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ANALIZA ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA KOD BOLESNIKA
SA UNIPOLARNIM | BIPOLARNIM AFEKTIVNIM
POREMECAJEM

REZIME

Uvod. Poremecaji raspolozenja obuhvataju veliku grupu psihijatrijskih oboljenja koja se
karakteriSu prisustvom patoloskog raspolozenja kao klju¢nim elementom klinicke slike.
U okviru ove grupe razlikuju se unipolarna depresija ili depresivni poremecaj koji se
karakteriSe prisustvom isklju¢ivo depresivnih epizoda, i bipolarni afektivni poremecaj
kod koga postoji smenjivanje faza povisenog rapolozenja (manija ili hipomanija) sa

fazama depresivnog raspoloZenja.

Etiologija poremecaja raspolozenja je rezultat slozenog medudelovanja brojnih
bioloskih, psiholoskih i socijalnih faktora. Smatra se da u patogenezi znacajnu ulogu
imaju abnormalnosti neurotransmiterskih i neuroendokrinih funkcija sa vrlo izrazenom
genetskom komponentom. U skorije vreme pretpostavlja se da je oksidativni stres

ukljucen u patogenezu poremecaja raspolozenja, kao i drugih psihijatrijskih oboljenja.

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteze izmedu stvaranja slobodnih
radikala i mehanizama antioksidativne zaStite. U toku oksidativnog stresa dolazi do
oste¢enja molekula lipida, proteina ili DNK, ¢ime se naruSava njihova funkcija. Mozak

je posebno osetljiv na dejstvo slobodnih radikala.

Uloga oksidativnog stresa u patogenezi unipolarne depresije i bipolarnog
afektivnog poremecaja nije jo§ uvek sasvim rasvetljena, iako postoje brojni dokazi o
poremecenom oksidativnom statusu kod obolelih. Jedna od pretpostavki je da je redoks
regulacija povezana sa regulacijom inflamatornih puteva i da povecani oksidativni stres
moze dovesti do inflamacije. Postoje brojni dokazi koji govore u prilog tzv.
inflamatornoj hipotezi depresije. Takode, narusena funkcija mitohondrija, koje su glavni

izvor slobodnih radikala, moze u¢estvovati u etiopatogenezi depresije.

Ciljevi istrazivanja. U cilju utvrdivanja promena u antioksidativnom statusu u serumu
obolelih od unipolarne depresije i bipolarnog afektivnog poremecaja odreduju se

razli¢iti parametri oksidativnog stresa, i to biomarkeri oksidativnog osteéenja lipida (8-



izoprostan i malondialdehid — MDA) i DNK (8-hidroksi-2"-deoksiguanozin — 8-OHdG),
kao 1 antioksidativni enzimi (superoksid dizmutaza —SOD, katalaza— CAT, glutation
peroksidaza — GPx i glutation reduktaza —-GR). Dodatno, uporeduju se nivoi parametara
oksidativnog stresa u serumu obolelih od bipolarnog poremecaja i unipolarne depresije

sa ciljem potencijalnog uspostavljanja diferencijacije izmedju ovih oboljenja.

Ispitanici i metode. Studija je obuhvatila 64 ispitanika: 32 pacijenta sa dijagnozom
unipolarne depresije 1 32 pacijenta sa dijagnozom bipolarnog poremecaja, koji su
hospitalizovani na Klinici za psihijatriju Klinickog centra Srbije i ispunjavaju
kriterijjume za ove bolesti prema Dijagnosticko-statistickom prirucniku — cetvrta
revizija. Za procenu tezine i kvaliteta psihijatrijskih simptoma i njihovu objektivnu
procenu koris¢ene su relevantne skale klinicke procene: skala za opsti klini¢ki utisak
(engl. Clinical Global Impression — CGI), Hamiltonova skala za procenu depresivnosti
(engl. Hamilton Depression Rating Scale — HAMD) i Jangova skala za procenu manije
(engl. Young Manic Rating Scale — YMRS). Od parametara oksidativnog stresa, merena
je koncentracija 8-izoprostana, malondialdehida, 8-hidroksi-2"-deoksiguanozina i
aktivnost enzima SOD, CAT, GPx i GR u serumu pacijenata. Parametri su odredivani
imunohemijskim i spektrofotometrijskim metodama. Dobijeni rezultati su analizirani
odgovarajuc¢im statistickim metodama, a kao kriterijum statisticke znacajnosti razlike

primenjivana je vrednost p<0,05.

Rezultati. Oboleli od unipolarne depresije i bipolarnog afektivnog poremecaja se nisu
znacajno razlikovale po najvaznijim sociodemografskim podacima, ukljucujuéi pol,
uzrast, stepen obrazovanja, zaposlenje i bracni status. Nisu pronadene razlike u
biomarkerima oksidativnog o$teéenja medu grupama obolelih. Dodatno, razlika nije
postajala ni u razli¢itim vremenima merenja, odnosno na pocetku akutne epizode i
nakon postizanja remisije. Sli¢no je bilo sa izmerenom akitvno$¢u enzima oksidativnog
stresa. Medutim, jedini parametar oksidativnog stresa koji se razlikovao medu grupama
je bio enzim glutation reduktaza (F=10,727; p=0,02), ¢ija je aktivnost u serumu bila visa

kod obolelih od bipolarnog poremecaja, kako u akutnoj fazi, tako i u fazi remisije.

Zakljucak. Kod obolelih od unipolarne depresije i bipolarnog afektivnog poremecaja
postoje slicne promene u parametrima oksidativnog stresa u serumu, ukljucujuci

biomarkere oksidativnog oStecenja lipida 1 DNK 1 aktivnost antioksidativnih enzima.



Promene u parametrima oksidativnog stresa prisutne su u akutnoj fazi, odnosno tokom
depresivne epizode, kao i nakon nastupanja remisije u obe grupe ispitanika. Medu
obolelim od unipolarne depresije i bipolarnog poremecaja postoji razlika u aktivnosti
enzima glutation reduktaze, Cije je aktivnost viSa u serumu obolelih od bipolarnog

poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.

KLJUCNE RECI: depresija, bipolarni poremecaj, oksidativni stres, biomarkeri
NAUCNA OBLAST: medicina

UZA NAUCNA OBLAST: psihijatrija



THE ANALYSIS OF ANTIOXIDATIVE STATUS IN PATIENTS
WITH MAJOR DEPRESSION AND BIPOLAR DISORDER

SUMMARY

Introduction. Mood disorders encompass a large group of psychiatric disorders
characterized by the presence of pathological mood as a key element of the clinical
picture. Within this group, there is distinction between unipolar depression or major
depressive disorder characterized by the presence of only depressive episodes and
bipolar disorder with alternation of elevated mood (mania or hypomania) and depressive

mood.

The etiology of mood disorders is the result of a complex interaction between a
number of biological, psychological and social factors. It is believed that abnormalities
of neurotransmitter and neuroendocrine function play a significant role in their
pathogenesis along with a very distinctive genetic component. Recently, it is assumed
that oxidative stress is involved in the pathogenesis of mood disorders, as well as other
psychiatric disorders.

Oxidative stress represents an imbalance between the production of free radicals
and antioxidant defense mechanisms. Oxidative stress causes damage to the molecules
of lipids, proteins or DNA, and as a result disrupts their function. The brain is
particularly sensitive to the effects of free radicals.

The role of oxidative stress in the pathogenesis of unipolar depression and
bipolar disorder is not yet completely understood, even though there is a lot of evidence
of impaired oxidative status in patients. It is speculated that the redox regulation is
associated with the regulation of inflammatory pathways and that increased oxidative
stress can lead to inflammation. There is lots of evidence to so-called inflammatory
hypothesis of depression. Also, impaired function of mitochondria, which are the main

source of free radicals, may contribute to the etiopathogenesis of depression.

Aims. In order to determine changes in the antioxidative status in the serum of patients
with unipolar depression and bipolar disorder various parameters of oxidative stress are

measured, including biomarkers of oxidative damage to lipids (8-isoprostanes and



malondialdehyde — MDA) and DNA (8-hydroxy-2'-deoxyguanosine — 8-OHdG), and
antioxidative enzymes (superoxide dismutase — SOD, catalase — CAT, glutathione
peroxidase — GPx, and glutathione reductase — GR). In addition, the levels of oxidative
stress parameters in the serum of patients with bipolar disorder and unipolar depression
are compared, with the purpose of potential establishing differentiation between these
diseases.

Participants and methods. The study included 64 participants: 32 patients diagnosed
with unipolar depression and 32 patients diagnosed with bipolar disorder who were
hospitalized at the Clinic of Psychiatry, Clinical Centre of Serbia, and who met the
criteria for these diseases according to the Diagnostic and Statistical Manual — the
Fourth Revision.To assess the severity and quality of psychiatric symptoms and their
objective evaluation we used relevant clinical assessment scales: Clinical Global
Impression Scale - CGI, Hamilton Depression Rating Scale - HAMD and Young Manic
Rating Scale — YMRS. The following parameters of oxidative stress are measured:
concentration of 8-isoprostane, malondialdehyde, and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine,
and the activity of SOD, CAT, GPx and GR in the serum of patients. Parameters were
determined by immunochemical and spectrophotometric methods. The results were
analyzed by appropriate statistical methods and statistical significance of the difference
was set at p <0.05.

Results. Patients with unipolar depression and bipolar disorder did not differ
significantly in the most important socio-demographic data, including gender, age,
education, employment and marital status. There were no differences in biomarkers of
oxidative damage between two groups of patients. Additionally, there was no difference
in two moments of measurement, i.e. at the beginning of the acute episode and after the
achievement of remission. Similarly, no difference in the activity of antioxidative
enzymes were found. However, the only parameter of oxidative stress that showed
difference between the groups was the enzyme glutathione reductase (F = 10.727, p =
0.02), whose activity levels were higher in patients with bipolar disorder, both in the

acute phase and in remission phase.

Conclusion. In patients with unipolar depression and bipolar disorder there are similar

changes in the parameters of oxidative stress in serum, including biomarkers of



oxidative damage to lipids and DNA and the activity of antioxidative enzymes.
Alterations in the parameters of oxidative stress are present in the acute phase, i.e.
during the depressive episode, as well as after remission in both groups. Among people
diagnosed with unipolar depression or bipolar disorder there is a difference in the
activity of glutathione reductase, whose activity is higher in the serum of patients with
bipolar disorder, both in acute and remission phase.

KEY WORDS: depression, bipolar disorder, oxidative stress, biomarkers
ACADEMIC EXPERTISE: medicine

FIELD OF ACADEMIC EXPERTISE: psychiatry
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. UVOD

1.1. POREMECAJI RASPOLOZENJA
1.1.1. Uvod

Poremecaji raspoloZenja predstavljaju znacajnu grupu psihijatrijskin oboljenja
koja se karakteriSu prisustvom patoloSkog raspolozenja kao klju¢nim elementom
klinicke slike. Ranije je ova grupa poremecaja oznacavana terminom "afektivni
poremecaji”, ali se danastermin "poremecaji raspolozenja" koristi ¢es¢e kako bi se
naglasilo da se ova oboljenja odnose na trajnija emocionalna stanja, a ne samo na
afektivnu ekspresiju nekog prolaznog emocionalnog stanja (Akiskal, 2009; Sadock i
sar., 2015). Patolosko raspolozenje se moze ispoljiti kao snizeno raspolozenje, 0dnosno
depresija, ili poviSenoraspolozenje, odnosno euforija, i uvek je praéeno pridruzenim
simptomima i znacima vegetativnih i psihomotornih poremecaja razli¢itog stepena.Ove
promene raspolozenja i prate¢i simptomi i znaci SU relativno stabilni, odrzavaju se
tokom perioda od nekoliko nedelja do vise mesecitokom kojeg dovode do znacajnih
promena u opstem zivotnom funkcionisanju pacijenata (Akiskal, 2009). Kod zdravih
osoba postoji ¢itav dijapazon razli¢itih afektivnih ispoljavanja i varijacija u raspolozenju
koje su manje ili viSe pod njihovom kontrolom, dok kod poremecaja raspoloZenja

postoji gubitak te kontrole i subjektivni dozivljaj velike patnje.

