <0,001 0,074
bez terapije i pusaci: pol 0,001 0,069

8-oksodG/kreatini terapija i pusaci: pol 0,836 0
~oKsodt/Kreatinin Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol) — -

nepusaci i zene: terapija 0,007 | 0,053

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; pol: muskarci ili Zene; terapija: da ili ne;
pusacki status: pusaci ili nepusaci.
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Slika 25. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere oksidativnog stresa u odosu na primenjenu DMT (+ oni
koji su primali terapiju i — oni koji nisu primali terapiju), pusacki status (pusaci i nepusaci) i pol (muskarci i
zene). A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status (umol
H>O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-
2" -deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); M-n: muskarci nepuaci; M-p: muskaci pusadi; Z-n: Zene
nepusadi; Z-p: Zene pusadi. * razlika u odnosu na pacijente koji nisu na terapiji; # razlika u odnosu na Zene; &
razlika u odnosu na pusace.
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4.4.4. Uticaj DMT i progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS na biomarkere
oksidativnog stresa

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA ispitan je uticaj terapije i progresije bolesti na nivo
biomarkera OS i rezultati su prikazani u Tabeli 29. i Slici 26.

Statisticki znacaj imao je udruzeni uticaj terapije i progresije bolesti na nivo biomarkera TAS
(p=0,039; eta kvadrat=0,047) i indeksa OSI (p=0,045; eta kvadrat=0,045).

Kod pacijenata sa teSkim oblikom MS (MSSS>6,7), pacijenti bez terapije su imali znacajno niZi nivo
TAS i visi indeks OSI u odnosu na pacijente koji su bili na terapiji (TAS: p=0,012, eta kvadrat=0,064;
OSI: p=0,007, eta kvadrat=0,052) (Tabela 29.,Slika 26A. i Slika 26C.).

Pacijenti sa lak§im oblikom bolesti (MSSS<3,4) koji nisu primali terapiju, imali su znac¢ajno visi nivo
urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin u odnosu na pacijente koji su bili na terapiji (p=0,001; eta
kvadrat=0,089) (Tabela 29., Slika 26D.).

Tabela 29. Uticaj DMT na biomarkere oksidativnog stresa kod MS-pacijenata u odnosu na progresiju
bolesti procenjenu na osnovu MSSS

Biomarker Udruzen uticaji terapije i progresije p Eta kvadrat
bolesti
terapija : MSSS 0,039 0,047
TAS Post hoc test po Sidak-u
(mmol Trolox Equiv/L) P
MSSS 3,4-6,7 i MSSS>6,7: terapija 0,012 0,064
TOS o
(umol H,0, EquiviL) terapija : MSSS 0,229 0,022
terapija : MSSS 0,045 0,045
oSl .
(arbitrame jedinice) Post hoc test po Sidak-u
MSSS >6,7: terapija 0,007 0,052
o terapija : MSSS 0,128 0,036
8-oksodG/kreatinin Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol)
MSSS < 3,4: terapija 0,001 0,089

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; Terapija: da ili ne; MSSS-Multiple
Sclerosis Severity Score: MSSS< 3,4, MSSS 3,4-6,7, MSSS>6,7.
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Slika 26. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere oksidativnog stresa u odnosu na primenjenu DMT i teZinu
bolesti (prema MSSS skoru): A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS: ukupni
oksidativni status (umol H2O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin:
8-0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); * razlika u odnosu na pacijente bez terapije.

4.4.5. Uticaj DMT i progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS skora na

biomarkere oksidativnog stresa u zavisnosti od pola

4.45.1. Uticaj DMT i progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS skora sa grani¢nom

vredno$cu od 3,4 na biomarkere oksidativnog stresa u zavisnosti od pola

Primenom testa tro-faktorska ANOVA analiziran je uticaj DMT (MS-pacijenti na terapiji i bez
terapije), progresije bolesti (blazi oblik bolesti MSSS< 3.4 i srednji/tezi oblik bolesti MSSS>3,4) i
pola na nivoe biomarkera oksidativnog stresa u grupi pacijenata obolelih od MS, a rezultati su
prikazani u Tabeli 30. i Slici 27. UdruZzeni uticaj ovih faktora nije imao znacaja na nivo TAS (p=0,199,
eta kvadrat=0,019), ali primenom Sidak testa pokazano je da u grupi pacijenata bez terapije 1 sa tezim
oblikom bolesti (MSSS>3,4) Zene imaju znacajno nizi nivo TAS u odnosu na muskarce (p=0,027, eta
kvadrat=0,037). (Tabela 30., Slika 27A.). Takode je dobijen znacajno nizi TAS kod Zena, nezavisno
od progresije bolesti, u grupi pacijenata koji su primali DMT (za grupu sa MSSS< 3,4 p=0,007, eta
kvadrat=0,053; za grupu sa MSSS>3,4 p=0,008, eta kvadrat=0,053).

Primenom testa tro-faktorska ANOV A nije uocen znacajan uticaj terapije, pola i progresije bolesti na

nivo biomarkera TOS (p=0,208, eta kvadrat=0,012). Primenom Sidak testa zapazeno da medu
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pacijentima sa laks$im oblikom bolesti (MSSS<3,4) i koji nisu primali DMT, Zene su imale znacajno
vi$i TOS u odnosu na muskarce (p=0,058, eta kvadrat=0,027) (Tabela 30., Slika 27B.). Znac¢ajno visi
nivo TOS kod Zena u odnosu na muskarce dobijen je u grupi pacijenata koji su primali DMT i imali
su progresiju bolesti MSSS>3,4 (p=0,046, eta kvadrat=0,030). Primenom tro-faktorske ANOVE nije
uocen znacajan uticaj terapije, pola i progresije bolesti na nivo indeksa OSI, ali je verovatnoca bila
na granici znacajnosti (p=0,090, eta kvadrat=0,022). Primenom Sidak testa zapazeno da medu
pacijentima sa lak$im oblikom bolesti (MSSS<3.4) i koji nisu primali DMT, Zene su imale visi nivo
indeksa OSI u odnosu na muskarce (p=0,011, eta kvadrat=0,048) (Tabela 30., Slika 27C.). Takode,
zene sU imale znacajno visi indeks OSI u odnosu na muskarce u grupi pacijenata sa progresijom
bolesti MSSS>3,4 (p=0,003, eta kvadrat=0,063) koji su primali DMT (Tabela 30., Slika 27C.). Na
nivo 8-oksodG/kreatinina udruzen uticaj pola, terapije I progresije bolesti nije imao znacaj (p=0,326,
eta kvadrat=0,009). Daljom primenom Sidak testa pokazano je da su zene sa lak§im oblikom bolesti
(MSSS<3,4) koje su bile na DMT imale znacajno nizi nivo 8-oksodG/kreatinina u odnosu na
pacijentkinje bez terapije sa istom progresijom bolesti (p=0,001, eta kvadrat=0,089) (Tabela 30.,
Slika 27D.). Zene bez terapije i sa progresijom bolesti MSSS<3.4 su imale znacajno visi nivo 8-
oksodG/kreatinina u odnosu na zene sa progresijom bolesti MSSS>3,4 (Tabela 30., Slika 27D.).

Tabela 30. Ispitivanje udruzenog uticaja terapije, progresije bolesti (3,4<MSSS<3,4) i pola na
biomarkere oksidativnog stresa kod MS-pacijenata

Biomarker Udruzeni uticaji faktora i njihove interakcije P Eta kvadrat

pol : terapija: MSSS 0,199 0,012

TAS Post hoc test po Sidak-u
(mmol Trolox Equiv/L) | bez terapije i MSSS>3,4: pol 0,027 0,037
sa terapijom i MSSS<3,4: pol 0.007 0,053
sa terapijom i MSSS>3,4: pol 0.008 0,053
pol : terapija: MSSS 0,208 0,012

TOS Post hoc test po Sidak-u
(umol H20; Equiv/L) | bez terapije i MSSS<3,4: pol 0,058 0,027
sa terapijom i MSSS>3,4: pol 0,046 0,030
pol : terapija: MSSS 0,090 0,022

(OR] Post hoc test po Sidak-u
(arbitrarne jedinice) bez terapije i MSSS<3,4: pol 0,011 0,048
sa terapijom i MSSS>3,4: pol 0,003 0,063
pol : terapija: MSSS 0,326 0,009

8-oksodG/kreatinin Post hoc test po Sidak-u
(nmol/mmol) MSSS<3,4 i Zene: terapija 0,001 0,089
bez terapije i zene: MSSS 0,017 0,051

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; pol: muskarci ili Zene; terapija: da ili ne;
MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score: MSSS< 3,4, MSSS>3,4.
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Slika 27. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere oksidativnog stresa u odosu na primenjenu DMT,
progresiju bolesti (MSSS< 3,4 i MSSS>3,4) i pol. A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox
Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status (umol H202 Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne
jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-o0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin (nmol/mmol); *razlika u
odnosu na Zene; # razlika u odnosu na pacijente na terapiji; & razlika u odnosu na MSSS>3,4.

4.45.2. Uticaj DMT i progresije bolesti procenjene na osnovu MSSS skora sa graniénom

vredno$céu od 6,7 na biomarkere oksidativnog stresa u zavisnosti od pola

Primenom testa tro-faktorska ANOVA analiziran je uticaj DMT (MS-pacijenti na terapiji i bez
terapije), progresije bolesti (blazi i srednje teSki oblik bolesti MSSS< 6,7 i tezi oblik bolesti
MSSS>6,7) i pola na nivoe biomarkera oksidativnog stresa u grupi pacijenata obolelih od MS, a
rezultati su prikazani u Tabeli 31. i Slici 28. UdruZeni uticaj ovih faktora nije uticao zna¢ajno na nivo
TAS (p=0,571, eta kvadrat=0,0,02). Primenom Sidak testa pokazano je da u grupi pacijentkinja sa
tezim oblikom bolesti (MSSS>6,7), nivo biomarkera TAS je bio znacajno nizi kod pacijentkinja koje
nisu primale terapiju u odnosu na Zene koje su primale terapiju (p=0,012, eta kvadrat=0,047) (Tabela
31., Slika 28A.). Takode je dobijen znacajno nizi TAS kod Zena u grupi pacijenata koji su primali
DMT i imali su blazi i srednji oblik bolesti (MSSS<6,7) (<0,001, eta kvadrat=0,020).

Primenom testa tro-faktorska ANOVA nije uo¢en znacajan uticaj terapije, pola i progresije bolesti na

nivo biomarkera TOS (p=0,412, eta kvadrat=0,005). Primenom Sidak testa zapazeno je da medu

pacijentima sa lak§im i umereno teSkim oblikom bolesti (MSSS<6,7) i koji su primali DMT, Zene su
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imale znacajno vis§i TOS u odnosu na muskarce (p=0,014, cta kvadrat=0,045) (Tabela 31., Slika
28B.). Primenom tro-faktorske ANOVE nije uocen znacajan uticaj terapije, pola i progresije bolesti
na nivo indeksa OSI (p=0,663, eta kvadrat=0,001). Primenom Sidak testa zapazeno je da medu
pacijentima sa laks$im i umereno teskim oblikom bolesti (MSSS<6,7), nezavisno od terapije, zene su
imale visi nivo indeksa OSI u odnosu na muskarce (za grupu koja je primala terapiju: p=0,001, eta
kvadrat=0,078; za grupu koja nije primala terapiju: p=0,006, eta kvadrat=0,057) (Tabela 31., Slika
28C.). Takode, u grupi pacijentkinja koje su primale terapiju, Zene sa MSSS>6.7 su imale zna¢ajno
visi indeks OSI u odnosu na Zene sa MSSS<6,7 (p=0,052, eta kvadrat=0,028) (Tabela 31., Slika
28C.). U grupi pacijentkinja na terapiji, koje su imale MSSS>6,7, nivo indeksa OSI je bio nizi u
odnosu na pacijentkinje bez terapije (p=0,051, eta kvadrat=0,028) (Tabela 31., Slika 28C.). Na nivo
urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin udruzen uticaj pola, terapije i progresije bolesti nije imao
znacaj (p=0,938, eta kvadrat=0). Daljom primenom Sidak testa pokazano je da su zene sa lakS§im i
umereno teSkim oblikom bolesti (MSSS<6,7) koje su bile na DMT imale znacajno nizi nivo 8-
oksodG/kreatinina u odnosu na pacijentkinje bez terapije sa istom progresijom bolesti (p=0,016, eta
kvadrat=0,052) (Tabela 31., Slika 28D.).

Tabela 31. Ispitivanje udruzenih uticaja terapije, progresije bolesti (6,7<MSSS<6,7) i pola na
biomarkere oksidativnog stresa kod MS-pacijenata

Biomarker UdruZeni uticaji faktora i njihove interakcije P Eta kvadrat
pol : terapija: MSSS 0,571 0,002
TAS Post hoc test po Sidak-u
(mmol Trolox Equiv/L) | MSSS<6,7 i primenjena terapija: pol <0,001 0,020
zene i MSSS>6,7: terapija 0,017 0,042
TOS pol : terapija: MSS_S 0,412 0,005
(umol H,0, EquiviL) Post hoc te§t po Slda!<_-u
MSSS<6,7 i bez terapije: pol 0,014 0,045
pol : terapija: MSSS 0,663 0,001
Post hoc test po Sidak-u
oSl MSSS<6,7 i bez terapije: pol 0,006 0,057
(arbitrarne jedinice) MSSS<6,7 i primljena terapija: pol 0,001 0,078
zene i primljena terapija: MSSS 0,052 0,028
zene i MSSS>6,7: terapija 0,051 0,028
. pol : terapija: MSSS 0,938 0
8'0(kn S&%ﬁﬁ? :ﬁg};nm Post hoc test po Sidak-u
Zene i MSSS<6,7: terapija 0016 | 0,052

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin; pol: muskarci ili Zene; terapija: da ili ne;
MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score: MSSS< 6,7, MSSS>6,7.
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Slika 28. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere oksidativnog stresa u odosu na primenjenu DMT, progresiju
bolesti (MSSS< 6,7 1 MSSS>6,7) i pol: A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox Equiv/L); B. TOS: ukupni
oksidativni status (umol H>O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-
okso-7,8-dihidro-2”-deoksiguanozin/kreatinin (hnmol/mmol); *razlika u u odnosu na pacijente koji su primali DMT;
#razlika u odnosu na Zene; 4razlika u odnosu na MSSS< 6,7.

4.4.6. Uticaj Sestomesecne DMT terapije i pola na biomarkere oksidativnog stresa

Testom dvo-faktorska ANOVA ponovljenog merenja (Repeated Measures analysis) ispitan je uticaj
DMT (Betaferon®, n=20); Rebif®, n=15; Copaxone®, n=10; S1PR modulatori, n=66) na biomarkere
oksidativnog stresa (TAS, TOS, OSI i 8-oksodG/kreatinin) nakon Sest meseci terapije, u zavisnosti
od pola. Nije utvrden udruzeni uticaj pola i Sestomesecne terapije na biomarkere oksidativnog stresa
(Tabela 32., Slika 29.).

Tabela 32. Uticaj DMT i pola na biomarkere oksidativnog stresa nakon $estomese¢nog pracenja (vreme)

TAS TOS (o] 8-oksodG/kreatinin
Faktor Eta Eta Eta Eta kvadrat
P kvadrat P kvadrat P kvadrat P
Vreme 0,101 0,031 0,689 0,002 0,573 0,004 0,880 0
Vreme*pol 0,978 0 0,151 0,023 0,355 0,010 0,284 0,015

TAS: ukupni antioksidativni status; B. TOS: ukupni oksidativni status; C. OSI: oksidativni indeks; D. 8-
oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin.
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Slika 29. Procenjene srednje vrednosti za biomarkere oksidativnog stresa kod MS pacijenata koji su primali
DMT u odnosu na pol nakon Sestomese¢nog prac¢enja. A. TAS: ukupni antioksidativni status (mmol Trolox
Equiv/L); B. TOS: ukupni oksidativni status (umol H,O, Equiv/L); C. OSI: oksidativni indeks (arbitrarne
jedinice); D. 8-oksodG/kreatinin: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin/kreatinin (hnmol/mmol).

4.4.7. Uticaj odredenog DMT leka kod MS-pacijenata na biomarkere oksidativnog stresa

Analiziran je efekat Cetiri vrste DMT lekova (Betaferon®, n=20; Rebif®, n=15: Copaxone®, n=10;
S1PR modulatori, n=66) na biomarkere oksidativnog stresa, nakon perioda od $est meseci. Primenom
t-testa parova nije utvrdena statisticki znacajna promena biomarkera oksidativnog stresa u odnosu na
lek koji su pacijenti primali (Tabela 33.).

Takode, analiziran je uticaj ovih lekova na biomarkere oksidativnog stresa, nakon uklanjanja uticaja
vrednosti koje su dobijene kod pacijenata pre ukljucivanja terapije, primenom testa jednofaktorska
analiza kovarijanse (one-way ANCOVA) (Tabela 34. i Slika 30.). Zavisna promenljiva je bila vrednost
biomarkera oksidativnog stresa dobijena nakon Sestog meseca pracenja, nezavisna promenljiva je bila
vrsta leka, a kovarijabla je bila vrednost biomarkera na pocetku pracenja. lako je dobijena znacajna
razlika parametara TAS, TOS i OSI nakon Sestomesecne DMT terapije (p<0,001; p<0,001; p<0,001,
redom) nije otkrivena razlika u nivoima ovih parametara u odnosu na primenjen lek (Tabela 34.)
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Tabela 33. Uticaj &etiri vrste DMT lekova (Betaferon®, Rebif®, Copaxone®, S1IPR modulatori) na
biomarkere oksidativnog stresa nakon Sest meseci terapije kod MS-pacijenata

0. mesec 6.mesec -
Parametar Lek (% + SE) (% + SE) P

TAS Beta}feron 2,05+0,04 2,03+0,04 0,631
(mmol Trolox Equiv/L) Rebif 2,10+ 0,07 1,99 + 0,06 0,174
Copaxone 2,11 £0,07 2,02 £0,07 0,296
Mod.S1P-R 2,00 £ 0,03 1,98 £ 0,04 0,519
Betaferon 9,03+0,37 9,21+0,41 0,443
TOS Rebif 8,75 £ 0,35 9,50 + 0,41 0,220
(lmol Hz0; EquiVIL) 7 one 9.74 + 0,52 9,67 + 0,52 0,044
Mod.S1P-R 8,93+0,25 8,60 £ 0,22 0,195
oSl Betaferon 0,44 + 0,02 0,46 + 0,03 0,370
(arbitrarne jedinice) Rebif 0,42 £0,03 0,49 £0,03 0,115
Copaxone 0,46 £ 0,03 0,48 £ 0,05 0,749
Mod.S1P-R 0,45+ 0,02 0,44 £ 0,02 0,596
Betaferon 1,30+0,01 154+0,21 0,383
8-oksodG/kreatinin Rebif 0,91 +0,25 0,98 +£ 0,37 0,901
(nmol/mmol) Copaxone 1,11 +0,19 0,95+0,19 0,483
Mod.S1P-R 1,48+0,12 1,36 +0,15 0,481

*razlike srednjih vrednosti izmedu 0. i 6. meseca analizirane t-testom parova; rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greska; TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI:
oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin: 8-oksodG: 8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; Mod S1PR:
modulatori S1P receptora.

Tabela 34. Uticaj &etiri vrste DMT lekova (Betaferon®, Rebif®, Copaxone®, S1IPR modulatori) na
biomarkere oksidativnog stresa nakon Sest meseci terapije kod MS-pacijenata kada je uklonjen uticaj
vrednosti biomarkera oksidativnog stresa pre ukljucivanja terapije

. 6.mesecagj. - Eta or Eta
Biomarker Lek (X +SE) P kvadrat* P kvadrat**
+
o [ | Botson
(mmol Trolox Equiv/L) Copaxone 2’01 " 0’07 0,829 0,011 <0,001 0,205
Mod.S1P-R 1,99 + 0,03
TOS Betaferon 9,19 + 0,38
. Rebif 9,566 + 0,85
(umol H20; Equiv/L) Copaxone 9432058 0,211 0,053 <0,001 0,192
Mod.S1P-R 8,64 £0,22
oSl Betaferon 0,46 + 0,03
i +
(arbitrarne jedinice) Egzgxone 822 ; 882 0,471 0,030 <0,001 0,158
Mod.S1P-R 0,44 £ 0,02
Betaferon 1,53 +0,22
8-oksodG/kreatinin Rebif 0,72 +0,48
(nmol/mmol) Copaxone 0,95+ 0,36 0,481 0,033 0,236 0,019
Mod.S1P-R 1,32 £1,40

TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI: oksidativni indeks; 8-
oksodG/kreatinin:8-okso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin; 6.mesecAdj.:procenjene srednje vrednosti u 6.
mesecu kada je uklonjen uticaj vrednosti koje su dobijene 0. mesecu; rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ standardna greska; *uticaj lekova na razlike srednjih vrednosti biomarkera oksidativnog stresa izmedu 0. i
6. meseca kada je uklonjen uticaj poCetnog merenja; **promene biomarkera oksidativnog stresa izmedu 0. 1 6.
meseca kada je uklonjen uticaj po¢etnog merenja.
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Iako nisu dobijene statisticki znacajne razlike u promenama biomarkera oksidativnog stresa nakon
Sestomesecene terapije DMT lekovima moze se uociti najveéi pad vrednosti TAS (Slika 30.A.) i
porast indeksa OSI (Slika 30.C.) kod pacijenata koji su primali lek Rebif® u odnosu na pacijente koji
su primali druge lekove. Terapija istim lekom Rebif®, kao i terapija lekom Copaxone®, je bila
povezana sa najve¢im padom nivoa 8-oksodG/kreatinina (Slika 30D.). lzvestan pad indeksa OSI
nakon Sest meseci, bio je kod pacijenata koji su le¢eni modulatorima S1P-R (Slika 30C.), a izvestan
porast 8-oksodG/kreatinina je zapaZzen kod terapije Betaferonom®. Skoro nepromenjen nivo 8-
oksodG/kreatinina se uocava kod terapije modulatorima S1P-R (Slika 30D.).

