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1. Uvod

Ubrzani tempo Zivota i socijalno nadmetanje u suvremenom drustvu uzrok su umora i
poremecaja povezanih s umorom od kojih pate milijuni ljudi. Umor se opisuje kao neuobicajen
osjecaj prozimajuce iscrpljenosti koja nije sliéna onoj nakon fizickog ili mentalnog napora i koja
se ne moZe oporaviti odmorom. Dugotrajni nakupljeni umor prijeti tjelesnom i mentalnom
zdravlju ljudi, istodobno uzrokujuci razne bolesti, uklju¢ujuéi sindrom kroni¢nog umora (CFS).
Procjenjuje se da skoro 40% cjelokupne populacije (od ¢ega Zene i do 3 puta ceSc¢e od

muskaraca) ima znacajan patoloski umor (Hal i sur., 2019; Finsterer i Mahjoub, 2014).

Trenutno lijeCenje umora nije zadovoljavaju¢e. Farmakoloske terapije se najéesce koriste, ali
dugotrajno lije€enje moZe proizvesti ozbiljne nuspojave. Zato je potrebno i vazino razviti

ucinkovite i sigurne lijekove protiv umora ili rezime lijeCenja. Istrazivanja ukazuju na vezu

P P izmedu proupalnog statusa i pojave
sﬁﬁnanitempd‘; @ e meney .y : .
~.,_,_i[vg§a\,.. ‘~‘._/"t“_’E‘f_‘,’_,.' kronicnog umora, kao i uklju¢enost
. oksidacijskog stresa. Stoga sve veéi broj
'oremecajl povezani s umorom
CFS
E studija (Tolkien i sur., 2019; Ricker i Haas,
Nutraceutici protiv umora: 2017, Comert i GOkmen, 2018) UkaZUje Nna
omega-3 masne kiseline i flavonoidi
) potencijal sastojaka hrane protuupalnog i
{ : - 5 - b . . . v .
XS % ﬁu-ﬁfw-:w antioksidativnog ucinka (Slika 1).

Slika 1 Utjecaji na razvoj umora

Koncept "dijete za smanjenje umora" ukljuCuje cjelovite Zitarice, povrce, voée i omega-3
masne kiseline, a smatra se da mediteranska prehrana poboljSava umor povezan s bolestima
smanjenjem upalnog opterecenja i uravnoteZzenjem crijevne mikrobiote (Bailey i Holscher,
2018; Tosti i sur., 2018). Dodatak omega-3 masnih kiselina obeéava s obzirom na njihovo
protuupalno djelovanje. Medutim, najbolji rezultati u ublazavanju umora vjerojatno ce se
postici sinergijom s flavonoidima antioksidativnog i protuupalnog ucinka. Stoga je ova studija
procijenila utjecaj odabranih flavonoida i metabolita (apigenin, apigenin-7-O-glukozid,
luteolin, luteolin-7-0-glukozid, apigenin-7-O-glukuronid, luteolin-7-0O-glukuronid) te omega-3
masnih kiselina (dokosaheksaenska kiselina (DHA, C22:6n-3) i eikosapentaenska kiselina (EPA,
C20:5n-3)), samostalno i u kombinaciji, na proizvodnju eikosanoida PGE2 i TXA2 u ljudskim

leukemijskim monocitima U937 uz upalu izazvanu lipopolisaharidom.
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2.1. UMOR | SINDROM KRONICNOG UMORA

2.1.1. Uvod

Ubrzani tempo Zivota i socijalna konkurencija u modernom su drustvu uzrok umora i
poremecaja povezanih s umorom od kojih pate milijuni ljudi. Umor se definira kao neobiéan
nesavladivi umor koji nije usporediv s fizioloSkom iscrpljenos¢u nakon fizickog ili mentalnog
napora i koji se ne moze umanjiti odmorom. Dugotrajni nagomilani umor Utjece na fizicko i
mentalno zdravlje ljudi, istodobno uzrokujuci razne bolesti, uklju¢ujuci sindrom kroni¢nog
umora (CFS). lako se umor povezan s bolestima obicno javlja u populaciji bolesnih ljudi,
procjenjuje se da gotovo 40 % ukupne populacije, od ¢ega su 70 % Zene, ima znatan patoloski

umor (Finsterer i Mahjoub, 2014).

CFS predstavlja stanje koje karakterizira trajni i onesposobljavaju¢i umor koji traje 6 mjeseci ili
duZe, uzrokujuci poteskoce kako u fizickim, tako i u kognitivnim zadacima. Ovo je stanje obi¢no
poznato kao mijalgijski encefalomijelitis (ME) ili ME/CFS. Ima karakteristiCan obrazac
dugotrajnog pogorsanja nakon aktivnosti. U bolesnika s CFS-om zadaci koji su prethodno
postignuti s lakocom pokrecu sate ili cak dane pogorsanih simptoma, ponekad nazvanih i
malaksalost nakon napora. Veéina bolesnika s CFS-om nisu sposobni raditi ili studirati, a razine
invalidnosti ¢ak su usporedive s onima koje se pripisuju multiploj sklerozi. Pacijenti takoder
izvjestavaju da naoko dovoljan san ne pruza odmor. Uobicajeni opisi CFS-a koje daju pacijenti
uklju€uju iscrpljenost, umor, nedostatak energije, tezinu u udovima i maglovitost u glavi (Wan

i sur., 2017; Sandleri Lloyd, 2020).

Neuroinflamacija je uobicajena znacajka ME/CFS-a koja pogada 85% - 90% svih pacijenata, no
osnovni mehanizam ili mehanizmi odgovorni za pokretanje i/ili promicanje ovog procesa
uglavnom su nepoznati (Williams i sur., 2019). Primjec¢uju se manji objektivni deficiti u
odrzivim misiénim performansama na neurofizioloskim testovima, dok formalna procjena
kognitivnih performansi otkriva samo suptilne objektivne deficite. Stoga se fenomen umora
kod CFS-a smatra subjektivnim (kao kroni¢na bol), ali je ocito patoloski jer se ne rjesava

odmorom, spavanjem ili smanjenim fizickim ili kognitivnim zahtjevima (Sandler i Lloyd, 2020).
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2.1.2. Dijagnostika

CFS se smatra stanjem s nepreciznim dijagnostickim granicama, jer mnogi pacijenti s CFS-om
takoder zadovoljavaju dijagnosti¢ke kriterije za druge sindrome, ukljuéujuéi fibromijalgiju,
sindrom iritabilnog crijeva i sindrom posturalne ortostatske tahikardije. Takoder,
manifestacije bolesti uglavnom su subjektivne i teSko ih je pouzdano zabiljeZiti. Dijagnosticki
su kriteriji u proslosti kritizirani zbog pretjerane inkluzije pacijenata s lakSim bolestima i nisu
bili dobro validirani u $irokoj populaciji (Haney i sur., 2015). Stovie, nedostatak dijagnosti¢kog
testa ili biomarkera nece povecati preciznost dijagnostickih kriterija. Svi dijagnosticki skupovi
kriterija ukljuCuju simptome kao Sto su fizicki i kognitivni umor s produljenim pogorsanjem
nakon aktivnosti i odsutnost jasnih objasnjenja nakon uzimanja u obzir povijesti bolesti,

pregleda i ispitivanja (Ross i sur., 2004).

Trenutne smjernice klinicke prakse preporucuju da se dijagnoza CFS-a postavlja u primarnoj
zdravstvenoj zastiti, jer obi¢no ne zahtijeva procjenu lije¢nika specijalista ili psihijatra ili
slozene laboratorijske pretrage. S druge strane, potrebna je pazljiva anamneza, pregled
mentalnog zdravlja, temeljit fizi¢ki pregled i nekoliko dodatnih pretraga kako bi se iskljucila
eventualna druga stanja, poput hipotireoze. Potrebni testovi uklju¢uju kompletnu krvnu sliku,
koncentraciju ureje, elektrolita i kreatinina, testove funkcije jetre i Stitnjace, razinu C-
reaktivnog proteina, brzinu sedimentacije eritrocita, kao i testove razine glukoze u krvi nataste

(Wilson i sur., 2014).