Pacijenti mogu imati iskljuivo epizode sniZzenog, depresivnog raspoloZenja,
kada se govori o unipolarnoj depresiji ili depresivnom poremecaju. Pacijenti kod kojih
se smenjuju faze poviSenog rapoloZenja (manija ili hipomanija) sa fazama depresivnog
raspolozenja imaju bipolarni poremecaj, ranije oznaCavan kaomani¢no-depresivna
psihoza (Sadock i sar., 2015). Ukoliko se ovi poremecaji jave u blazim formama, koje
su hroni¢nog toka, govori se o perzistentnim poremecajima raspolozenja koji
obuhvataju distimiju — hroni¢no depresivno raspolozenje i ciklotimiju — trajnu
nestabilnost raspolozenja sa epizodama blage depresije i hipomanije. lako se u
psihijatriji ve¢ neko vreme unipolarna depresija i bipolarni poremecaj razmatraju kao
odvojeni fenomeni, poslednjih godina se preispituyje moguénost da je bipolarni

poremecaj zapravo tezi oblik depresivnog poremecaja. Kod mnogih pacijenata sa



dijagnozom unipolarne depresije,pazljivijim intervjuom moze se u proSlosti otkriti
postojanje simptoma manije ili ¢es¢e hipomanije, koji su ostali nezapazeni. Mnogi
psihijatri koji sueksperti u ovoj oblasti danas su spremni da ove bolesti posmatraju kao

kontinuum, govoreéi o tzv. bipolarnom spektru (Sadock i sar., 2015).

1.1.2. Klini¢ke karakteristike poremecaja raspoloZenja

1.1.2.1.Mani¢na epizoda

Manicna epizoda (manija) se karakteriSe prisustvom poviSenog raspolozenja
koje je praceno izraZzenim porastom telesne i mentalne aktivnosti (Sadock i sar., 2015).
Oznacava promenu u odnosu na tipi¢no raspolozenje i ponaSanje osobe u periodu od
najmanje nedelju dana tokom kojeg je ozbiljno naruseno funkcionisanje osobe
(American  Psychiatric ~ Association, 2000).  Poviseno  raspoloZenje  se
ispoljavakaobezrazlozna radost ili euforija, pra¢ena upadljivim ponaSanjem i izgledom,
smehom, zivom gestikulacijom i pri¢ljivos¢u. Ponekad, raspolozenje moze da bude
iritabilno uz hostilnost i nisku frustracionu toleranciju. Kod pacijenata je ¢esto prisutna
emocionalna labilnost uz izmene dominirajuéeg pozitivnog raspolozenja u

razdrazljivost, svadljivost ili ljutnju (Bech, 2003).

Vazan deo klinicke slike manije je psihomotorno ubrzanje koje se karakterise
povecanjem fizicke aktivnosti 1 subjektivnim osecajem povecane energije 1 dobrog
telesnog stanja 1 kondicije. Jedan od kljuénih simptoma je nedostatak potrebe za
spavanjem. Pacijenti ¢esto no¢u spavaju samo po nekoliko sati, a nekada nekoliko noéi
uzastopno i ne spavaju, pri tom nastavljajuci sa povecanim aktivnostima uprkos fizickoj

iscprljenosti.

Misljenje je takode poremecéeno, u smislu ubrzanog misaonog toka sa brzim
protokom ideja §to dovodi do bega ideja ("fuga idearum™) koji se prepoznaje kao gotovo
neprekidno ubrzano govor sa iznenadnim prebacivanjem s teme na temu. Govor u
maniji je tipi¢no glasan, brz, sa igrama re¢i 1 zvucnim asocijacijama, 1 teSko ga je
prekinuti. U sadrZzaju miSljenja Ceste su ideje veli¢ine 1 grandioznosti, pracene
dozivljajem preteranog samopouzdanja. Kod jednog broja pacijenata one dostizu nivo
sumanutih ideja o posedovanju posebnih sposobnosti, talenata, odnosno mo¢i. Ovi

psihoti¢ni simptomi su saglasni sa poviSenim raspoloZenjem. Mnogo rede, sumanute



ideje mogu biti bizarne i nesaglasne sa raspolozenjem (Akiskal, 2009; Sadock i sar.,
2015).

Percepcija je uglavhom ocuvana, iako se mogu javiti perceptivni poremecaji,
kao npr. dozivljavanje vrlo zivih intenzivnih boja, zaokupljenost detaljima na povrsini i
subjektivne hiperakuzije. Paznja je karakteristicno promenjena po tipu povisene
vigilnosti pracene snizenim tenacitetom. Nemoguénost zadrzavanja paznje, odnosno
rastresenost, ¢ini da pacijenti tokom mani¢ne epizode pojatano zapazaju mnostvo
uglavnom nebitnih detalja iz okoline, dok istovremeno nisu u stanju da se usmere na

jednu infomaciju ili zadatak.

U toku manije karakteristicno je da pacijenti ispoljavaju impulsivno, socijalno
dezinhibirano, nametljivo ponaSanje (Bech, 2003). Oni su intruzivni u povecanju
socijalnih kontakata, Cesto i sa sluajnim prolaznicima,sto dovodi do teSkoéa u
odnosima s porodicom, prijateljima i kolegama. Kod obolelih je prisutnopovecano
interesovanje za nove aktivnosti najces¢ezasnovane na njihovim fantazijama i brojnim
planovima koji su obi¢no neutemeljeni, vodeni tek zeljom za uZzitkom i to najcesée bez
moralnih i pravnih filtera.Usled nedostatka kriti¢nosti i loSe objektivne procene
socijalnih situacija, ove osobe se uklju¢uju u razli¢ite aktivnosti sa potencijalnim
rizikom za velike finansijske i interpersonalne neprilike, uklju¢ujué¢i neumerenu i
nepotrebnu kupovinu i troSenje novca, poklanjanje stvari, kockanje, ulazak u riskantne
seksualne odnose i razli¢ite riziéne poslovne poduhvate. Cesto je i prekomerno

konzumiranje alkohola, kao i upotreba psihoaktivnih supstanci.

1.1.2.2. Hipomanija

Pod pojmom hipomanije se ozna¢avajupromene u raspolozenju i funkcionisanju
osobe koje postoje kod manije, ali su blazeg intenziteta i kraceg trajanja (najvise do 4
dana) (Sadock i sar., 2015). Ona se najce$ce karakteriSe poviSenim optimizmom,
povecanom energijom 1 aktivnoS¢u uz subjektivni dozivljaj dobre kondicije 1 fizicke 1
mentalne efikasnosti, intenzivnijim socijalnim interakcijama, povisenom seksualnom
energijom i smanjenom potrebom za spavanjem. Simptomi hipomanije predstavljaju
odstupanje od uobicajenog mentalnog stanja osobe, ali njihov intenzitet nije toliki da

dovodi do znacajnih oSteCenja u profesionalnom, socijalnom i drugim vaznim



podru¢jima funkcionisanja. Takode, ne postoji potreba za hospitalizacijom, niti su

prisutni psihoti¢ni simptomi (Akiskal, 2009; Sadock i sar., 2015).

1.1.2.3. Depresivna epizoda

Depresivna epizoda (depresija) se karakteriSe prisustvom snizenog, depresivnog
raspolozenja i gubitkom interesovanja i zadovoljstva u zivotnim aktivnostima (Sadock i
sar., 2015). Mada poremecaj emocija predstavlja sustinu depresije, celovitost klini¢kog
ispoljavanja posledica je uticaja patoloSkog raspolozenja na druge psihicke funkcije.
Simptomi depresije ukazuju na jasnu promenu u odnosu na tipi¢no raspoloZenje i
ponaSanje osobe u periodu od najmanje dve nedelje tokom kojeg je ozbiljno naruseno
funkcionisanje osobe (American Psychiatric Association, 2000). Depresivno
raspoloZenje koje je dominantni znak depresivne epizode opisuje se kao bezrazloZzna
tuga, utucenost ili oseéanje praznine, koje je praceno karakteristicno izmenjenim
izgledom osobe: bolno zamisljeno lice, pognuto drzanje i sklonost placu. Veéina
pacijenata opisuje dozivljaj depresije kao intezivan duSevni bol i muc¢no oseéanje koje
se razlikuje od dozivljaja normalne tuge ili zalosti. Ponekad se depresivno raspoloZenje
moze javiti kao reakcija na neku realnu okolnost (ranije se ovaj tip depresije oznacavao
pojmom reaktivna depresija), ali tada osecanje tuge svojim intenzitetom, trajanjem i
potpunim odsustvom kontrole prevazilazi normalnu reakciju zaljenja. Depresivni
doZzivaljaj neki pacijenti opisuju i kao pojavu razli€itih telesnih manifestacija kao $to su
glavobolja, epigasti¢ni bol i druge gastointestinalne smetnje, bolovi u misi¢ima i drugi
nejasni bolovi. Ovo stanje koje je CeS¢e kod starijih osoba, ranije je Cesto nazivano
,maskirana depresija“zbog Ceste pojave da bolesnici negiraju ili umanjuju depresivno
raspolozenje, naglasavajuéi pri tom telesne smetnje. Neki pacijenti se tokom depresivne
epizode takode mogu viSe zaliti na neraspoloZenje, razdraZljivost 1 napetost.

Anksioznost se javlja kod 60—90% pacijenata (Lam, 2012).

Karakteristican simptom prisutan u depresiji je anhedonija, odnosno gubitak
sposobnosti da se uziva u stvarima koje inace pri¢injavaju zadovoljstvo (Bech, 2003). U
blazim formama se moze ispoljiti kao ose¢anje dosade , dok kod teskih depresija
pacijenti gube interesovanje za druge, porodicu, sopstvenu decu. Za depresiju je
karakteristi¢éna psihomotorna retardacija, usporenost motornih radnji, mada je mogucai
psihomotorna agitacija. Kod obolelih su gotovo redovno prisutni ose¢anje umora i

nedostatka energije. Pacijenti su inertni i nesposobni za fizicke i mentalne aktivnosti.



Povremeno, u teskim slucajevima, nedostatak energije je toliko izrazen da nema
obavljanja svakodnevnih aktivnosti (kuvanje, ¢is¢enje, odrzavanje li¢ne higijene, nekad

Cak i ustajanje iz kreveta).

U depresiji su tipi¢no promenjeni apetit i spavanje (Sadock i sar., 2015). Gubitak
apetita i smanjenje zelje za hranom su Cesti Simptomidepresivne epizode i uglavnom su
praceni gubitkom telesne tezine. Ipak, odredeni broj pacijenata oseé¢a poveéanu potrebu
za hranom, naro¢ito ugljenim hidratima, $to moze voditi u prejedanje i porast telesne
tezine. Gotovo svi pacijenti imaju neki oblik poremecaja spavanja. Klasi¢na klinicka
prezentacija ukljuuje rano jutarnje budenje i nemoguénost da se san nastavi
(terminalna insomnija), ali su Cesti i isprekidan san i ucestala budenja tokom no¢i
(intermitentna insomnija). TeSkoce u uspavljivanju pri odlasku u krevet (inicijalna
insomnija) su prisutni kod pacijenata kod kojih postoji anksioznost. Nasuprot ovome,
prekomerno spavanje ili hipersomnija moze biti simptom depresije, narocito kod mladih

osoba.

Misljenje tokom depresivne epizode je oSteeno i po formi i po sadrzaju.
Misaoni tok je usporen, govor je uglavnom tih, jedva ¢ujan, sa dugim pauzama.
Odgovori na postavljena pitanja su spori, sa produzenom vremenskom latencom i
uglavnom kratki i1 Sturi. U sadrzaju miSljenja dominiraju ideje bespomocnosti,
beznadeznosti, niskog samopoStovanja 1 krivice. Osecanje bezvrednosti 1 krivice su
tipican simptom depresivne epizode i doprinose karakteristicnoj negativnoj predstavi
koju depresivni pacijenti imaju o sebi, svetu oko sebe i buduénosti. Depresivni pacijenti
mogu pogresno tumaciti trivijalne svakodnevne dogadaje i preuzimati odgovornost za
negativni ishod dogadaja koji su van njihove kontrole, §to moZe dosti¢i nivo sumanutih
ideja krivice. Druge sumanute ideje koje se javljaju povezane su sa temama zdravlja,
finansijskog stanja, moralnih vrednosti i odnosima sa drugimai tipi¢no su saglasne sa
depresivnim raspolozenjem. U ovim situacijama govori se 0 depresivnom poremecaju

sa psihoti¢énim simptomima (AKkiskal, 2009; Sadock i sar., 2015).