A. B.
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Slika 30. Srednje vrednosti biomarkera oksidativnog stresa nakon 3estomesene primene terapije (B:
Betaferon, R: Rebif, C: Copaxone, M: modulatori S1P receptora) nakon uklanjanja uticaja po¢etne vrednosti
(isprekidana linija-procenjena srednja vrednost kovarijate): A. TAS (kovarijata: 2,04 mmol Trolox Equiv/L);
B. TOS (kovarijata: 9,0 umol H.O; Equiv/L); C. (kovarijata: 0,45 arbitrarne jedinice); D. 8-oksodG/kreatini
(kovarijata: 1,35 nmol/mmol); TAS: ukupni antioksidativni status; TOS: ukupni oksidativni status; OSI:
oksidativni indeks; 8-oksodG/kreatinin: 8-oksodG: 8-o0kso-7,8-dihidro-2"-deoksiguanozin

4.4.8. Uticaj DMT terapije na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata,

sfingozin-1-fostata, metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) kod

pacijenata sa multiplom sklerozom

4.4.8.1. Uticaj Sestomesecne DMT na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-
fostata, metabolita triptofana (kinureninske kiseline i hinolinske Kkiseline) i indeksa

hinolinska/kinureninska kiselina kod MS pacijenata u zavisnosti od pola

Primenom statisti¢kog testa ponovljenog merenja (Repeated Measures analyses) ispitan je uticaj
DMT nakon Sest meseci primene na biomarkere: serumskih lakih lanaca neurofilamenata (sNfL),
sfingozin-1-fostata (S1P), kinureninske kiseline (KA), hinolinske kiseline (QA) i indeksa
hinolinska / kinureninska kiselina (QA/KA) u zavisnosti od pola (Tabela 35., Slika 31.).
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Utvrdena je polna razlika na efekat DMT na promenu nivo biomarkera sNfL i kao Sto pokazuje grafik
na Slici 31. Kod zena je nakon Sestomesecne terapije doslo do porasta ovog biomarkera, dok je kod
muskaraca promena bila neznatna. lako nije dokazan uticaj DMT nakon Sestomese¢nog pracenja na
ostale ispitivane biomarkere, na Slikama 31. C i D, primecuje se kod oba pola porast kinureninske kiseline
I pad nivoa hinolinske kiseline.

Tabela 35. Uticaj DMT i pola na nivoe kinureninske kiseline, hinolinske kiseline i indeksa
hinolinska/kinureninska kiselina kod MS pacijenata nakon Sestomese¢nog pracenja (vreme)

SNFL S1P KA QA QA/KA
Faktor Eta Eta Eta Eta Eta
P kvadrat P kvadrat P kvadrat P kvadrat P kvadrat
Vreme | 0020| 0,068 |0867| 0 |0235]| 0037 |o0121| 0062 | 0161 | 0,051
*
Vrsg:e 0062 | 0045 |0976| 0 |0592| 0008 | 0,776 | 0,002 | 0726 | 0,003

sNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1 fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska
kiselina MSSS: multiple sclerosis severity score, MSSS<6.7 ili MSSS>6,7
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Slika 31. Procenjene srednje vrednosti biomarkera nakon Sestomeseénog praéenja DMT terapije u zavisnosti

od pola. A. Serumski laki lanaci neurofilamenata (SNfL, pg/ml); B. Sfingozin-1-fosfat (S1P, ng/mL); C.
Kinureninska kiselina (KA, ng/mL); D. Hinolinska kiselina (QA, ng/mL); E. Indeks QA/KA

4.4.8.2. Uticaj odredenog DMT leka kod MS-pacijenata na nivoe serumskih lakih lanaca
neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, kinureninske Kkiseline, hinolinske kiseline i indeksa

hinolinska/kinureninska kiselina kod MS-pacijenata nakon Sestomesecnog pracenja

Analiziran je efekat Cetiri vrste DMT lekova (Betaferon®, n=20: Rebif®, n=15: Copaxone®, n=10; S1PR
modulatori, n=66) na nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL), sfingozin-1-fostata (S1P),
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kinureninske kiseline (KA), hinolinske kiseline (QA) i indeksa hinolinska / kinureninska kiselina
(QA/KA), nakon perioda od Sest meseci. Rezultati su prikazani u Tabeli 36. Ova analiza je uradena
pomocu t-testa parova. Takode, analiziran je uticaj ovih lekova na biomarkere SNfL, S1P, KA, QA i
QA/KA nakon uklanjanja uticaja vrednosti koje su dobijene kod pacijenata pre ukljuéivanja terapije.
Za ovu analizu kori$¢en je test jedno-faktorska analiza kovarijanse (one-way ANCOVA) i rezultati
su prikazani u Tabeli 37. i Slici 32.

Primenom t-testa parova utvrdeno je da terapija lekom Copaxone®, nakon Sest meseci dovodi do
znacajnog porasta kinureninske kiseline (p=0,048), do znacajnog porasta S1P (p=0,025) i opadanja
indeksa QA/KA (p=0,006) i (Tabela 36.).

Primenom testa jedno-faktorska analiza kovarijanse (one-way ANCOVA) dobijen je statisticki
znacajan pad indeksa QA/KA nakon Sestomesecnog pracenja DMT terapije (p= 0,032) (Tabela. 37.).
Takode, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu Cetiri leka koji su ispoljili pad vrednosti
indeksa QA/KA (p=0,010) (Tabela 37.)

Tabela 36. Uticaj Cetiri vrste DMT lekova (Betaferon®, Rebif®, Copaxone®, S1PR modulatori) na nivoe
serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, kinureninske kiseline, hinolinske kiseline i
indeksa hinolinska / kinureninska kiselina kod MS-pacijenata nakon Sestomese¢nog pracenja

Biomarker Lek (0}_; miegzc) (E; miegic) p*
Betaferon 9,9+0,16 10,5+ 0,48 0,265
sNfL (pg/ml) Rebif 10,2 +0,30 11,4+ 0,66 0,079
Copaxone 10,5+ 0,45 11,3+0,68 0,282
Mod. S1P-R 13,2+ 1,68 13,9+3,34 0,224
Betaferon 162,3+9,61 161,8 + 5,96 0,966
S1P (ng/ml) Rebif 170,9+ 7,58 166,6 + 7,04 0,562
Copaxone 145,6 + 9,23 168,8 + 7,69 0,025
Mod.S1P-R 181,3+ 44,43 178,7 + 45,95 0,742
Betaferon 46,8 £ 7,33 55,8+ 9,18 0,559
KA (ng/ml) Rebif 66,4 + 30,95 40,2 £9,77 0,585
Copaxone 39,8+6,31 80,9 + 13,92 0,048
Mod.S1P-R 56,9 + 25,53 64,2 + 33,33 0,444
Betaferon 127,8 + 20,47 118,2 + 15,34 0,539
Rebif 124,9 + 51,86 110,3+ 21,92 0,797
QA (ng/ml)
Copaxone 101,1 + 13,68 74,1 £ 13,65 0,173
Mod.S1P-R 88,1 + 33,70 78,7+ 31,85 0,283
Betaferon 3,6+0,8 24+09 0,598
Rebif 2,7+13 36+17 0,790
QA/KA
Copaxone 26+0,2 1,0+0,2 0,006
Mod.S1P-R 2506 16+0,.2 0,252

Rezultati u tabeli su prikazani kao srednje vrednosti + standardna greska; * razlike srednjih vrednosti izmedu 0.
i 6. meseca pracenja analizirane t-testom parova; SNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1
fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska kiselina; Mod S1PR: modulatori S1P receptora.

72



Tabela 37. Uticaj &etiri vrste DMT lekova (Betaferon®, Rebif®, Copaxone®, S1IPR modulatori) na
nivoe serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fostata, kinureninske kiseline, hinolinske
kiseline i indeksa hinolinska / kinureninska kiselina kod MS-pacijenata nakon Sestomesecnog
pracenja kada je uklonjen uticaj vrednosti pre ukljucivanja terapije

. 6. MesecCadj. * Eta o Eta
Biomarker Lek (x £SE) P kvadrat* P kvadrat**

Betaferon 11,2+0,83
Rebif 11,9+ 0,86

SNTL (pg/mL) 0,256 0054 | <0,001 0,030
Copaxone 11,8 + 0,94
Mod.S1P-R 13,4 + 0,55
Betaferon 161,7 + 9,28
Rebif 166,6 + 10,32

S1P (ng/mL) 0,682 0,020 0,005 0,101
Copaxone 168,8 + 11,93
Mod.S1P-R 178,7 £ 5,66
Betaferon 56,8 £ 9,73
Rebif 40,1 + 17,96

KA (ng/mL) 0,414 0,077 0,082 0,067
Copaxone 80,9 + 15,47
Mod.S1P-R 64,2 + 6,39
Betaferon 118,2 + 11,09
Rebif 110,3 £ 19,66

QA (ng/mL) 0,194 0,124 0,008 0,181
Copaxone 74,1+ 16,88
Mod.S1P-R 76,7 +7,22
Betaferon 29+0,6
Rebif 36+17

QA/KA 0,010 0,273 0,032 0,126

Copaxone 0,9%0,2
Mod.S1P-R 16+0,2

sNfL: serumski laki lanci neurofilamenta; S1P: sfingozin-1 fosfat; KA: kinureninska kiselina, QA: hinolinska
kiselina; 6.mesecaqj.: procenjene srednje vrednosti u 6. mesecu kada je uklonjen uticaj vrednosti koje su
dobijene u 0. mesecu; rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; *uticaj lekova na razlike
biomarkera izmedu 0. i 6. meseca kada je uklonjen uticaj pocetnog merenja; **promene biomarkera izmedu
0.1 6. meseca kada je uklonjen uticaj po¢etnog merenja. Mod S1PR: modulatori S1P receptora
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Iako nisu dobijene statisticki znacajne razlike u promenama biomarkera nakon Sestomesecene terapije
izmedu ispitivanih lekova, nakon uklanjanja uticaja pocetne vrednosti pre ukljucivanja terapije, na
Slici 32A-E moze se uociti sledece: najveéi porast sNfL je bio kod pacijenata na terapiji modulatorima
S1P receptora (Slika 32A.); najveci pad indeksa QA/KA je bio kod pacijenata koji su primali lekove
Copaxone i modulatore sfingozin-1-fosfat receptora.

1351 1775
3 130+ 3 17507
(] @
8 A
E 12,51 g 125
© %] |
S 12,0 2 1700
= o |
Z s o 1575
110 165,0-
B R Cc M B R c M
80,07 110,0+
3 700 2 100,01
D [:F]
g g
E s E %00
[7-] w
=] =
2 s00- g o0
40,0 70,07
B R C M B R C M

QA/KA u 6. mesecu

B R c M
Slika 32. Srednje vrednosti biomarkera nakon Sestomese¢ne primene terapije (B: Betaferon, R: Rebif, C:
Copaxone, M: modulatori S1P receptora) nakon uklanjanja uticaja pocetne vrednosti (isprekidana linija-
procenjena srednja vrednost kovarijate): A. Serumski laki lanci neurofilamenta (SNfL, kovarijata: 11,80

pg/mL); B. Sfingozin-1 fosfat (S1P, kovarijata: 171,43 ng/mL); C. Kinureninska kiselina (KA, kovarijata:
53,39 ng/mL); D. Hinolinska kiselina (QA, kovarijata: 102,04 ng/mL). E. QA/KA indeks (kovarijata 2,8)

4.4.8.3. Povezanost izmedu endogenog sfingozin-1-fosfata, serumskih lakih lanaca

neurofilamenata i terapije modulatorima S1P receptora u odnosu na pol

Primenom Mann-Whitney testa ispitan je uticaj pola na promene nivoa biomarkera sfingozin-1-

fosfata (S1P) i serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL) kod pacijenata koji su primali

modulatore S1PR, pre i nakon perioda od Sest meseci. Ovom analizom obuhvaceno je 40 muskaraca

138 zena. Promena biomarkera sNfL 1 S1P, nakon Sestomesecne terapije modulatorima S1P receptora
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izraCunata je na osnovu nivoa ovih biomarkera pre i posle ukljuéivanja terapije:
(SNFLposie/SNFLpre)X100 i (S1Pposie/S1Ppre)x100. Uocena je statisticki znac¢ajna razlika u promeni sNfL,
nakon $estomesecéne terapije modulatorima S1PR (p=0,055). Kod Zena se zapaza porast SNfL, dok je
kod muskaraca zapazen pad ovog biomarkera (Slika 33.). Iako nije statisticki dokazana znacajna
razlika promene biomarkera S1P, prema polu (p=0,252), na Slici 33. moze se zapaziti da su kod oba
pola dobijene iste promene za oba parametra. Tako je kod Zena, nakon Sestomesecne terapije
modulatorima S1P receptora, zapazen porast S1P 1 sNfL, a kod musSkaraca je promena bila suprotna,
opadale su vrednosti za oba biomarkera, S1P i SNfL.

Promena (%)

---S1P
—sNfL

110

105

Srednja verednost promene (%)

95—

Muskarci Zene

Slika 33. Srednje vrednosti promena biomarkera S1P i NfL nakon Sestomese¢ne terapije modulatorima S1P
receptora kod pacijenata sa MS prema polu (horizontalna linija oznacava izostanak promene)

4.5. Povezanost izmedu unosa mleka i tezine MS kod pacijenata na DMT terapiji

Primenom student t-testa ispitana je povezanost unosa mleka na tezinu bolesti (procenjeno preko
MSSS skora) kod MS-pacijenata koji su primali DMT. Ispitivanjem je obuhvac¢eno 93 pacijenta koji
su konzumirali mleko 1 9 pacijenata koji u svojoj ishrani nisu uopSte imali zastupljeno mleko.
Pacijenti koji su u ishrani koristili mleko imali su znac¢ajno vise vrednosti za MSSS skor u odnosu na
pacijente koji nisu konzumirali mleko (p=0,035) (Slika 34.).

4,0

3,57

MSSS (Srednja vrednost +/- 2 SE)
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NE DA

ZASTUPLJENOST MLEKA U ISHRANI

Slika 34. Procenjene vrednosti MSSS scora u odnosu na konzumiranje mleka
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Primenom kaj kvadrat testa ispitana je razlika u ucestalosti pacijenata koji konzumiraju ili ne
konzumiraju mleko u odnosu na tezinu bolesti (MSSS<6,7 i MSSS>6,7). Od 15 pacijenata koji su
imali MSSS>6,7 svi su u ishrani imali zastupljeno mleko (100%), dok je u grupi pacijenata sa
MSSS<6,7, od 87 pacijenata imalo zastupljenost mleka u ishrani 78 (84%) (Slika 35.). Analiza je
pokazala trend pojave tezeg oblika bolesti kod MS-pacijenata koji su konzumirali mleko u odnosu na MS-
pacijente koji nisu u ishrani imali zastupljno mleko, ali je verovatnoca bila na granici zna¢ajnosti (p=0,082).

Zastupljenost mleka u ishrani Cmsss<6,7
Elmsss>6,7

Nije zastupljeno Jeste zastupljeno

Slika 35. Zastupljenosti mleka i ishrani kod MS pacijenata koji su primali DMT terapiju prema
teZini bolesti (MSSS<6,7 i MSSS>6,7)
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5. DISKUSIJA

5.1. Oksidativni stres i multipla skleroza

5.1.1. Uticaj oksidativnog stresa procenjenog na osnovu biomarkera TAS, TOS i OSI

na nastanak i razvoj multiple skleroze

Oksidativni stres (OS) je jedan od etioloskih faktora u patofiziologiji multiple skleroze (MS) (154).
Posto funkcije centralnog nervnog sistema (CNS) zbog velike potro$nje kiseonika, zavise od
efikasnosti mitohondrija, disfunkcija u radu ovih organela dovodi do prekomerne proizvodnje
slobodnih radikala i nastanka OS koji je pokreta¢ neurodegeneracije (87, 155). Istrazivanja su
pokazala da oksidativno oste¢enje oligodendrocita i neurona, povezano sa inflamacijom, dovodi do
neurodegeneracije (81). U aktivnim MS lezijama oligodendrociti pokazuju visok stepen oksidacije DNK,
a oksidovani fosfolipidi koji se akumuliraju u aksonima dovode do poremecaja u prenosu impulsa (156).

Multipla skleroza je joS uvek nedovoljno proucena bolest, a istraZivanja su pokazala da bi moguc¢i uzrok
ove bolesti mogle biti anomalije, koje naruSavaju vensku drenazu mozga i ki¢mene mozdine, dovodeéi
do stanja hroni¢ne cerebrospinalne venske insuficijencije (157). Kao posledica toga nastaje povecéanje
pritiska u venama mozga i kicmenoj mozdini i dolazi do nakupljanja gvozda u strukturama nervnog
sistema i sekundarno do razvoja imunskog odgovora (157). Narusavanje BBB je jedan od najranijih
dogadaja koji se primecuje kod MS, a igra znac¢ajnu ulogu u infiltraciji perifernih imunskih ¢elija (158).

Jedan od ciljeva ove studije je bio da ispita ulogu OS procenjenog pomocu razli¢itih biomarkera u
nastanku i razvoju MS. Odredivanjem biomarkera TOS i TAS (113, 114) dobija se uvid u redoks
stanje organizma. Izracunavanjem indeksa OSI (115) moze se proceniti da li je naruSena ravnoteza
izmedu oksidanasa 1 antioksidativne zastite, odnosno da li je doSlo do razvoja oksidativnog stresa.

Rezultati naSe studije su pokazali znacajno visi nivo prooksidativnih biomarkera TOS i OSI u grupi
svih MS-pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 6.). S obzirom da je indeks OSI
pokazatelj prisustva OS kod MS-pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, mozemo zakljuciti da su u
nasoj studiji pacijenti sa MS bili izlozeni povisenom oksidativnom stresu, §to je u saglasnosti sa
rezultatima Kirbas i saradnika (159) i Acara i saradnika (160) koji su otkrili snizenje biomarkera TAS
i viSe nivoe TOS i OSI kod MS-pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima. Smanjena
antioksidativna zastita i razvoj perifernog oksidativnog stresa kod MS-pacijenata je dokazana u
nekoliko studija (161-163).

Pokazali smo da su u populaciji Srbije, MS-Zene imale visi nivo biomarkera TOS i OSI u poredenju
sa zdravim Zzenama §to je pokazano u Tabelama 6. i 7. Takode, nase istrazivanje je pokazalo da su
MS-muskarci imali znacajno nizi nivo antioksidativne zastite u poredenju sa populacijom zdravih
muskaraca (Tabela 6. i Slika 12A.). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa studijom Gironi i saradnika, koji
su pokazali kod pacijenata sa MS poviSeni nivo reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), uz snizenu
antioksidativnu zastitu kod Zena u odnosu na muskarce (164). Osim toga, Zoccolella i saradnici (165)
su u svom istrazivanju dokazali nizak nivo antioksidativne zastite (procenjen preko koncentracije
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urata u serumu) uglavnom kod Zena u ranoj fazi MS. Takode, u populaciji Srbije, medu zdravim
ispitanicima, Zene su imale nizi nivo biomarkera TAS i visi indeks OSI u odnosu na muskarce (Tabela 6.).

U nekoliko studija i preglednih ¢lanaka (166-171) predstavljeni su moguci uzroci ucestalije pojave
MS kod zena. U ovim studijama isticu se hormonski, geneticki i epigeneticki faktori i njhove
medusobne interakcije koje su ukljuéene u nastanak bolesti. Takode, studija Hewagama i saradnika
(108) je pokazala diferencijalnu ekspresiju inflamatornih/citotoksi¢nih efektorskih molekula u
restimulisanim T ¢elijama koje mogu doprineti razlikama u autoimunskim bolestima izmedu Zena i
muskaraca. S obzirom da rezultati nase studije ukazuju na vecu osetljivost Zena prema oksidativnom
stresu u odnosu na muskarce, kao i da je oksidativni stres povezan sa inflamacijom, smatramo da ova
polna razlika u osetljivosti prema oksidativnom stresu moze doprineti rasvetljavanju uzroka vece
prevalence MS kod Zena.

Primenom binarne logisticke regresije u naSem istrazivanju, pokazali smo da je indeks OSI nezavisni
prediktor nastanka multiple skleroze i da svaki porast indeksa OSI za jednu jedinicu je povezan sa 20
puta ve¢im rizikom za nastanak MS [OR (95%CIl) 20,12 (1, 82-222, 62)] (Tabela 14.). Ovaj rezultat
bi mogao predstavljati potvrdu klinickog znacaja indeksa OSI u proceni rizika za nastanak multiple
skleroze. Obzirom da smo pokazali da indeks OSI predstavlja dobar dijagnosticki biomarker OS i da
je povezan sa razvojem multiple skleroze, pogodna bi bila njegova klini¢ka primena, posebno zbog
toga $to se ovaj biomarker dobija izra¢unavanjem parametara koji se mogu odrediti na biohemijskim
analizatorima, jednostavnom metodom, uz prihvatljivu cenu reagenasa. Takode, indeks OSI bi mogao
biti klinicki znacajan biomarker u proceni efikasnosti terapije antioksidansima, s obzirom da je prepoznat
znacaj komplementarne terapije antioksidansima kod pacijenata sa multiplom sklerozom (102).

5.1.2. Uticaj sistemskih efekata oksidativnog stresa procenjenog na osnovu biomarkera

8-oksodG/kreatinin na nastanak i razvoj multiple skleroze

Akumulacija slobodnih radikala moze dovesti do oksidativne modifikacije nukleobaza u molekuli
DNK i stvaranja lezija koje bi mogle biti induktori mutageneze i kancerogeneze (119). Medutim,
zaStita Celija se postize zahvaljujuci reparacionim mehanizmom (eng. Base excision repair-BER)
koga inicira enzim DNK glikozilaza koja prepoznaje i uklanja oSte¢enu bazu, ostavljaju¢i abazi¢no
mesto koje se dalje obraduje pomocu razlicitih proteina (172, 173). Koristan biomarker u proceni
negativnih sistemskih efekata OS je 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oxo-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine, 8-0ksodG) koji se moze odredivati u urinu (174). Pojava 8-oksodG u urinu je
rezultat oksidativnog oste¢enja DNK i intracelularnih reparacionih mehanizama Koji isecaju ovu
DNK leziju koja se izluCuje iz organizma urinom (122).

U naSem istrazivanju, poviSen nivo urinarnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin kod MS-pacijenata u
poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika (Tabela 6.) je u skladu sa rezultatima studije Tasseta i
saradnika (161) koji su utvrdili visi nivo 8-0ksodG u uzorcima plazme pacijenata sa RRMS u odnosu
na kontrolnu grupu.