Prema sustavnom pregledu 26 studija, prevalencija osnovnih tjelesnih bolesti u bolesnika koji
pohadaju odjel primarne zdravstvene zastite sa CFS je niska (anemija 2,8%, malignost 0,6% i
druga ozbiljna zdravstvena stanja 4,3%), dok je depresija dijagnosticirana u 18,5% bolesnika
(Stadje i sur., 2016). Nakon dijagnoze vaZzno je priznati pacijentima da su, unato¢ nedostatku
sveobuhvatnog razumijevanja stanja i preciznih dijagnostic¢kih kriterija, simptomi prisutni, a

borba s invaliditetom stvarna (Sandler i Lloyd, 2020).

2.1.3. Etiologija

Tocna etiologija CFS-a trenutno je nejasna iako postoje razne hipoteze. Potencijalni okidaci i
mehanizmi bolesti uklju¢uju virusne i druge oblike infekcije, mitohondrijsku disfunkciju i
neuroloske abnormalnosti. Dugo se pretpostavljalo da je osnovni uzrok CFS-a virusnog

podrijetla, a postoje i dokazi da enterovirusi i herpesvirusi mogu biti ukljuceni u ovu bolest

5
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(Richman i sur., 2019). Konkretno, virus Epstein-Barr mogao bi imati ulogu u CFS-u. Stovise,
nalazi ukazuju da bi protein Epstein-Barr virusa deoksiuridin trifosfat nukleotidohidrolaza
(dUTPaza) mogao pokrenuti neuroinflamatornu reakciju, $to pridonosi umoru, prekomjernoj
boli i kognitivnim oStecenjima uocenim u bolesnika s CFS-om (Williams i sur., 2019). Nadalje,
kako bi se razjasnili uzroci CFS-a, istraZzivanje je bilo usmjereno i prema osi hipotalamus-
hipofiza-nadbubrezZna Zlijezda, kao najvaznijoj osi u regulaciji reakcija na stres (Marina i sur.,

2008).

Do danas, istraZivanje mehanizama bolesti nije rezultiralo konaénim zakljuécima oko
specificnih ili konzistentnih markera etiologije ili patofiziologije. Jedno od glavnih objasnjenja
moZze biti heterogenost populacije bolesti. Rezultati nedavnih studija pokazuju da bi upala
niskog stupnja mogla igrati izuzetno znacajnu ulogu (Jonsjo i sur., 2019). Bududi da je umor
Cesto povezan sa stanjima koja karakterizira imunoloski nedostatak i/ili upala (Borren i sur.,
2018), smatra se da kronicni proupalni status ovih pacijenata uzrokuje ili pogorsava simptome
umora (Maes i sur., 2012). Vjerojatno ne postoji samo jedan temeljni uzrok ove bolesti

(Richmanisur., 2019).

2.1.4. Terapija

Raznolikost potencijalnih etiologija i o¢itovani simptomi povezani s CFS-om ¢ine lijeCenje ove
bolesti izazovnim. Stovige, tretmani uéinkoviti za neke pacijente moZda nece biti u¢inkoviti za
druge. Neizvjesnost u vezi s osnovnim mehanizmima CFS-a usmijerila je farmakoloski tretman
prema ublazavanju specifiénih simptoma. Lijekovi koji ukljucuju sredstva za ublazavanje boli
(specifi¢ni i nespecificni nesteroidni protuupalni lijekovi, NSAID), antidepresivi (inhibitori
monoaminooksidaze, selektivni inhibitori ponovnog unosa serotonina i noradrenalina i
selektivni inhibitori ponovnog unosa serotonina), antivirusna sredstva i antihistaminici

identificirani su kao vjerojatno korisni u lije¢enju CFS-a (Richman i sur., 2019).

Tijekom posljednja tri desetlje¢a obavljeno je znadajno istraZzivanje ucinkovitosti antivirusnih
lijekova u lije¢enju CFS-a. Ovi tretmani obi¢no ukljuuju analoge gvanozina, poput aciklovira i
valaciklovira ili imunomodulatora rintatolimoda u klini¢ckim su ispitivanjima postigli razli¢itu
razinu uspjeha. Ublazivaci boli, bez recepta i samo na recept, Cesto se koriste za ublazavanje
generaliziranih tjelesnih bolova i bolova povezanih s CFS-om i prijavljeni su kao najées¢e

koristeni lijekovi u lijeCenju CFS-a (Richman i sur., 2019).
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Minimiziranje nuspojava lije¢enja posebno je vazno u bolesnika s CFS-om, jer oni ve¢ imaju
Siroku lepezu popratnih bolesti, ¢esto ukljucujuéi gastrointestinalne poremecaje poput
sindroma iritabilnog crijeva (Richman i sur., 2019). S druge strane, studije koje procjenjuju
u¢inkovitost kognitivne bihevioralne terapije pokazale su obecavajuce rezultate. Stovise, kod
mnogih pacijenata simptomi CFS-a fluktuiraju na nepredvidiv nacin bez obzira na razinu
aktivnosti. Stoga bi pomak fokusa s ublaZzavanja simptoma na kvalitetu Zivota mogao biti
koristan u ucinkovitijem upravljanju tim simptomima kako bi se odrzalo ili poboljSalo

funkcioniranje (Jonsjo i sur., 2019).

Na kraju, farmakoloski i bioloski tretmani umora nisu pruZili znacajnije dokaze o ucinkovitosti
u poboljSanju simptoma, funkcioniranja ili kvalitete Zivota. FarmakoloSke terapije glavne su
opcije, dok dugotrajno uzimanje lijekova moze rezultirati ozbiljnim nuspojavama. Stoga je
potrebno i vazno razviti uéinkovite i sigurne lijekove protiv umora ili rezime lijecenja (Wan i

sur., 2017).

2.2. UPALA | UPALNI PROCES

Upala je normalna, bioloSka reakcija tkiva na patogene, nadrazujuce tvari ili ozljede. U zdravim
uvjetima, upala je normalan, samoogranicavajuci i dobro kontrolirani odgovor na infekcije, te
ne Steti ve¢ pomaze u zastiti organizma. Medutim, nekontrolirana upala pridonosi razvoju
razlicitih bolesti, ukljucujuci dijabetes, aterosklerozu, rak itd. Bududi da je umor Cesto povezan
sa stanjima koja karakteriziraju imunoloski nedostatak ili pretjeranu aktivaciju upale, kroni¢ni
proupalni status tih pacijenata moZe uzrokovati ili pogorsati simptome umora (Hal i sur.,
2019). Kao Sto je prethodno spomenuto, upala se smatra vaznom tockom ukljucenom u

mehanizme razvoja umora i CFS-a (Jonsjo i sur., 2019).

2.2.1. Eikosanoidi

Eikosanoidi su signalne molekule nastale enzimatskom ili neenzimatskom oksidacijom
arahidonske kiseline ili drugih polinezasi¢enih masnih kiselina. Ovi bioaktivni regulatori se

proizvode iz omega 3 i omega 6 masnih kiselina (Slika 2).

Ti su spojevi snazni bioloski aktivni lipidi i autokrini i parakrini medijatori koji djeluju u razli¢itim

fizioloskim sustavima i patoloSkim procesima kao $to su: pokretanje upalnog odgovora,

7



2. Teorijski dio

izazivanje vrucice, kontrola reproduktivnih procesa i rasta tkiva, regulacija krvnog tlaka,
zgrusavanje krvi i regulacija ciklusa spavanje/budenje. lzvodeéi ove uloge, eikosanoidi
najcescée djeluju kao autokrini signalni agensi koji utje€u na njihove stanice podrijetla ili kao
parakrini signalni agensi koji utjeCu na stanice u blizini njihovih izvornih stanica, ali mogu

djelovati i kao endokrini agensi koji kontroliraju funkciju udaljenih stanica (Khanapure i sur.,

2007).
w-6 MASNE KISELINE w-3 MASNE KISELINE
Linolnakiselina a-Linolenska kiselina
LA, 18:2w-6 ALA, 18:3w-3
Desaturacija
Elongacija
Desaturacija
Arahidonska kiselina Eikosapentaenska kiselina
AA, 20:4w-6 EPA, 20:5w-3
COoX / Elongacija I COX
/ Dokosapentaenska kiselina
LOX / [LOX DPA, 22:50-3 LOX
Proinflamatorni Antiinflamatorni | Elongacija Antiinflamatorni
lipidni medijatori: || lipidni medijatori: Desaturacija lipidni medijatori:
TX serije 2 Lipoksini B-oksidacija TX serije 3
PG serije 2 Dokosaheksaenska kiselina PG serije 3
LT serije 4 DHA, 22:6w-3 LT serije 5
| Rezolviniserije E
Ccox l LOX