Jedan od simptoma depresije je problem sa koncentracijom. Osobe se Zale na
teSko¢e upamcivanja, zaboravnost i nedostatak koncentracije. PaZnja je poremecena u

smislu poviSenog tenaciteta i smanjene vigilnosti. Pacijetni su neprestano okupirani



odredenim temama (bolest, gubitak ili smrt) i imaju teSkoce u preusmeravanju fokusa na

sadrzaje koji su van sfere njihovih preokupacija.

Kod vecine obolelih se tokom depresivne epizode javlja suicidalnost, koja se
kre¢e od suicidalnih ideja, odnosno razmiSljanja o bezvrednosti zivota, preko
razmiS$ljanja o samoubistvu kao nacinu prekida patnji, do suicidalnih planova. | pored
prisustva suicidalnosti, depresivni pacijenti obi¢éno nemaju energije da pokusaju suicid.
Ipak, samoubistvo ostaje znacajan problem tokom depresije, jer 10-15%
hospitalizovanih depresivnih pacijenata izvr$i samoubistvo u nekom trenutku (Lam,
2012). Rizi€an period za suicid je inicijalni period le¢enja, kada se simptomi nedostatka
energije 1 motivacije poboljsavaju, dok ostaju kognitivni simptomi (npr. dozivaljaj

bezvrednost, beznadeznosti).

Tipi¢no, klinicka prezentacija depresivne epizode tokom unipolarne depresije 1
bipolarnog poremec¢aja nema znacajne razlike (Yatham i Malhi, 2011). Ipak, postoje
odredene karakteristike depresivne epizode koje mogu ukazati da se pre radi o
bipolarnom poremecaju. Takode, neka dodatna obeleZja toka bolesti mogu napraviti
distinkciju izmedu ova dva poremecaju (tabela 1). Dodatno, nasledna komponenta je
izrazenija kod bipolarnog poremecaja.

Tabela 1. Karakteristike depresivne epizode koje ukazuju na ve¢u verovatnocu
bipolarne u odnosu na unipolarnu depresiju (Yatham i Malhi, 2011).

Simptomi i znaci: Iritabilnost
Melanholija
Psihoti¢ni simptomi tokom epizode
Psihomotorne promene

Atipi¢ni simptomi poput hipersomnije ili hiperfagije

Tok bolesti: Rani pocetak bolesti
Rekurentne kratke epizode

Veci broj epizoda

1.1.3. Dijagnoza i klasifikacija poremecaja raspoloZenja

U psihijatriji se ravnopravno koriste dva klasifikaciona sistema mentalnih
poremecaja: 10. revizija Medunarodne Kklasifikacije bolesti Svetske zdravstvene

organizacije — MKB-10 (World Health Organisation, 1992) i cetvrta revizija




klasifikacije Americke psihijatrijske asocijacije — DSM-IV (American Psychiatric
Association, 2000). Klasifikacija kategorije poremecaja raspolozenja donekle se

razlikuju u ova dva sistema.

MKB-10 predstavlja sluzbenu klasifikaciju koja se koristi u Republici Srbiji.
Publikovana je od strane SZO 1992. godine i u upotrebi je u vecini evropskih zemalja.
Psihijatrijske dijagnoze nalaze se u poglavlju V, koje je oznaceno slovom F i saCinjene
su od 99 dijagnostickih kategorija, pri ¢emu su poremecaji raspoloZenja grupisani od
F30 do F39. Unipolarna depresija je u sistemu MKB-10 svrstana u dve dijagnoze:
depresivna epizoda (tabela 2) i rekurentni depresivni poremecaj (tabela 3). Dodatno,
postoji tipizacija depresivnih epizoda (bilo da se javljaju pojedinac¢no ili se radi 0
rekurentnom depresivnom poremecaju) u odnosu na intenzitet, prisustvo/odsustvo
somatskih simptoma i postojanje psihoticnih karakteristika. Bipolarni poremecaj se u
MKB-10 oznacava dijagnozom bipolarni afektivni poremecaj (tabela 4). MKB-10
predvida oznaCavanje sadas$nje epizode (hipomani¢na/mani¢na/depresivna/mesovita) i
tipizaciju epizoda sli¢no kao kod unipolarne depresije (World Health Organisation,
1992).

Tabela 2. Klasifikacija depresivne epizode prema MKB-10.

F32 DEPRESIVNA EPIZODA
F32.0 Blaga depresivna epizoda

F32.00 Blaga depresivna epizoda bez somatskih simptoma

F32.01 Blaga depresivna epizoda sa somatskim simptomima

F32.1 Umerena depresivna epizoda

F32.10 Umerena depresivna epizoda bez somatskih simptoma

F32.11 Umerena depresivna epizoda sa somatskim simptomima

F32.2  Teska depresivna epizoda bez psihoti¢nih simptoma

F32.3 Teska depresivna epizoda sa psihoti¢nim simptomima

F32.8  Druge depresivne epizode

F32.9 Depresivna epizoda, nespecifikovana




Tabela 3. Klasifikacija rekurentnog depresivnog poremecaja prema MKB-10.

F33 REKURENTNI DEPRESIVNI POREMECAJ

F33.0 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga

F33.00 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga bez somatskih
simptoma

F33.01 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga sa somatskim
simptomima

F33.1 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda umerena

F33.10 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda umerena bez somatskih
simptoma

F33.11 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda umerena sa somatskim
simptomima

F33.2 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda teska bez psihoti¢nih simptoma

F33.3 Rekurentni depresivni poremecaj, sadasnja epizoda teska sa psihotiénim simptomima

F33.4 Rekurentni depresivni poremecaja, sada u remisiji

F33.8 Drugi rekurentni depresivni poremecaji

F33.9 Rekurentni depresivni poremecaj, nespecifikovan

Tabela 4. Klasifikacija bipolarnog poremecaja prema MKB-10.

F31 BIPOLARNI AFEKTIVNI POREMECAJ

F31.0 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda hipomani¢na

F31.1 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda manic¢na bez psihoti¢nih simptoma

F31.2 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda manicna sa psihoti¢nim simptomima

F31.3 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga ili umerena depresivna

F31.30 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga ili umerena depresivna
bez somatskih simptoma

F31.31 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda blaga ili umerena depresivna
sa somatskim simptomima

F31.4 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda teska depresivna bez psihoti¢nih
simptoma

F31.5 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda teska depresivna sa psihoti¢nim
simptomima

F31.6 Bipolarni afektivni poremecaj, sadasnja epizoda meSovita

F31.7 Bipolarni afektivni poremecaj, sada u remisiji

F31.8 Drugi bipolarni afektivni poremecaji

F31.9 Bipolarni afektivni poremecaj, nespecifikovan




DSM je razvijena od strane Americkog psihijatrijskog udruzenja (APA), a
Cetvrta revizija (DSM-1V) je u upotrebi od 1994. godine. Zbog svoje jednostavnosti,
danas je ovaj klasifikacioni sistem prihvacen Sirom sveta, narocito u istrazivacke svrhe.
Klasifikacija poremecaji raspolozenja prema DSM-IV prikazana je na tabeli 5

(American Psychiatric Association, 2000).

Tabela 5. Klasifikacija poremecaja raspoloZenja prema DSM-1V.

Veliki depresivni poremecaj Najmanje jedna depresivna epizoda

Distimija Dugotrajni depresivni simptomi

Biporani poremecaj tip | Najmanje jedna mani¢na epizoda +/- depresivna epizoda
Bipolarni poremecaj tip 11 Najmanje jedna hipomanicna epizoda + depresivna epizoda
Ciklotimija Dugotrajni depresivni simptomi + hipomanija

1.1.4. Epidemiologija poremecaja raspoloZenja

Poremecaji raspolozenja spadaju u najcesc¢a psihijatrijska oboljenja Sirom sveta.
Podaci o stopama oboljevanja donekle se razlikuju u zavisnosti od vrste studije i dela
sveta. Zivotna prevalenca poremecaja raspoloZenja iznosi do 20% (Rihmer i Angst,
2009), pri tome oko 17% ¢ini prevalenca unipolarne depresije, dok 1-3% prevalenca

bipolarnog poremecaja.

Depresivni poremecaj se javlja 1,6-3,1 puta ceS¢e kod Zzena, nego kod
muskaraca, s tim S$to je razlika veca u zemaljama Zapadne Evrope i Sjedinjenim
drzavama. Razlika se neznatno smanjuje u starijoj populaciji, odnosno nakon
menopauze. Ova razlika medu polovima se delimi¢no objaSanjava hormonskim
razlikama, psihosocijalnim faktorima i materinstvom (Lam, 2012). Bipolarni poremecaj
se, medutim, javlja gotovo podjednako kod oba pola. Ovo se naroCito odnosi na
bipolarni poremecaj tip I, prema DSM-u, dok se bipolarni poremecaj tip II i specifi¢ni
oblik bipolarnog poremecaja sa brzim smenjivanjem epizoda ¢esS¢e javljaju kod zena

(Yatham i Malhi, 2011).

Godine starosti u kojima se prvi put javlja depresivni poremecaj su izmedu 24. i
35. U poslednje vreme, postoji trend sve mladeg uzrasta na pocetku bolesti. Tako, 40%

obolelih od depresije ispolji svoju prvu epizodu pre dvadesete godine, 50% izmedu 20. i




50. godine, a ostalih 10% prvu epizodu dozivi posle pedesete godine Zivota. Depresivni
simptomi, takode, donekle variraju sa godinama starosti (Lam, 2012). Pocetak
bipolarnog poremecaja je tipi¢no u mladem zivotnom dobu u odnosu na unipolarnu
depresiju, tako da veéina ispoljava simptome izmedu 12. i 20. godine. Kod vecine
pacijenata sa bipolarnim poremecajem prva epizoda je depresivna (Yatham i Malhi,
2011).

1.1.5. Etiopatogeneza poremecaja raspoloZenja

Tacni uzroci 1 patogeneza poremecaja raspolozenja, kao 1 za vecinu
psihijatrijskih oboljenja, nisu u potpunosti poznati. Ipak, uée$¢e bioloskih faktora u
patogenezi ove grupe bolesti je nedvosmisleno potvrdeno nalazima brojnih genetickih
studija, rezultatima neurobiohemijskih i neuroendokrinoloskih ispitivanja, kao i
efektima psihofarmakoterapije (Cleare i Rane, 2013; Macritchie i Blackwood; 2013;
Paunovi¢ 1 Babinski, 1995). Savremeno tumacenje etiopatogeneze poremecaja
raspoloZzenja podrazumeva multifaktorski koncept, koji pretpostavlja sadejstvo

genetskih, neurobioloskih i psihosocijalnih faktora.

1.1.6.1. Neurobiohemijski faktori

Brojni neurotransmiterski sistemi ukljuceni Su u patofiziologiju poremecaja
raspoloZenja. Prve hipoteze o bioloSkim uzrocima nastanka depresije tokom sredine
proSlog veka zasnivale su se na poremecaju neurotransmisije, Sto i dalje predstavlja
osnov farmakoloskog pristupa ovoj bolesti. Dalja istrazivanja u ovoj oblasti dala su
brojne dokaze o vaznoj ulozi serotonina, noradrenalina, dopamina, acetilholina i drugih

neurotransmitera u razvoju depresivnog i bipolarnog poremecaja (Mann i sar., 2012).