Dodatno, u nasoj studiji smo pokazali primenom binarne logisticke regresije, da je urinarni 8-
oksodG/kreatinin nezavisni prediktor za nastanak MS. Ova analiza je pokazala da porast parametra
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8-oksodG/kreatinin za jednu jedinicu, dvostruko povecava rizik za nastanak MS [OR (95%CIl) 1,99
(1,35-2,92)] (Tabela 14.), sto ukazuje na klini¢ki znacaj uvodenja ovog biomarkera za procenu rizika
od MS, usled produzenog sistemskog efekta oksidativnog stresa na organizam. Znacaj naseg rezultata
je u saglasnosti sa rezultatima patohistoloskog nalaza koje su dobili Haider i saradnici (175) kod
pacijenata sa multiplom sklerozom. Prethodno pomenuti autori su u svom istrazivanju otkrili
pozitivnu imunoreaktivnost 8-oksodG u oblastima sa dubokom aktivacijom mikroglije na ivici
mozdane lezije, na osnovu Cega su zakljucili da je oksidativno oSte¢enje oligodendrocita i neurona
povezano sa aktivnom demijelinizacijom, oSteCenjem aksona i neurona kod pacijenata sa MS.
Takode, povecanje prooksidativnog biomarkera 8-oksodG/kreatinin je pronadeno unutar hronicnih
aktivnih plakova u poredenju sa regionima bele mase malog mozga kod pacijenata sa MS koji su
patili od teSskih mozdanih simptoma tokom bolesti (176).

Razmatrajuci polne razlike, uoceno je povecanje nivoa urinarnog 8-oksodG/kreatinina kod MS-
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu samo u populaciji Zena, ali ne kod muskaraca (Tabela 6.,
Tabela 7., Slika 12D.). Takode, u grupi zdravih ispitanika dobijeno je da su muskarci imali zna¢ajno
visi nivo 8-oksodG/kreatinina u odnosu na zene (Tabela 6.). Nasuprot ovom rezultatu, u studiji Topi¢
i saradnika (177) sprovedenoj u zdravoj populaciji Srbije utvrdeno je da su zene imale visi nivo
urinarnog 8-oksodG/kreatinina u poredenju sa muskarcima. Mogu¢i razlog za dobijanje ovih
kontradiktornih rezultata u istoj populaciji je starosna dob ispitanika. U ovoj studiji kontrolnu grupu
zdravih ispitanika c¢inile su osobe mlade zivotne dobi i nije bilo znacajne razlike u Zivotnoj dobi
izmedu polova (muskarci 37,41+£7.8 godina i zene 36,62+9,2 godina), dok je u studiji Topic i
saradnika (177) populacija ispitanika bila nesto starija i Zene su bile znacajno starije od muskaraca
(muskarci 43,1+£8,9 godina i Zene 47,6+9,3 godina). U studiji Topi¢ i saradnika (177) dobijena je
znacajna pozitivna korelacija izmedu nivoa 8-oksodG/kreatinina i godina, u celokupnoj populaciji
ispitanika, a isti trend je dobijen 1 kod Zena, ali je verovatnoca bila na granici znacajnosti. Takode, u
studiji Gan i saradnika (178) izvedenoj u zdravoj populaciji Kineza, utvrdeno je da 8-oksodG u urinu
moze biti potencijalni biomarker za utvrdivanje fizioloSke starosti 1 za otkrivanje rizika za pojavu
bolesti povezanih sa starenjem. Nasi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem Hofer i saradnika (179)
koji su ukazali na povecan nivo ovog biomarkera kod muskaraca u odnosu na zene kod zdravih osoba,
mlade zivotne dobi. Manji stepen oste¢enja DNK kod mladih Zena, nego kod muskaraca bi se mogao
objasniti studijama na zivotinjskim eksperimentalnim modelima, koje u pokazale uticaj estrogena na
povecanje ekspresije gena koji kodiraju endogene antioksidanse (180, 181), sa posledi¢no smanjenom
produkcijom slobodnih radikala u mitohondrijama. U nedavnom preglednom ¢lanku Gorini i saradnika
(182) istaknute su mutagene i epigeneticke uloge 8-oksodG preko kojih se moze izazvati nestabilnost
genoma i doprineti razvoju karcinoma. Takode, uoc¢eno je da je 8-oksodG najzastupljenija oksidativno
modifikovana lezija DNK 1 zna€ajno je njeno prepoznavanje i uklanjanje, jer nepotpuna 1 neefikasna
popravka moze dovesti do akumulacije ostecenja Sto uzrokuje nestabilnost genoma.

Imajucdi u vidu rezultate nase studije i navedenih literaturnih podataka, mozemo zakljuciti da iako je
populacija muskaraca, mlade zivotne dobi imala povisen 8-oksodG/kreatinin, ovaj biomarker
sistemskog efekta oksidativnog stresa ukazuje na visi nivo oksidativnog stresa kod Zena obolelih od
multiple skleroze u odnosu na obolele muskarce. Ovaj rezultat moze potencijalno doprineti otkrivanju
jednog od uzroka dvostruko veée incidence pojave MS kod zena (3). Takode, na osnovu rezultata
nase studije, mozemo pretpostaviti da bi klini¢ki znacaj urinarnog 8-oksodG bio u proceni rizika od
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dugotrajne izlozenosti oksidativnom stresu, $to bi posledi¢no moglo da dovede do razvoja multiple
skleroze, posebno kod Zena.

Odredivanje koncentracije 8-0ksodG u urinu, primenom HPLC/MS metode zahteva primenu skupe
opreme, reagenasa, posebno obuceno osoblje za rad na aparatu i zbog toga nije primenljiva kao
rutinska laboratorijska dijagnostika. Medutim, iako manje osetljive i specificne imunohemijske
metode za merenje 8-oksodG u bioloSkim te¢nostima, mogle bi da se primene u rutinskoj
laboratorijskoj praksi, zbog jednostavnosti izvodenja. Prevencija razvoja OS, uvodenjem farmakoloSke
antioksidativne terapije bi sprecila sistemsku oksidativnu modifikaciju nukleinskih kiselina i nastanak
promutagenih DNK lezija sto bi, takode, moglo da se prati odredivanjem 8-0ksodG u urinu.

5.1.3. Povezanost oksidativnog stresa i puSackog statusa sa nastankom multiple skleroze

Pusenje cigareta je jedan od etioloskih faktora rizika koji je povezan sa pojavom MS (183). Ranija
istrazivanja su sugerisala da je rizik za nastanak MS povezan sa brojem popusenih cigareta u toku
dana, tako da pusenje 20-40 cigareta dnevno predstavlja dvostruko veci rizik za razvoj MS u odnosu
na nepusace (19, 184). Istrazivanje uticaja pusackog statusa na razvoj MS koje su sproveli
Pekmezovi¢ i saradnici (185) u populaciji Srbije, pokazalo je da su pusaci imali 2,4 puta veci rizik od
pojave MS u poredenju sa nepusa¢ima (OR=2.4, p=0,004). Takode, studija sprovedena u Svedskoj je
koristila parameter ,,pack-year"” za merenje izloZenosti osobe pusenju duvana i prema tome sugerisala
da pusenje od 10 ,pack-years" kao i dugotrajna pasivna izlozenost duvanskom dimu (preko 20
godina) dovodi do tri puta veceg rizika od razvoja MS u poredenju sa nepusac¢ima (186). Takode,
povecan rizik za razvoj OS uzrokovan smanjenjem antioksidanasa u plazmi kod puSaca
dokumentovan je brojnim studijama (187, 188).

U ovom istrazivanju, zbog preciznijeg ispitivanja razvoja OS u odnosu na pusacki status, svi ispitanici
su podeljeni u Cetiri grupe: nepusaci, aktivni pusaci pasivni pusaci i bivsi pusaci. Utvrdena je veca
ucestalost pasivnih i manja ucestalost biv§ih pusac¢a kod MS-pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika (Tabela 8.). Samo kod Zena, utvrdeno je da je prestanak pusenja zastitni faktor od pojave
MS [OR (95%CIl) 0,29 (0,09-0,96)]. Razmatrajuci uticaj pola i pasivnog pusenja rezultati pokazuju
da muskarci imaju 10 puta veéi rizik za nastanak MS [OR (95%Cl) 10,53 (2,33-47,58)], dok je kod
Zena taj rizik 13 puta veci [OR (95%Cl) 13,52 (4,53-40,33)] (Tabela 8.), u odnosu na druge grupe
ispitanika, podeljenih prema puSackom statusu. Osim toga, primenom binarne logisticke regresije,
utvrdeno je da pasivni pusac¢i imaju 10 puta veci rizik za nastanak MS u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika [OR (95%CI) 10,83 (3,54-33,12)] (Tabela 14.). Takode, istrazivanja radena devedesetih
godina proslog veka su pokazala da je relativni rizik (RR) za MS bio 1,8 puta veéi kod Zena-pusaca
nego kod Zena-nepusaca (189). Sundstrom i saradnici (20) su pokazali da je povisen nivo kotinina
(metabolit nikotina), prisutan kod pasivnih pusaca povezan sa pove¢anim rizikom za MS, pretezno
kod Zena, tako da su rezultati o povec¢anom riziku za MS kod pasivnih pusaca u skladu sa ovom
studijom. Kao neoc¢ekivan rezultat u naSem istrazivanju, dobijeno je da aktivno pusenje nije povezano
sa povecanim rizikom za nastanak MS. S obzirom na nacin dobijanja podataka o puSackom statusu
putem upitnika, podatak o tezini puSenja i puSackom stazu nije bio dostupan za ovo istrazivanje, §to
je mozda uticalo na dobijanje neo¢ekivanog rezultata.

Rezultati ove studije ukazuju da su medu zenama-pusac¢ima, pacijentkinje imale vi§i TOS u odnosu

na zdrave zene (Slika 14B.), dok su medu Zenama-nepusacima, pacijentkinje imale visi indeks OSI u
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odnosu na zdrave Zene, sa sli¢cnom tendencijom i u grupi Zena pusaca (Slika 14C.). 1z ovog se moze
zakljuciti da je kod Zena, bez obzira na pusacki status, pojava MS povezana sa OS.

Takode, rezultati ukazuju na povecanje koncentracije urinarnog 8-oksodG/kreatinina kod MS-
pacijenata koji su bili aktivni, bivsi i pasivni pusaci u odnosu na zdrave ispitanike istog pusackog
statusa (Tabela 9, Slika 13.). Osim toga, pacijenti sa MS koji su bili bivsi i pasivni pusac¢i su imali
visi nivo 8-oksodG od pacijenata sa MS koji su bili nepusaci. Ovo ukazuje na to da sistemski efekti OS
na DNK izazvane $tetnim prooksidansima iz duvanskog dima mogu biti faktor rizika za pojavu MS.

lako efekti puSackog statusa na pojavu MS jo§ uvek nisu potpuno razjasnjeni, smatra se da
komponente duvanskog dima imaju potencijalno neurotoksicno dejstvo i da dovode do
demijelinizacije (185). Takode, istrazivaci sugeriSu da toksi¢ne supstance u duvanskom dimu, uticu
na funkcije mozga i ki¢mene mozdine i dovode do demijelinizacije i gubitka aksona (190). Stavise,
studija Emre i De Dekera (191) sprovedena devedesetih godina proslog veka pokazala je da nikotin
koji se brzo resorbuje, lako prolazi BBB i distribuira se po celom mozgu, dovodi do prolaznog
pogorsanja motorickih funkcija kod MS-pacijenata.

U naSem istrazivanju u grupi zdravih ispitanika nije primecen uticaj pusenja na nivo biomarkera 8-
oksodG/kreatinin, $to bi verovatno moglo biti objasnjeno adekvatnom antioksidativnom zastitom i
funkcionisanjem reparacionih mehanizama (192). Za razliku od naseg istrazivanja, studija Mesaros i
saradnika (127) utvrdila je u grupi zdravih ispitanika povecane nivoe 8-oksodG/kreatinina kod pusaca
i predlozili ga kao koristan biomarker u proceni OS izazvanog pusenjem.

S obzirom da su brojne studije dokazale da izlaganje duvanskom dimu povecava rizik za nastanak
OS (187, 188), i rezultati ovog ispitivanja ukazuju na opravdanost uvodenja urinarnog 8-
oksodG/kreatinina u klinicku praksu kao znaajnog biomarkera u proceni uticaja izlaganja
duvanskom dimu na razvoj sistemskog OS povezanog sa nastankom i razvojem MS.

U daljem istrazivanju uticaja OS na razvoj MS u odnosu na pusacki status, ispitan je nivo biomarkera
OS, ako se ukljuci i faktor progresije bolesti, MSSS skor (50). Pokazano je da su u grupi pacijenata
sa tezim oblikom bolesti (MSSS>6,7) muskarci-nepusaci imali veéi nivo antioksidativne zastite U
odnosu na muskarce-pusace i u odnosu na zZene-pusace. Medutim, muskarci-pusaci koji su imali tezi
oblik bolesti (MSSS>6,7) imali su nizi OS (procenjen pomoc¢u biomarkera TOS i OSI) u poredenju
sa zenama (Tabela 11., Slika 15.). Kod pusaca koji su imali MSSS>6,7, Zene su bile ugrozenije jer su
imale ve¢i TOS i OSI koji govori o stepenu OS.

Povecanje OS kod Zena-pusaca moglo bi biti posledica uticaja estradiola na ubrzanje metabolizma
duvanskog dima i stvaranja slobodnih radikala koji dovode do OS (193). Sa druge strane, veci rizik
za nastanak MS imaju zene kod kojih verovatno zbog snizenja koncentracije estradiola dolazi do
povecéane proizvodnje proinflamatornih citokina koji dovode do razvoja OS (194). Rezultati naseg
istrazivanja doprinose rasvetljavanju polnih razlika uticaja OS izazvanog duvanskim dimom na
nastanak MS. Ovi rezultati potencijalno mogu doprineti rasvetljavanju polne razlike u prevalenci MS,
koja pokazuje da su zene podloZnije ovoj bolesti.
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5.1.4. Povezanost oksidativnog stresa i izlaganja suncevom zracenju sa nastankom

multiple skleroze

Ranija istrazivanja su sugerisala da ultraljubicasto B zrac¢enje (UVB) koje potic¢e od sunca i vitamin
D predstavljaju znacajne zastitne faktore u nastanku MS (195), tako da niska izlozenost ovim zracima
i nedostatak vitamina D povecéava rizik od nastanka ove bolesti (196). Takode, povecano izlaganje
suncu u toku detinjstva i adolescencije povezani su sa smanjenim rizikom od razvoja MS (197-200).
Medutim, u naSoj studiji je primeceno da su MS-pacijenti, bez obzira na pol, bili vise izlozeni
sunéevom zracenju nego kontrolna grupa ispitanika (Tabela 6.). Nedostatak podatka o izlaganju
suncu pre pojave MS i to Sto se pacijentima savetuje da se viSe izlazu suncu moze biti razlog dobijanja
ovakvog rezultata. Osim toga, u kontrolnoj grupi ispitanika izlozenoj suncu dobijena je veca
antioksidativna zastita (procenjena pomocu biomarkera TAS) u odnosu na zdrave ispitanike koji se
nisu suncali (Slika 16A.). Takode, pacijenti koji se nisu sunc¢ali imali su veée vrednosti TOS u odnosu
na zdrave ispitanike (Slika 16B.). Zene su nezavisno od izlaganja suncu vise izlozene prooksidansima
I na slici 17A. vidi se tendencija nizeg nivoa TAS u odnosu na muskarce iako nije bilo statisticke
znacajnosti. Medutim, medu MS pacijentima koji su se izlagali suncu, Zene su imale znacajno visi
nivo TOS u odnosu na muskarce (Slika 17B.). lako nismo dobili statisti¢ki zna¢ajnu razliku kod
indeksa OSI, na Slici 17C. uocava se ista tendencija porasta OSI kod Zena sa MS u odnosu na
muskarce sa MS, §to je verovatno posledica razvoja OS. Bez obzira na izloZenost suncu, na Slici 17D.
moze se videti povecani nivo 8-oksodG kod MS-Zena u odnosu na zdrave Zene, ali bez statisticke
znacajnosti, $to bi moglo biti posledica malog broja uzoraka u naSem istrazivanju. Ovaj rezultat
ukazuje na to da izlaganje suncu ¢ini Zene obolele od MS pod vecim rizikom za razvoj OS u odnosu
na obolele muskarce. Prema nasim saznanjima, u literaturi nije zabelezena polna razlika u osetljivosti
prema OS kod pacijenata sa MS koji su izloZeni sunc¢evom zracenju. Buduce istrazivanje na veéem
broju uzoraka, sa preciznijim podacima o stepenu izloZzenosti suncu, uticaju UV indeksa, pre 1 nakon
oboljevanja bi doprineli rasvetljavanju povezanosti uticaja sun¢evog zracenja, razvoja OS i MS.

5.2. Povezanost polimorfizma gena za 8-oksoguanin DNK glikozilazu 1 (OGGL1

rs1052133) sa nastankom multiple skleroze

Najvazniji enzim koji ima centralnu ulogu u regulaciji odgovora na OS 1 reparaciji oStecene DNK je
8-oksoguanin DNK glikozilaza 1 (OGG1). Ovaj enzim vrsi prepoznavanje, isecanje i uklanjanje
modifikovane nukleobaze 8-okso-7,8-dihidroguanina (8-oksoG) i modifikovanog nukleozida 8-okso-
7,8-dihidro-2’-deoksiguanozina (8-oksodG) nakon ostec¢enja (117,118). OGG1 sprecava akumulaciju
mutacija 1 ucestvuje u regulaciji transkripcije gena ukljuenih u odgovoru na OS (128). Najcesce
istrazena geneticka varijanta humanog OGG1 je rs1052133, koja predstavlja zamenu nukleotida
citozina u guanin (C — G), sto dovodi do zamene serina u cistein na poziciji 326 (Ser326Cys) (128).
Prirodni (,,wild type™) alel je C (326Ser), mutirani je G alel (326Cys), a genotipovi OGG1 rs1052133
su C/C (Ser326Ser), G/G (Cys326Cys) i C/G (Ser326Cys). Prema dostupnim literaturnim podacima,
u ovoj studiji je prvi put ispitana geneticka varijanta OGG1 rs1052133 u populaciji Srbije, kao i
povezanost ove geneti¢ke varijante sa rizikom od nastanka MS. Posto je OS jedan od patofizioloskih
mehanizama koji je odgovoran za nastanak i razvoj MS, ispitivanje geneticke varijante OGG1
rs1052133 bi moglo imati klinicki znacaj. S obzirom da 8-oksodG odrazava ravnotezu izmedu
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oksidativnog oSte¢enja DNK i efikasnosti ¢elijskih procesa reparacije, gde je aktivno uklju¢en enzim
OGG1 njegova geneticka varijanta bi mogla imati potencijalni klinicki znacaj u proceni rizika od
nastanka i progresije MS.

Dosadasnja istrazivanja povezanosti geneticke varijante OGG1 rs1052133 su se uglavnom odnosila
na rizik od pojave karcinoma mokra¢ne besike, gastrointestinalnog trakta, jednjaka, prostate i pluca
(201-205). Kang i saradnici (206) su primenom meta analize utvrdili da su nosioci G alela
(Ser326Cys) imali veéi rizik od nastanka razli¢itih vrsta karcinoma nego nosioci C alela. Sta vige,
studija Corella i saradnika (207) je dokumentovala veéi kardiovaskularni mortalitet kod OGG1
genotipa GG u odnosu na mortalitet od malignih bolesti. Medutim, u drugoj, veoma obimnoj studiji
Zou i saradnika (208) koja je ukljuc¢ivala podatke iz 152 studije, zaklju¢eno je da iako su ukupni rezultati
ove meta-analize pokazali pozitivnu povezanost izmedu genotipova OGG1 varijanti (CG ili GG) i
osetljivosti na karcinom, analize podgrupa prema tipu karcinoma, veli¢ini uzorka i izvoru kontrolne
populacije dale su nedosledne rezultate. Stoga, autori zaklju¢uju da rezultati iz ove meta-analize ne
podrzavaju hipotezu o genetickoj varijanti OGG1 Ser326Cis kao faktoru rizika za razvoj karcinoma.

U naSem istrazivanju, ucestalosti genotipova i alela OGG1 rs1052133 u kontrolnoj grupi ispitanika i
kod MS-pacijenata nisu odstupale od Hardy-Weinbergove (H-W) ravnoteze (Tabela 16.). Prema bazi
podataka Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP) Ameri¢kog nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (209) geografska distribucija G alela je najniza na Africkom kontinentu
(0,1771), zatim u Evropi (0,2214), a najucestalija je u Aziji (0,5710). Nasa studija utvrdila je
frekvenciju G alela u zdravoj populaciji Srbije od 0,2386 (kod muskaraca 0,2432 i kod zena 0,2341).
Mozemo zakljuciti da je u populaciji Srbije u€estalost mutiranog G alela, genetic¢ke varijante OGG1
rs1052133, u saglasnosti sa podacima za Evropsku populaciju.

Ispitujuc¢i povezanost geneti¢ke varijante OGG1 rs1052133 sa pojavom MS u populaciji Srbije, uocili
sSmMo izvesno povecanje ucestalosti homozigota CC kod MS-muskaraca (0,6984) u odnosu na zdrave
muskarce (0,5541), ali je verovatnoca bila na granici znacajnosti (p=0,083) (Tabela 16. i Slika 18B.).
Takode, u populaciji muskaraca zapazeno je izvesno smanjenje ucestalosti CG heterozigota kod
pacijenata (0,2698) u odnosu na zdrave muSkarce (0,4056), ali je verovatnoca bila na granici
znacajnosti (p=0,096) (Tabela 16. i Slika 18B.). MozZe se uoditi tendencija da je muska populacija
Srbije, koja nosi G alel (CG i GG) zasti¢ena od pojave MS (frekvencija nosilaca G alela: u kontrolnoj
grupi=0,4459; u grupi MS pacijenata=0,3016), ali je verovatno¢a bila na granici znacajnosti
(p=0,082) (Tabela 16. i Slika 18D.). Karahalil i saradnici (210) su pokazali da u populaciji Turske,
nosioci G alela (CG i GG) imaju 1,8 puta ve¢i rizik od nastanka MS u odnosu na CC homozigote. S
obzirom da u nasoj populaciji nije pronadena povezanost izmedu geneticke varijante OGG1 rs1052133
sa pojavom MS, §to je razli¢ito u odnosu na pomenutu studiju sprovedenu u Turskoj populaciji, moguéi
razlog je razlika u ucestalosti redeg, mutiranog G alela u etnicki razli¢itim populacijama.