Antiinflamatornilipidni medijatori:
Rezolviniserije D
Marezini

Slika 2 Proizvodnja bioaktivnih regulatora iz omega 3 i omega 6 masnih kiselina
LOX — lipoksigenaza, COX — ciklooksigenaza, PG — prostaglandini, TX —tromboksani, LT — leukotrieni, AA —
arahidonska kiselina, LA — linolna kiselina. ALA — a-linolenska kiselina, EPA — eikosapentaenska kiselina, DPA —
dokosapentaenska kiselina, DHA — dokosaheksaenska kiselina

Osim u upalama i patoloskim stanjima, ukljucujudi bol, kardiovaskularne bolesti i rak, ti lipidi
manifestiraju razli¢ite bioloSke aktivnosti u normalnoj fiziologiji - vazodilatacija,

vazokonstrikcija, ovulacija, funkcija trombocita i bubrega itd. (Smith, 1989; Morita, 2002).

Eikosanoidi se sastoje od nekoliko skupina spojeva, uklju¢ujuéi najistaknutije prostaglandine,

tromboksane, leukotriene, lipoksine, resolvine i eoksine. Za svaku podgrupu postoji
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potencijalno stvaranje najmanje Cetiri odvojene serije metabolita, dvije serije proizvedene iz
w-6 PUFA (arahidonska i dihomo-gama-linolenska kiselina), jedna serija izvedene iz w-3 PUFA

(eikosapentaenska kiselina) i jedna serija izvedena iz w-9 PUFA (Calder, 2017).

2.2.2. Sinteza i uloga PGE2 i TX2 u upali

Odgovor organizma na upalne podrazaje ukljucuje aktivaciju fosfolipaze A2 (PLA2) razli¢itim,
Sto rezultira oslobadanjem arahidonske kiseline (AA) iz fosfolipida stani¢cne membrane. AA se
potom moZe pretvoriti u strukturno razlicite eikosanoide u tri odvojena smjera, katalizirane
sljede¢im enzimima: ciklooksigenaze (COX), lipoksigenaze (LOX) i citokrom P450 epoksigenaze
(Smith, 1989). Klju¢ni eikosanoidi poput prostaglandina (PG), leukotriena (LT) i lipoksina (LX)
nastaju kataliti¢ckim djelovanjem COX i LOX enzima, pri cemu COX put ukljucuje aktivnosti COX-

1§ COX-2 (Slika 3).

Oba pomenuta enzima, i COX-1 i COX-2 su takozvani bifunkcionalni enzimi, Sto znaci da
posjeduju dvije razli¢ite aktivnosti - kao ciklooksigenaza i peroksidaza. Ciklooksigenazna
aktivnost ovih enzima podrazumeva katalizu oksidacije AA do prostaglandina G2 (PGG2), dok
druga, peroksidazna aktivnost, obuhvata konverziju PGG2 u prostaglandin H2 (PGH2). lako je
za pokretanje puta AA potrebna aktivnost PLA2, ukupna regulacija vrste i koli¢ine medijatora
upale u odredenoj stanici uglavnom ovisi o razini ekspresije COX-1, COX-2 i terminalnih

sintaza.

Prvi korak reakcije kataliziran COX-om je transformacija AA u ciklicki endoperoksid
prostaglandin G2 (PGG2), koji se potom reducira u PGH2, a ovaj nadalje metabolizira u
terminalne prostaglandine PGE2, PGI2 (prostaciklin), PGD2, PGF2a, kao i tromboksane A2

(TXA2) i B2 odgovarajuc¢im sintazama prostaglandina i tromboksana (Smith, 1989).

Ti se prostaglandini mogu nadi u razlic¢itim stanicama i tkivima koji vrSe razli¢ite aktivnosti:
uloga PGE2 u upalii bolovima u zglobovima, gastri¢na zastita od strane PGE2 i PGI2 u Zelu¢anoj
sluznici, regulacija izluCivanja soli i vode preko PGE2 i PGI2 u bubrezima, uloga PGI2 u inhibiciji
trombocita i vazodilataciji, uklju¢enost PGE2 u osjet boli i vrucicu u srediSnjem Zivéanom

sustavu, aktivacija trombocita i vazokonstrikcija uz TXA2 i drugo (Cairns, 2007).
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Slika 3 Sinteza PGE2 i TXA2 ciklooksigenazama

COX — ciklooksigenaza, HHT — hidroksiheptadekatrienoat, MDA — malonildialdehid, PG - prostaglandin, PGDS -
PGD2 sintaza, PGES - PGE2 sintaza, PGFS - PGF2a sintaza, PGIS -PGI2 sintaza, TX - tromboksan, TXAS - TXA2

sintaza

COX-1i COX-2 su enzimi sliénih struktura i kataliziraju iste reakcije. Kristalne strukture ljudskog
COX-1i COX-2 dobro su poznate. Ti su enzimi homodimeri koji se sastoje od 576 (COX-1) i 581
(COX-2) aminokiselina. Razlike u tri aminokiseline izmedu primarne sekvence COX-1 i COX-2
glavni su razlog njihovih razlic¢itih aktivnosti. Vjeruje se da ove manje razlike uzrokuju znacajno

drukg¢iju farmakolosku i bioloSku aktivnost (Gierse i sur., 1996).
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Medutim, ti enzimi imaju razli¢ite funkcije i kodirani su razli¢itim genima c¢ija se ekspresija
regulira odvojenim mehanizmima. lako se COX-1 konstitutivno eksprimira u gotovo svim
stanicama i odgovoran je za agregaciju trombocita, Zelu¢anu citoprotekciju i ravnotezu vode
u bubrezima, COX-2 je tijekom upale snaino reguliran u makrofazima, monocitima,
fibroblastima i endotelnim stanicama (Smith, 1989; Morita, 2002). Otkako je prepoznato
ukljucivanje COX-2 u brojne patoloske procese, postao je znacajna terapijska meta u borbi

protiv upale.

2.3. NUTRUENTI | SINDROM KRONICNOG UMORA

Istrazivanja ukazuju na vezu izmedu proupalnog statusa i pojave kroni¢nog umora, kao i
ukljuenosti oksidacijskog stresa u pojavu umora i upala (Wan i sur., 2017). Poznato je da
brojne tvari iz hrane djeluju protuupalno i antioksidativno (Mimica-Duki¢ i sur., 2021). Stoga
sve veci broj studija ukazuje na potencijal aktivnih komponenata hrane kao sredstava za
prevenciju zamora i CFS-a (Luoisur., 2019). Koncept "prehrane za smanjenje umora" ukljucuje
cjelovite Zitarice, povrée, voce i omega-3 masne kiseline, dok se vjeruje da mediteranska
prehrana poboljSava stanje zamora povezano s bolestima, smanjenjem upalnog opterecenja i

istovremenim uravnotezenjem crijevne mikrobiote (Slika 1).

Mogucnost prevencije i/ili potpore farmakoloskoj terapiji, kroz odgovaraju¢u prehranu i
uporabu nutraceutika, mozZe biti koristan pristup za suocavanje sa simptomom umora (Haf3 i
sur., 2019). Nutraceutici, u skladu s definicijom Europskog udruZenja za prehranu, su
prehrambeni proizvodi koji pruzaju zdravstvene i medicinske koristi, ukljucujuéi prevenciju i

lijecenje bolesti (European Nutraceutical Association, 2021).

2.3.1. Omega-3 masne kiseline

Omega-3 polinezasi¢ene masne kiseline (w-3 LC PUFA) imaju Sirok raspon vaznih strukturnih i
regulatornih funkcija u ljudskom tijelu i Sirok spektar bioloskih djelovanja (Bannenberg i sur.,

2017).