Noradrenergicki sistem. Najraniji dokazi o0 povezanosti noradrenergi¢kog
sistema u patogenezi depresije datiraju iz pedesetih godina proSlog veka, kada je
primeéeno da pacijenti koji su koristili alkaloid rezerpin u terapiji hipertenzije razvijaju
depresivne simptome (Muller i sar., 1955). Ustanovljeno je da rezerpin prazni depoe
monoamina u centralnom i perifernom nervnom sistemu, $to je dovelo do tzv.
"monoaminske teorije” depresije prema kojoj depresija nastaje u uslovima smanjenja
monoamina na odredenim funkcionalno vaznim mestima u mozgu. Ova najranija teorija
depresije je osamdesetih godina dobila potporu razvojem tricikli¢nih antidepresiva,

poput imipramina, koji svoje dejstvo ostvaruju povecavaju¢i raspolozivost
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noraderenalina, na taj nacin §to spreavaju njegovo ponovno preuzimanje iz sinapticke
pukotine u presinapticke zavrSetke (Nestler i sar., 2002). Medutim, ova teorija nije
objaSnjavala zasto postoji odlozeno terapeutsko dejstvo antidepresivnih lekova za dve
do tri nedelje budu¢i da navedeni lekovi deluju trenutno na poveéanje monoamina u
sinapsi. Danas se zna da antidepresivi dovode do molekularnih promena nizvodno od
njihovog direktnog dejstva na monoaminske sisteme $to se smatra zasluznim za

njihovterapeutski u¢inak (Krishnan i Nestler, 2008; Pittenger i Duman, 2008).

Ispitivanje noradrenergicke neurotransmiije obuhvata merenje glavnog
metabolita noradrenalina 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola (MHPG) u plazmi, urinu i
likvoru. Rana ispitivanja urinarnog MHPG pokazala su snizene nivoe tokom depresivne
epizode u poredenju sa zdravom kontrolom, kao i poviSene vrednosti MHPG u
mani¢noj epizodi kod bipolarnih pacijenata. Ipak, dalja istraZivanja pokazala su
znacajnu varijabilnost u nivoima urinarnog MHPG kod obolelih od depresije. Ovakvi
nekonzistentni rezultati mogu se delom objasniti malim doprinosom centralnih
kateholamina nivoima urinarnog MHPG (Mann i sar., 2012). Ipak, rezultati merenja
nivoa MHPG u cerebrospinalnoj te¢nosti koji sa veCom preciznos¢u odrazavaju nivoe
noradenalina u mozgu, takode pokazuju znaCajnu heterogenost. Istrazivanja cesce
pokazuju snizene vrednosti MHPG u likvoru kod obolelih od depresije, narocito
unipolarne, ali jedan broj studija ne pronalazi razliku u nivoima MHPG kod obolelih i
zdravih (Mann i sar., 2012).

Jedan od vaznih dokaza o znacaju noradrenergickog sistema u depresiji jeste
promenjena osetljivost noradrenergickih receptora kod obolelih od depresije. Kod
depresivnih pacijenata je ustanovljeno postojanje poviSene senzitivnosti presinaptickih
a2-adrenergickih receptora, a sSmanjenje senzitivnosti i nishodna regulacija
postsinaptickih a2 i Bl-adrenergickih receptora (Dubovsky i Ruzan, 1999). Smanjenje
senzitivnosti postsinaptickih o2-adrenergickih receptora ogleda se u smanjenom
odgovoru hormona rasta na stimulaciju klonidinom, koji predstavlja a2-adrenergi¢kog

agonistu (Siever i sar., 1992).

Serotonergicki sistem. Serotonin (5-hidroksitriptamin — 5-HT) je pored
noradrenalina, jedan od najznacajnijih neurotransmitera koji se povezuje sa

etiopatogenezom depresije. Serotonin igra ulogu u mnogim fiziolo§kim funkcijama koje
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ucestvuju u regulaciji raspolozenja. Serotoninski receptori, pre svega 5-HT14 Siroko su
rasprostranjeni u prefrontalnom korteksu, ali i u amigdalama, hipokampusu i
hipotalamickim jedrima (Strakowski i Nelson, 2015). Najznacajniji dokaz o ucesScu
serotonergickog sistema u depresiji je Cinjenica da lekovi, selektivni inhibitori
preuzimanja serotonina (SSRI), koji su efikasni antidepresivi, deluju preko transportera
za serotonin i na taj nacin blokiraju ponovno preuzimanja serotonina iz sinapticke
pukotine. Postoje i antidepresivi, poput buspirona, koji deluju kao direktni 5-HT;a

agonisti.

Dodatni nalazi koji govore u prilog umeSanosti 5-HT u etiopatogenezi
poremecaja raspoloZenja su sledeci: smanjenje metabolita 5-HT (pre svega 5-hidroksi-
indolsircetne kiseline — 5-HIAA) u cerebrospinalnoj te¢nosti kod obolelih od depresije,
a naroCito onih sa suicidalnim ponaSanjem; javljanje depresivnih simptoma usled
deplecije triptofana (koji predstavlja prekursor sinteze serotonina) kod osoba sa
depresijom koje su prethodno usle u remisiju; abnormalnosti u funkciji transportera za
serotonin; i smanjena ekspresija 5-HTa receptora kod obolelih (Strakowski i Nelson,
2015; Mann i sar., 2012; Paunovi¢ i Babinski, 1995). Takode, kod obolelih od
bipolarnog poremecaja primeceno je sniZeno preuzimanje serotonina u trombocite u
toku depresivne faze, dok se u mani¢noj fazi ono povecava ili ostaje na nivou kontrolnih

vrednosti.

Dopaminergicki sistem. lako se dva druga monoamina, noradrenalin i serotonin,
mnogo ¢es¢e povezuju sa depresijom, postoje dokazi i o povezanosti dopamina i ovog
oboljenja. Pacijenti sa poremecajem raspoloZzenja imaju nize nivoe metabolita
dopamina, homovanilinske kiseline (HVA) u cerebrospinalnoj te¢nosti u poredenju sa
zdravom populacijom, pri tom su najniZi nivoi zabelezeni kod najtezih depresija i onih
koje su pracene znaCajnom psihomotornom retardacijom (Kapur i Mann, 1992;
Goodwin i sar., 1973). Drugi pristup ispitivanju dopaminergicke transmisije pokazao je
da postoje nizi serumski nivoi aktivnosti dopamin B-hidroksilaze i viSe koncentracije
dopamina i HVA kod pacijenata obolelih od depresija sa psihoti¢nim simptomima u

poredenju sa depresivnim pacijentima koji nisu psihoti¢ni (Devanand i sar., 1985).

Dodatna potvrda o znacaju dopamina u nastanku poremecaja raspolozenja je

farmakoloska i proizlazi iz podataka da lekovi poput metilfenidata i dekstroamfetamina,
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koji povecavaju oslobadanje dopamina, dovode do poboljsanja raspoloZenja i mogu

imati odredena antidepresivna svojstva (Mann i sar., 2012).

Drugi neurotransmiterski sistemi. Ulogu acetilholina u etiopatogenezi
poremecaja rasplozenja potvrduju razliite klinicke 1 eksperimentalne studije.
Holinergicki neuroni su rasporedeni difuzno po cerebralnom korteksu i u vrlo su
intenzivnom kontaktu sa ostalim neurotransmiterskim sistemima. Holinergicki agonisti
mogu pogorsati depresivne simptome kod obolelih, a ublaziti simptome manije.
Pojedini antidepresivi imaju odredena antiholinergicka svojstva. Dodatno, holinergicka
neurotransmisija dovodi do smanjenja REM latentnog perioda, $to se inace

karakteristi¢no javalja u toku depresivnog poremecaja (Mann i sar., 2012).

Glutamat je najvazniji ekscitatorni neurotransmiter, pri ¢emu se na oko 85% svih
sinapsi u mozgu odvija glutamatergicka neurotransmisija (Sanacora i sar., 2012).
Antidepresivni efekat ketamina zasniva se upravo na blokadi glutamatskih N-metil-D-
aspartat (NMDA) receptora. NMDA receptori su inace prisutni U vrlo velikom nivou u
hipokampusu. Dalje, kod obolelih od depresije postoji smanjenje preuzimanja glukoze u
dorzolateralnom prefrontalnom korteksu, $to je potvrdeno PET imidzZing studijama, §to
moze da ukazuje na smanjen obrt glutamata i glutamina kao rezultat smanjene

glutamatergicke aktivnosti u korteksu (Kegeles i sar., 2003).

y-aminobuterna kiselina (GABA) ispoljava inhibitorni efekat na uzlazne
monoaminske puteve, naroCito mezokortikalni 1 mezolimbicki sistem. Smanjena
GABAergicka aktivnost moze igrati odredenu ulogu u depresiji. Kod depresivnih
pacijenata, studije magnetne rezonantne spektroskopije pokazale su niZze nivoe GABA u
okcipitalnom korteksu, dok su takode objavljeni rezultati nizih koncentracija GABA u
plazmi 1 u cerebrospinalnoj te¢nosti (Petty 1 Schlesser, 1981). Lamotrigin deluje tako §to
povecava GABAergi¢ku aktivnost 1 na taj nacin ispoljava antidepresivni efekat kao 1
preventivni efekat na pojavu rekurentnih depresivnih epizoda kod bipolarnih pacijenata
(Bowden, 2001). Dodatno, mnogi antidepresivi vrse ushodnu regulacije GABAergickih

receptora u mozgu.
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1.2. SLOBODNI RADIKALI I ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

Prisustvo slobodnih radikala u bioloskim sistemima otkriveno je pre pedeset
godina (Commoner i sar., 1954). Nekoliko godina nakon prvih dokaza o njihovom
prisustvu u bioloSkom materijalu, 1956. godine Denam Harman razmatra znacaj
slobodnih radikala kao sporednih proizvoda razli¢itih enzimskih reakcija in vivo i
predlaze slobodno-radikalsku teoriju starenja (Harman, 1956). Njegov nau¢ni rad
pokreé¢e veliko interesovanje za ovu oblast, te u godinama koje slede dolazi do
ekspanzije radova u ovom polju. Nakon otkri¢a superoksid dizmutaze (McCord i
Fridovich, 1969) postaje nedvosmisleno jasno da slobodni radikali igraju vaznu ulogu u
zivim sistemima i da zbog svoje visoke reaktivnosti predstavljaju opasnost za brojne
molekule. Novu eru u istrazivanjima slobodnih radikala oznacavaju dokazi koje su
1977. objavili Mital i Murad o tome da hidroksil radikal, «OH, stimuli$e aktivaciju
guanilat ciklaze 1 formiranje sekundardnog glasnika ciklicnog guanozin monofosfata
(cGMP) (Mittal i Murad, 1977). Danas je opste prihvaceno da se Zivi sistemi nisu samo
prilagodili na zajedniCki zivot sa potencijalno Stetnim slobodnim radikalima, ve¢ su

razvili razli¢ite mehanizme kako bi ih upotrebili u korisne svrhe (Droge, 2002).

Slobodni radikali se produkuju tokom normalnog c¢elijskog metabolizma. U
zavisnosti od okolnosti i koli¢ine u kojima su stvoreni mogu ispoljiti i korisne i §tetne
efekte, predstavljajuéi na taj nacin dvostruke igrace u ¢elijama (Valko i sar., 2007). U
malim 1 umerenim koncentracijama i kontrolisanom stvaranju ispoljavaju niz fizioloskih
uloga, kao Sto su odbrana od infekcija, regulacija vaskularnog tonusa, signalna
transmisija, indukcija mitogenog odgovora, imunoregulacija i druge uloge (Droge,
2002). Stetni efekti slobodnih radikala podrazumevaju bioloska oste¢enja u uslovima
oksidativnog stresa. Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteZe izmedu stvaranja
slobodnih radikala i mehanizama antioksidativne zastite. Ovo stanje nastaje u bioloSkim
sistemima kada postoji prekomerna produkcija slobodnih radikala sa jedne strane ili
nedostatak adekvatne enzimske ili ne-enzimske antioksidativne zastite sa druge strane.
Slobodni radikali u visku oStecuju molekule lipida, proteina ili DNK, ¢ime narusavaju
njihovu funkciju. 1z tog razloga, oksidativni stres se dovodi u vezu sa etiopatogenezom
velikog broja bolesti (Valko i sar., 2007; Pordevi¢ i sar., 2008). Delikatna ravnoteza
izmedu korisnih 1 Stetnih efekata slobodnih radikala je vazan aspekt aerobnih

organizama, a ostvaruje se mehanizmom koji se oznacava kao redoks regulacija. Ovim
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procesom organizam se Stiti od nekontrolisanog i povecanog stvaranja slobodnih
radikala, odnosno kontroliSe redoks status in vivo doprinoseéi odrzavanju redoks

homeostaze (Droge, 2002; Valko i sar., 2007).