Sa ciljem da se ispita povezanost izmedu geneticke varijante OGG1 rs1052133 i funkcionalnosti
enzima reparacije OGGL1 (genotip-fenotip interakcija), ispitan je nivo urinarnog 8-oksodG/kreatinina
u odnosu na OGG1 genotipove. Rezultati nase studije su pokazali da su MS-pacijenti nosioci C alela
(CC homozigoti i CG heterozigoti) imali visi nivo 8-oksodG/kreatinina u odnosu na zdrave ispitanike
istog OGG1 genotipa (Tabela 17., Slika 19A.), dok u grupi GG homozigota, ova razlika nije postojala.
lako smo pokazali da je nivo 8-oksodG/kreatinina povisen kod MS-pacijenata u odnosu na zdrave
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ispitanike (Tabela 6.), moZemo pretpostaviti da je u obe grupe ispitanika (MS-pacijenti i kontrolna
grupa) koji su GG homozigoti, nivo reparacije DNK snizen, tako da pracenje nivoa 8-0ksodG ne
ukazuje samo na sistemske efekte OS, ve¢ i na efikasnost reparacije. Osim toga, u grupi MS-
pacijenata, oni koji su nosioci G alela (genotipovi CG i GG) imaju znacajno visi 8-oksodG/kreatinin
u odnosu na pacijente koji su CC homozigoti (Slika 19B.). Dobijeni rezultati mogu ukazati na
mogucénost veée izlozenosti sistemskim efektima OS kod nosilaca G alela, nasuprot smanjenoj
sposobnosti reparacije DNK kod ovog alela. Drugim re¢ima, ako su osobe nejednako izloZzene OS, u
slu¢aju naSe studije to su zdravi ispitanici i MS-pacijenti, ve¢i nivo urinom izlu¢enog 8-oksodG kod
funkcionalnog C alela moze biti posledica smanjene sposobnosti G alela da vrsi isecanje 1 reparaciju
oksidativno modifikovane DNK lezije. Suprotno ovome, u nasoj populaciji MS-pacijenata, oni koji
su nosioci G alela imaju visi 8-0ksodG u odnosu na CC homozigote, uprkos potencijalno smanjenoj
sposobnosti reparacaije DNK lezija. Na ovu ¢injenicu je ukazala studija (211), gde je pokazano da
GG OGG1 genotip ispoljen kao fenotip, deficijentan u reparaciji 8-okso-7,8-dihidro-2'-
deoksiguanozina, ali samo pod uslovom da je prisutan OS u ¢elijama. U obimnom revijskom ¢lanku
Weiss i saradnici (212) su prikazali kontradiktorne literaturne podatke koji se odnose na uticaj
geneticke varijante OGG1 rs1052133 na funkciju ovog proteina da reparira oksidativno modifikovane
DNK lezije. Autori su identifikovali da u ve¢em broju studija nije otkriven uticaj OGGI1 rs1052133 i
njegove bioloske uloge (213-216), dok su neke studije pokazale smanjenu sposobnost reparacije kod osoba
koje su nosioci G alela i samim tim ovaj mutirani alel je neefikasan u prevenciji mutageneze (217-219).

Ispitujuci efekat pusackog statusa i geneticke varijante OGG1 rs1052133, uoc¢eno je da je nivo 8-
oksodG/kreatinin bio visi kod pacijenata nego kod zdravih ispitanika u grupi nepusaca, nosilaca G
alela (CG i GG). Osim toga, rezultati ukazuju da su u grupi MS-pacijenata-nepusaca, nosioci G alela
imali vi$i nivo 8-oksodG/kreatinin u odnosu na CC homozigote (Tabela 18., Slika 20.). U grupi
pacijenta koji su bili CC homozigoti i pusaci nivo 8-oksodG/kreatinina je bio visi, u odnosu na zdrave
ispitanike istog genotipa i puSackog statusa. Takode smo utvrdili da u grupi CC homozigota, MS-
pacijenti-pusaci imaju visi nivo 8-oksodG/kreatinina u odnosu na MS-pacijente nepusace. Poslednja
dva rezultata ukazuju na povecanu osetljivost CC homozigota prema sistemskom efektu OS koji je
povezan sa pusenjem, $to doprinosi nastanku i razvoju MS.
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5.3. Klini¢ki znacaj serumskih lakih lanaca neurofilamenata, sfingozin-1-fosfata i
metabolita triptofana (kinureninske i hinolinske kiseline) kod pacijenata sa

multiplom sklerozom

Poslednjih godina, veliki broj istrazivanja se bavio prouc¢avanjem molekularnih dijagnostickih 1
prognosti¢kih biomarkera za MS kao i biomarkera koji bi pomogli u pra¢enju efekta primenjene
terapije, ali je mali broj njih nasao klini¢ku primenu.

5.3.1. Povezanost lakih lanaca neurofilamenata sa multiplom sklerozom

Rezultati nedavnih istrazivanja su istakli znacaj lakih lanaca neurofilamenata (eng. Neurofilament
light chains, NfL) u dijagnostici MS i pracenju terapijskog odgovora (144, 220). Literaturni podaci
pokazuju da nivo NfL u serumu (SNfL) predstavlja dobar marker za rano otkrivanje bolesti, s obzirom
da se NfL specifi¢no oslobada tokom osteéenja aksona (221). Stavise, dokazana je povezanost SNfL
sa stepenom o$tec¢enja neurona u MS i njegov znacaj U ranom otkrivanju bolesti, nekoliko godina pre
pojave prvih klinickih simptoma (222).

S obzirom da su istrazivanja pokazala znacajnu korelaciju izmedu nivoa NfL u serumu i likvoru,
smatra se da je NfL osetljiv i specifican neinvazivan biomarker u dijagnostici MS i pracenju
progresije bolesti (223, 224). Takode je utvrdeno da se povecanje sNfL dovodi u vezu sa povecanim
rizikom od pogorsanja invaliditeta kod MS-pacijenata (148). Maggi i saradnici (146) su otkrili da je
hroni¢na upala bele mase mozga povezana sa povecanim nivoima sNfL i ozbiljnos¢u bolesti kod
neakutne MS. Pored toga Ziemssen i saradnici (147) su potvrdili da osnovni nivoi sSNfL predstavljaju
dobar prognosticki indikator formiranja lezija i atrofije mozga kod MS-pacijenata.

U naSem istrazivanju, U zavisnosti od pola, rezultati ukazuju u grupi MS-pacijenata na vece
koncentracije biomarkera sNfL kod Zena u odnosu na muskarce (Tabela 19.). Takode, u grupi
nepusaca, pacijentkinje su imale znacajno visi nivo SNfL u odnosu na muskarce (Slika 21A.). Osim
toga, uoceno je da su zene sa lak§im i umereno teSkim oblikom bolesti (MSSS<6,7) imale visi SNfL
u poredenju sa muSkarcima (Tabela 24., Slika 22.). Dobijeni rezultati ukazuju na vece oStecenje
aksona kod Zena, §to ukazuje na to da bi rano uvodenje terapije kod njih, verovatno odloZilo
pogorsanje bolesti. Za razliku od naSih rezultata, neke studije nisu otkrile uticaj pola na nivo sNfL
kod MS-pacijenata (145, 220).

Dodatnom analizom nivoa sNfLL kod MS-pacijenata, u zavisnosti od pola i starosne dobi, dobijene su
znacajno vise koncentracije sNfL kod pacijenata mladih od 30 godina u celokupnoj populaciji
(p=0,001) i kod zena (p=0,005), dok je kod muskaraca uocen sli¢an trend, ali je verovatnoca bila na
granici znacajnosti (p=0,066) (Tabela 21.). Osim toga, uoceno je da su Zene starije od 30 godina imale
visi nivo sNfL u poredenju sa muskarcima iste starosne dobi (Tabela 21.). Suprotno od nasih rezultata,
Bridel i saradnici (225) nisu utvrdili povezanost izmedu godina starosti i nivoa SNfL kod pacijenata
sa MS. Interesantno je da su ovi autori pokazali visoku korelaciju izmedu godina starosti i nivoa SNfL
u populaciji zdravih ispitanika. U studiji van der Vuurst de Vries i saradnika (226) utvrden je visi
nivo NfL kod dece u odnosu na adultne pacijente sa MS, §to su autori objasnili time da, ne samo da
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je inflamacija teZa u de€ijem uzrastu, ve¢ da deca imaju vece oSte¢enje aksona u ranoj fazi bolesti
MS nego odrasli pacijenti. S obzirom da je i nasa studija pokazala visi nivo sNfL u mladoj Zivotnoj
dobi, mozemo pretpostaviti da bi rano uvodenje terapije kod mladih osoba sa dijagnostikovanom MS
bilo neophodno u prevenciji oStecenja aksona. Nasi preliminarni rezultati bi trebalo da budu ispitani
na vecem broju uzoraka, razli¢itih starosnih grupa.

S obzirom da je nivo sNfL u korelaciji sa stepenom oSte¢enja aksona, jedan od ciljeva nase studije je
bio i ispitivanje uticaja geneticke varijante OGG1 rs1052133 (CC homozigoti vs.nosioci G alela: CG
i GG) na nivo serumskih lakih lanaca neurofilamenata (SNfL) u zavisnosti od pola. Rezultati nase
studije su otkrili da su u grupi pacijenata, nosilaca G alela (CG i GG), Zene imale znacajno visi nNivo
SNfL u odnosu na muskarce (Tabela 25., Slika 23.). Takode, pacijentkinje koje su nosioci G alela
(CG i GG) su imale znacajno visi nivo SNfL u odnosu na pacijentkinje koje su bile homozigoti CC
(Tabela 25., Slika 23.). Ovo sugerise da je G alel povezan sa rizikom od ostecenja aksona kod Zena
koje su obolele od MS. Ovaj rezultat naSe studije moze biti klinicki znacajan, s obzirom da su Siller
i saradnici pokazali da sSNfL ukazuje na oStecenja neurona u ranoj fazi MS i na predstojecu atrofiju
mozga (227). Osim toga, porast nivoa sNfL u MS dovodi se u vezu sa poveéanim rizikom od
pogorsanja bolesti (148), tako da nivo sNfLL moze posluziti kao prognosti¢ki biomarker za procenu
rizika od razvoja invaliditeta u MS kod Zena nosilaca G alela.

5.3.2. Povezanost nivoa sfingozin-1- fosfata i multiple skleroze

Sfingozin-1-fosfat (S1P) kao bioaktivni lipidni molekul i S1P receptori (S1PR) koji su Siroko
eksprimirani u ljudskom organizmu imaju vaznu ulogu u imunoloSkom sistemu. Iako je S1P-S1PR
signalizacija dobro okarakterisana, kako u urodenom tako i u ste¢enom imunoloskom sistemu, njihov
znacaj u patogenezi autoimunskih poremecaja, kakav je i MS je jo§ nepoznat. Sfingozin-1-fosfat
(S1P) inhibira apoptozu i ukljucen je u proliferativnu i inflamatornu signalizaciju koja ima vaznu
ulogu u aktivaciji ¢elija mikroglije i oligodendrocita (59).

Razmatrajuéi uticaj pola i pusackog statusa u nasem istrazivanju nije dobijena statisti¢ki znacajna
razlika, ali je postojala tendencija porasta S1P medu pacijentima nepusac¢ima, oba pola (Slika 21.).
Dobijen je znacajno visi nivo S1P kod muskaraca mladih od 30 godina u odnosu na starije (p=0,015,
Tabela 21.). Takode kod muskaraca sa MS, uocen je izvestan stepen pozitivne korelacije izmedu sNfL
i S1P, ali je verovatnoca bila na granici znacajnosti (Pearson r=0,272; p=0,089, Tabela 22.).
Potencijalno klini¢ki znac¢ajna dobijena je visoka pozitivna korelacija izmedu biomarkera sNfL i S1P
kod pacijenata sa teskim oblikom bolesti (MSSS>6,7) (r=0,696; p=0,008; Tabela 23.). Ovaj rezultat
naSe studije ukazuje na mogucu primenu SIP U serumu, kao biomarkera progresije MS, uz vec
ustanovljeni biomarker sNfL. S tim u vezi, pretpostavljamo da je korelacija izmedu S1P i markera
progresije MS, sNfL, patoloska intravaskularna hemoliza (228) s obzirom da je membrana eritrocita
glavni izvor cirkuliSu¢eg S1P (229). Posto su sfingolipidi ukljuceni u razvoj i funkciju CNS i
perifernog nervnog sistema, promene u njihovoj koncentraciji mogu ugroziti integritet nervnog
sistema (230). Studija Miller i saradnika (231) je utvrdila poviSenje sfingozina u plaku i beloj masi
mozga kod MS-pacijenata u poredenju sa normalnim mozdanim tkivom. Oni su ukazali na toksi¢nost
sfingozina i moguénost posredovanja u degeneraciji oligodendrocita i u demijelinizaciji. U prilog
potencijalne klini¢ke primene S1P je i studija Kutakowske i sradnika (232), koja je pokazala da bi
endogeni metabolit S1IP mogao biti znacajan biomarker u dijagnostici rane faze MS, s obzirom da je
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utvrden porast njegove koncentracije u likvoru kod MS-pacijenata u poredenju sa kontrolnim
ispitanicima. Autori ove studije sugeriSu da je ovaj marker povezan sa hroni¢nom inflamacijom u MS
1 da moze biti koristan u razjasnjenju patofizioloskih mehanizama neurodegenerativnih bolesti.

5.3.3 Povezanost nivoa metabolita triptofana (kinureninska i hinolinska kiselina) i

multiple skleroze

U patogenezi MS prisutni su poremecaji metabolizma triptofana (TRP), kao i njegovih metabolita
(131, 132). Tokom kinureninskog puta (KP) metabolizma triptofana (TRP) dolazi do stvaranja
neurotoksi¢nih i neuroprotektivnih metabolita koji su korisni kao biomarkeri bolesti (233, 234)
Ravnoteza izmedu neuroprotektivnih i neurotoksi¢nih endogenih metabolita je od znacaja za
normalno funkcionisanje mozga.

Jedan od metabolita triptofana u tzv. kinureninskom putu, je neuroprotektivna kinureninska kiselina
(KA). Utvrdena su neuroprotektivna svojstva ovog metabolita triptofana. KA pod fizioloskim
uslovima ima svojstva antioksidansa, zahvaljujuéi sposobnosti da vezuje hidroksile, superoksidne
anjone i druge reaktivne kiseoni¢ne vrste (235). Studija Zwilling i saradnika (236) sprovedena na
animalnim modelima je utvrdila da porastom KA dolazi do pada ekstracelularnog glutamata, a da na
periferiji dolazi do porasta nivoa L-kinurenina, koji zatim prolazi BBB i transformise se u KA koja
ima neuroprotektivni efekat.

Jedan od krajnjih proizvoda KP metabolizma je hinolinska kiselina (QA) (94). Veliki broj dokaza
sugeriSe da QA osim neurotoksi¢nog delovanja pokazuje povezanost i sa imunskim sistemom, jer
proinflamatorni citokini stimuliSu proizvodnju i toksi¢nost ovog metabolita (237). Istrazivanja su
pokazala da QA ispoljava neurotoksi¢ne efekte, izmedu ostalog i aktivacijom lipidne peroksidacije u
prisustvu Fe?* jona (238). Generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta delovanjem QA nastaje
sekundarno, formiranjem kompleksa QA-Fe?*, a moze se sprediti heliranjem gvozda (239).
Interesantno je da poremecaj ravnoteze izmedu ova dva metabolita triptofana, QA i KA, u korist QA,
stimuli$e proizvodnju slobodnih radikala, narusavaju¢i BBB, uz destabilizaciju neuronskih Celija (141).

Nasa studija je pokazala da pacijentkinje sa teSkim oblikom MS (MSSS>6,7) imaju znacajno visi
nivo QA u odnosu na Zene sa lak§im i umereno teSkim oblikom bolesti (MSSS<6,7) (Tabela 24.).
Pretpostavka je da sa progresijom bolesti, usled hronicne aktivacije KP doSlo do povecanog stvaranja
neurotoksi¢nih metabolita koji dovode do neurodegeneracije. Dokazano je da tokom
neuroinflamacije dolazi do aktivacije KP metabolizma triptofana, sa posledi¢no povecanim
stvaranjem QA koja osteCuje mozdane celije, neurone, astrocite i oligodendrocite (138). Nedavna
studija Yan i saradnika (240) je utvrdila povezanost izmedu porasta QA, kinurenina, neopterina i
indeksa kinurenin/triptofan u likvoru i neuroinflamatornih bolesti. Zakljuc¢ak ove studije je da bi QA,
pored pomenutih metabolita potencijalno mogla da bude koristan dijagnosticki i biomarker pra¢enja

oligodendrocita dokazala je citotoksi¢nost QA u patofizioloskim koncentracijama koje se javljaju
tokom hronic¢ne inflamacije, kao npr. kod produzene aktivacije KP, kod progresivne MS. U istoj
studiji pokazano je in vitro da se smrt oligodendrocita moze prevenirati primenom anti-QA
monoklonskih antitela i na taj nacin neutralisati toksi¢nost QA. Uzimajuéi u obzir rezultat nase studije
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i literaturnih podataka, merenje nivoa QA moze potencijalno biti koristan prognosticki biomarker,
posebno kod Zena.

5.4. Povezanost DMT terapije sa ispitivanim biomarkerima kod pacijenata sa

multiplom sklerozom

Istrazivanja su pokazala da je rana primena terapije koja modifikuje prirodni tok bolesti (DMT) kod
MS-pacijenata neophodna u cilju smanjenja broja recidiva, usporavanju progresije bolesti i
invaliditeta (60, 242).

Cilj naseg istrazivanja je bio da rasvetlimo efekte DMT terapije, kao i pojedinih lekova nakon Sest
meseci primene terapije, pracenjem biomarkera OS, sNfL, metabolita KP metabolizma triptofana i
sfingozin-1-fosfata, kod pacijenata sa MS. S obzirom da se jo§ uvek ulazu napori u cilju validacije i
verifikacije dijagnostickih biomarkera koji ¢e imati moguénost ranog otkrivanja osStecenja neurona,
procene ishoda DMT terapije i procene nezeljenih efekata terapije kod MS-pacijenata, nase
istrazivanje dizajnirano kao klini¢ka studija preseka, predstavlja prvu studiju koja je ispitala efekat
DMT na nivo sNfL, sfingozin-1-fosfata i metabolita KP metabolizma triptofana (QA i KA) kod
RRMS pacijenata u populaciji Srbije.

5.4.1. Uticaj DMT terapije na oksidativni stres

Patogeneza MS je povezana sa oksidativnim i inflamatornim procesima koji dovode do
demijelinizacije i oStecenja tkiva posredstvom slobodnih radikala i proinflamatornih citokina (86). U
nedavnom preglednom ¢lanku, Pegoretti i saradnici (243) su sumirali doprinos inflamacije i OS u
patogenezi MS kao i o posledicama na razvoj terapije za MS. Istakli su da selektivno ciljanje na
aktivnost proinflamatornih medijatora moze rezultirati boljoj terapijskoj strategiji. Medutim, jos uvek
nema dovoljno podataka o efektima DMT na OS. Sa razvojem DMT, pacijenti imaju vise moguénosti
i poboljsanu fleksibilnost u kontroli bolesti (244). Jedan od ciljeva nase studije je bio da ispita uticaj
DMT terapije na razvoj OS. Ovo ispitivanje je sprovedeno sa tri aspekta: uticaj DMT terapije izmedu
pacijenata koji su primali DMT terapiju i onih koji nisu primali ovu terapiju; uticaj DMT terapije nakon
Sest meseci primanja ove vrste terapije i ispitivanje uticaja pojedinin DMT lekova.

Rezultati nase studije su pokazali da su pacijenti bez terapije imali visi nivo OS (procenjen biomarkerom
8-oksodG/kreatinin), nizi nivo antioksidativne zastite (procenjen biomarkerom TAS) (Tabela 26.). U
populaciji pacijentkinja koje nisu primale DMT terapiju, takode je dokazan povisen 8-oksodG/kreatinin
u odnosu na pacijentkinje na DMT terapiji. Ovi rezultati ukazuju na protektivni efekat DMT terapije na
negativne sistemske efekte OS, koja moze biti povezana sa ve¢om podloznosti zena prema MS.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa studijom Sadowska-Bartosz i saradnika (245), koji su pokazali

postojanje oksidativnog oSteéenja proteina, procenjeno na osnovu povecanog nivoa karbonilnih

grupa, AOPP (eng. Advanced Oxidation Protein Products), kod nelecenih pacijenata sa MS.

Antioksidativni efekat DMT terapije je od klini¢kog znacaja, s obzirom da su istrazivanja pokazala

porast prooksidativnih i smanjenje antioksidativnih biomarkera u aktivnom plaku, beloj i sivoj masi

mozga kod MS-pacijenata (246). Takode studija Obradovi¢ i saradnika (247) pokazala je koristan
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uticaj DMT terapije na smanjenje OS (porast antioksidativne aktivnosti enzima superoksid dismutaze,
pad koncentracije prooksidativnih AOPP) i bolji klini¢ki oporavak.

Takode, ispitano je da li pusacki status menja uticaj DMT terapije na OS kod MS-pacijenata. Rezultati
ukazuju da kod nepusaca koji su primali DMT, postoji visi nivo biomarkera TAS, a nizi nivo
urinarnog 8-oksodG/kreatinin u odnosu na nepusace koji su bili bez terapije (Tabela 27., Slika 24.).
Dalje je prethodno ispitivanje pro§ireno, ispitujuéi uticaj pola. Muskarci bez terapije i muskarci pusaci
imali su nizi TAS u odnosu na muskarce koji su bili na terapiji, u odnosu na muskarce-nepusace i U
odnosu na zene-nepusace (Slika 25A.). Ovi rezultati ukazuju da DMT terapija, nepusacki status i
muski pol utiCu pozitivno na ocCuvanje antioksidativne zasStite kod pacijenata obolelih od MS.
Medutim, zene-nepusaci na DMT terapiji i Zene-pusaci bez DMT terapije imaju vise nivoe OS,
procenjeno na osnovu porasta indeksa OSI u odnosu na muskarce istog pusackog i terapijskog statusa
(Slika 25C.). Dalje, rezultati ukazuju da zene nepusaci bez DMT terapije imaju visi biomarker
sistemskog OS u odnosu na Zene istog pusackog statusa koje su primale DMT terapiju (Slika 25D.),
a slican trend je zapazen i u populaciji Zena pusaca, ali bez statistiCke znacajnosti. 1z ovih rezultata
moze da se zakljuci da su zene podloznije OS u odnosu na muskace i da bi primenjena DMT terapija
trebalo da bude dopunjena antioksidativnom terapijom, posebno kod Zena.