Koristenje omega-3 masnih kiselina u upravljanju CFS-om izgleda obecavajuée u smislu
protuupalnog djelovanja. Uc¢inci PUFA posredovani su bioaktivnim lipidnim medijatorima koje

proizvode oksigenaze masnih kiselina, poput COX, LOX i CYP.
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HO

Slika 4 Kemijska struktura eikosapentaenske kiseline

Postoje mnogi dokazi o protuupalnom djelovanju EPA i DHA (HaR i sur., 2019).

HO aad s

Slika 5 Kemijska struktura dokosaheksaenske kiseline

Smatra se da je protuupalni u¢inak omega-3 PUFA posljedica nadmetanja u sintezi eikosanoida
iz AA, kao i nastanku alternativnih metabolita slabijeg djelovanja od medijatora izvedenih iz
AA (Ishihara i sur., 2019). Naime, omega-3 polinezasi¢ene masne kiseline EPA i DHA (Slike 4 i
5) natjeCu se s AA za reakcije koje kataliziraju COX i LOX. Stoga visok unos EPA i DHA hranom
omoguduje djelomi¢nu zamjenu AA, $to dovodi do smanjenja dostupne koli€ine za stvaranje

proupalnih metabolita (Labuschagne i Blaauw, 2018).

Omega-3 PUFA dostupne su na mjestima upale i mogu se enzimski pretvoriti u bioaktivne
posrednike. Identificirani su razni bioaktivni medijatoriizvedeni iz omega-3 PUFA, poznati kao
posrednici u rjeSavanju upale (Slika 2). Tu su uklju€eni rezolvini dobiveni iz EPA (rezolvini E-
serije), rezolvini izvedeni iz DHA (rezolvini D-serije), protektini i marezini (Slika 2). BioloSko
djelovanje takvih metabolita posredovano je razli¢itim tipovima stanica kao S$to su
polimorfonuklearni leukociti, makrofagi, dendritske stanice, eozinofili, urodene limfoidne

stanice, CD4+ T stanice, CD8+ T stanice, y& T stanice i B stanice. Stovise, specifi¢ni posrednici
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u rjeSavanju upala mogu posluZiti Sirokom rasponu korisnih u¢inaka ne samo kod akutne

upale, ve¢ i kod kroni¢ne upale (Ishihara i sur., 2019).

Kako sisavci, ukljucujudi i ljude, nisu u stanju pretvoriti w-6 u w-3 masne kiseline, razina tih
spojeva i odgovarajuéih eikosanoidnih metabolita u tkivima izravno ovisi o kolicini unosa w-6

u odnosu na w-3 PUFA (Edwards i O'Flaherty, 2008; Gruz, 2016).

Zapravo, neki od metabolita serije w-6 i w-3 PUFA imaju gotovo suprotne patofizioloSke
aktivnosti, pa Stetne posljedice povezane s velikim unosom w-6 masne kiseline odrazavaju
dominantnu proizvodnju eikosanoida izvedenih iz w-6 masnih kiselina, dok blagotvorni ucinci
povezani s konzumacijom hrane bogate w-3 masnim kiselinama odrazavaju istaknute
aktivnosti eikosanoida izvedenih iz ove vrste masnih kiselina. Ovaj aspekt djelovanja
eikosanoida na klju¢ne ciljne stanice povezuje Stetne i blagotvorne udinke prehrane bogate w-
6 i w-3 na razli¢ita stanja kao Sto su upale i alergijske reakcije, ateroskleroza, hipertenzija,
razvoj umora, CFS i drugi procesi (Soberman i Bozi¢, 2003; Ishihara i sur., 2019; HaR i sur.,

2019; Hoppenbrouwers i sur., 2019).

Ujedno je poznato je da konzumacija omega-3 masnih kiselina ima povoljne zdravstvene
ucinke na brojne bioloske procese kao $to su poboljSani imunoloski profil, poboljsane
kognitivne funkcije, odrZavanje mentalnog zdravlja i optimizirana Zivéano-misi¢na funkcija.
Nedavno su se pojavili podaci koji pokazuju pozitivan utjecaj unosa omega-3 masnih kiselina
na koStane misi¢e. Poveéan unos nezasi¢enih masnih kiselina i omega-3 masnih kiselina kroz
prehranu i suplementaciju ukljucen je u preporuke za nefarmakoloski pristup ublazavanju

simptoma CFS-a (Sitzia i sur., 2019; Nacul i sur., 2020).

Ulja morskih organizama bogata su omega-3 masnim kiselinama, posebno DHA i EPA te se
smatraju jednim od najboljih omega-3 LCPUFA izvora, a pretezno potjecu od ribe, krila,
Skoljaka, kalamara, inéuna i jetre bakalara. Uz to, mikroalge, perspektivni alternativni izvor
zdravih PUFA dugog lanca, imaju sve veéu vaZznost za rjeSavanje prehrambenih nedostataka
rasirenih u svijetu (Cveji¢ Hogervorst i sur.,2019; Arab-Teherani i sur., 2012; Bannenbergisur.,
2017). Stoga je potrosacima dostupan Sirok raspon razli¢itih dodataka prehrani bogatih EPA i

DHA masnim kiselinama (De Boer i sur., 2018).
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2.3.2. Flavonoidi

Ljekoviti biljni pripravci koji sadrZe fitokemikalije poput flavonoida koriste se stolje¢ima, a
protuupalno djelovanje flavonoida ima zastitni potencijal koji je potvrden za razli¢ite kroni¢ne
bolesti poput raka, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i neuroinflamacije (Cveji¢ Hogervorst
i sur., 2017.; Cveji¢ Hogervorst i sur., 2018; Luo i sur., 2019). Utvrdeno je da antioksidativne
fitokemikalije i flavonoidi posjeduju izvanredan ucinak protiv umora (Peng i sur., 2021). Stoga
je zamislivo da bi povecan unos prirodnih antioksidativnih sastojaka hranom mogao dovesti

do smanjenog oksidativnog ostecenja, a time i umora.

OH

HO O

OH O

Slika 6 Kemijska struktura apigenina

Cini se da apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) (Slika 6), slabo toksi¢ni i nemutageni flavonoid s
izvanrednom farmakodinamikom, predstavlja obecavajuéi sastojak zastitnog nutraceutika.
Postojece epidemioloske i predklini¢ke studije govore u prilog razvoju apigenina kao prirodne

alternativne terapije protiv kroni¢nih upalnih stanja (Ginwala i sur., 2019).
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Slika 7 Kemijska struktura luteolina

Luteolin (3',4',5,7-tetrahidroksiflavon) (Slika 7) je flavonoid koji se obi¢no nalazi u biljkama.
Biljke bogate luteolinom tradicionalno se koriste za lijeCenje simptoma povezanih s upalom.
Cisti luteolin i ekstrakti iz biljaka s visokim sadrzajem luteolina $iroko su proucavani u smislu

protuupalnog djelovanja (Aziz i sur., 2018).

Studije provedene in vitro i in vivo pokazale su snazno protuupalno djelovanje luteolina, kao i
njegovog derivata luteolin-7-O-glukozida. Klinicko ispitivanje s formulacijom koja sadrzi
luteolin takoder je pokazalo izvrstan terapeutski ucinak protiv bolesti povezanih s upalom.
Stoga in silico, in vitro, in vivo i klini¢ke studije snazno sugeriraju da je glavni farmakoloski
mehanizam luteolina njegovo protuupalno djelovanje koje proizlazi iz njegove regulacije
specifiénih transkripcijskih ¢imbenika (STAT3, NF-kB i AP-1 itd.) (Aziz i sur., 2018). Stovise,

luteolin takoder djeluje snazno antioksidativno (Tiani sur., 2021).