1.2.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli koji u spoljas$njoj orbitali sadrze
jedan ili viSe nesparenih elektrona (Halliwell i Gutteridge, 2007). Prisustvo ovih
elektrona ¢ini ih veoma reaktivnim hemijskim vrstama. lako su sposobni za nezavisno
postojanje, slobodni radikali imaju veoma kratak zivot i reakcije u kojima ucestvuju
odigravaju se gotovo isklju¢ivo u neposrednoj blizini njihovog nastanka. Najvazniji i
najzastupljeniji u bioloskim sistemima su kiseoni¢ni slobodni radikali. Medutim, nakon
otkri¢a azot monoksida (Ignarro i sar., 1987) znacaj su dobili i azotni slobodni radikali.
I kiseonik i azot mogu da grade veoma reaktivne molekule koji nemaju nesparene
elektrone, te ne zadovoljavaju definiciju slobodnih radikala. 1z tog razloga u literaturi se
danas pojam kiseoni¢nih i azotnih slobodnih radikala zamenjuje §irim terminima
reaktivne vrste kiseonika (ROS, engl. reactive oxygen species) i azota (RNS, engl.
reactive nitrogen species), koji obuhvataju i slobodne radikale i njihove derivate

neradikalske prirode.

1.2.1.1. Reaktivne vrste kiseonika

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) su atomi, joni i molekuli koji su derivati
kiseonika i pripadaju grupi najreaktivnijih hemijskih vrsta u organizmu. Sam molekul
kiseonika (O,) zbog svoje jedinstvene elektronske konfiguracije sa dva nesparena

elektrona u spoljasnjoj orbitali predstavlja slobodni radikal.

Superoksidni anjon radikal (*O’), nastaje jednoelektronskom redukcijom O, i
oznacava se kao primarni ROS, koji u reakciji sa drugim molekulima daje sekundarne
ROS. U C¢elijama se najveca koli¢ina O, produkuje u mitohondrijama (Cadenas i
Davies, 2000). Tokom prenosa elektrona kroz respiratorni lanac na unutrasnjoj
membrani mitohondrija u toku sinteze ATP-a, 1-3% elektrona "beze™ sa respiratornog
lanca, najc¢esce sa kompleksa I i I1, direktno na O, stvarajuéi *O,’, umesto da doprinesu
potpunoj redukciji O, do H,O (Bolisetty i Jaimes, 2013). Pri tome se *O; nastao na
kompleksu I isklju¢ivo prenosi u mitohondrijalnom matriksu, dok se sa kompleksa III

deo *O," oslobada van mitohondrija (Muller i sar., 2004). Zanimljivo je da se kapacitet
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produkcije *O, ova dva kompleksa razlikuje u razli¢itim tkivima, kao i u odredenim
patoloskim stanjima. Kompleks I je odgovoran za najveéi deo produkcije superoksidnih
anjona u mozgu (Turrens, 2003). Odredena koli¢ina *O, u ¢elijama nastaje enzimskom
aktivnos¢u razliCitih oksidaza, ukljucuju¢i NAD(P)H oksidazu i1 ksantin oksidazu.
NAD(P)H oksidaza (Nox) je najbolje opisana u neutrofilima i drugim profesionalnim
fagocitima gde je odgovorna za produkciju *O,'koji dovodi do respiratornog praska
neophodnog za destrukciju fagocitovanih mikroorganizma (Decoursey i Ligeti, 2005).
Nox je slozeni enzimski kompleks koji se sastoji od dve membranske subjedinice,
gp91P"™ i p22°"% koje se spajaju sa aktiviranim citosolnim subjedinicama, koje
ukljucuju p47°" p67°"%* p40P"™* i proteine, Rac i RaplA, &ime se formira aktivan
enzimski kompleks. Do sada je opisano sedam Nox izoformi, ukljuuju¢i Nox1 do
Nox5 1 Duoxl i Duox2, od kojih se svaka karakteriSe jedinstvenom celularnom
lokalizacijom, regulacijom aktivnosti i funkcijom (Lambeth, 2004). Nefagocitne Nox
produkuju <O, u koli¢ini koja odgovara 1-10% nivoa koji se stvara u fagocitima i

pretpostavlja se da je njegova osnovna funkcija prenos signala.

Sam *O;" se brzo konvertuje u vodonik peroksid (H,O;) u reakciji koju katalise
enzim superoksid dizmutaza (Fridovich, 1978). U ¢elijama je, narocito u kiseloj sredini,
mogucéa i spontana dismutacija *O; U H0O,. Najveca koli¢ina H,O, u fizioloskim
uslovima se produkuje u peroksizomima (Valko i sar., 2007). Ove organele takode
sadrze enzim katalazu koja razlaze H,O;, do H,O, ¢ime se sprec¢ava njegovo nakupljanje.
U slucaju ostecenja peroksizoma ili nakupljanju H,O, usled nishodne regulacije enzima
koji ga troSe, H,O, se oslobada u citosol gde znac¢ajno doprinosi razvoju oksidativnog

stresa.

Najreaktivniji kiseoni¢ni radikal koji moZe nastati u Celijama jeste hidroksil
radikal — «OH. KarakteriSe se veoma kratkim poluzivotom in vivo od 107 s, §to znaci da
reaguje prakti¢no sa prvim biomolekulom u svom okruZenju, zbog ¢ega je vrlo toksican
(Valko i sar., 2007). *OH nastaje od H,O, u prisustvu redukovanih formi prelaznih
metala (npr. gvozda i bakra) u tzv. Fentonovoj reakciji (Fe?* + Hy0, — Fe** + «OH +
OH") (Chance i sar., 1979). Superoksidni anjon doprinosi stvaranju *OH na taj nacin §to
redukuje Fe** (+O,” + Fe** — Fe?* + O,) ili direktno ucestvujuéi u Haber-Vajsovoj
reakciji (O, + H,O, — O, + *OH + OH). Iz navedenog se izvodi zakljucak da je

redoks status Celije 1 eventualno stvaranje *OH u direktnoj vezi sa redoks parom gvozda
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(i bakra) u ¢eliji. U normalnim uslovima redoks par Fe**/Fe?* je strogo kontrolisan i
smatra se da ne postoji intracelularno slobodno gvozde. Medutim, u uslovima
oksidativnog stresa, stvoreni *O, oslobada Fe iz molekula koji ga sadrze, kao Sto su
enzimi koji poseduju (4Fe-4S) klastere (Liochev i Fridovich, 1994), koje onda moze uéi

u Fentonovu reakciju.

Posebna grupa kiseoni¢nih slobodnih radikala koji mogu biti formirani u Zivim
sistemima jesu peroksil radikali (ROO¢) (Valko i sar., 2007). Najjednostavniji peroksil
radikal je HOOe, koji predstavlja protonizovani oblik *O;" (konjugovana kiselina; pK,~
4,8) 1 obicno se naziva hidroperoksil radikal ili perhidroksil radikal. S obzirom na
vrednost pK,, samo oko 0,3% superoksidnog anjona se nalazi u protonizovanoj formi u
citosolu ¢elija (De Grey, 2002). Pokazano je da je HOOe< znaajan za otpocinjanje

procesa lipidne peroksidacije (Aikens i Dix, 1991).

1.2.1.2. Reaktivne vrste azota

Najznacajniji azotni slobodni radikal je azot monoksid NOs. NOe radikal nastaje
oksidacijom jednog od azotovih atoma u terminalnoj gvanidino grupi arginina (Palmer i
sar., 1988), u reakciji koju kataliSe enzim azot monoksid sintaza (NOS) (Ghafourifar i
Cadenas, 2005), koji se eksprimira u tri izoforme, dve konstitutivne i jednoj
inducibilnoj. NOe je Siroko zastupljen u organizmu i u€estvuje u brojnim i raznovrsnim
fizioloskim procesima, ukljucujuéi neurotransmisiju, sinapticku plasti¢nost, regulaciju
relaksacije glatkih misic¢a, imunoregulaciju i druge procese (Bergendi i sar., 1999). Ima
poluzivot od svega nekoliko sekundi, narocito u vodenoj sredini, dok mu stabilnost raste
u okruZenju sa malom koli¢inom kiseonika. NOe je rastvorljiv 1 u vodenoj 1 u
hidrofobnoj sredini, te lako difunduje kroz membrane i razli¢ite celijske odeljke
(Chiueh, 1999).

U zavisnosti od okolnosti sredine, NO¢ se moze prevesti u druge reaktivne vrsta
azota, ukljuéujuéi nitrozonijum katjon (NO™), nitroksilni anjon (NO") i peroksinitritni
anjon (ONOQ") (Stamler i sar., 1992). Stetno dejstvo NO+ u najvecoj meri je povezano
sa njegovom sposobnoscu da reaguje sa superoksidnim anjonom (NOe¢ + <O, —
ONOO-), pri ¢emu nastali ONOO™ ima izrazenija oksidativna svojstva i moze dovesti do
fragmentacije DNK i ostecenja lipida (Carr i sar., 2000). Stanja koja su pracena

povecanom produkcijom azotnih slobodnih radikala dovode do nitrozativnog stresa
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(Ridnour i sar., 2004). Kao jedna od posledica nitrozativnog stresa moze se javiti

nitrozilacija proteina i posledi¢ni gubitak njihove funkcije.

1.2.2. Antioksidativna zaStita

Sve ¢elije poseduju zastitne mehanizme koji ih Stite od toksi¢nih dejstava
slobodnih radikala. SlozZeni antioksidativni mehanizmi razvili su se kako bi sprecili,
ogranicili ili otklonili Stetno dejstvo slobodnih radikala i oStecenja molekula nastala
tokom oksidativnog stresa (Cadenas, 1997). Enzimsku antioksidativnu odbranu ¢ine
superoksid dizmutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx).
Neenzimski antioksidansi su velika grupa jedinjenja koja ukljucujeglutation (GSH),
askorbinsku kiselinu (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), karotenoide, flavonoide,
koenzim Q 1 mnoge druge. Pod normalnim okolnostima, postoji ravnoteza izmedu
aktivnosti i intracelularnih nivoa razli¢itih antioksidanasa, koja je esencijalna za

opstanak i zivot svake ¢elije u organizmu.

1.2.2.1. Superoksid dizmutaza

Superoksid dizmutaza (SOD; superoksid:superokid oksidoreduktaza, EC
1.15.1.1) katalizuje reakciju dizmutacije superoksidnog anjona u vodonik peroksid i
molekulski kiseonik, pri ¢emu se jedan molekul O, oksiduje u O,, a drugi redukuje u
H,0, (Fridovich, 1995):

02+02+2H+—> H202+ 02

Kod coveka su prisutne tri izoenzimske forme SOD: citosolna bakar,cink-
zavisna SOD (CuzZnSOD), mitohondrijalna mangan-zavisna SOD (MnSOD) i
ekstracelularna SOD (EC-SOD) (Zelko i sar., 2002). Ovi multipli oblici enzima
oznacavaju se 1 kao SODI1, SOD2 i1 SOD3, redom, i medusobno se razlikuju po

primarnoj strukturi, kineti¢kim karakterstikama, lokalizaciji i distribuciji.