Ovaj polni dimorfizam podsti¢e dalja istrazivanja u cilju razjasnjenja kako okruzenje, genetska
predispozicija kao i drugi faktori povecavaju rizik za razvoj MS kod Zena, S$to bi doprinelo i
unapredenju terapijskog pristupa u odnosu na pol. Sistematski pregled literaturnih podataka od strane
Lija i saradnika (248), analiziraju¢i ¢etrnaest studija nije utvrdio jasnu polnu razliku u ishodima DMT
terapije. Medutim autori u zakljuc¢ku iznose stav da je potrebno vise studija da bi se bolje razjasnilo
prisustvo polnih razlika na efekte DMT-a. Rezultati naSe studije o polnim razlikama DMT terapije na
razvoj OS mogu potencijalno doprineti rasvetljavanju ovih pitanja. Uzimajuci u obzir navedeno,
mozemo zakljuciti da DMT ima zastitni efekat na razvoj OS posebno kod Zena.

U nasem istrazivanju detaljno je analiziran uticaj DMT terapije na biomarkere OS u zavisnosti od
progresije bolesti (procenjene na osnovu MSSS skora) i pola (Tabele 30-32; Slike 26-28.). Najvazniji
rezultat je znacajno snizena vrednost za indeks OSI kod Zena sa teskim oblikom MS (MSSS>6,7)
koje su primale DMT terapiju u odnosu na zene koje nisu primale ovu terapiju (Tabela 31., Slika
28C.), sto jasno ukazuje na zastitnu ulogu DMT od razvoja OS. Takode, uocen je zna¢ajno nizi nivo
8-oksodG/kreatinina kod pacijentkinja sa lakSim 1 umereno teskim oblikom bolesti (MSSS<6,7) koje
su primale DMT terapiju u odnosu na pacijentkinje bez terapije sa istom tezinom bolesti (Tabela 31.,
Slika 28D.). Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je zastitna uloga DMT terapije kod Zena
znacajna nezavisno od faze bolesti, kako u ranoj fazi, tako i tokom progresije bolesti, $to ukazuje na
znacaj odredivanja biomarkera OS (TAS, TOS, OSI, 8-oksodG/kreatinin) u proceni razvoja OS i
prevenciji teSkog stadijuma MS. U prilog ovome je i studija Fischer i saradnika (249), kojom je
pokazano da OS povezan sa inflamacijom u aktiviranoj mikrogliji i makrofagima ima vaznu ulogu u
demijelinizaciji i povredi tkiva posredovanom slobodnim radikalima u patogenezi MS.

Takode, rano uvodenje DMT u kombinaciji sa antioksidansima bilo bi od posebnog znacaja jer bi se

preveniralo Sirenje oStecenja mozdanog tkiva i odloZilo pogorsanje bolesti. U preglednom ¢lanku
Miller i saradnici (102) su predstavili razli¢ita antioksidativna jedinjenja i njihovu korist kao
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komplementarnu terapiju kod pacijenata sa MS. Autori su istakli znacaj daljeg istrazivanja zastitnih
efekata antioksidanasa protiv neurodegeneracije u MS.

Jedan od ciljeva ove studije je bio da se ispita da li postoje razlike u efektima pojedinih vrsta DMT
terapije (Betaferon®, Rebif®, Copaxone® i S1IPR modulatori) na biomarkere OS, nakon $estomeseéne
primenjene terapije, s obzirom da su literaturni podaci o efektima pojedinih DMT lekova oskudni.

Nakon perioda pracenja, kada je uklonjen uticaj po¢etne vrednosti biomarkera OS (Tabela 34.) nije
otkrivena razlika u njihovim nivoima u odnosu na primenjen lek. Medutim na Slikama 30. A-C, moze
se uocCiti izvestan trend razlike u efektima DMT lekova na promene biomarkera OS nakon
Sestomesecne terapije. Najznacajniji porast indeksa OSI nakon Sestomesecnog pracenja zapaza se kod
pacijenata na terapiji lekovima Rebif® i Copaxone® (Slika 30. C), dok su ovi isti lekovi pokazali
najvec¢i pad biomarkera 8-oksodG/kreatinin (Slika 30. D). Ovaj, na prvi pogled, kontradiktoran
rezultat bi mogao da bude objasnjen time, da tokom kratkoro¢nog pracenja od Sest meseci dolazi do
prolaznog porasta OS, ali da dugoro¢no ovi lekovi mogu povoljno uticati na sprecavanje razvoja
sistemskih efekata OS, $to zavisi od duzine perioda primene terapije pojedinom vrstom leka pre
ukljucivanja u studiju Sestomesecnog pracenja. Takode, mogu¢ je i uticaj same tezine bolesti kod
pacijenata na odredenoj vrsti terapije, kao i vreme uvodenja terapije u odnosu na vreme kada je bolest
dijagnostikovana. Uoceno je da primenom leka Rebif® (Interferon beta-1a) dolazi do najveéeg pada
antioksidativne zaStite u odnosu na druge lekove, Sto posredno moze da bude u saglasnosti sa
rezultatima studije Faraji i saradnika (250), koji su pokazali ve¢u efikasnost interferona beta-1a u
kombinaciji sa susamovim uljem. Studije su pokazale da susamovo ulje zbog svog antiinflamatornog
1 antioksidativnog delovanja dovodi do smanjenja proinflamatornih citokina, ali da tacan mehanizam
delovanja ulja jo$ uvek nije poznat (251, 252). Dobijeni rezultati imaju potencijalni klini¢ki znacaj u
prevenciji OS kod primene lekova Rebif® i Copaxone®.

Od otkri¢a Fingolimoda, prvog leka iz grupe S1P-modulatora, do Siponimoda, novog molekula koji
je nedavno odobren za leCenje sekundarne progresivne multiple skleroze (SPMS), doslo je do velikog
napretka u razumevanju funkcija SI1P i njihovog uc¢e$c¢a u imunoloskim bolestima, uklju¢uju¢i MS
(253). U nasoj studiji, jedino su lekovi iz grupe S1IPR-modulatora imali efekat na pad indeksa OSI
(Slika 30C.), a nisu imali efekat na promenu biomarkera 8-oksodG/kreatinin u odnosu na procenjenu
srednju pocetnu vrednost ovog biomarkera (Slika 30D.). Na osnovu dobijenih rezultata moze da se
zakljuci da terapija SIPR-modulatorima deluje preventivno na razvoj OS, ali i da je Sestomese¢ni
period bio verovatno kratak da bi se ispoljili efekti ove terapije na oksidativhu modifikaciju DNK.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa nedavnom studijom Yevgi i saradnika (254) u kojoj je pokazano
korisno dejstvo leka Fingolimod u smanjenju OS koji je procenjen sniZzenjem nivoa biomarkera TOS.
Jos§ uvek je nepoznat mehanizam koji je odgovoran za antioksidativna svojstva leka Fingolimod.

90



5.4.2. Uticaj Sestomesecne DMT terapije na nivo serumskih lakih lanaca

neurofilamenata (SNfL)

Serumski laki lanac neurofilamenta predstavlja biomarker oste¢enja neurona u MS, posebno u slucaju
,klinicki tihe bolesti” kada je tesko protumaciti klinicke promene (145).

Nakon Sestomesecnog pracenja DMT terapije, utvrdeno je da se nivo sNfL zacajno promenio i da je
na tu promenu uticao pol (Tabela 35.). Na Slici 31A., mozZe se videti da je porast SNfL, nakon Sest
meseci pracenja bio visi kod Zena, dok je ova promena kod muskaraca bila neznatna. Ovo moze
ukazivati na ve¢u podloznost Zena oStecenju aksona, a samim tim i na vaznost ranog uvodenja DMT
kod Zena sa MS. Kada je uklonjen uticaj pocetnih vrednosti za sNfL pre uvodenja terapije, uocen je
najvec¢i porast nivoa sNfL nakon Sestomesecne terapije modulatorima S1P receptora (Slika 32A.),
izvestan pad kod terapije Betaferonom®, a izostanak promene je zabeleZen kod pacijenata na terapiji
lekovima Rebif® i Copaxone®. Rezultati nase studije su u suprotnosti sa studijom Kuhle i saradnika
(220) koja je pokazala da lekovi Fingolimod i Interferon 3-1a znac¢ajno redukuju nivo sNfL ve¢ tokom
Sest meseci terapije, U odnosu na grupu pacijenata koja je primala placebo. U ovoj studiji pad
vrednosti sSNfL nakon Sest meseci je bio za oko 35%, dok je kod leka Interferon -1a bio svega 14%.
Porast nivoa sNfL nakon Sestomesecne terapije lekovima iz grupe modulatora S1P receptora,
dobijena u nasoj studiji moze biti posledica toga $to je kod ovih pacijenata terapija uvedena tek kada
se razvio tezi oblik bolesti, tako da je izostao pozitivan efekat terapije na pad NfL. Nesto drugaciji
rezultat u vezi sa efikasnos¢u leka Fingolimod dobijena je u studiji Piehl i saradnika (255) koji su
redukciju nivoa sNfL u odnosu na pocetnu vrednost zabelezili u 12. mesecu od uvodenja
Fingolimoda, sa stabilnim odrzavanjem nivoa sNfL do 24. meseca praéenja. Studija Varhaug i
saradnika (256) je utvrdila nepromenjen nivo sNfL u Sestom mesecu pracenja terapije Interferon f3-
la, a pad ovog biomarkera je zabelezen tek u 12. i 24 mesecu nakon uvodenja terapije ovim lekom.
S obzirom da u nasoj studiji nije zabelezena promena sNfL nakon $estomeseéne terapije lekom Rebif®
koji predstavlja lek iz grupe Interferon B-1a, moze da se zakljuci da je rezultat naSeg ispitivanja u
skladu sa pomenutom studijom Varhaug i saradnika (256).

5.4.3. Uticaj Sestomesecne terapije na nivo sfingozin-1-fosfata (S1P)

U naSoj studiji, primenom t-testa parova uocen je porast sfingozin-1-fosfata (S1P) nakon
Sestomeseéne primene leka Copaxone® (Tabela 36.). Kada se ukloni uticaj pocetnih vrednosti S1P,
uocdava se da nakon Sestomesecne primene lekova Betaferon® i Rebif® opada nivo S1P, a primenom
lekova Copaxone® i modulatora S1P receptora dolazi do njegovog porasta (Slika 32.). Znacaj
dobijenih rezultata nije moguce trenutno proceniti. Takode nije moguce objasniti koji su mehanizmi
delovanja ovih lekova eventualno odgovorni za porast, odnosno smanjenje nivoa cirkuliSu¢eg S1P.

Interesantno da je terapija modulatorima S1P receptora ispoljila potpuno suprotne efekte na nivoe
S1P i sNfL (Slika 33), posmatrano prema polu. Kod Zena uocen je gotovo istovetan porast S1P (5%)
i SNfL (10%) nakon Sestomesecne terapije modulatorima S1P receptora, dok je kod muskaraca uocen
pad S1P (3,6 %) i SNfL (5%) u odnosu na pocetne vrednosti ovog biomarkera. Ove polne razlike koje
se javljaju nakon terapije modulatorima S1P receptora, trenutno nije moguce objasniti, ali mogu

ukazati na losiji ishod ove terapije kod Zena.
91



5.4.4. Uticaj Sestomesecne terapije na nivo metabolita triptofana (kinureninska i

hinolinska Kiselina)

S obzirom da su metaboliti KP, uklju¢eni u patofizioloSke mehanizme nastanka i progresije MS (257),
jedan od ciljeva naSe studije je bio da se ispita potencijlni efekat DMT terapije na nivoe
neuroprotektivne kinureninske kiseline i neurotoksi¢ne hinolinske kiseline nakon Sestomesecne
terapije. Nedavna studija Lim i saradnika (258) je sugerisala na znacaj odredivanja odnosa metabolita
hinolinske 1 kinureninske kliseline (QA/KA), jer se ovim indeksom procenjuje ukupna
ekscitotoksi¢nost kinureninskog metaboli¢kog puta. Potencijalni klinicki znac¢aj bi bio primena ovih
metabolita kao biomarkera za procenu ishoda DMT terapije.

Primenom t-testa parova, analizirane su promene u nivoima KA, QA i indeksa QA/KA u odnosu na
primenjenu terapiju nakon perioda od Sest meseci. Utvrdeno je znacajno povecanje KA i znacajan
pad indeksa QA/KA nakon $estomeseéne terapije lekom Copaxone® (Tabela 37.). Medutim, kada se
ukloni uticaj pocetnih vrednosti ispitivanih biomarkera, moze se uociti na Slici 32E. da je indeks
QA/KA kod primene lekova Copaxone® i modulatora S1P receptora bio zna¢ajno nizi nakon
Sestomesecne terapije u odnosu na pocetne vrednosti. Ovaj rezultat upucuje da bi indeks QA/KA
mogao biti koristan za praéenje efikasnosti terapije lekovima Copaxone® i modulatora S1P receptora.

S druge strane, na Slici 32E., moze se zapaziti da lekovi iz grupe Interferona-p (Betaferon® i Rebif®)
pokazuju tendenciju porasta indeksa QA/KA. Guillemin i saradnici (259) su pokazali da lekovi iz
grupe Interferona-f 1b, u terapijskim dozama mogu da indukuju sintezu QA, povecanjem ekspresije
glavnog regulatornog enzima indoleamin 2,3-dioksigenaze (IDO) u makrofagama i na taj nacin
umanje efikasnost ovih lekova. Trend porasta QA koji smo u nasoj studiji uocili nakon Sestomese¢ne
terapije lekom Betaferon® iz grupe lekova Interferona-B 1b (Slika 32D.) je u saglasnosti za
navedenom studijom.

Kako je period pracenja efekata lekova na metabolite triptofana bio samo Sest meseci, buduca studija
bi trebalo da se proSiri na duzi vremenski period, kako bi se potvrdili dobijeni rezultati i potencijalno
otkrile nove moguc¢nosti za primenu biomarkera KA i QA za pracenje ishoda DMT terapije kod
pacijenata sa MS.

5.5. Povezanost progresije multiple skleroze i upotrebe mileka u ishrani MS

pacijenata koji su bili na DMT terapiji

U istrazivanjima koja su sprovedena tokom proteklih godina zapazena je visoka korelacija izmedu
prevalencije MS i upotrebe mleka, uz pretpostavku da zbog povecanja antitela na neke od mle¢nih
proteina dolazi do unakrsne reakcije sa proteinima mijelina kod MS-pacijenata (260, 261). Obimna
studija Malosse i saradnika (43), koja je obuhvatila podatke o povezanosti konzumacije mleka i mle¢nih
proizvoda iz 27 zemalja sveta, potvrdila je povezanost konzumiranja mleka i pojave klini¢ki ispoljene MS.

Podaci o upotrebi mleka u ishrani kod MS-pacijenata u nasoj studiji su prikupljeni pomocu upitnika.
Analizom su obuhvaceni pacijenti koji su primali DMT terapiju. Pacijenti koji su u ishrani koristili
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mleko imali su znacajno viSe vrednosti za MSSS skor u odnosu na pacijente koji nisu konzumirali
mleko (Slika 34.). Dodatno, utvrdili smo da u grupi koja je konzumirala mleko postoji trend vece
ucestalosti tezeg oblika MS (MSSS>6,7) u odnosu na blazi i srednje teski oblik bolesti (MSSS<6,7)
(Slika 35.). Mozemo pretpostaviti da mleko predstavlja faktor rizika u progresiji MS. Literaturni
podaci pokazuju da dominantni protein iz mleka, kazein, ispoljava znacajne antigenske osobine (262).
Takode, Chunder i saradnici (263) su pokazali da imuni odgovor na kazein moZe pogorsati
demijelinizaciju u MS kao rezultat homologije sekvence izmedu kazeina i mijelina. Stavise, rezultati ove
studije sugeriSu da vec¢a upotreba mleka i mle¢nih proizvoda moze pogorsati autoimuni odgovor u MS.

Literaturni podaci takode povezuju drugi mleéni protein, butirofilin, sa rizikom od pojave MS, koji
aktivacijom imunskog sistema oStecuje mijelin oligodendrocita (264). Munger i saradnici (261) su u
svom istrazivanju sugerisali da unos vitamina D u dozama od 400 IU/dan i vise je povezano sa manjim
rizikom od nastanka MS, dok je unos punomasnog mleka bio povezan sa povecanim rizikom od ove bolesti.

Nasi rezultati ukazuju da je konzumacija kravljeg mleka povezana sa progresijom MS, $to moze biti

od klinickog znacaja. Savetovanjem pacijenata obolelih od MS da ne konzumiraju kravlje mleko
moze se uticati na prevenciju pojave tezeg oblika ove bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima i na osnovu analize dobijenih rezultata moze da se zakljuci sledece:

10.

Pacijenti sa multiplom sklerozom (MS) imaju poveéan nivo oksidativnog stresa, procenjenog
na osnovu povisenih biomarkera TOS, OSI i 8-oksodG/kreatinin u odnosu na zdrave ispitanike.

MS-Zene imaju nizi nivo biomarkera TAS, povecan nivo TOS i 8-oksodG/kreatinin u odnosu
na MS-muskarce Sto ukazuje da su Zene u povecanom riziku od oksidativnog stresa i
ucestalijoj pojavi MS u odnosu na muskarce.

MS-muskarci imaju nizi nivo TAS u odnosu na zdrave ispitanike, dok MS-zene imaju visi
nivo TOS, 8-oksodG/kreatinin i OSI u odnosu na zdrave Zene.

Kod MS-pacijenata-pusac¢a utvrden je visi nivo OSI i 8-oksodG/kreatinin u odnosu na kontrolnu
grupu §to ukazuje na povecan rizik za razvoj MS povezan sa oksidativnim stresom kod pusaca.

Dobijene su povisene vrednosti biomarkera 8-oksodG/kreatinin kod bivsih, pasivnih i aktivnih
pusaca u grupi MS-pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike istih pusackih navika, a u grupi
MS-pacijenata bivsi pusaci i pasivni pusaci imali visi nivo 8-0ksodG/kreatinin u odnosu na
pacijente-nepusace, Sto potvrduje da Stetni prooksidansi iz duvanskog dima uticu na oksidativno
oste¢enje DNK kod osoba koje su trenutno ili su bile izloZzene duvanskom dimu.

U ispitivanoj populaciji Srbije, pasivno pusenje je kod muskaraca povezano sa 10 puta veéim
rizikom za nastanak MS, dok je kod Zena ovaj rizik 13 puta veci.

MS-muskarci-pusaci sa teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7) imali su nizi nivo biomarkera
TAS u odnosu na MS-muskarce-nepusace sa istom tezinom bolesti, $to ukazuje da duvanski
smanjuje antioksidativnu zastitu kod obolelih muskaraca sa teSkim oblikom bolesti.

MS-Zene-pusaci sa teskim oblikom bolesti (MSSS>6,7) imali su vi$i nivo biomarkera TOS i
indeksa OSI u odnosu na MS-muskarce, istog pusackog statusa i tezine bolesti, $to ukazuje
na povecani rizik od OS kod Zena u odnosu na muskarce, obolele od teskog oblika MS.

Zdravi ispitanici koji su se izlagali suncu imali su visi nivo antioksidativne zastite (procenjen
pomocu biomarkera TAS) u odnosu na ispitanike koji se nisu izlagali suncu, a MS-pacijenti
koji se nisu izlagali suncu imali su visi nivo pro-oksidativnog biomarkera TOS u odnosu na
kontrolne ispitanike.

U grupi MS-pacijenata godine starosti su bile u pozitivnoj korelaciji sa biomarkerom TOS i

indeksom telesne mase, a indeks telesne mase je bio u pozitivnoj korelaciji sa biomarkerima
TAS i 8-oksodG/kreatinin.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Povisen oksidativni stres, procenjen na osnovu indeksa OSI i biomarkera 8-oksodG/kreatinin,
kao i pasivno pusenje predstavljaju nezavisne prediktore u nastanku MS u populaciji Srbije,
a najjacu prediktorsku mo¢ ima indeks OSI, §to ukazuje na njegov potencijalni klinicki znacaj
u proceni rizika za nastanak MS.

Geneticka varijanta enzima OGG1 rs1052133 u populaciji Srbije nije odstupala od Hardy-
Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj grupi i kod MS-pacijenata.

Distribucije genotipova i alela enzima OGG1 rs1052133 u populaciji Srbije izmedu kontrolne
grupe (CC=0,5709; CG=0,3846; GG=0,0445; C alel=0,7632; G alel=0,2386) i MS-pacijenata
(CC=0,6447; CG=0,3158; GG=0,0395; C alel=0,8026; G alel=0,1974) nisu se razlikovale.

Uocen je trend (verovatnoca je bila na granici znacajnosti) vece ucestalosti homozigota CC
kod MS-muskaraca u odnosu na zdrave muskarce.

MS-pacijenti nosioci C alela (CC homozigoti i CG heterozigoti) imali su vis$i nivo 8-
oksodG/kreatinina u odnosu na zdrave ispitanike istog genotipa, dok kod GG homozigota nije
postojala razlika, Sto potencijalno ukazuje da pracéenje nivoa 8-oksodG/kreatinin nije
pokazatelj samo sistemskih efekata OS, vec i efikasnosti Sistema reparacije DNK.

MS-pacijenti koji su nosioci G alela (CG i GG) imali su visi nivo 8-oksodG/kreatinina u
odnosu na MS-pacijente koji su bili CC homozigoti, $to moze potencijalno ukazati na vecu
izlozenost sistemskim efektima OS kod nosilaca G alela, nasuprot njegovoj smanjenoj
reparacionoj sposobnosti.

MS-pacijenti koji su bili CC homozigoti i pusaci imali su visi 8-oksodG/kreatinin u odnosu
na MS-pacijente nepusace, istog genotipa, Sto potencijalno ukazuje na povecani rizik kod CC
homozigota prema OS izazvanog pusenjem kod obolelih od MS.

MS-Zene su imale viSe nivoe biomarkera sNfL u odnosu na MS-muskarce, $to ukazuje na
vece oStecenje aksona kod Zena i istiCe znacaj ranog uvodenja terapije, posebno kod Zena.

MS-Zene koje su nosioci G alela (CG 1 GG) su imale vi$i nivo sNfL u odnosu na MS-Zene
koje su bile homozigoti CC, kao i u odnosu na MS-muskarce-nosioce G alela, $to potencijalno
ukazuje da ve¢i rizik od oStecenja aksona imaju zene nosioci G alela.

MS-pacijenti mladi od 30 godina, nezavisno od pola, imali su vise vrednosti za sSNfL i SIP u
odnosu na starije od 30 godina, $to ukazuje na potencijalno veci rizik pogorsanja bolesti kod
mladih osoba.