Kao Sto je ranije spomenuto, medu Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti, ukljucujuci
antioksidativne, imunomodulatorne, antimikrobne, antivirusne, antikancerogene i druge,
takoder se isti€u protuupalna svojstva polifenola. Jedan od mehanizama koji objasnjava
protuupalno djelovanje polifenola je modulacija aktivnosti enzima uklju¢enih u metabolizam
AA, PLA2, COX i LOX, kako na transkripcijskoj tako i na enzimskoj razini (Ribeiro i sur., 2015).
U istrazivanju koje je ispitivalo protuupalni potencijal metanolnih ekstrakata Plantago
lanceolata i Plantago major preko modulacije proizvodnje PGE2 i TXA2, utvrdena je pozitivna
korelacija izmedu koncentracija apigenina i ursolne kiseline, suzbijanja proizvodnje PGE2 i
TXA2, i vezane ekspresije (Majkic i sur., 2020). Stupanj inhibicije PGE2 i TXA2 u ekstraktima
bila je usporediva s utjecajem aspirina i indometacina, kao i neSto niZza od celekoksiba,

selektivnog inhibitora COX-2 (Majkié i sur., 2020).
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Proizvod koji sadrzi kombinaciju omega-3 masnih kiselina i biljnih flavonoida pokazao je
obecavajuce rezultate u regulaciji regrutacije upalnih stanica u misi¢nim tkivima in vitro i kao

pomocna terapija kod distroficara (Sitzia i sur., 2019).

Iz svega iznesenog, pretpostavlja se kako bi nutritivni lijekovi protiv umora, uklju¢uju¢i omega-
3 masne kiseline i odabrane flavonoide - apigenin i luteolin, mogli imati potencijal u

terapijskim strategijama kod umora.
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3.1. ZADATAK

U sklopu opseZnijih istraZzivanja biolosSke aktivnosti masnih kiselina i polifenolnih spojeva, cilj
rada je bio ispitati protuupalni potencijal kombinacije omega-3 masnih kiselina — DHA i EPA s
odabranim fenolnim spojevima - apigenin, apigenin-7-O-glukozid, apigenin-7-O-glukuronid,

luteolin, luteolin-7-0-glukozid, luteolin-7-0O-glukuronid.

Provedena je procjena inhibicije stvaranja PGE2 i TXA2 kao medijatora upale u monocitima

U937 stimuliranih LPS-om, koji predstavljaju modelni sustav u ranoj fazi upale.

Hipoteze istrazivanja ukljucuju sljedece:
e Kombinacije DHA i EPA s fenolnim spojevima utje¢u na njihov protuupalni potencijal ;
e Postoji sinergisticki u¢inak kombinacije masnih kiselina i flavonoida;

e Pojedine kombinacije DHA, EPA s fenolnim spojevima imaju potencijal za ukljucivanje

u daljnje faze istraZzivanja, kao i za testiranje ublazavanja simptoma umora i CFS-a.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Uzgoj stanica U937

Ljudski leukemijski monociti U937 uzgajani su u mediju RPMI-1640, koji je sadrzavao 10 % (v/v)
fetalnog govedeg seruma (fetal bovine serum, FBS), 2,05 mmol/L L-glutamina, 25,0 mmol/L
HEPES (4-(2-hidroksietil) piperazin-1-etansulfonska kiselina), 100 U/ml penicilina, 0,10 mg/ml
streptomicina i 0,25 pg/ml amfotericina B, na 37°C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO,. Stanice su
uzgajane u suspenziji i gustoda se odrzavala izmedu 2 x 10> i 2 x 10° stanica/ml. Za

eksperimente su koristene stanice do 15 prolaza, bez promjene morfoloskih karakteristika.

3.2.2. Analiza citotoksicnosti

U svaku jaZicu mikrotitarske plocice sa 6 jaZica dodane su 2 x 108 stanica u 2 ml RPMI-1640
medija bez FBS-a. Nakon 1 sata inkubacije (37°C, vlazna atmosfera, 5 % CO2), dodan je 1 uL
ispitivanog uzorka. Isti volumen (1 plL) otapala - DMSO u kojem je uzorak otopljen dodan je
kontroli. Sve su probe odradene u tri ponavljanja. Nakon 22 sata inkubacije (37°C, vlazna

atmosfera, 5 % CO;), utvrdena je odrZivost stanica.

18



3. Eksperimentalni dio

Postotak vijabilnih/odrZivih stanica u uzorku izracunat je formulom:

% vijabilnih stanica = (broj Zivih stanica / ukupan broj stanica) x 100

Rezultat se izraZzava kao postotak Zivih stanica u radnim uzorcima u odnosu na kontrolu. Ako

je rezultat veci od 95 %, smatralo se da ispitivani uzorak nije pokazivao citotoksi¢ne ucinke.

Citotoksi¢nost standardnih spojeva apigenin, apigenin-7-O-glukozid, apigenin-7-O-glukuronid,
luteolin, luteolin-7-0O-glukozid, luteolin-7-O-glukuronid ispitivana je u koncentraciji od 2,5
umol/L, dok su koncentracije DHA i EPA bile 100, 50, 25 i 12,5 umol/L. Takoder je ispitana
citotoksi¢nost smjesa koje sadrze standardne spojeve u koncentraciji od 2,5 umol/L, 12,5

umol/L DHA i 25 umol/L EPA.

3.2.3. Tretman stanica s ciljem inhibicije stvaranja PGE2 i TXA2

Odredivanje aktivnosti ispitivanih ekstrakata i standardnih spojeva provedeno je prema
modificiranim metodama Wong i sur. (1997), Penglis i sur. (2000) i Jiang i sur. (2003), kao sto
je opisano u ¢lanku Majkic¢ i sur. (2020). Metoda se temelji na odredivanju sposobnosti
inhibicije stvaranja metabolita ciklooksigenaznog puta metabolizma AA, TXA2 i PGE2, u

ljudskim leukemijskim monocitima - stani¢na linija U937.

Nakon dodatka LPS-a, poticaja upalnih procesa, dolazi do ekspresije COX-2 u monocitima, Sto
je popraéeno poveéanom proizvodnjom PGE2 i TXA2 (Demasi i sur., 2000). | COX-1 i COX-2
odgovorni su za stvaranje proizvoda ciklooksigenaze u ovom sluéaju. Ovaj modelni sustav
moze se koristiti za ispitivanje sposobnosti uzoraka da inhibiraju proizvodnju PGE2 i TXA2 u
monocitima, tj. u upalnim procesima gdje se stimuliraju monociti u krvi (monociti koji nisu na
mjestu upale, tj. nisu transformirani u makrofage u tkivu u kojem se odvija upalni proces)

(Majkic i sur., 2020) i koje se moze smatrati modelom ranog stadija upale.

U svaku jaZicu mikrotitarske plocice sa 6 jaZica dodaju se 2 x 10® monocita resuspendiranih u
2 ml RPMI-1640 medija bez seruma. Nakon 1 sata inkubacije dodan je 1 ul testnih uzoraka.
Nakon sljedeca 2 sata inkubacije, u stanicama je izazvana upala dodatkom LPS-a (1 uL, 1,00

mg/mL). Nakon 20 sati, stanice su odvojene od supernatanta centrifugiranjem i pohranjene
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na -80 °C do analize. U kontrolama su testirani uzorci zamijenjeni odgovarajuéim otapalom - 1

pL DMSO. Sva ispitivanja izvedena su u tri ponavljanja, a kontrole u Sest ponavljanja.

Tijekom svih inkubacija mikrotitarske plocice s reakcijskim smjesama nalazile su se u

inkubatoru (37° C, vlazna atmosfera, 5 % CO,).

Standardni spojevi apigenin, apigenin-7-O-glukozid, apigenin-7-O-glukuronid, luteolin,
luteolin-7-0-glukozid, luteolin-7-O-glukuronid ispitivani su u koncentraciji od 2,5 umol/L, dok
su primijenjene koncentracije DHA i EPA bile su 12,5, odnosno 25 pmol/L. Smjese su
sadrZavale standardne spojeve u koncentraciji od 2,5 umol/L, 12,5 umol/L DHA i 25 umol/L
EPA.

3.2.4. Kvantifikacija PGE2 i TXA2 pomocu ELISA testa

U radnom supernatantu za ispitivanje, kolicina proizvedenih PGE2 i TXA2 odredena je pomocu
ELISA testa prema proizvodacevom postupku (Elabscience Biotechnology, SAD). Rezultat je
izrazen u postocima i predstavlja normaliziranu (relativnu) koli¢inu produkta u radnim
uzorcima (monociti tretirani LPS-om u prisutnosti testnog spoja/smjese) u usporedbi s

kontrolom (monociti tretirani LPS-om u prisutnosti ekvivalenta otapala - DMSO).