CuznSOD (SOD1) je enzim koji je prvi put opisan 1969. godine, kada su
McCord 1 Fridovich (1969) pokazali da protein eritrokuprein ima sposobnost da
neutraliSe superoksidni anjon radikal. CuZnSOD je prevashodno citosolni enzim (Crapo
i sar., 1992), mada je u malim koli¢inama prisutan i u lizozomima, medumembranskom
prostoru u mitohondrijama i peroksizomima (Keller i sar., 1991; Okado-Matsumoto i

Fridovich, 2001). Siroko je rasprostranjen u razli¢itim tkivima, a posebno visoku

18



aktivnost pokazuje u mozgu, nadbubreznim zlezdama, jetri, srcu i bubrezima (Kurobe i
sar., 1990).

CuzZnSOD pripada proteinima koji su pretrpeli mali broj promena tokom
evolucije (Landis i Tower, 2005) $to uzrokuje veoma sli¢nu strukturu medu razli¢itim
vrstama. Humani enzim ima molekulsku masu od oko 32 kDa i predstavlja homodimer
sastavljan iz dve subjedinice, od kojih je svaka sastavljena od 153 aminokiseline i sadrzi
po jedan jon bakra i cinka (Hartz i Deutsch, 1972). Aktivni centar enzima ¢ine joni
bakra koji su za apoenzim vezani preko azota imidazolove grupe histidina. Kataliticka
aktivnost enzima vezana je za Cu**, dok Zn?* stabilizuje konformaciju enzima (Rotilio i
sar., 1972). Bakar koji ulazi u aktivni centar enzima odgovoran je za reakciju
dimutacije, pri ¢emu ovaj metal u toku katalizovane reakcije menja svoju valencu,

odnosno dolazi do uzastopnih reakcija redukcije i oksidacije:

Gubitak kataliticke aktivnosti nastaje pri odvajanju bakra od apoenzima i
ponovo se uspostavlja dodatkom bakra, ali ne i drugih katjona. Sa druge strane, jone
Zn?* mogu zameniti joni kobalta, Zive ili kadmijuma u odrzavanju stabilnosti enzima

(Forman i Fridovich, 1973).

Gen za SOD1 se kod ljudi nalazi na hromozomu 21 (Levanon i sar., 1985). Kod
osoba sa Daunovim sindromom, trizomijom hromozoma 21, postoji znacajan porast
aktivnosti SOD1, mada uloga ovog enzima u patoloSkim promenama koje prate ovo
stanje nije dovoljno poznata (De La Torre i sar., 1996). Sa druge stane, opisano je preko
90 razli¢itth mutacija gena za SODI1 koje se javljaju kod obolelih od familijarne

amiotrofi¢ne lateralne skleroze (Liochev i Fridovich, 2003).

Druga izoenzimska forma SOD je mangan-zavisna SOD (MnSOD ili SOD2) i
nalazi se gotovo isklju¢ivo u matriksu mitohondrija (Weisiger i Fridovich, 1973).
Relativni odnos izmedu koli¢ine CuZnSOD i MnSOD zavisi od tkiva i zastupljenosti
mitohondrija. SOD2 predstavlja homotetramer koji je sastavljen od subjedinica
molekulske mase od oko 23 kDa koje sadrze 196 aminokiselina i nemaju sli€nost u
sekvenci sa subjedinicama SOD1 (Barro i sar., 1984). Gen za sintezu MnSOD smesten
je na hromozomu 6 (Creagan i sar., 1973). Za kataliticku aktivnost enzima neophodno je

prisustvo jona mangana koji u toku reakcije dizmutacije menja svoju valencu, sli¢no

kao bakar u CuzZnSOD.
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SOD2 ima vaznu ulogu u uklanjanju *O," koji nastaje u mitohondrijama, koje
predstavljaju znacajan izvor slododnih radikala. Takode, pokazano je da SOD2 ima
ulogu u ¢elijskoj diferencijaciji (St Clair i sar., 1994) i protektivhu ulogu u

pulmonarnom oSte¢enju uzrokovanim kiseonikom (Wispé i sar., 1992).

Ekstracelularna SOD (EC-SOD ili SOD3) je poslednji otkriveni ¢lan ove
enzimske familije. Ovaj enzim je prisutan u ekstracelularnoj tec¢nosti, ukljucujuéi
plazmu, limfu, cerebrospinalnu te¢nost i ascites (Marklund i sar., 1982). Za razliku od
SOD1 i SOD2 koji se eksprimiraju u gotovo svim tkivima, ekspresija SOD3 je
ograni¢ena na manji broj tipova ¢elija. Visok nivo ekspresije prisutan je u alveolarnim
¢elijama tip II, proksimalnim tubulocitima, glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova,

pluénim makrofagima i fibroblastima (Zelko i sar., 2002).

Gen humane EC-SOD nalazi se na hromozomu 4 (Hendrickson i sar., 1990).
SOD3 je relativno veliki protein sa molekulskom masom od oko 135 kDa i predstavalja
homotetramerni glikoprotein, pri ¢emu svaka subjedinca sadrzi po jedan jon bakra i
cinka, kao i SOD1 (Marklund, 1982). Enzim pokazuje veliki afinitet za kisele
glikozaminoglikane, pre svega heparin (Karlsson i Marklund, 1987), za koji se vezuje
ekstracelularno. U odnosu na afinitet za heparin, razlikuju se tri frakcije (izoforme) EC-
SOD.

Ekstracelularna SOD ima vaznu ulogu u smanjenju interakcije izmedu <Oy i
NO- 1 posledicnom nastanku ONOO’, narocito u situacijama poput hipertenzije u
kojima je vaskularna produkcija O, povecana. Time se, osim §to se spreava
oksidativno oSteCenje koje wuzrokuje peroksinitrat, omogucava veéa bioloSka
raspolozivost NOe, odnosno prolongira delovanje NO-« kao posrednika u relaksaciji
glatkih misi¢a krvnih sudova (Jung i sar., 2003). Postoje dokazi da EC-SOD ima
zastitnu ulogu u zna¢ajnom broju kardiovaskularnih i pulmonalnih oboljenja, smanjenju
ishemijsko-reperfuzionog ostecenja mozga i produkciji eritropoetina u hipoksi¢nom
ostecenju bubrega (Nozik-Grayck i sar., 2005).
1.2.2.2. Katalaza

Katalaza (CAT; vodonik-peroksid:vodonik-peroksid oksidoreduktaza, EC

1.11.1.6) je enzim koji katalizuje reakciju razgradnje vodonik-peroksida do vode i

molekulskog kiseonika (Chance i sar., 1979):
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2H202 — ZHZO + 02

Ona pripada jednom od dva tipa enzima kojima se H,O, moze ukloniti in vivo.
Drugi tip enzima predstavljaju peroksidaze koje kataliSu reakciju uklanjanja H,O, pri

kojoj dolazi do oksidacije drugog supstrata (S):
SH2 + H202 — S+ Hzo

Katalaza je prisutna u gotovo svim humanim c¢elijama, a naroCito visokom
aktivno$¢u se odlikuju hepatociti i eritrociti. Manja aktivnost katalaze prisutna je u
mozgu, sr¢anom i skeletnim misi¢ima (Marklund i sar., 1982). U ¢elijama je ovaj enzim
pretezno lokalizovan u peroksizomima (Chance i sar, 1979), gde ¢ini preko 40% svih
proteina peroksizoma i moze biti prisutna u dva oblika: kao rastvorljiva i kao forma
vezana za membranu peroksizoma (Masters i Holmes, 1977). Mala aktivnost CAT
prisutna je i u mitohondrijama, makar u miSi¢nim ¢elijama 1 hepoticitima (Chance i sar,

1979;Antunes i sar, 2002).

Po strukturi, katalaza pripada hem-proteinima. Predstavlja homotetramer,
sastavljen iz Cetiri subjedinice, ukupne molekulske mase od oko 240 kDa (Putnam i sar,
2000). Svaka subjedinica ima Fe(lll)-hem u aktivnom mestu, koji je vezan za
polipeptidni lanac preko Tyr357, His74 i Aspl47 (Reid i sar., 1981). Dodatno, svaka
subjedinica sadrzi i jedan molekul NADPH. Disocijacija enzima na subjedinice, koja se
¢esto deSava u toku Cuvanja enzima na niskim temperaturama ili izlaganju kiselinama 1

bazama, uzrokuje gubitak enzimske aktivnosti (Sichak i Dounce, 1987).

CAT, slicno kao SOD, katalizuje reakciju dizmutacije, pri kojoj se jedan
molekul H,0, redukuje do H,O a drugi oksiduje do O,. U reakciji dolazi do formiranja
prolaznog kompleksa izmedu katalaze i molekula vodonik-peroksida (kompleks 1)
(Chance i sar., 1979):

katalaza-Fe(l1l) + H,O, — kompleks | + H,0O
kompleks | + H,0, — katalaza-Fe(lll) + H,O + O,

Aktivnost katalaze je inhibirana azidom, cijanidom i hipohloritom koji deluju
nespecifi¢no, kao i specificnim inhibitorom aminotriazolom (3-amino-1,2,4-triazol) koji

obrazuje kovalentnu vezu sa enzimom u okviru kompleksa I (Darr i Fridovich, 1986).
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Gen za humanu CAT nalazi se na hromozomu 11.(Quan i sar., 1986). Mutacije
ovog gena dovode do stanja koje se oznaCava kao akatalazemija. U originalnom opisu
ovog stanja u Japanu, tzv. Takahara bolest, postojao je znacajan deficit aktivnosti CAT
koji je pratila blaga klinicka slika kojom dominira oboljenje gingiva (Ogata, 1991;
Hirono i sar., 1995). Transgeni miSevi kojima nedostaje gen za katalazu ispoljavaju

oStecenje, a moguc je i raniji nastanak kancera (Ho 1 sar, 2004).

1.2.2.3. Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (GPx; glutation : vodonik-peroksid oksidoreduktaza, EC
1.11.1.9.) katalizuje reakciju redukcije vodonik-peroksida uz oksidaciju redukovanog
glutationa (GSH), tripeptida koji sadrzi tiol-grupu (slika) (Arthur, 2000):

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

GPx je prvi put otkrivena 1957. godine u eritrocitima kao enzim koji u¢estvuje u
zaStiti hemoglobina od oksidativnog oStecenja (Mills, 1957). Enzim je Siroko zastupljen
u razli¢itim tkivima, pri ¢emu je najveca aktivnost prisutna u jetri i eritocitima, umerena
aktivnost u sréanom misic¢u, mozgu i plu¢ima i niska aktivnost u skeletnim misi¢ima
(Mills, 1960). GPx je specificna za GSH kao donora redukcionih ekvivalenta, koji je
prisutan u vecini ¢elija u milimolarnim koncentracijama. Medutim, osim na H,O;

enzim takode deluje na organske perokside, pri ¢emu nastaju alkoholi:
LOOH + 2GSH — GSSG + H,O + LOH

Familiju glutation peroksidaza ¢ine najmanje Cetiri razli¢ita enzima: klasi¢na
GPx (cGPx), gastrointestinalna GPx (GI-GPx), GPx plazme (PGPx) i fosfolipid-
hidroperoksid-zavisna GPx (PHGPx) (Brigelius-Flohé, 1999). Klasi¢na ili citosolna
GPx (cGPx ili GPxl) je prvi opisani ¢lan familije 1 predstavlja najzastupljeniji
izoenzim. Gastrointestinalna GPx (GI-GPx ili GPx2) je najsli¢nija GPx1, ali se nalazi
gotovo iskljuéivo u epitelnim celijama gastrointestinalnog trakta (Chu i sar., 1993).
Pretpostavlja se da ima funkciju u metabolizmu hidroperoksida poreklom iz lipida hrane
ili razli¢itih ksenobiotika. GPx plazme (PGPx ili GPx3) je glikoprotein koji se nalazi u
ekstracelularnoj tecnosti, ukljuuju¢i plazmu, mleko, semenu tecnost, amnionsku
tecnost, o¢nu vodicu i dr, a najveca ekspresija je prisutna u bubrezima, cilijarnom telu i

placenti. Ne zna se sa sigurno$¢u da li GPx3 ima funkciju u plazmi zbog veoma niskih

22



koncentracija GSH u plazmi: nivoi GSH su mikromolarni, dok je K, za enzim u
milimolarnom opsegu (Takahashi i sar., 1987). Cetvrti ¢lan je fosfolipid-hidroperoksid-
zavisna GPx (PHGPx ili GPx4) koji je otkriven 1982. godine (Ursini i sar, 1982) i
poseduje jedinstvenu osobinu da redukuje ne samo H,O, i slobodne organske
hidroperokside, ve¢ 1 hidroperokside masnih kiselina i holesterola koji su u
esterifikovanom obliku, tj. fosfolipidne hidroperokside (Sattler i sar., 1994). Dodatno,
GPx4 je manje specificna za GSH nego drugi izoenzimi peroksidaze. U tkivima je
aktivnost GPx4 manja nego GPxI1, osim u testisima, koji se karakteriSu visokom
aktivno$¢u ovog enzima koji je neophodan za maturaciju spermatozoida (Maiorino i

sar., 2005).