MS-Zene, starije od 30 godina imale su visi nivo sNfL u odnosu na muskarce iste starosne
dobi, $to ukazuje na potencijalno ve¢i rizik od pogorsanja bolesti kod Zena sa starenjem.

Utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu biomarkera sNfL i S1P kod MS-pacijenata sa
teSkim oblikom bolesti (MSSS>6,7).
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Kod MS-muskaraca utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu MSSS skora i
biomarkera S1P.

MS-Zene sa teskim oblikom MS (MSSS>6,7) su imale visi nivo hinolinske kiseline u odnosu
na MS-Zene sa lak§im i umereno teSkim oblikom bolesti (MSSS<6,7), Sto potencijalno
ukazuje da kod Zena hroni¢na aktivacija KP i povecano stvaranje neurotoksi¢ne hinolinske
kiseline povecava rizik od neurodegeneracije.

MS-pacijenti bez DMT terapije su imali visi MSSS skor, visi nivo 8-oksodG/kreatinina i nizi
nivo TAS u odnosu na MS-pacijente koji su primali DMT, §to ukazuje na zastitni efekat DM T
od razvoja OS.

U grupi pacijenata na DMT terapiji Zene-nepusaci imaju visi nivo indeksa OSI u odnosu na
muskarce istog puSackog i terapijskog statusa, Sto potvrduje vecu podloZznost Zena OS u
odnosu na muskarce i da bi DMT terapija kod Zena trebalo da bude dopunjena
antioksidativnom terapijom.

MS-Zene-nepusaci koje su bile na DMT terapiji imale su nizi nivo biomarkera 8-
oksodG/kreatinin u odnosu na MS-zene nepuSace koje nisu primale DMT, $to dodatno
ukazuje na zastitni efekat DMT terapije od sistemskih efekata OS kod Zena.

Kod MS-pacijenata sa skorom MSSS>6,7, pacijenti bez DMT terapije imali su zna¢ajno nizi
nivo TAS i visi indeks OSI u odnosu na pacijente koji su primali DMT terapiju, sto ukazuje
na zastitni efekat DMT terapije od sistemskih efekata OS kod teSkog oblika MS.

MS-Zene sa skorom MSSS>6,7 koje su bile na DMT terapiji imale su imale znacajno visi indeks
OSI u odnosu na MS-Zene sa skorom MSSS<6,7, koje su takode primale DMT terapiju, §to
ukazuje na ograniceni efekat DMT terapije na prevenciju razvoja OS i pojave teskog oblika MS.

MS-Zene sa skorom MSSS>6,7 koje su bile na DMT terapiji imale su znac¢ajno nizi nivo
indeksa OSI u odnosu na MS-Zene bez terapije i sa istom tezinom bolesti, $to ukazuje na
zaStitni efekat DMT terapije od progresije MS kod Zena, povezane sa oksidativnim stresom.

MS-Zene sa sa skorom MSSS<6,7 koje su bile na DMT imale su znacajno nizi nivo 8-
oksodG/kreatinina u odnosu na MS-zene bez terapije sa istom tezinom bolesti, $to ukazuje na
zaStitni efekat DMT terapije od razvoja negativnih sistemskih efekata OS kod lakseg i
umereno teSkog oblika bolesti.

MS-Zene su nakon Sestomesecne DMT terapije imale znacajno veci porast biomarkera sNfL
u odnosu na MS-muskarce, nakon istog perioda pra¢enja DMT terapije.

Nakon Sestomesecne DMT terapije, kod oba pola uocen je trend porasta kinureninske kiseline,

pad nivoa hinolinske kiseline 1 znacajan pad indeksa QA/KA, §to ukazuje na zastitni efekat
ove terapije od nakupljanja neurotoksi¢nih metabolita KP-a.
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Terapija lekom Copaxone®, nakon $est meseci dovodi do znagajnog porasta kinureninske
kiseline, znac¢ajnog porasta S1P i opadanja indeksa QA/KA.

Kada se ukloni uticaj pocCetnih vrednosti biomarkera, pre uvodenja terapije, mogu se uociti
slede¢i trendovi: najveci porast sNfL je bio kod pacijenata na terpiji SI1PR-modulatorima;
najveéi pad indeksa QA/KA je bio kod pacijenata koji su primali lekove Copaxone® i S1IPR-
modulatore.

Terapija S1IPR-modulatorima nakon Sestomese¢ne terapije ispoljila je potpuno suprotne
efekte na nivoe S1P i SNfL u odnosu na pol: kod MS-Zena uocen je porast nivoa S1P (za 5%)
I SNfL (za 10%), dok je kod muskaraca uocen pad nivoa S1P (za 3,6 %) i SNfL (za 5%) u
odnosu na vrednosti ovih biomarkera, pre primene SIPR-modulatora.

MS-pacijenti koji su u ishrani koristili kravlje mleko imali su znacajno vise vrednosti za

MSSS skor u odnosu na MS-pacijente koji nisu konzumirali mleko, $to ukazuje da
konzumiranje mleka predstavlja faktor rizika za progresiji MS.

97



7. LITERATURA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Filippi M, Bar-Or A, Piehl F, et al. Multiple sclerosis. Nat Rev Dis Primers. 2018;4(1):43.
Walton C, King R, Rechtman L, et al. Rising prevalence of multiple sclerosis worldwide:
Insights from the Atlas of MS, third edition. Mult Scler. 2020;26(14):1816-1821.

The Multiple sclerosis international federation, Atlas of MS, Epidemiology report, 3rd
Edition, 2020. Link: https://www.msif.org/wp-content/uploads/2020/12/Atlas-3rd-Edition-
Epidemiology-report-EN-updated-30-9-20.pdf.

Interactive map of Atlas of MS 2022.

Link: https://www.atlasofms.org/map/global/epidemiology/number-of-people-with-ms.

Toncev G, Miletic Drakulic S, Knezevic Z, et al. Prevalence of multiple sclerosis in the
Serbian district Sumadija. Neuroepidemiology. 2011;37(2):102-106.

GBD 2016 Multiple Sclerosis Collaborators. Global, regional, and national burden of
multiple sclerosis 1990-2016: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study
2016. Lancet Neurol. 2019;18:269-285.

Sadovnick AD. Genetic background of multiple sclerosis. Autoimmun Rev. 2012;11(3):163-166.
Kamm CP, Uitdehaag BM, Polman CH. Multiple sclerosis: current knowledge and future
outlook. Eur Neurol. 2014;72(3-4):132-141.

Lill CM. Recent advances and future challenges in the genetics of multiple sclerosis. Front
Neurol. 2014;5:130.

Hollenbach JA, Oksenberg JR. The immunogenetics of multiple sclerosis: A comprehensive
review. J Autoimmun. 2015; 64:13-25.

Alfredsson L, Olsson T. Lifestyle and environmental factors in multiple sclerosis. Cold
Spring Harb Perspect Med. 2019;9(4):a028944.

Belbasis L, Bellou V, Tzoulaki I, Evangelou E. Early-life factors and risk of Multiple
Sclerosis: An MR-EWAS. Neuroepidemiology. 2020;54(6):433-445.

Belbasis L, Bellou V, Evangelou E, Tzoulaki I. Environmental factors and risk of multiple
sclerosis: findings from meta-analyses and Mendelian randomization studies. Mult Scler.
2020;26(4):397-404.

Lee J, Taneja V, Vassallo R. Cigarette smoking and inflammation: cellular and molecular
mechanisms. J Dent Res. 2012; 91(2): 142-149.

Huang MF, Lin WL, Ma YC. A study of reactive oxygen species in mainstream of cigarette.
Indoor Air. 2005;15:135-140.

Wingerchuk DM. Smoking: effects on multiple sclerosis susceptibility and disease
progression. Ther Adv Neurol Disord. 2012; 5(1):13-22.

Hedstrom AK, Hillert J, Olsson T, et al. Smoking and multiple sclerosis susceptibility. Eur J
Epidemiol. 2013; 28 (11):867-874.

Carlens C, Hergens MP, Grunewald J, et al. Smoking, use of moist snuff, and risk of chronic
inflammatory diseases. Am J Respir Crit Care Med. 2010;181(11):1217-1222.

Hedstrom AK, Baarnhielm M, Olsson T, Alfredsson. Tobacco smoking, but not Swedish
snuff use, increases the risk of multiple sclerosis. Neurology. 2009;73 (9): 696-701.
Sundstrom P, Nystrom L, Hallmans G. Smoke exposure increases the risk for multiple
sclerosis. Eur J Neurol. 2008;15(6):579-583.

98


https://www.msif.org/wp-content/uploads/2020/12/Atlas-3rd-Edition-Epidemiology-report-EN-updated-30-9-20.pdf
https://www.msif.org/wp-content/uploads/2020/12/Atlas-3rd-Edition-Epidemiology-report-EN-updated-30-9-20.pdf
https://www.atlasofms.org/map/global/epidemiology/number-of-people-with-ms

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Hedstrom AK, Béédrnhielm M, Olsson T, Alfredsson L. Exposure to environmental tobacco
smoke is associated with increased risk for multiple sclerosis. Mult Scler. 2011;17(7):788-793.
Shan M, Cheng HF, Song LZ, et al. Lung myeloid dendritic cells coordinately induce TH1
and TH17 responses in human emphysema. Sci Transl Med. 2009;1(4):4ral0.

Nakamura T, Ebihara I, Shimada N, Koide H. Effect of cigarette smoking on plasma
metalloproteinase-9 concentration. Clin Chim Acta. 1998;276(2):173-177.

Rosenberg GA. Matrix metalloproteinases biomarkers in multiple sclerosis. Lancet.
2005;365(9467):1291-1293.

Hernan MA, Olek MJ, Ascherio A. Cigarette smoking and incidence of multiple
sclerosis. Am J Epidemiol. 2001;154(1):69-74.

Coleman JW. Nitric oxide in immunity and inflammation. Int Immunopharmacol.
2001;1(8):1397-1406.

Lucas RM, Byrne SN, Correale J, Ilschner S, Hart PH. Ultraviolet radiation, vitamin D and
multiple sclerosis. Neurodegener Dis Manag. 2015;5(5):413-424.

Sandberg L, Bistrom M, Salzer J, Vigberg M, Svenningsson A, Sundstrém P. Vitamin D and
axonal injury in multiple sclerosis. Mult Scler. 2016;22(8):1027-1031.

Sassi F, Tamone C, D'Amelio P. Vitamin D: Nutrient, Hormone, and
Immunomodulator. Nutrients. 2018;10(11):1656.

Sundstrém P, Salzer J. Vitamin D and multiple sclerosis—from epidemiology to
prevention. Acta Neurol Scand. 2015;132(199):56-61.

Breuer J, Schwab N, Schneider-Hohendorf T, et al. Ultraviolet B light attenuates the systemic
immune response in central nervous system autoimmunity. Ann Neurol. 2014;75(5):739-758.
Abad P, Pérez M, Castro E, Alarcon T, Santibafiez R, Diaz F. Prevalencia de esclerosis
multiple en Ecuador, Neurologia. 2010;25(5):309-313.

Berg-Hansen P, Moen SM, Sandvik L, et al. Prevalence of multiple sclerosis among
immigrants in Norway. Mult Scler. 2015;21(6):695-702.

Ahlgren C, Lycke J, Odén A, Andersen O. High risk of MS in Iranian immigrants in
Gothenburg, Sweden. Mult Scler. 2010;16(9):1079-1082.

Gale CR, Martyn CN. Migrant studies in multiple sclerosis. Prog Neurobiol. 1995;47(4-5):425-448.
Ahlgren C, Odén A, Lycke J. A nationwide survey of the prevalence of multiple sclerosis in
immigrant populations of Sweden. Mult Scler. 2012;18(8):1099-1107.

Makhani N, Morrow SA, Fisk J, et al. MS incidence and prevalence in Africa, Asia, Australia
and New Zealand: A systematic review. Mult Scler Relat Disord. 2014;3(1):48-60.

Lumeng CN, Bodzin JL, Saltiel AR. Obesity induces a phenotypic switch in adipose tissue
macrophage polarization. J Clin Invest. 2007;117(1):175-184.

Procaccini C, Pucino V, Mantzoros CS, Matarese G. Leptin in autoimmune
diseases. Metabolism. 2015;64(1):92-104.

Matarese G, Carrieri PB, La Cava A, et al. Leptin increase in multiple sclerosis associates
with reduced number of CD4(+)CD25+ regulatory T cells. Proc Natl Acad Sci U S A.
2005;102(14):5150-5155.

Matarese G, Carrieri PB, Montella S, De Rosa V, La Cava A. Leptin as a metabolic link to
multiple sclerosis. Nat Rev Neurol. 2010;6(8):455-461.

Butcher PJ. Milk consumption and multiple sclerosis--an etiological hypothesis. Med
Hypotheses. 1986;19(2):169-178.

99



43.

44

45.

46.

47.

48.

49.

50.

ol

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59

60.

61.

62.

Malosse D, Perron H, Sasco A, Seigneurin JM. Correlation between milk and dairy product
consumption and multiple sclerosis prevalence: a worldwide study. Neuroepidemiology.
1992;11(4-6):304-312.
Itoh T. Neuron—oligodendrocyte interaction in neuroinflammation. Clin. Exp. Neuroimmunol.
2015; 6:232-244
Grzegorski T, Losy J. Multiple sclerosis - the remarkable story of a baffling disease. Rev
Neurosci. 2019;30(5):511-526.
Lublin FD, Reingold SC, Cohen JA, et al. Defining the clinical course of multiple sclerosis:
the 2013 revisions. Neurology. 2014;83(3):278-286.
Paty DW, Noseworthy JH, Ebers GC. Diagnosis of multiple sclerosis. In: Paty DW, Ebers
GC, editors. Multiple sclerosis. Philadelphia: FA Davis Company. 1997:48-51.
Bove R, Chitnis T. The role of gender and sex hormones in determining the onset and
outcome of multiple sclerosis. Mult Scler. 2014;20(5):520-526.
Kurtzke JF. Rating neurologic impairment in multiple sclerosis: an expanded disability status
scale (EDSS). Neurology. 1983;33(11):1444-1452.
Roxburgh RH, Seaman SR, Masterman T, et al. Multiple sclerosis severity Score: using
disability and disease duration to rate disease severity. Neurology. 2005;64(7):1144-1151.
Charlson R, Herbert J, Kister I. >CME/CNE ARTICLE: Severity Grading in Multiple
Sclerosis: A Proposal. Int J MS Care. 2016;18(5):265-270.
Pittock SJ, McClelland RL, Mayr WT, et al. Clinical implications of benign multiple
sclerosis: a 20-year population-based follow-up study. Ann Neurol. 2004;56(2):303-306.
DeLuca GC, Ramagopalan SV, Herrera BM, et al. An extremes of outcome strategy provides
evidence that multiple sclerosis severity is determined by alleles at the HLA-DRBI
locus. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(52):20896-20901.
Polman CH, Reingold SC, Banwell B, et al. Diagnostic criteria for multiple sclerosis: 2010
revisions to the McDonald criteria. Ann Neurol. 2011;69(2):292-302.
Thompson AJ, Banwell BL, Barkhof'F, et al. Diagnosis of multiple sclerosis: 2017 revisions
of the McDonald criteria. Lancet Neurol. 2018;17(2):162-173.
Stepanovic-Petrovic R, Micov A. Novel approaches in the treatment of multiple sclerosis.
Arhiv za farmaciju.2015; 65:223-236.
Leussink VI, Jung S, Merschdorf U, Toyka KV, Gold R. High-dose methylprednisolone
therapy in multiple sclerosis induces apoptosis in peripheral blood leukocytes. Arch Neurol.
2001;58(1):91-97.
Myhr KM, Mellgren SI. Corticosteroids in the treatment of multiple sclerosis. Acta Neurol
Scand Suppl. 2009;(189):73-80.
Prager B, Spampinato SF, Ransohoff RM. Sphingosine 1-phosphate signaling at the blood-
brain barrier. Trends Mol Med. 2015;21(6):354-363.
Li H, Hu F, Zhang Y, Li K. Comparative efficacy and acceptability of disease-modifying
therapies in patients with relapsing-remitting multiple sclerosis: a systematic review and
network meta-analysis. J Neurol. 2020;267(12):3489-3498.
Yong VW. Differential mechanisms of action of interferon-beta and glatiramer aetate in
MS. Neurology. 2002;59(6):802-808.
Cohan SL, Hendin BA, Reder AT, et al. Interferons and Multiple Sclerosis: Lessons from 25
Years of Clinical and Real-World Experience with Intramuscular Interferon Beta-la
(Avonex). CNS Drugs. 2021;35(7):743-767.

100



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

McRae BL, Semnani RT, Hayes MP, van Seventer GA. Type I IFNs inhibit human dendritic
cell IL-12 production and Thl cell development. J Immunol. 1998;160(9):4298-4304.
Nagai T, Devergne O, van Seventer GA, van Seventer JM. Interferon-beta mediates opposing
effects on interferon-gamma-dependent Interleukin-12 p70 secretion by human monocyte-
derived dendritic cells. Scand J Immunol. 2007;65(2):107-117.
Panitch H, Miller A, Paty D, Weinshenker B; North American Study Group on Interferon
beta-1b in Secondary Progressive MS. Interferon beta-1b in secondary progressive MS:
results from a 3-year controlled study. Neurology. 2004;63(10):1788-1795.
Rojas JI, Romano M, Ciapponi A, Patrucco L, Cristiano E. Interferon Beta for primary
progressive multiple sclerosis. Cochrane Database Syst Rev. 2010;(1):CD006643.
Govindappa K, Sathish J, Park K, Kirkham J, Pirmohamed M. Development of interferon
beta-neutralising antibodies in multiple sclerosis--a systematic review and meta-
analysis. Eur J Clin Pharmacol. 2015;71(11):1287-1298.
Biolato M, Bianco A, Lucchini M, Gasbarrini A, Mirabella M, Grieco A. The Disease-
Modifying Therapies of Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis and Liver Injury: A
Narrative Review. CNS Drugs. 2021;35(8):861-880.
Rocco P, Eberini I, Musazzi UM, Franze S, Minghetti P. Glatiramer acetate: A complex drug
beyond biologics. Eur J Pharm Sci. 2019;133:8-14.
Aharoni R. The mechanism of action of glatiramer acetate in multiple sclerosis and
beyond. Autoimmun Rev. 2013;12(5):543-553.
Aharoni R. Immunomodulation neuroprotection and remyelination - the fundamental
therapeutic effects of glatiramer acetate: a critical review. J Autoimmun. 2014;54:81-92.
Arnon R, Aharoni R. Glatiramer Acetate: from Bench to Bed and Back. Isr Med Assoc J.
2019;21(3):151-157.
Melnikov M, Sharanova S, Sviridova A, et al. The influence of glatiramer acetate on Th17-
immune response in multiple sclerosis. PLoS One. 2020;15(10):e0240305.
Cohen JA, Chun J. Mechanisms of fingolimod's efficacy and adverse effects in multiple
sclerosis. Ann Neurol. 2011;69(5):759-777.
Loma I, Heyman R. Multiple sclerosis: pathogenesis and treatment. Curr Neuropharmacol.
2011;9(3):409-416.
Bordet R, Camu W, De Seze J, Laplaud DA, Ouallet JC, Thouvenot E. Mechanism of action
of s1p receptor modulators in multiple sclerosis: The double requirement. Rev Neurol (Paris).
2020;176(1-2):100-112.
Olsson T, Boster A, Fernandez O, et al. Oral ponesimod in relapsing-remitting multiple
sclerosis: a randomised phase II trial. J] Neurol Neurosurg Psychiatry. 2014;85(11):1198-1208.
Dutta R, Trapp BD. Mechanisms of neuronal dysfunction and degeneration in multiple
sclerosis. Prog Neurobiol. 2011;93(1):1-12.
Frohman EM, Racke MK, Raine CS. Multiple sclerosis--the plaque and its pathogenesis. N
Engl J Med. 2006;354(9):942-955.
Popescu BF, Lucchinetti CF. Pathology of demyelinating diseases. Annu Rev Pathol.
2012;7:185-217.
Haider L. Inflammation, Iron, Energy Failure, and Oxidative Stress in the Pathogenesis of
Multiple Sclerosis. Oxid Med Cell Longev. 2015;2015:725370.
Sharifi-Rad M, Anil Kumar NV, Zucca P, et al. Lifestyle, Oxidative Stress, and Antioxidants:
Back and Forth in the Pathophysiology of Chronic Diseases. Front Physiol. 2020;11:694.

101



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Phaniendra A, Jestadi DB, Periyasamy L. Free radicals: properties, sources, targets, and their
implication in various diseases. Indian J Clin Biochem. 2015;30(1):11-26.
Adamczyk B, Niedziela N, Adamczyk-Sowa M. Novel Approaches of Oxidative Stress
Mechanisms in the Multiple Sclerosis Pathophysiology and Therapy. In: Zagon IS,
McLaughlin PJ, eds. Multiple Sclerosis: Perspectives in Treatment and Pathogenesis.
Brisbane (AU): Codon Publications; 2017.
Tobore TO. Oxidative/Nitroxidative Stress and Multiple Sclerosis. ] Mol Neurosci.
2021;71(3):506-514.
Ortiz GG, Pacheco-Moisés FP, Bitzer-Quintero OK, et al. Immunology and oxidative stress
in multiple sclerosis: clinical and basic approach. Clin Dev Immunol. 2013;2013:708659.
Singh A, Kukreti R, Saso L, Kukreti S. Oxidative Stress: A Key Modulator in
Neurodegenerative Diseases. Molecules. 2019;24(8):1583.
Genestra M. Oxyl radicals, redox-sensitive signalling cascades and antioxidants. Cell Signal.
2007;19(9):1807-1819.
Park CW, Macinnis DJ, Priester J, Eisingerich AB, lacobucci D. Brand attachment and brand
attitude strength: conceptual and empirical differentiation of two critical brand equity drivers.
J Mark. 2010;74: 1-17.
Lassmann H. Multiple Sclerosis Pathology. Cold Spring Harb Perspect Med.
2018;8(3):a028936.
Gray E, Thomas TL, Betmouni S, Scolding N, Love S. Elevated myeloperoxidase activity in
white matter in multiple sclerosis. Neurosci Lett. 2008;444(2):195-198.
Chiurchiu V, Orlacchio A, Maccarrone M. Is Modulation of Oxidative Stress an Answer? The
State of the Art of Redox Therapeutic Actions in Neurodegenerative Diseases. Oxid Med
Cell Longev. 2016;2016:7909380.
Lassmann H, van Horssen J. Oxidative stress and its impact on neurons and glia in multiple
sclerosis lesions. Biochim Biophys Acta. 2016;1862(3):506-510.
Mao P, Reddy PH. Is multiple sclerosis a mitochondrial disease?. Biochim Biophys Acta.
2010;1802(1):66-79.
Tobore TO. On elucidation of the role of mitochondria dysfunction and oxidative stress in
multiple sclerosis. Neurology and Clinical Neuroscience.2019; 7:305-317.
Dutta R, McDonough J, Yin X, et al. Mitochondrial dysfunction as a cause of axonal
degeneration in multiple sclerosis patients. Ann Neurol. 2006;59(3):478-489.
Sas K, Robotka H, Toldi J, Vécsei L. Mitochondria, metabolic disturbances, oxidative stress
and the kynurenine system, with focus on neurodegenerative disorders. ] Neurol Sci.
2007;257(1-2):221-239.
Lee JY, Taghian K, Petratos S. Axonal degeneration in multiple sclerosis: can we predict and
prevent permanent disability?. Acta Neuropathol Commun. 2014;2:97.
Pérez-De La Cruz V, Elinos-Calderon D, Carrillo-Mora P, et al. Time-course correlation of
early toxic events in three models of striatal damage: modulation by proteases
inhibition. Neurochem Int. 2010;56(6-7):834-842.
Lugo-Huitrén R, Ugalde Muiiiz P, Pineda B, Pedraza-Chaverri J, Rios C, Pérez-de la Cruz
V. Quinolinic acid: an endogenous neurotoxin with multiple targets. Oxid Med Cell Longev.
2013;2013:104024.