3.2.5. Odredivanje ekspresije mRNA enzima koji sudjeluju u sintezi PGE2 i TXA2
uz RT-qPCR

Nakon odvajanja supernatanta, ekspresija mRNA enzima koji sudjeluju u stvaranju PGE2 i

TXA2: cPLA2a, COX-1/2, mPGES-1/2, cPGES i TXAS odredena je u tretiranim stanicama

tehnikom RT-qPCR (Majkic i sur., 2020).

Ribonukleinske kiseline (RNA) ekstrahirane su smjesom TRIzol®/kloroform i istalozene
izopropilnim alkoholom, a zatim je koncentracija RNA odredena fluorometrijski, koristedi
komercijalno dostupan komplet (Qubit RNA BR Assay Kit; Invitrogen, Thermo Fisher, SAD).
Nakon tretmana s kompletom deoksiribonukleaze (Dnase | (bez RNase); Ambion, Thermo
Fisher, SAD), sintetizirana je komplementarna DNA (cDNA) na temelju mRNA sekvence
koristenjem komercijalno dostupnog kompleta (Reverse Transcription Kit s velikim

kapacitetom; Applied Biosystems, Thermo Fisher, SAD).

Komercijalno dostupan komplet (Power SYBR Green PCR Master Mix; Applied Biosystems,
Thermo Fisher, SAD) koji koristi odgovarajuce ljudske primere za cPLA2a (PLA2G4A), COX-1/2
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(PTGS1/PTGS2), mPGES-1 koristen je za kvantitativhu analizu ekspresija (PTGES), mPGES-2
(PTGES2), cPGES (PTGES3) i TXAS (TBXAS1) gena. Ekspresija mRNA normalizirana je na
referentnu mRNA gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) i izraZena je kao ACt. Za svaki
uzorak izracunata je srednja vrijednost ACt. Relativha ekspresija gena normalizirana je u

odnosu na kontrolu (100 %).

3.2.6. Statisticka obrada podataka

Aritmeticka sredina koristena je kao mjera sredisSnje tendencije skupine, a kao mjera varijacije
podataka izraZzena je standardna devijacija (Excel 2007, Microsoft). Statisticka znacajnost
razlika u odredenim skupinama ispitivana je analizom varijance (ANOVA), nakon ¢ega slijedi
post-hoc Tukey HSD test, pomocu softvera Statistica 12.2. (StatSoft). Statisticke hipoteze
testirane su na razini statisticke znacajnosti 0,05, odnosno razlike na razini znacajnosti

(pouzdanosti) p < 0,05 smatrane su statisticki znacajnima.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. CITOTOKSICNOST ISPITIVANIH SPOJEVA | SMJESA

Apigenin i luteolin, kao i drugi flavoni, prisutni su u hrani uglavhom u obliku O-glikozida.
Posebno bogati izvori ovih derivata su cajevi, kao i zacini poput lis¢a jaglaca, ruzmarina,
origana i drugih (Hostetler i sur., 2017). Brojne studije in vitro i in vivo ispitivale su
bioraspolozZivost, metabolizam i bioloske aktivnosti fenolnih spojeva, ali malo je istrazivanja
usredotoceno na karakterizaciju njihove interakcije s drugim razredima spojeva. Primjerice,
mediteranska prehrana, bogata zacinima i ribom, vrlo Cesto moZe sadrzavati navedene
flavonoide i masne kiseline DHA/EPA, a Ciji potencijalni sinergijski/antagonisticki ucinci nisu
poznati. U sklopu opseznijih istrazivanja bioloSke aktivnosti masnih kiselina i polifenolnih
spojeva, ovaj rad predstavlja rezultate ispitivanja povezanih s procjenom protuupalnog
potencijala kombinacija DHA, EPA i Sest fenolnih spojeva (apigenin, apigenin-7-0O-glukozid,
apigenin-7-O-glukuronid, luteolin, luteolin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukuronid) u smislu
inhibicije stvaranja moc¢nih medijatora upale - PGE2 i TXA2 u modelnom sustavu ranih upala

faze (monociti U937 stimulirani LPS-om).

Prva faza studije obuhvacdala je ispitivanje citotoksic¢nosti Cistih spojeva i smjesa. lako je u
prethodnim radovima (Saw i sur., 2010; Jaudszus i sur., 2013) primijenjena koncentracija DHA
i EPA bila 100 uM u RAW 264,7 stanicama ili primarnim monocitima, u ovom modelnom
sustavu subtoksi¢ne koncentracije DHA i EPA su bile ispod 50 pM. Imajuci na umu da su
prethodne studije sugerirale da je omjer DHA i EPA 1 : 2 povoljan za smanjenje rizika od upale
(Shang i sur., 2017), odabrane su netoksicne koncentracije smjese ove dvije masne kiseline:
12,5 umol/L DHA i 25 umol/L EPA. Konacna smjesa, osim DHA i EPA, sadrzavala je i flavonoid
u koncentraciji od 2,5 umol/L (Tablica 1, 2 i 3).

Tablica 1 Udio vijabilnih stanica (odnos proba/kontrola) nakon tretmana U937 stanica

ispitivanim flavonidima

Fenol
Lo Apigenin-7- Apigenin-7- . Luteolin-7- Luteolin-7-
Apigenin O-glukozid O-glukuronid Luteolin 0O-glukozid | O-glukuronid
" -
oncentracija 25
(um)

Y :

ljabi '(';O;ta"'ce 980+18 | 980+1,1 984+12 | 101+18 | 980+1,1 97,4+2,2
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Tablica 2 Udio vijabilnih stanica (odnos proba/kontrola) nakon tretmana U937 stanica s EPA i

DHA pri razlic¢itim koncentracijama

EPA
. -
oncentracija 150 100 50 25 12,5 6,25 3,12
(um)
Vijabilne stanice
A 0 0 541 | 961+12 | 962+1,8 | 971+1,1 | 97,1+1,2
DHA
Koncentracija 150 100 50 25 12,5 6,25 3,12
(um)
Vijabilne stanice
o 0 0 741 | 972%1,9 | 97,2+2,1 | 991+0,1 | 98,1+0,4

Tablica 3 Udio vijabilnih stanica (odnos proba/kontrola) nakon tretmana U937 stanica

smjesama ispitivanih spojeva

EPA i DHA
Koncentracije 25 (EPA) 12,5 (EPA) 6,25 (EPA)
(M) 12,5 (DHA) | 6,25 (DHA) 3,25 (DHA)
Vijabilne 96,7+1,1 | 961+1,2 97,2+1,6
stanice (%)
EPA, DHA i fenol
25 (EPA)
25 (EPA) 25 (EPA) 1355(55:/1) 25 (EPA) 25 (EPA) | 12,5 (DHA)
Koncentracije | 12,5 (DHA) | 12,5(DHA) | ('a o | 125 (DHA) | 12,5 (DHA) 2,5
(uM) 2,5 2,5 (apigenin- ! 7F_)Og_ 2,5 2,5 (luteolin- | (luteolin-7-
(apigenin) 7-0-glukozid) glukuronid) (luteolin) 7-0-glukozid) O- .
glukuronid)
Vijabilne 97,7+1,5 98,1+ 1,4 97,0+ 1,0 957+12 | 96,1+02 | 982+0,6
stanice (%)

4.2. UTIECAJ ISPITIVANIH SPOJEVA | SMJESA NA PROIZVODNIJU PGE2 | TXA2

Jedan od mogudih nacina suzbijanja upale je inhibiranje sinteze medijatora upale, eikosanoida

PGE2 i TXA2, ili sprecavanje djelovanja enzima (prvenstveno inducibilnog COX-2) koji su

ukljueni u njihovu sintezu, Sto je zapravo djelovanje najpoznatijeg protuupalnog lijeka,

aspirina. S druge strane, poznato je da su DHA i EPA jaka konkurencija AA na mjestu supstrata

COX, tj. da mogu modulirati ekspresiju COX-2, koja je znacajno povec¢ana u upalnom procesu

(Jaudszus i sur., 2013; Leei sur., 2009).