Svi izoenzimi GPx pripadaju selenoproteinima (Brigelius-Flohé, 1999). GPx1,
GPx2 1 GPx3 su homotetrameri, koji sadrZe Cetiri subjedinice od kojih svaka ima jedan
atom selena, dok je GPx4 monomer i poseduje jedan Se. Selen se nalazi u aktivnom
mestu enzima u obliku aminokiseline selenocisteina, modifikovanog cisteina kod koga
je atom sumpora zamenjen selenom, i neophodan je za katalitiCku aktivnost enzima
(Flohe 1 sar, 1973). Se pripada oligoelementima koji se unose ishranom i narocito je
vazan za funkciju nervnog sistema. Medutim, Se u sastavu GPx ¢ini samo mali deo

ukupne koli¢ine Se u mozgu (Prohaska i Ganther, 1976).

Za odrzavanje visokog odnosa redukovanog prema oksidovanom glutationu, koji
je neophodan za funkciju GPx, potrebno je prisutvo enzima glutation reduktaze (GR).

Glutation reduktaza je enzim koji kataliSe reakciju redukcije GSSG u GSH:
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP”

GR je dimer sa molekulskom masom od oko 104,8 kDa i koji sadrzi dve
subjedinice od kojih svaka ima FAD u aktivnom mestu (Thieme i sar., 1981). NADPH
redukuje FAD koja onda prenosi elektrone na disulfidnu vezu koja se raskida. Glavni
izvor NADPH u tkivima je pentozofosfatni put. Celijska lokalizacija GR je sli¢na kao i

za glutation peroksidazu (Chance i sar, 1979).
1.2.2.4. Glutation

Glutation je po strukturi tripeptid (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicin) i predstavlja
niskomolarno tiolno jedinjenje, koje je Siroko zastupljeno u humanim tkivima (Forman i

sar., 2009). U vecini tkiva koncentracija glutationa iznos 1-10 mM (Meister, 1988). U
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¢elijama se glutation najve¢im delom nalazi kao tiol, u redukovanom obliku (GSH), a
manje kao disulfid, u oksidovanom obliku (GSSG) (slika). Sulfhidrilna grupa (—SH)
cisteina ukljucena je u reakcije redukcije 1 konjugacije koje su najvaznije za funkciju
ovog molekula. Ove reakcije su osnova za ulogu GSH u uklanjanju slobodnih radikala i
detoksikaciji ksenobiotika, ali GSH ucestvuje 1 u brojnim drugim procesima,
ukljuujuéi Celijsku signalizaciju, regulaciju celijskog ciklusa, meducelijsku

komunikaciju i dr. (Meister, 1992; Barhoumi i sar., 1993).

Antioksidativha uloga GSH je dvostruka. Ovaj molekul je kofaktor enzima
glutation peroksidaze (Brigelius-Flohé, 1999) i tako ucestvuje u uklanjanju H,0,.
Medutim, in vitro je pokazano je da GSH ima sposobnost da samostalno reaguje sa
slobodnim radikalima poput, *OH, HOCI, ONOO", ROOQe, ali ne i *O,". S obzirom na
milimolarne koncentracije GSH u ¢elijama pretpostavlja se da se ove reakcije deSavaju i
in vivo (Halliwell i Gutteridge, 2007). U reakciji sa slobodnim radikalima ¢esto nastaje
tiol (GS) radikal, a zatim i1 O, koji se moze ukloniti pomo¢u SOD, dok se GSSG
prevodi u GSH posredstvom reakcije koju katalizuje glutation reduktaza uz ucesce
NADPH, kako je ve¢ ranije navedeno. Reakcija GSH sa ONOO™ dovodi do produkcije
nitrozotiola (GSNO) koji se moze spontano razgraditi do NOe. Na taj nacin, GSH u
odredenoj meri ucestvuje u obnavljanju nivoa NO- iz peroksinitrita (Villa i sar., 1994).
Dodatno, GSH vezuje jone bakra i tako smanjuje njihovu sposobnost da stvaraju *OH iz
H.0, (Hanna i Mason, 1992).

Homeostatski mehanizmi u ¢eliji odrZavaju koli¢inu glutationa i odnos izmedu
redukovanog 1 oskidovanog oblika relativno stalnim. GSH se sintetiSe u citosolu gotovo
svih ¢elija, pri ¢emu su hepatociti najaktivniji. Mitohondrije poseduju oko 10-20%
ukupnog celijskog glutationa, ali kako nemaju sposobnost da ga samostalno sintetisu,
unose GSH iz citosola pomocu specificnih transportera na unutra§njoj mitohondrijalnoj
membrani (Fernandez-Checa i Kaplowitz, 2005). Sinteza GSH se odvija u dva koraka.
Prvi korak u de novo sintezi GSH je regulatorni i ukljucuje stvaranje y-glutamilcisteina
iz aminokiselina cisteina i glutamata pri ¢emu se vrsi hidroliza ATP-a (Forman i sar.,
2009). Enzim koji katalizuje ovu reakciju je glutamat-cistein ligaza (oznacava se i kao

v-glutamilcistein sintetaza) (EC 6.3.2.2):

L-glutamat + L-cistein + ATP — L-y-glutamil-L-cistein + ADP + P,
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U sledecoj reakciji enzim glutation sintetaza (EC 6.3.2.3) dodaje aminokiselinu

glicin na prethodno formirani dipeptid uz hidrolizu ATP-a:
L-y-glutamil-L-cistein + glicin + ATP — GSH + ADP + P,

GSH se moze transportovati iz ¢elije. Ovo je posebno vazno u jetri, koja
sekretuje GSH u plazmu i predstavlja glavni izvor GSH u cirkulaciji (Anderson i sar.,
1980). GSH u plazmi se odrzava na niskom nivou zahvaljuju¢i njegovom metabolizmu
u perifernim tkivima. Celije na periferiji ne mogu da prezimaju GSH iz cirkulacije, veé
dolazi do odvajanja glutamata dejstvom enzima y-glutamiltranspeptidaze (oznacava se i
kao y-glutamiltransferaza, y-GGT), pristnim na ¢elijskoj membrani, i prenosa na drugu
aminokisleinu, pri ¢emu od GSH nastaje cisteinilglicin (Kozak i Tate, 1982). Ovaj
dipeptid se razgraduje pod dejstvom dipeptidaza na cistein i glicin, aminokiseline koje
se, sli¢no kao i nastala y-glutamil-aminokiselina, pomoc¢u transportera unose u celiju

gde se mogu iskoristiti za de novo sintezu GSH (Meister, 1991).
Bubrezi imaju naro¢ito visoku aktivnost y-GGT (Lash i Jones, 1984).

1.2.2.5. Vitamin C

Askorbinska kiselina (vitamin C) je hidrosolubilni vitamin koji pokazuje
znacajna antioksidativna svojstva. Dok biljke i brojne Zivotinjske vrste mogu da
sintetiSu askorbinsku kiselinu iz glukoze, kod ljudi nije prisutan poslednji enzim u
sintezi — gulonolakton-oksidaza (Nishikimi i Yagi, 1996). Vitamin C je prisutan kao
kofaktor u najmanje osam enzima, od kojih su najpoznatiji prolil i lizil hidroksilaze
ukljucene u biosintezu kolagena, dopamin-b-hidroksilaza koja prevodi dopamin u
noradrenalin, kao i dva enizma potrebna za sintezu karnitina (Halliwell i Gutteridge,
2007).

Vitamin C poseduje dve hidroksilne grupe koje su sposobne da opustaju i
primaju elektrone. Askorbinska kiselina moze da se oksiduje u dehidroaskorbinsku
kiselinu, koja ima sposobnost ponovo da se redukuje u enolski oblik askorbinske
kiseline. Ova reverzibilna reakcija formira redoks sistem vitamina C (Padayatty i sar,
2003). Antioksidativna aktivnost vitamina C bazirana je na njegovim sposobnostima da
neutraliSe mnoge intermedijere i produkte slobodno-radikalskih procesa. Neki od
antioksidativnih efekata su sledeci: uklanjanje <O,, *OH, ROOe, HOCI i drugih,
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neutralizacija singletnog kiseonika, prevencija lipidne peroksidacije u tkivima i u
lipoproteinima plazme, regeneracija vitamina E i drugi efekti (Halliwell i Gutteridge,
2007).

1.2.2.6. Vitamin E

Vitamin E je liposolubilni antioksidans i jedan je od najznacajnijih in vivo
inhibitora lipidne peroksidacije (Kaikkonen i sar, 2001). Vitamin E ne oznacava
specificno hemijsko jedinjenje, ve¢ obuhvata osam jedinjenja zastupljenih u prirodi,
koja predstavljaju strukturne izomere tokoferola i tokotrienola. Najveéu aktivnost ima

d-a-tokoferol, koji je ujedno i najzastupljeniji oblik vitamina E u hrani (Horwitt, 1991).

Tokoferoli 1 tokotrienoli zaustavaljaju lipidnu peroksidaciju zahvaljujuci
sposobnosti da uklone lipidne peroksil radikale (LOO¢) pre nego $to oni reaguju sa

susednim molekulima (Mukai i sar., 2003):
TokH + LOO*—Toke + LOOH

Ne postoji znaajna razlika u antioksidativnim svojstvima medu razli¢itim
tokoferolima i tokotrienolima in vitro (Yoshida i sar., 2003). Nastali tokoferil-radikal
(Toke) ima sposobnost da reaguje sa novim peroksil radikalnom , pri ¢emu nastaje

neradikalsko jedinjenje:
LOO« + Toke— TokOOL

Znacajno je da tokoferil-radikal moze da se u prisustvu vitamina C redukuje
nazad u vitamin E. Na taj nacin, ova dva vitamina ispoljavaju sinegiju u zastiti od

slobodnih radikala i oSte¢enja uzrokovanih oksidativnim stresom.

1.2.3. Mehanizmi oStecenja biomolekula usled oksidativnog stresa

1.2.3.1. Osteéenje DNK

Direktno oStecenje molekula DNK usled dejstva slobodnih radikala na nivou
purinskih i pirimidinskih baza ili deoksiriboze. Najveca oSte¢enja uzrokuje *OH, dok je
vecina ostalih radikala, ukljuc¢uju¢i «O2-, NO+ 1 H202 1 ROOe, slabo reaktivna sa DNK,
ali zato reaguje sa radikalima koji nastaju od DNK molekula u reakcijama sa
agresivnijim slobodnim radikalima, poput *OH, na taj nacin doprinose¢i ukupnom
oksidativnom ostecenju (Evans i sar., 2004). Dejstvom *OH na molekul DNK nastaju

brojni produkti. Na primer, *OH reaguje sa purinskim bazama, adeninom 1 guaninom,
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tako $to dolazi do adicije *OH na ugljenik na pozicijama 4,5 ili 8 u purinskom prstenu.
Adicijom na C-8 guanina, nastaje C-8-OH radikal, koji zatim moze biti redukovan do 8-
hidroksi-7,8-dihidroksiguanina, oksidovan do 8-hidroksiguanina ili dolazi do otvaranja
prstena i redukcije do 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidina (FAPyG) (Sema).
Pirimidini takode reaguju sa *OH, pri ¢emu od timina mogu nastati timin-glikoli (5,6-
dihidroksi-6-hidrotimini), 5-hidroksi-5-metilhidantoin, 5-formiluracil i 5-
(hidroksimetil)uracil, dok od citozina mogu nastati citozin-glikoli i 5,6-
dihidroksicitozin. Deoksiriboza koja ulazi u sastav DNK se pod dejstvom <OH
fragmentira pri ¢emu nastaju proizvodi koji mogu ostati u sastavu molekula DNK,
mogu dovesti do prekida lanca DNK ili se odvajaju od lanca(Halliwell i Gutteridge,
2007).