102



101. Winiarska-Mieczan A, Baranowska-Wojcik E, Kwiecien M, et al. The Role of Dietary
Antioxidants in the Pathogenesis of Neurodegenerative Diseases and Their Impact on
Cerebral Oxidoreductive Balance. Nutrients. 2020;12(2):435.

102. Miller ED, Dziedzic A, Saluk-Bijak J, Bijak M. A Review of Various Antioxidant
Compounds and their Potential Utility as Complementary Therapy in Multiple
Sclerosis. Nutrients. 2019;11(7):1528.

103. Moezzi D, Dong Y, Jain RW, et al. Expression of antioxidant enzymes in lesions of multiple
sclerosis and its models. Sci Rep. 2022;12(1):12761.

104. Andreoli TE. Free radicals and oxidative stress. Am J Med. 2000;108(8):650-651.

105. Winiarska-Mieczan A. Protective effect of tea against lead and cadmium-induced oxidative
stress-a review. Biometals. 2018;31(6):909-926.

106. Pejic S, Stojikjkovic V, Todorovic A, et al. Antioxidant Enzymes in Brain Cortex of Rats
Exposed to Acute, Chronic and Combined Stress. Folia Biol (Krakow). 2016;64(3):189-195.

107. Ansar Ahmed S, Penhale WJ, Talal N. Sex hormones, immune responses, and autoimmune
diseases. Mechanisms of sex hormone action. Am J Pathol. 1985;121(3):531-551.

108. Hewagama A, Patel D, Yarlagadda S, Strickland FM, Richardson BC. Stronger
inflammatory/cytotoxic T-cell response in women identified by microarray analysis. Genes
Immun. 2009;10(5):509-516.

109. Su LF, Kidd BA, Han A, Kotzin JJ, Davis MM. Virus-specific CD4(+) memory-phenotype
T cells are abundant in unexposed adults. Immunity. 2013;38(2):373-383.

110. Fairweather D, Frisancho-Kiss S, Rose NR. Sex differences in autoimmune disease from a
pathological perspective. Am J Pathol. 2008;173(3):600-609.

111. Zandman-Goddard G, Peeva E, Shoenfeld Y. Gender and autoimmunity. Autoimmun Rev.
2007;6(6):366-372.

112. Ziemssen T, Akgiin K, Briick W. Molecular biomarkers in multiple sclerosis.J
Neuroinflammation. 2019;16(1):272.

113. Erel O. A novel automated direct measurement method for total antioxidant capacity using a new
generation, more stable ABTS radical cation. Clin Biochem 2004;37:277-285.

114. Erel, O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clin
Biochem 2005;38:1103—1111.

115. Kosecik M, Erel O, Sevinc E, Selek S. Increased oxidative stress in children exposed to
passive smoking. Int J Cardiol. 2005;100(1):61-64.

116. Cadet J, Davies KJA, Medeiros MH, Di Mascio P, Wagner JR. Formation and repair of
oxidatively generated damage in cellular DNA. Free Radic Biol Med. 2017;107:13-34.
117.Ba X, Boldogh I. 8-Oxoguanine DNA glycosylase 1: Beyond repair of the oxidatively

modified base lesions. Redox Biol. 2018;14:669-678.

118.Li H, Hao X, Zhang W, Wei Q, Chen K. The hOGG1 Ser326Cys polymorphism and lung
cancer risk: a meta-analysis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2008;17(7):1739-1745.

119. Valavanidis A, Vlachogianni T, Fiotakis C. 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (§-OHdG): A
critical biomarker of oxidative stress and carcinogenesis. J Environ Sci Health C Environ
Carcinog Ecotoxicol Rev. 2009;27(2):120-139.

120. Altieri F, Grillo C, Maceroni M, Chichiarelli S. DNA damage and repair: from molecular
mechanisms to health implications. Antioxid Redox Signal. 2008;10(5):891-937.

103



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Cooke MS, Olinski R, Loft S; European Standards Committee on Urinary (DNA) Lesion
Analysis. Measurement and meaning of oxidatively modified DNA lesions in urine. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2008;17(1):3-14.

Evans MD, Saparbaev M, Cooke MS. DNA repair and the origins of urinary oxidized 2'-
deoxyribonucleosides. Mutagenesis. 2010;25(5):433-442.

Pawlas N, Olewinska E, Markiewicz-Gorka I, et al. Oxidative damage of DNA in subjects
occupationally exposed to lead. Adv Clin Exp Med. 2017;26(6):939-945.

Lee KF, Chung WY, Benzie IF. Urine 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-o0xodG), a
specific marker of oxidative stress, using direct, isocratic LC-MS/MS: Method evaluation
and application in study of biological variation in healthy adults. Clin Chim Acta.
2010;411(5-6):416-422.

Poulsen HE, Nadal LL, Broedbaek K, Nielsen PE, Weimann A. Detection and interpretation
of 8-0oksodG and 8-oxoGua in urine, plasma and cerebrospinal fluid. Biochim Biophys Acta.
2014;1840(2):801-808.

Waikar SS, Sabbisetti VS, Bonventre JV. Normalization of urinary biomarkers to creatinine
during changes in glomerular filtration rate. Kidney Int. 2010;78(5):486-494.

Mesaros C, Arora JS, Wholer A, Vachani A, Blair IA. 8-Oxo-2'-deoxyguanosine as a
biomarker of tobacco-smoking-induced oxidative stress. Free Radic Biol Med.
2012;53(3):610-617.

Dherin C, Radicella JP, Dizdaroglu M, Boiteux S. Excision of oxidatively damaged DNA
bases by the human alpha-hOggl protein and the polymorphic alpha-hOggl(Ser326Cys)
protein which is frequently found in human populations. Nucleic Acids Res.
1999;27(20):4001-4007.

Karahalil B, Emerce E, Kocer B, Han S, Alkis N, Karakaya AE. The association of OGG1
Ser326Cys polymorphism and urinary 8-OHdG levels with lung cancer susceptibility: a
hospital-based case-control study in Turkey. Arh Hig Rada Toksikol. 2008;59(4):241-250.
Soliman AHM, Zaki NN, Fathy HM, Mohamed AA, Ezzat MA, Rayan A. Genetic
polymorphisms in XRCC1, OGG1, and XRCC3 DNA repair genes and DNA damage in
radiotherapy workers. Environ Sci Pollut Res Int. 2020;27(35):43786-43799.

Torok N, Tanaka M, Vécsei L. Searching for Peripheral Biomarkers in Neurodegenerative
Diseases: The Tryptophan-Kynurenine Metabolic Pathway. Int J Mol Sci. 2020;21(24):9338.
Mor A, Tankiewicz-Kwedlo A, Krupa A, Pawlak D. Role of Kynurenine Pathway in
Oxidative Stress during Neurodegenerative Disorders. Cells. 2021;10(7):1603.

Nourbakhsh B, Bhargava P, Tremlett H, Hart J, Graves J, Waubant E. Altered tryptophan
metabolism is associated with pediatric multiple sclerosis risk and course. Ann Clin Transl
Neurol. 2018;5(10):1211-1221.

Lovelace MD, Varney B, Sundaram G, et al. Current Evidence for a Role of the Kynurenine
Pathway of Tryptophan Metabolism in Multiple Sclerosis. Front Immunol. 2016;7:246.
Pukoli D, Polydk H, Rajda C, Vécsei L. Kynurenines and Neurofilament Light Chain in
Multiple Sclerosis. Front Neurosci. 2021;15:658202.

Mandi Y, Vécsei L. The kynurenine system and immunoregulation. J Neural Transm
(Vienna). 2012;119(2):197-209.

Braidy N, Grant R, Adams S, Guillemin GJ. Neuroprotective effects of naturally occurring
polyphenols on quinolinic acid-induced excitotoxicity in human neurons. FEBS J.
2010;277(2):368-382.

104



138. Guillemin GJ. Quinolinic acid, the inescapable neurotoxin. FEBS J. 2012;279(8):1356-1365.

139. Hartai Z, Klivenyi P, Janaky T, Penke B, Dux L, Vecsei L. Kynurenine metabolism in
multiple sclerosis. Acta Neurol Scand. 2005;112(2):93-96.

140. Vécsei L, Szalardy L, Fiilop F, Toldi J. Kynurenines in the CNS: recent advances and new
questions. Nat Rev Drug Discov. 2013;12(1):64-82.

141. Garrison AM, Parrott JM, Tufion A, Delgado J, Redus L, O'Connor JC. Kynurenine pathway
metabolic balance influences microglia activity: Targeting kynurenine monooxygenase to
dampen neuroinflammation. Psychoneuroendocrinology. 2018;94:1-10.

142. Sandberg-Wollheim M, Olsson T. Cerebrospinal fluid oligoclonal bands are important in the
diagnosis of multiple sclerosis, unreasonably downplayed by the McDonald criteria 2010:
Yes. Mult Scler. 2013;19(6):714-716.

143. Paul A, Comabella M, Gandhi R. Biomarkers in Multiple Sclerosis. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2019;9(3):a029058

144. Varhaug KN, Torkildsen @, Myhr KM, Vedeler CA. Neurofilament Light Chain as a
Biomarker in Multiple Sclerosis. Front Neurol. 2019;10:338.

145. Disanto G, Barro C, Benkert P, et al. Serum Neurofilament light: A biomarker of neuronal
damage in multiple sclerosis. Ann Neurol. 2017;81(6):857-870.

146. Maggi P, Kuhle J, Schadelin S, et al. Chronic White Matter Inflammation and Serum
Neurofilament Levels in Multiple Sclerosis. Neurology. 2021;97(6):e543-e553.

147. Ziemssen T, Arnold DL, Alvarez E, et al. Prognostic Value of Serum Neurofilament Light
Chain for Disease Activity and Worsening in Patients With Relapsing Multiple Sclerosis:
Results From the Phase 3 ASCLEPIOS I and II Trials. Front Immunol. 2022;13:852563.

148. Manouchehrinia A, Stridh P, Khademi M, et al. Plasma neurofilament light levels are
associated with risk of disability in multiple sclerosis. Neurology. 2020;94(23):e2457-¢2467.

149. Proia RL, Hla T. Emerging biology of sphingosine-1-phosphate: its role in pathogenesis and
therapy. J Clin Invest. 2015;125(4):1379-1387.

150. McDonald WI, Compston A, Edan G, et al. Recommended diagnostic criteria for multiple
sclerosis: guidelines from the International Panel on the diagnosis of multiple sclerosis. Ann
Neurol. 2001;50(1):121-127.

151. Kasai H, Nishimura S. Hydroxylation of deoxyguanosine at the C-8 position by ascorbic acid
and other reducing agents. Nucleic Acids Res. 1984;12(4):2137-2145.

152. Wilfinger WW, Mackey K, Chomczynski P. Effect of pH and ionic strength on the
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. Biotechniques. 1997;22(3):474-481.

153. Marmiroli N, Maestri E. Polymerase chain reaction (PCR). Food toxicants analysis. Elsevier.
2007; 147-187.

154, Padureanu R, Albu CV, Mititelu RR, et al. Oxidative Stress and Inflammation
Interdependence in Multiple Sclerosis. J Clin Med. 2019;8(11):1815.

155. Federico A, Cardaioli E, Da Pozzo P, Formichi P, Gallus GN, Radi E. Mitochondria, oxidative
stress and neurodegeneration. J Neurol Sci. 2012;322(1-2):254-262.

156. Mahad DJ, Ziabreva I, Campbell G, et al. Mitochondrial changes within axons in multiple
sclerosis. Brain. 2009;132(Pt 5):1161-1174.

157. Dake MD, Zivadinov R, Haacke EM. Chronic cerebrospinal venous insufficiency in multiple
sclerosis: a historical perspective. Funct Neurol. 2011;26(4):181-195.

158. Correale J, Marrodan M, Ysrraelit MC. Mechanisms of Neurodegeneration and Axonal
Dysfunction in Progressive Multiple Sclerosis. Biomedicines. 2019;7(1):14.

105



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

Kirbas A, Kirbas S, Anlar O, Efe H, Yilmaz A. Serum paraoxonase and arylesterase activity and
oxidative status in patients with multiple sclerosis. J Clin Neurosci. 2013;20(8):1106-1109.

Acar A, Ugur Cevik M, Evliyaoglu O, et al. Evaluation of serum oxidant/antioxidant balance
in multiple sclerosis. Acta Neurol Belg. 2012;112(3):275-280.

Tasset I, Agiiera E, Sanchez-Lopez F, et al. Peripheral oxidative stress in relapsing-remitting
multiple sclerosis. Clin Biochem. 2012;45(6):440-444.

Gonzalo H, Nogueras L, Gil-Sanchez A, et al. Impairment of Mitochondrial Redox Status in
Peripheral Lymphocytes of Multiple Sclerosis Patients. Front Neurosci. 2019;13:938.
Pasquali L, Pecori C, Lucchesi C, et al. Plasmatic oxidative stress biomarkers in multiple sclerosis:
relation with clinical and demographic characteristics. Clin Biochem. 2015;48(1-2):19-23.

Gironi M, Borgiani B, Mariani E, et al. Oxidative stress is differentially present in multiple
sclerosis courses, early evident, and wunrelated to treatment.J Immunol Res.
2014;2014:961863.

Zoccolella S, Tortorella C, Iaffaldano P, et al. Low serum urate levels are associated to female
gender in multiple sclerosis patients. PLoS One. 2012;7(7):e40608.

Bove R, Chitnis T. Sexual disparities in the incidence and course of MS. Clin Immunol.
2013;149(2):201-210.2

Tomassini V, Pozzilli C. Sex hormones, brain damage and clinical course of Multiple
Sclerosis. J Neurol Sci. 2009;286(1-2):35-39.

Harbo HF, Gold R, Tintoré M. Sex and gender issues in multiple sclerosis. Ther Adv Neurol
Disord. 2013;6(4):237-248.

Voskuhl RR, Patel K, Paul F, et al. Sex differences in brain atrophy in multiple sclerosis. Biol
Sex Difter. 2020;11(1):49.

Magyari M, Koch-Henriksen N. Quantitative effect of sex on disease activity and disability
accumulation in multiple sclerosis. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2022;93(7):716-722.
Leffler J, Trend S, Gorman S, Hart PH. Sex-Specific Environmental Impacts on Initiation
and Progression of Multiple Sclerosis. Front Neurol. 2022;13:835162.

Jacobs AL, Schir P. DNA glycosylases: in DNA repair and beyond. Chromosoma.
2012;121(1):1-20.

Krokan HE, Bjerds M. Base excision repair. Cold Spring Harb Perspect Biol.
2013;5(4):a012583.

Graille M, Wild P, Sauvain JJ, Hemmendinger M, Guseva Canu I, Hopf NB. Urinary 8-
OHAG as a Biomarker for Oxidative Stress: A Systematic Literature Review and Meta-
Analysis. Int J Mol Sci. 2020;21(11):3743.

Haider L, Fischer MT, Frischer JM, et al. Oxidative damage in multiple sclerosis
lesions. Brain. 2011;134(Pt 7):1914-1924.

Vladimirova O, O'Connor J, Cahill A, Alder H, Butunoi C, Kalman B. Oxidative damage to
DNA in plaques of MS brains. Mult Scler. 1998;4(5):413-418.

Topic A, Francuski D, Markovic B, et al. Gender-related reference intervals of urinary 8-oxo-
7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine determined by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry in Serbian population. Clin Biochem. 2013;46(4-5):321-326.

Gan W, Liu XL, Yu T, et al. Urinary 8-0x0-7,8-dihydroguanosine as a Potential Biomarker
of Aging. Front Aging Neurosci. 2018;10:34.

106



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Hofer T, Karlsson HL, Méller L. DNA oxidative damage and strand breaks in young healthy
individuals: a gender difference and the role of life style factors. Free Radic Res.
2006;40(7):707-714.

Baltgalvis KA, Greising SM, Warren GL, Lowe DA. Estrogen regulates estrogen receptors
and antioxidant gene expression in mouse skeletal muscle. PLoS One. 2010;5(4):¢10164.
Vina J, Borras C, Gambini J, Sastre J, Pallardo FV. Why females live longer than males:
control of longevity by sex hormones. Sci Aging Knowledge Environ. 2005;2005(23):pel7.
Gorini F, Scala G, Cooke MS, Majello B, Amente S. Towards a comprehensive view of 8-
0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine: Highlighting the intertwined roles of DNA damage and
epigenetics in genomic instability. DNA Repair (Amst). 2021;97:103027.

Hedstrom AK, Olsson T, Alfredsson L. The Role of Environment and Lifestyle in
Determining the Risk of Multiple Sclerosis. Curr Top Behav Neurosci. 2015;26:87-104.
Ghadirian P, Dadgostar B, Azani R, Maisonneuve P. A case-control study of the association
between socio-demographic, lifestyle and medical history factors and multiple sclerosis. Can
J Public Health. 2001;92(4):281-285.

Pekmezovic T, Drulovic J, Milenkovic M, et al. Lifestyle factors and multiple sclerosis: A
case-control study in Belgrade. Neuroepidemiology. 2006;27(4):212-216.

Hedstrom AK, Olsson T, Alfredsson L. Smoking is a major preventable risk factor for
multiple sclerosis. Mult Scler. 2016;22(8):1021-1026.

Ayaori M, Hisada T, Suzukawa M, et al. Plasma levels and redox status of ascorbic acid and
levels of lipid peroxidation products in active and passive smokers. Environ Health Perspect.
2000;108(2):105-108.

Dietrich M, Block G, Norkus EP, et al. Smoking and exposure to environmental tobacco
smoke decrease some plasma antioxidants and increase gamma-tocopherol in vivo after
adjustment for dietary antioxidant intakes. Am J Clin Nutr. 2003;77(1):160-166.
Villard-Mackintosh L, Vessey MP. Oral contraceptives and reproductive factors in multiple
sclerosis incidence. Contraception. 1993;47(2):161-168

van der Mei IA, Simpson S Jr, Stankovich J, Taylor BV. Individual and joint action of
environmental factors and risk of MS. Neurol Clin. 2011;29(2):233-255.

Emre M, de Decker C. Effects of cigarette smoking on motor functions in patients with
multiple sclerosis. Arch Neurol. 1992;49(12):1243-1247.

Lobo V, Patil A, Phatak A, Chandra N. Free radicals, antioxidants and functional foods:
Impact on human health. Pharmacogn Rev. 2010;4(8):118-126.

Benowitz NL, Lessov-Schlaggar CN, Swan GE, Jacob P 3rd. Female sex and oral
contraceptive use accelerate nicotine metabolism. Clin Pharmacol Ther. 2006;79(5):480-488.
Ysrraelit MC, Correale J. Impact of sex hormones on immune function and multiple sclerosis
development. Immunology. 2019;156(1):9-22.

Ascherio A, Munger KL, Simon KC. Vitamin D and multiple sclerosis. Lancet Neurol.
2010;9(6):599-612.

Hedstrom AK, Olsson T, Kockum I, Hillert J, Alfredsson L. Low sun exposure increases
multiple sclerosis risk both directly and indirectly. J Neurol. 2020;267(4):1045-1052.

van der Mei IA, Ponsonby AL, Dwyer T, et al. Past exposure to sun, skin phenotype, and risk
of multiple sclerosis: case-control study. BMJ. 2003;327(7410):316.

Bjernevik K, Riise T, Casetta I, et al. Sun exposure and multiple sclerosis risk in Norway and
Italy: The EnvIMS study. Mult Scler. 2014;20(8):1042-1049.

107



199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

200.

210.

211.

212.

213.

214.

Kampman MT, Wilsgaard T, Mellgren SI. Outdoor activities and diet in childhood and
adolescence relate to MS risk above the Arctic Circle. J Neurol. 2007;254(4):471-477.
Sebastian P, Cherbuin N, Barcellos LF, et al. Association Between Time Spent Outdoors and
Risk of Multiple Sclerosis. Neurology. 2022;98(3):¢267-e278.

Li D, Liu H, Yan L, Tang Y, Ren J, Xu Z. Lack of association between hOGG1 Ser326Cys
polymorphism and the risk of bladder cancer: a meta-analysis. Urol Int. 2012;88(1):88-94.
Wang Y, Gao X, Wei F, et al. The hOGG1 Ser326Cys polymorphism contributes to digestive
system cancer susceptibility: evidence from 48 case-control studies. Tumour Biol.
2015;36(2):1029-1038.

Zhang J, Zhou J, Zhang P, Wang W, Tao S, Wang M. A meta-analysis of the association
between the hOGG1 Ser326Cys polymorphism and the risk of esophageal squamous cell
carcinoma. PLoS One. 2013;8(6):¢65742

Wang W, Dang S, Li Y, et al. hOGG1 Ser326Cys polymorphism and risk of hepatocellular
carcinoma among East Asians: a meta-analysis. PLoS One. 2013;8(4):e60178.

Xu H, Zhang M, Hao Z, Liang C. hOGG1 rs1052133 Polymorphism and Prostate Cancer
Risk: A Chinese Case-Control Study and Meta-Analysis. Med Sci Monit. 2022;28:¢938012.
Kang SW, Kim SK, Park HJ, Chung JH, Ban JY. Human 8-oxoguanine DNA glycosylase
gene polymorphism (Ser326Cys) and cancer risk: updated meta-analysis. Oncotarget.
2017;8(27):44761-44775.