Medutim, vrlo je malo studija proucavalo ucinak kombinacija DHA, EPA i fenolnih spojeva u

upalnim procesima. Na primjer, Saw i suradnici (2010) ispitivali su protuupalno djelovanje
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kurkumina u malim dozama u kombinaciji s DHA i EPA, Hadad i Levy (2017) ispitivali su ucinak
EPA, karotenoida i polifenola na transformaciju mikroglije, dok su Pallares i suradnici (2012)
otkrili da kombinacija resveratrola i EPA pojacava protuupalno djelovanje. Takoder, zasad
nema podataka o utjecaju mjeSavina DHA, EPA i fenolnih spojeva testiranih u ovom radu na

proizvodnju PGE2 i TXA2.

Tablica 4, kao i Slike 8 i 9, prikazuju normalizirane vrijednosti otkrivenih koli¢ina PGE2 i TXA2
u neobradenim monocitima, kontroli (monociti stimulirani LPS-om) i monocitima stimuliranim

LPS-om u prisutnosti ispitnih spojeva ili odgovarajucih smjesa (radni uzorci).

Tablica 4 Normalizirane vrijednosti produkcije PGE2 i TXA2 (% u odnosu na kontrolu),

standardne devijacije (SD) i statisti¢ka znacajnost (p)

Tip uzorka PGE; SD p TXA; SD p

Monociti 0,79 0,13 0,08 1,02 0,19 0,87
Kontrola (monociti + LPS) 1,00 0,12 1,00 0,17

EPA 25 uM 1,18 0,07 0,10 1,19 0,07 0,27
EPA 12,5 uM 0,95 0,16 0,61 0,78 0,09 0,07
DHA 25 uM 1,39 0,14 0,07 0,84 0,16 0,26
DHA 12,5 uM 0,85 0,17 0,27 1,04 0,15 0,76
DHA 12,5 uM i EPA 25 uM 0,78 0,13 0,07 1,12 0,19 0,38
Apigenin 2,5 uM 0,97 0,11 0,79 0,84 0,09 0,15
Apigenin-7-0-glukozid 2,5 uM 1,01 0,16 0,96 1,07 0,19 0,74
Apigenin-7-0-glukuronid 2,5 uM 1,01 0,14 0,93 1,13 0,11 0,46

DHA 12,5 uM, EPA 25 uM i apigenin 2,5 uM 0,77 0,02 0,02 0,90 0,15 0,44
DHA 12,5 uM, EPA 25 uM i apigenin-7-O-

glukozid 2,5 pM 0,88 0,12 0,21 0,88 0,12 0,26
DHA 12,5 uM, EPA 25 uM i apigenin-7-O-

glukuronid 2,5 uM 1,22 0,12 0,04 1,01 0,16 0,95
Luteolin 2,5 uM 1,04 0,05 0,67 1,23 0,15 0,14
Luteolin-7-O-glukuronid 2,5 uM 0,98 0,14 0,87 1,23 0,17 0,14
Luteolin-7-O-glukozid 2,5 pM 0,86 0,14 0,23 1,09 0,03 0,38

DHA 12,5 pM, EPA 25 uM i luteolin 2,5 uM 0,54 0,08 0,01 1,36 0,09 0,01
DHA 12,5 pM, EPA 25 pM i luteolin-7-O-

glukozid 2,5 uM 1,73 0,19 0,00 1,48 0,17 0,012
DHA 12,5 puM, EPA 25 uM i luteolin-7-O-
glukuronid 2,5 pM 0,64 0,08 0,01 0,67 0,08 0,04

25



4. Rezultati i rasprava

U primijenjenim koncentracijama, DHA, EPA i njihova smjesa nisu imale statisticki znacajan
ucinak na smanjenje proizvodnje PGE2 niti TXA2, sto nije u skladu s prethodno dostupnim
podacima (Jaudszus i sur., 2013.). Medutim, iako je osnovni in vitro bioloski sustav bio gotovo
isti (monociti U937 i primarni monociti), primijenjene koncentracije DHA i EPA u istraZivanjima
Jaudszusa i suradnika (2013) bile su znatno veée (100 puM), Sto je najvjerojatniji razlog

aktivnosti u njihovom sustavu.

2.00
— 180
417; = *
e © 1.0 I
T WUE
=0 o 140
5% = i
o= c 120 I I
§< 3 Z
£33 100 I | I
=8¢ I L I
®ao 08 e 2
— 3 *
S R 060 z I
0.40
0.20
0.00
L O
@o (:\&\ QV‘ '\’}\ \2&‘ \"J/\ QV‘ \(\"]/\ '\b’\/\ ‘\b’\/\ \o’»\ \Q;V ‘\6’»‘ \(\’»\ .\bfl/‘ \6’\/‘ \Q’L\ 4\6’1,\ .\b"/‘
O ¢ Q¥ S S S S S S S ST
< < VX % F LY FES Y
Q 3 ’bQ 2 \${' ‘\'b ) \3& N \\§E ) \\ ) \&
S A AT A0 R DN NN SR>
& N FORIRN N0 o7 A v N O
Q< \s S N oY & A AN AN A
© O PN V’L & R RPN
P& & & & S
> N \ ° X S VS
’bQ \}@ Q\ .\'b AN\ 0‘ ,f:) (9\\
SECIR S
9 ¥ SR
N AN
< O M AS
A WY N
N Q
Q QQ?‘

Slika 8 Utjecaj ispitivanih spojeva i smjesa na proizvodnju PGE2

Takoder, pojedinaéni fenolni spojevi nisu uzrokovali znacajno smanjenje proizvodnje PGE2 i
TXA2 tj., u primijenjenim koncentracijama, ispitivani spojevi nisu utjecali na metabolizam
endogene arahidonske kiseline, $to je rezultiralo proizvodnjom PGE2 i TXA2. Rezultati
prethodnih istrazivanja (Majki¢ i sur., 2020) pokazuju da apigenin, luteolin i njihovi 7-O-

glukozidi imaju sposobnost modulacije metabolizma egzogene AA (proizvodnja PGE2 i TXA2),
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$to ukazuje na potrebu za daljnjim, detaljnijim studijama protuupalnih mehanizama koji

ukljuCuju i endogenu i egzogenu AA.

lako pojedinacne komponente nisu bile aktivne, znacajnu inhibiciju stvaranja PGE2 pokazale

su smjese DHA, EPA i apigenina; DHA, EPA i luteolina te DHA, EPA i luteolin-7-O-glukuronida.

S druge strane, smjese DHA, EPA i apigenin-7-O-glukuronida te DHA, EPA i luteolin-7-O-

glukozida povecale su proizvodnju PGE2. Ucinci pojedinih spojeva i smjesa na proizvodnju

TXA2 vrlo su sli¢ni: u primijenjenim koncentracijama, samo smjesa DHA, EPA i luteolin-7-O-

glukuronida smanijila je koli¢inu TXA2, dok su smjese DHA, EPA i luteolin-7-O-glukozida kao i

DHA, EPA i luteolina utjecale na povecanje. Moguée je da pojedini analizirani spojevi u

odredenim uvjetima imaju prooksidativno djelovanje, sto nadalje moze potaknuti lucenje

medijatora upale (Yen i sur., 2003; Ding i sur., 2017).
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Slika 9 Utjecaj ispitivanih spojeva i smjesa na proizvodnju TXA2

Na temelju dobivenih rezultata inhibicijskog potencijala na proizvodnju PGE2 i TXA2 koji

pokazuju testni spojevi i smjese, moze se zakljuciti da niske koncentracije pojedinih spojeva

mogu biti ogranicavajuci faktor, ali i da procjena bioloskog potencijala nekog spoja mora
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obuhvatiti i odredivanje razina prekursora, ali i metabolita, jer njihove aktivnosti nisu nuzno
povezane. Takoder, prikazani rezultati ukazuju na protuupalni potencijal mjesavina DHA, EPA
i luteolina, odnosno njegovog metabolita i racionalnu osnovu za njihovo ukljucivanje u daljnje

faze istrazivanja.

4.3. UCINCI ISPITIVANIH SPOJEVA | SMJESA NA EKSPRESIJU mRNA

Opcenito, proizvodnja PGE2 i TXA2 iz oslobodene arahidonske kiseline moZe se sa genetskog

aspekta regulirati na nekoliko razlicitih razina:
e natranskripcijskoj razini (ekspresija mRNA enzima koji sudjeluju u sintezi PGE2 i TXA2),
e na translacijskoj razini (ekspresija enzima koji sudjeluju u sintezi PGE2 i TXA2),
e narazini samih enzima (inhibicija enzima koji sintetiziraju PGE2 i TXA2).

Kako bi se barem djelomi¢no razjasnio mehanizam djelovanja, ispitan je ucinak dijela tvari i
smjesa na ekspresiju mRNA enzima koji sudjeluju u proizvodnji PGE2 i TXA2: cPLA2, COX-1/2,
mPGES-1, mPGES -2, cPGES i TXAS.

Odabrane smjese prvenstveno su sadrzavale glukuronide, jer predstavljaju oblike (metabolite)
koji se takoder mogu pronaci in vivo, a koji, koliko je poznato, nikada nisu testirani u ovom
sustavu te njihovim bioloskim prethodnicima - apigeninu i luteolinu. Rezultati su prikazani na

Slikama 10i 11, kao i u Tablici 5.

S obzirom na put ciklooksigenaze u metabolizmu arahidonske kiseline i glavne faze sinteze
PGE2 i TXA2 (Slika 2), inhibicija ekspresije mRNA PLA2 (PLA2 - oslobadanje arahidonske
kiseline) i inhibicija ekspresije mRNA COX-2 (COX-2 - stvaranje klju¢nog prekursora) mogu se
smatrati najvaznijim fazama u kojima se moZe dogoditi regulacija (na genetskoj razini)
proizvodnje PGE2 i TXA2. U terminalnim fazama sinteze PGE2, mPGES-1 se moZe oznaciti kao

najvazniji, jer je povezan s COX-2, dok je TXAS klju¢ni terminalni enzim za sintezu TXA2.
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Normalizirane vrijednosti ekspresije
o

MRNA enzima u odnosu na mRNA GAPDH

kontrola
apigenin 2,5 uM
apigenin-7-0O-glukuronid 2,5 uM
B DHA 12,5 uM i EPA 25 uM
W DHA 12,5 uM, EPA 25 uM i apigenin 2,5 uM
B DHA 12,5 uM , EPA 25 uM i apigenin-7-O-glukuronid 2,5 uM

Slika 10 Utjecaj apigenina, apigenin-7-O-glukuronida i njihovih smjesa s DHA i EPA na
ekspresiju mRNA enzima uklju¢enih u proizvodnju PGE2 i TXA2

Na temelju rezultata prikazanih na Slikama 10i 11, moZe se primijetiti da su apigenin i luteolin
pokazivali modulacijski u¢inak koji je bio u skladu s prethodnim rezultatima (Majkié i sur.,
2020). Zanimljivo je da suiapigenin- i luteolin-7-0-glukuronid snazno inhibirali ekspresiju COX-
2 mRNA. Ekspresija mRNA COX-2 pri tretmanu apigenin-7-O-glukuronidom smanjena je oko
sedam puta, a luteolin-7-O-glukuronidom oko pet puta u odnosu na kontrolu (monociti
tretirani LPS-om) (Tablica 5). Medutim, 7-O-glukuronidi, u smjesi s DHA i EPA, imali su slabiju
aktivnost: smjesa DHA, EPA i apigenin-7-O-glukuronida nije znacajno utjecala na ekspresiju,
dok je smjesa DHA, EPA i luteolin-7-O-glukuronida prepolovila ekspresiju COX-2 mRNA.
Sukladno prethodnim rezultatima (Majki¢ i sur., 2020), ekspresija mPGES-1 mRNA povecala se
tijekom supresije COX-2 mRNA. Naime, mPGES-1 se smatra enzimom povezanim s COX-2, za
razliku od COX-1 koji ima veci afinitet za spajanje s TXAS-om, prostaglandin F sintazom (PGFS)
i citosolnim PGES-om (Rouzer i Marnet, 2009; Ricciotti i Fitzgerald, 2011). Kako utvrdena
ekspresija gena nije u direktnoj korelaciji s proizvodnjom PGE2 i TXA2, mogudéi su utjecaji

apliciranih komponenata na razini samih enzima koji sintetiziraju PGE2 i TXA2, Sto u ovoj studiji
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nije praceno. Sudjelovanje vise mehanizama i kompleksnost spomenutih interakcija

zahtijevaju dodatne eksperimente za jasniji uvid.
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kontrola
luteolin 2,5 uM
luteolin-7-O-glukuronid 2,5 uM
H DHA 12,5 uM i EPA 25 pM
B DHA 12,5 uM, EPA 25 uM i luteolin 2,5 pM
B DHA 12,5 uM , EPA 25 puM i luteolin-7-O-glukuronid 2,5 pM

Slika 11 Utjecaj luteolina, luteolin-7-O-glukuronida i njihovih smjesa s DHA i EPA na

ekspresiju mRNA enzima ukljué¢enih u proizvodnju PGE2 i TXA2

lako je poznato da DHA i EPA mogu modulirati ekspresiju COX-2 (Lee i sur., 2009), u ovom
istrazivanju sama mjesavina DHA i EPA nije znacajno utjecala na ekspresiju mRNA vedine
enzima (najvjerojatnije zbog niske koncentracija), osim dvostrukog smanjenja ekspresije
MPGES-2 mRNA i Cetverostruke indukcije TXAS mRNA. Medutim, uoceno je da uzorci koji
sadrZze smjese omega-3 masnih kiselina i flavonoida (osim dva uzorka - s luteolinom i luteolin
7-0-glukuronidom) povecavaju ekspresiju TXAS mRNA (Slike 10 i 11), i to povecanje nije

izravno povezano s koli¢inom proizvedenog TXA2.
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Tablica 6 Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu proizvedenih koli¢ina PGE2 i TXA2 i

ekspresije mMRNA enzima uklju¢enih u njihovu proizvodnju

COX-1 COX-2 PLA2 mPGES-2 mPGES-1 cPGES TXAS
PGE2 0,612 -0,295 -0,734 0,306 0,233 0,106
TXA2 0,210 0,292 0,267 -0,330 -0,410 -0,351 0,311

Uoceno je da nema veceg stupnja korelacije izmedu proizvedenih koli¢ina PGE2 i TXA2 i
ekspresije mRNA enzima ukljucenih u njihovu proizvodnju (Tablica 6), a u nekim je sluc¢ajevima
uocen i izuzetno nizak stupanj korelacije, $to jasno ukazuje na sloZenost reguliranja njihove
sinteze te na to da se ne mogu iskljuciti dogadaji na translacijskoj i razini inhibicije samog

enzima.
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5. Zakljuéci

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, a u odnosu na postavljene hipoteze,

mogu se izvesti sljededi zakljucci:

Kombiniranje DHA i EPA masnih kiselina s fenolnim spojevima utje¢e na protuupalni
potencijal ovih spojeva. Utvrdeno je da taj utjecaj, u sustavu u kojem je ispitivan, moze
biti sinergisti¢ki ili antagonisticki, ovisno o primijenjenim koncentracijama i

kombinacijama analiziranih spojeva;

Ustanovljeno je da bioloski potencijali prekursora i odgovaraju¢ih metabolita nisu

nuzno povezani;

Dokazan je protuupalni potencijal kombinacija DHA, EPA i luteolina, odnosno njegovog
metabolita, te je utvrdena racionalna osnova za njihovo uklju¢ivanje u daljnje faze

istraZzivanja, kao i za testiranje ublazavanja simptoma umora i CFS-a.

Kao uzorci s najpotentnijim proupalnim potencijalnom od svih testiranih uzoraka pokazala se

kombinacija DHA i EPA s luteolin-7-O-glukuronidom, izazivajuéi znacajnu inhibiciju stvaranja

obje proupalne komponente - PGE, i TXA;; i kombinacija s luteloinom znacajno inhibirajudi

stvaranje PGE..

Takoder, spomenuti uzorak smjese omega-3 masnih kiselina i luteolin-7-O-glukuronida je

pokazao i modularni, inhibirajuci ucinak na ekspresiju COX-2 mRNA, dok su 7-O-glukuronidi

luteolina i apigenina potentno inhibirali ekspresiju tog enzima;

Nizak stupanj korelacije izmedu utjecaja na ekspresiju mRNA ispitivanih enzima i proizvedene

kolicine PGE; i TXA, ukazuje na sloZenost regulacije njihove sinteze, kao i na potencijalne

interferencije na translacijskoj i razini inhibicije samog enzima.
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