Corella D, Ramirez-Sabio JB, Coltell O, et al. Effects of the Ser326Cys Polymorphism in the
DNA Repair OGG1 Gene on Cancer, Cardiovascular, and All-Cause Mortality in the
PREDIMED Study: Modulation by Diet. J Acad Nutr Diet. 2018;118(4):589-605.

Zou H, Li Q, Xia W, Liu Y, Wei X, Wang D. Association between the OGG1 Ser326Cys
Polymorphism and Cancer Risk: Evidence from 152 Case-Control Studies.J Cancer.
2016;7(10):1273-1280.

National Center for Biotechnology Information, NCBI, 2022.

Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1052133.

Karahalil B, Orhan G, Ak F. The impact of detoxifying and repair gene polymorphisms and
the levels of serum ROS in the susceptibility to multiple sclerosis. Clin Neurol Neurosurg.
2015;139:288-294.

Lee AJ, Hodges NJ, Chipman JK. Interindividual variability in response to sodium
dichromate-induced oxidative DNA damage: role of the Ser326Cys polymorphism in the
DNA-repair protein of 8-oxo0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine DNA glycosylase 1. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2005;14(2):497-505.

Weiss JM, Goode EL, Ladiges WC, Ulrich CM. Polymorphic variation in hOGG1 and risk
of cancer: a review of the functional and epidemiologic literature. Mol Carcinog.
2005;42(3):127-141.

Shinmura K, Kohno T, Kasai H, Koda K, Sugimura H, Yokota J. Infrequent mutations of the

hOGGI gene, that is involved in the excision of 8-hydroxyguanine in damaged DNA, in
human gastric cancer. Jpn J Cancer Res. 1998;89(8):825-828.

Hardie LJ, Briggs JA, Davidson LA, et al. The effect of hOGG1 and glutathione peroxidase
I genotypes and 3p chromosomal loss on 8-hydroxydeoxyguanosine levels in lung
cancer. Carcinogenesis. 2000;21(2):167-172.

215.Park YJ, Choi EY, Choi JY, Park JG, You HJ, Chung MH. Genetic changes of hOGG1 and

the activity of oh8Gua glycosylase in colon cancer. Eur J Cancer. 2001;37(3):340-346.
108


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1052133

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

Janssen K, Schlink K, Gotte W, Hippler B, Kaina B, Oesch F. DNA repair activity of 8-
oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1) in human lymphocytes is not dependent on genetic
polymorphism Ser326/Cys326. Mutat Res. 2001;486(3):207-216.

Tarng DC, Tsai TJ, Chen WT, Liu TY, Wei YH. Effect of human OGG1 1245C-->G gene
polymorphism on 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine levels of leukocyte DNA among patients
undergoing chronic hemodialysis. J Am Soc Nephrol. 2001;12(11):2338-2347.

Chen SK, Hsieh WA, Tsai MH, et al. Age-associated decrease of oxidative repair enzymes,
human 8-oxoguanine DNA glycosylases (hOggl), in human aging.J Radiat Res.
2003;44(1):31-35.

Yamane A, Kohno T, Ito K, et al. Differential ability of polymorphic OGG]1 proteins to
suppress mutagenesis induced by 8-hydroxyguanine in human cell in vivo. Carcinogenesis.
2004;25(9):1689-1694.

Kuhle J, Kropshofer H, Haering DA, et al. Blood neurofilament light chain as a biomarker of MS
disease activity and treatment response. Neurology. 2019;92(10):e1007-e1015.

Edwards KR, Garten L, Button J, O'Connor J, Kamath V, Frazier C. Neurofilament light
chain as an indicator of exacerbation prior to clinical symptoms in multiple sclerosis. Mult
Scler Relat Disord. 2019;31:59-61.

Bjornevik K, Munger KL, Cortese M, et al. Serum Neurofilament Light Chain Levels in
Patients With Presymptomatic Multiple Sclerosis. JAMA Neurol. 2020;77(1):58-64.

Kuhle J, Barro C, Disanto G, et al. Serum neurofilament light chain in early relapsing
remitting MS is increased and correlates with CSF levels and with MRI measures of disease
severity. Mult Scler. 2016;22(12):1550-1559.

Novakova L, Zetterberg H, Sundstrom P, et al. Monitoring disease activity in multiple
sclerosis using serum neurofilament light protein. Neurology. 2017;89(22):2230-2237.
Bridel C, Verberk IMW, Heijst JJA, Killestein J, Teunissen CE. Variations in consecutive
serum neurofilament light levels in healthy controls and multiple sclerosis patients. Mult
Scler Relat Disord. 2021;47:102666.

van der Vuurst de Vries RM, Wong YYM, Mescheriakova JY, et al. High neurofilament levels
are associated with clinically definite multiple sclerosis in children and adults with clinically
isolated syndrome. Mult Scler. 2019;25(7):958-967.

Siller N, Kuhle J, Muthuraman M, et al. Serum neurofilament light chain is a biomarker of acute and
chronic neuronal damage in early multiple sclerosis. Mult Scler. 2019;25(5):678-686.

Lewin A, Hamilton S, Witkover A, et al. Free serum haemoglobin is associated with brain
atrophy in secondary progressive multiple sclerosis. Wellcome Open Res. 2016;1:10.

Thuy AV, Reimann CM, Hemdan NY, Gridler MH. Sphingosine 1-phosphate in blood:
function, metabolism, and fate. Cell Physiol Biochem. 2014;34(1):158-171.

Hagen N, Hans M, Hartmann D, Swandulla D, van Echten-Deckert G. Sphingosine-1-
phosphate links glycosphingolipid metabolism to neurodegeneration via a calpain-mediated
mechanism. Cell Death Differ. 2011;18(8):1356-1365.

Miller LG Jr, Young JA, Ray SK, et al. Sphingosine Toxicity in EAE and MS: Evidence for
Ceramide Generation via Serine-Palmitoyltransferase Activation. Neurochem Res.
2017;42(10):2755-2768.

Kutakowska A, Zendzian-Piotrowska M, Baranowski M, et al. Intrathecal increase of
sphingosine 1-phosphate at early stage multiple sclerosis. Neurosci Lett. 2010;477(3):149-152.

109



233. Lovelace MD, Varney B, Sundaram G, et al. Recent evidence for an expanded role of the

234.

235.

236.

2317.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

kynurenine pathway of tryptophan metabolism in neurological diseases. Neuropharmacology
2017;112(Pt B):373-388.

Rajda C, Galla Z, Polydk H, et al. Cerebrospinal Fluid Neurofilament Light Chain Is
Associated with Kynurenine Pathway Metabolite Changes in Multiple Sclerosis. Int J Mol
Sci. 2020;21(8):2665.

Lugo-Huitrén R, Blanco-Ayala T, Ugalde-Muiiiz P, et al. On the antioxidant properties of
kynurenic acid: free radical scavenging activity and inhibition of oxidative
stress. Neurotoxicol Teratol. 2011;33(5):538-547.

Zwilling D, Huang SY, Sathyasaikumar KV, et al. Kynurenine 3-monooxygenase inhibition
in blood ameliorates neurodegeneration. Cell. 2011;145(6):863-874.

Guillemin GJ, Kerr SJ, Smythe GA, et al. Kynurenine pathway metabolism in human
astrocytes: a paradox for neuronal protection. J Neurochem. 2001;78(4):842-853.

Schwarcz R, Bruno JP, Muchowski PJ, Wu HQ. Kynurenines in the mammalian brain: when
physiology meets pathology. Nat Rev Neurosci. 2012;13(7):465-477.

Platenik J, Stopka P, Vejrazka M, Stipek S. Quinolinic acid-iron(ii) complexes: slow
autoxidation, but enhanced hydroxyl radical production in the Fenton reaction. Free Radic
Res. 2001;34(5):445-459.

Yan J, Kothur K, Mohammad S, et al. CSF neopterin, quinolinic acid and
kynurenine/tryptophan ratio are biomarkers of active neuroinflammation. EBioMedicine.
2023;91:104589.

Sundaram G, Brew BJ, Jones SP, Adams S, Lim CK, Guillemin GJ. Quinolinic acid toxicity
on oligodendroglial cells: relevance for multiple sclerosis and therapeutic strategies. J
Neuroinflammation. 2014;11:204.

Montalban X, Gold R, Thompson AJ, et al. ECTRIMS/EAN Guideline on the
pharmacological treatment of people with multiple sclerosis [published correction appears in
Mult Scler. 2020;26(4):517]. Mult Scler. 2018;24(2):96-120.

Pegoretti V, Swanson KA, Bethea JR, Probert L, Eisel ULM, Fischer R. Inflammation and
Oxidative Stress in Multiple Sclerosis: Consequences for Therapy Development. Oxid Med
Cell Longev. 2020;2020:7191080.

English C, Aloi JJ. New FDA-Approved Disease-Modifying Therapies for Multiple
Sclerosis. Clin Ther. 2015;37(4):691-715.

Sadowska-Bartosz I, Adamczyk-Sowa M, Galiniak S, Mucha S, Pierzchala K, Bartosz G.
Oxidative modification of serum proteins in multiple sclerosis. Neurochem Int.
2013;63(5):507-516.

Langemann H, Kabiersch A, Newcombe J. Measurement of low-molecular-weight
antioxidants, uric acid, tyrosine and tryptophan in plaques and white matter from patients
with multiple sclerosis. Eur Neurol. 1992;32(5):248-252.

Obradovic D, Andjelic T, Ninkovic M, Dejanovic B, Kotur-Stevuljevic J. Superoxide
dismutase (SOD), advanced oxidation protein products (AOPP), and disease-modifying
treatment are related to better relapse recovery after corticosteroid treatment in multiple
sclerosis. Neurol Sci. 2021;42(8):3241-3247.

Li R, Sun X, Shu'Y, et al. Sex differences in outcomes of disease-modifying treatments for
multiple sclerosis: A systematic review. Mult Scler Relat Disord. 2017;12:23-28.

110



249. Fischer MT, Sharma R, Lim JL, et al. NADPH oxidase expression in active multiple sclerosis
lesions in relation to oxidative tissue damage and mitochondrial injury. Brain. 2012;135(Pt
3):886-899.

250. Faraji F, Hashemi M, Ghiasabadi A, et al. Combination therapy with interferon beta-1a and
sesame oil in multiple sclerosis. Complement Ther Med. 2019;45:275-279.

251. Narasimhulu CA, Selvarajan K, Litvinov D, Parthasarathy S. Anti-atherosclerotic and anti-
inflammatory actions of sesame oil. ] Med Food. 2015;18(1):11-20.

252. Hsu DZ, Liu CT, Li YH, Chu PY, Liu MY. Protective effect of daily sesame oil supplement
on gentamicin-induced renal injury in rats. Shock. 2010;33(1):88-92.

253. Bravo GA, Cedefio RR, Casadevall MP, Ramio6-Torrenta L. Sphingosine-1-Phosphate (S1P)
and S1P Signaling Pathway Modulators, from Current Insights to Future Perspectives. Cells.
2022;11(13):2058.

254. Yevgi R, Demir R. Oxidative stress activity of fingolimod in multiple sclerosis. Clin Neurol
Neurosurg. 2021;202:106500.

255. Piehl F, Kockum I, Khademi M, et al. Plasma neurofilament light chain levels in patients
with MS switching from injectable therapies to fingolimod. Mult Scler. 2018;24(8):1046-1054.

256. Varhaug KN, Barro C, Bjernevik K, et al. Neurofilament light chain predicts disease activity
in relapsing-remitting MS. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2017;5(1):e422.

257. Fathi M, Vakili K, Yaghoobpoor S, et al. Dynamic changes in kynurenine pathway
metabolites in multiple sclerosis: A systematic review. Front Immunol. 2022;13:1013784.

258. Lim CK, Bilgin A, Lovejoy DB, et al. Kynurenine pathway metabolomics predicts and
provides mechanistic insight into multiple sclerosis progression. Sci Rep. 2017;7:41473.

259. Guillemin GJ, Kerr SJ, Pemberton LA, et al. [FN-betalb induces kynurenine pathway
metabolism in human macrophages: potential implications for multiple sclerosis treatment. J
Interferon Cytokine Res. 2001;21(12):1097-1101.

260. Jahromi SR, Toghae M, Jahromi MJ, Aloosh M. Dietary pattern and risk of multiple
sclerosis. Iran J Neurol. 2012;11(2):47-53.

261. Munger KL, Chitnis T, Frazier AL, Giovannucci E, Spiegelman D, Ascherio A. Dietary
intake of vitamin D during adolescence and risk of multiple sclerosis.J Neurol.
2011;258(3):479-485.

262. Nentwich I, Szepfalusi ZS, Kunz C, Spuergin P, Urbanek R. Antigenicity for humans of cow
milk caseins, casein hydrolysate and casein hydrolysate fractions. Acta Vet. 2004; 73: 291-298.

263. Chunder R, Weier A, Maurer H, et al. Antibody cross-reactivity between casein and myelin-
associated glycoprotein results in central nervous system demyelination. Proc Natl Acad Sci
U S A.2022;119(10):e2117034119.

264. Guggenmos J, Schubart AS, Ogg S, et al. Antibody cross-reactivity between myelin
oligodendrocyte glycoprotein and the milk protein butyrophilin in multiple sclerosis. J
Immunol. 2004;172(1):661-668.

111



8. BIOGRAFIJA AUTORA

Marija Vasi¢ je rodena 28.02.1978. godine u Ljuboviji. Osnovnu skolu zavrsila je u Ljuboviji, dok je
srednju Medicinsku 8kolu, smer farmaceutski tehnidar, zavriila u Sapcu. Farmaceutski fakultet
Univerziteta u Beogradu, smer diplomirani farmaceut — medicinski biohemicar upisala je 1998.
godine, a zavrsila 2004. godine sa prose¢nom ocenom 8,31 i ocenom 10 za zavr$ni rad. Po zavrSetku
fakulteta, obavila je pripravnicki staz u Sluzbi za laboratorijsku dijagnostiku, KBC “Dr. Dragisa
Misovi¢” 1 polozila strucni ispit za diplomirane farmaceute-medicinske biohemicare u Ministarstvu
zdravlja Republike Srbije 2005. godine. Skolske 2012/2013. upisala je specijalisticke studije za
potrebe zdravstva, studijski program medicinska biohemija, na Farmaceutskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu i zavrSila ih polaganjem specijalistickog ispita 24.02.2016. godine sa
ocenom ,,odlican®. Doktorske akademske studije, modul Medicinska biohemija upisala je Skolske
2017/2018. godine na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Od 2007. godine je zaposlena u Institutu za medicinsku biohemiju Vojnomedicinske akademije u
Beogradu, gde i danas radi na mestu nacelnika Odseka za urgentne analize. Od 2022. godine je mentor
studentske struéne prakse za studente integrisanih studija na studijskom program Farmacija-
medicinska biohemija, Univerziteta u Beogradu-Farmaceutskog fakulteta. Clan je Drustva
medicinskih biohemicara Srbije i ¢lan je Komore biohemicara Srbije. Autor je dva originalna rada
objavljena u medunarodnim ¢asopisima.

9. 1ZJAVE

112



Oopa3san 5.

HU3jaBa o ayTopcTBY

Nme u npe3ume ayropa _Mapuja Bacuh

bpoj unnmexca 32/2017

HU3sjaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTaliyja noj HacJIOBOM

3Ha4aj] OKCHJIATMBHOI' CTpeca W KUHYPEHUHCKOT IyTa MeTaboju3Ma TpunrodaHa y HACTAHKY U
pa3Bojy MyJITHILIE CKiIepo3e y nomynanuju Cpouje

e  pe3yJaTaT COICTBEHOT UCTPAKUBAYKOT PAJIa;

e Jla JucepTalMja y IEIWHU HHU y JEJOBHMa HHUje Ouiia MpeUiokKeHa 3a CTULAIE ApYyre
JTUTITIOME TpeMa CTYAMJCKUM MPOorpaMuMa IPYyTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

¢ Jia Cy pE€3yJITaTH KOPCKTHO HABCACHHU U

® Jla HUCaM Kpmno/na ayTOpPCKa ITpaBa u KOpI/ICTI/IO/Ha HWHTCJICKTYAJIHY CBOjI/IHy APYTrux Jjna.

IMorniuc ayropa

VY Beorpany, 18.01.2024.
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Oopa3an 6.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npe3ume ayropa _Mapuja Bacuh

bpoj unnexca 32/2017

Crynujcku nporpam _JIOKTOpCKe akaJieMCKe CTy/iMje MoLys MeauiuHcKka Ouoxemuja

HacnoB paga 3Havaj OKCHIATUBHOT CTpeca M KHHYPEHUHCKOT IyTa MeTa0oau3Ma Tpunrodana y

HACTAaHKVY U DPa3BOjy MVJTHUILIE CKIepo3e v nonyaauuju Cpouje

Mentop Ilpod. np Anexcanapa Tonuh

U3jaBspyjem Oa je mramnaHa Bep3uja MOT IOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA €NIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipejiao/ia paau noxpameHa y JMruTajnom penosutopujymy YHusep3urera y beorpany.

Z[OSBOJLaBaM Jda CcC 06jaBe MOjI/I JIMYHU IToJal BE3aHHU 3a z[o61/1jaH,e AKaJICMCKOT' Ha3uBa NOKTOpa
HayKa, Kao ITO Cy UMC U NIPE3UMCEC, r'OJUHA U MCCTO poljeH,a " 1aTyM 0]16paHe panaa.

OBHM NMMYHM NOJAIlM MOTY ce 00jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHUIlaMa JUTHTalIHe OubIuoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJory U y myOnukanujama YHuBep3uTeray beorpany.

ITornuc ayropa

VY Bbeorpany, 18.01.2024.
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Oopa3san 7.

H3jasa o kopumhemwy

Osnamhyjem VYHuBep3uTeTcKy OuOmMmoTeky ,,CBerozap MapkoBuh™ ma y Jlururamau
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JTOKTOPCKY JAMCEPTaIUjy MOl HACIOBOM:

3Hauaj] OKCHJATUBHOI CTpeca U KUHYPEHUHCKOT myTa MeTabonu3ma TpunTodaHa y HACTaHKy U

Pa3Bojy MyJITHILIE CKiiepo3e y nomynamnuju Cpouje

KOja je MOje ayTOPCKO JEIIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMA IIPeIao/iia caM y eeKTPOHCKOM (popmary morogHomM3a TpajHO
apXUBHUPABE.

Mojy IOKTOPCKY IHCEpTalujy MOXpameHy y JIMTHTaTHOM PErno3UTOPHjyMy YHHBEP3HTETA Y
Beorpany ¥ IOCTYIHY Y OTBOPEHOM MPHCTYIy MOTY Ja KOPHUCTE CBHU KOjU TOINTYjy oapeade
cajapikaHe y ogabpanom tuny nuienie Kpearusne 3ajennurie (Creative Commons) 3a kojy cam ce
OJITy4YHo/Ta.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepuujaiHo (CC BY-NC)

3. AytopctBo — HekoMepiujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AytopcTBo — HeKoMmepImjanHo — aenuth noj uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 mipepana (CC BY-ND)

6. AytropctBo — aenutH noa uctiuM ycinosuma (CC BY-SA)

(Monumo f1a 3a0Kpy’KuUTe caMo jeHy OJ1 LiecT noHyhenux auueHu.Kparak omuc
JIMIIEHIH j€ CaCTaBHU JIe0 OBE H3jaBe).

ITornuc ayropa

V¥ Beorpany, 18.01.2024.
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AyTopcTBo. Jl03BObaBaTe YMHOXKABaWkEe, JUCTPUOYIU]Y W JaBHO CAOIIITaBaWkE Jeia, U
npepaje, ako ce HaBeJe UME ayTopa Ha HauuH ofpel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUICHIIE, YaK ¥ Y KoMeplujaiaHe cBpxe. OBo je Hajco00 HMja 01 CBUX JIUIICHITH.
AyTOpPCTBO — HeKOMepUHjaHo. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBamhe, AUCTPUOYIH]Y U jaBHO
CaoIIITaBame JIeNa, U Mpepajie, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH ox crpaHe
ayTopa Wwid aaBaona jgurenie. OBa JUIeHIIa HE J03B0JbaBa KOMEPIIHjalHyyIIoTpedy aena.
AyTOpCcTBO — HeKoMepuujajHo — ©0e3 mnpepana. Jlo3BosbaBare yMHOXKABaE,
JTUCTPUOYIIHM]Y U JaBHO CAOIIITaBamke Jielia, 0e3 MpoMeHa, MPeoO0IMKOBamkha WIH YIIOTpeoe
JIeNia y CBOM JIely, aKO C€ HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeheH on cTpaHe ayTopa WU
naBaona gunenne. OBa JUIEHIA He T03B0JbaBa KOMEPIHjalHy ynoTpely aena. Y ogHoCy
Ha CBE OCTaJie JIMLIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM C€ OrpaHnuaBa Hajeehu 00uM mpaBa Kopuinhema
Jena.

AYTOpPCTBO — HEKOMEPUHUjaJIHO — JeJUTH MO0J HCTHM YycjaoBuMma. J[o3BosbaBate
YMHOKaBamwe, JUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITABAWkE JIea, U Mpepaje, ako ce HaBele uMe
ayTopa Ha HauuH ojpeleH of CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolla JIMIICHIIE U aKo ce IMmpepaja
TUCTpuOyupa MO MCTOM WM CIUYHOM JuieHioM. OBa JHIleHIIa HE J103BOJhaBa
KOMEpLHjaliHy ynotpeOy aena u npepaja.

AyTopcTBO — 0e3 mpepaaa. Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBame, IUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caormiiTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, npeodIMKoBamka Wiu ynoTpeoe /ieja y CBOM Jey,ako
ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4MH ofjpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM AaBaola juieHie. Opa
JMIIEHIA T03BOJbaBa KOMEPIHMjaIHy yroTpely aena.

AyTOpPCTBO — 1eJIUTH MO/l HCTUM yca0BUMA. [[03BosbaBaTe yMHOXKaBAkE, TUCTPUOYIIH]Y
U jJaBHO CaOIIITaBame JIeNa, U Mpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH ox
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja JUCTpUOyupa Mo UCTOM WU
cnuyHOM nuiieHIioM. OBa JTUIEHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIHMjallHy YIIOTpeOy Jena v mpepaja.
CrnuyHa je copTBepCKUM JTUIEHIIaMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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