Oksidativna oSteenja DNK narusSavaju normalnu strukturu i funkciju DNK 1
ukoliko mehanizmi popravke DNK ne deluju efikasno, dolazi do promena u replikaciji
DNK i transkripciji odredenih gena sa razli¢itim posledicama po celija (Neeley i
Essigmann, 2006). Posledice mogu biti akutne ili se mogu ispoljiti tek u narednim
generacijama celija, kada su odloZene i govori se o tzv. ,,genomskoj nestabilnosti‘

(Mothersill i Seymour, 1998).

Osim nuklearne DNK, mitohondrijalna DNK takode je izlozena oStecenju usled
oksidativnog stresa, pri ¢emu su oksidativne promene u DNK mitohondrija ¢esce S

obzirom na to da su one veliki generator slobodnih radikala (Beckman i Ames, 1999).

Pojedini produkti oksidativnog oSte¢enja DNK mogu se koristiti kao biomarkeri
oksidativnog stresa, odnosno njihovim merenjem sti¢e se uvid o oste¢enju koje nastaje
usled slobodnih radikala i o efektima antioksidativne zaStite. Ovakav pristup se Cesto
oznacava kao "fingerprinting", jer se ne mere direktno slobodni radikali, ve¢ trag (engl.
fingerprint) koji oni ostavljaju na biomolekulima u ¢eliji (Halliwell, 1999). Kao
biomarker oksidativnog oSte¢enja DNK najcesce se koriste modifikovane azotne baze,
pre svega nukleozid — 8-hidroksi-2"-deoksiguanozin (8-OHdG) (Kasai, 1997). Ovo
jedinjenje ispoljava keto-enol tautomerizam, pri ¢emu je ravnoteZza pomerene ka 6,8-
diketo obliku, te se ponekad u literaturi 8-OHdG oznacava i kao 8-0kso-7-hidro-2"-
deoksiguanozin ili 8oxodG. Nivoi 8-OHdG se ne mogu koristiti kao kvantitativni

marker oSte¢enja DNK iz vise razloga. Prvo, ovo jedinjenje je samo jedan od brojnih
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produkata koji nastaju kada slododni radikali reaguju sa DNK. Druga, dejstvom «OHna
guanin nastaje i FAPYG, a ravnoteza izmedu ova dva jedinjenja je uslovljena redoks

stanjem u Celiji, a zavisi i od prisustva jona prelaznih metala.

Drugim re¢ima, ista koli¢ina slobodnih radikala, odnosno isti stepen
oksidativnog stresa, moze dovesti do razli¢itih nivoa 8-OHdG u zavisnosti od sredine.
Zbog toga je pri ispitivanju oksidativnog oSteCenja radi vece pouzdanosti potrebno

istovremeno pratiti viSe biomarkera oksidativnog stresa (Halliwell 1 Gutteridge, 2007).

1.2.3.2. OSteéenje lipida: lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativno oStecenje lipida, prvenstveno
polinezasi¢enih masnih kiselina u sastavu ¢elijskih membrana 1 lipoproteina (Halliwell i
Gutteridge, 2007). Polinezasi¢ene masne kiseline sadrze dve ili viSe dvostrukih veza
izmedu C-atoma i predstavljaju glavno mesto napada slobodnih radikala tokom
oksidativnog stresa. Najveca koli¢ina polinezasi¢enih masnih kiselina nalazi se u
membranama celije 1 razlicitih organela, gde ulaze u sastav lipidnog dvosloja. Vazne su
za odrzavanje fluidnosti membrane, koja je u uslovima njihovog oSteéenja znacajno

smanjena (Zamaria, 2004).

Lipidna peroksidacija se desava u nekoliko faza (Gardner, 1989). Prva faza je
faza inicijacije i podrazumeva prvi napad slobodnih radikala na molekul masne kiseline.
U hemijskom smislu ukljucuje adiciju slobodnog radikala (npr. *OH) ili, ceSce,
oduzimanje vodonika iz metilenske grupe (—CH2-) od strane radikala. Na taj nacin
nastaje nestabilni lipidni (ugljeni¢ni) radikal (Le). U cilju dalje stabilizacije dolazi do
intramolekulskog prerasporedivanja dvostrukih veza 1 produkcije konjugovanih diena,
koji se u prisustvu O, prevode u peroksi radikale (ROO« ili LOO¢). Sledeca faza u toku
lipidne peroksidacije oznacava propagaciju i podrazumeva sposobnost produkovanih
LOOe da dalje iniciraju oduzimanje vodonika sa susednih molekula lipida 1 produkciju
novih lipidnih, a potom i peroksi radikala, pri ¢emu nastaju lipidni hidroperoksidi
(ROOR) ili krace lipidni peroksidi. Na ovaj nacin uspostavlja se lan¢ana reakcija koja
ima veliki potencijal za oSte¢enjem lipida membrana i drugog porekla, usled Cinjenice
da od jednog inicijalnog napada slobodnog radikala nastaje mnostvo lipidnih peroksida.
Faza terminacije nastupice kada dode do reakcije izmedu samih LOOe, odnosno kada se

ovi reaktivni molekuli uklone (Halliwell i Gutteridge, 2007).
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Posledice lipidne peroksidacije membranskih lipida su smanjenje fluidnosti
membrane, $to olakSava proces razmene fosfolipida izmedu dva sloja lipidnog dvosloja
1 povecava propustljivost membrane za jednovalentne 1 dvovalentene jone (Richter,
1987), kao i oSteCenje membranskih proteina, inaktivacija enzima i jonskih kanala
(Duprat i sar., 1995). Takode, u toku lipidne peroksidacije nastaju brojni intermedijeri,
koji pokazuju manju ili vecu stabilnost i mogu se koristiti kao markeri lipidne

peroksidacije.

Izoprostani. Izoprostani (IP) su vazni produkti lipidne peroksidacije i njihovo
odredivanje verovatno predstavlja trenutno najpouzdaniji marker lipidne peroksidacije
(Fam i1 Morrow, 2003). To su jedinjenja sli¢na prostaglandinima, koja nastaju od
nezasi¢enih masnih kiselina sa najmanje tri dvostruke veze, ukljucujuéi linoleinsku
kiselinu, arahidonsku Kkiselinu (F2-izoprostani), EPA (F3-izoprostani) i DHA (F4-
izoprostani ili neuroprostani). Postoji 64 izomera F2-IP. Takode, postoje D- i E-
prstenasti IP nastali od cikli¢nih peroksidnih prekursora (Roberts i Fessel, 2004). IP
nastaju in vivo tokom peroksidacije fosfolipida i ve¢ina se nalazi u esterifikovanoj formi
u sklopu fosfolipida u tkivima i plazmi. Mogu se javiti u slobodnom obliku, ¢iji je

poluzivot u plazmi kratak i iznosi manje od 20 minuta. Pojedini IP pokazuju biolosku

aktivnost, odnosno imaju vazokonstriktorno dejstvo (Moore, 2004).

Najcesce ispitivani izoprostani su F2-izoprostani koji nastaju od arahidonske
kiseline. Najpreciznije metode za odredivanje IP su gasna hromatografija sa masenom
(Lee i sar, 2004). U ovim testovima uglavnom se odreduje izomer 8-izo-PGFa ili krace
8-izoprostan. Povecani nivoi IP u plazmi i urinu su potvrdeni u brojnim stanjima
povezanim sa  Oksidativnim  stresom, ukljuuju¢i  hipertenziju, dijabetes,

neurodegenerativne bolesti, razli¢ita bubrezna i pluéna oboljenja (Milne i sar., 2005).

Malondialdehid. Malondialdehid (MDA) predstavlja jedan od najéesce
odredivanih pokazatelja lipidne peroksidacije ve¢ dugi niz godina. Nastaje najvecim
delom od polinezasi¢enih masnih kiselina sa vise od dve dvostruke veze, ali i tokom
metabolizma eikosanoida (Esterbauer i sar., 1991). Postoji u vise oblika koji zavise od
pH sredine. Pri fizioloSkom pH dominantan je enolni anjonski oblik koji ne pokazuje

veliku reaktivnost. MDA se brzo metaboliSe u vecini tkiva. Sam MDA moze reagovati
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sa DNK 1 ispoljiti mutageno dejstvo, pri ¢emu je najée$éa meta guanin (Marnett, 2000).

Ostaje nedovoljno jasno koliki je pravi doprinos MDA in vivo mutacijama.

Za merenje kolicine MDA je naj¢eS¢e u upotrebi spektrofotometrijsko
odredivanje produkata koji nastaju u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA)
(Gutteridge 1 Quinlan, 1983). Ova metoda ima dosta ogranicenja, te se veca pouzdanost

postize koris¢enjem hromatografskih metoda (Moore i Roberts, 1998).

4-Hidroksi-2-trans-nonenal. 4-Hidroksi-2-trans-nonenal (HNE) je jedinjenje
koje nastaje tokom peroksidacije omega-6 nezasi¢enih masnih kiselina, poput
linoleinske i arahidonske kiseline (Schneider i sar., 2001). Predstavlja jedan od nekoliko
nesaturisanih aldehida koji nastaju pri lipidnoj peroksidaciji, zajedno sa dekadienalom i
trans-4-hidroksi-2-hekenalom (HHE), koji pokazuje naroéito toksi¢no dejstvo za

mitohondrije (Kristal i sar., 1996). Cesto se meri u cilju procene lipidne peroksidacije.

1.2.3.3. OStecéenje proteina

Oksidativno oStecenje proteina nastaje direktno pod uticajem slobodnih radikala
ili sekundarno, usled dejstva toksi¢nih produkata lipidne peroksidacije. Neka oStecenja
su reverzibilna, npr. formiranje metionin-sulfoksida, dok su pojedina ireverzibilna i
zahvaceni protein mora biti zamenjen (Halliwell i Gutteridge, 2007). Slodobni radikali
uzrokuju razli¢ite transformacije aminokiselina u sastvu proteina i dovode do stvaranja
brojnih produkata. Dodatno, peptidna veza moZze biti mesto oksidativnog napada, pre

svega *OH(Davies, 2005).

Oksidativno oStecenje proteina obi¢no dovodi do posledi¢nog oStecenja drugih
molekula u éeliji, npr. posredstvom povecanja nivoa jona Ca" ili aktivacijom nukleaza.
Oksidativno izmenjeni proteini mogu biti prepoznati kao strani imunom sistemom, te

dovesti do aktivacije sinteze antitela i eventualne autoimunosti (Peng i sar., 1997).

1.2.4. Oksidativni stres i centralni nervni sistem

Mozak je posebno osetljiv na dejstvo oksidativnog stresa (Halliwell, 2006),

od osnovnih razloga za to je visoka potroSnja kiseonika; iako mozak iznosi svega
nekoliko procenata telesne tezine, on trosi oko 20% bazalne koli¢ine kiseonika. Dakle,

prosecan neuron se susrece sa velikom koli¢inom O, u svakom trenutnku.
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Osim ove ¢injenice, postoji nekoliko drugih razloga kojima se moze objasniti
visoka osetljivost na oksidativno ostecenje u CNS-u. Neuronske celijske membrane
sadrze veliku koli¢inu polinezasi¢enih masnih kiselina, naro¢ito DHA, koje lako mogu
postati meta slobodnim radikalima sa posledicnom lipidnom peroksidacijom (Zaleska 1
Floyd, 1985). Dalje, mnogi neurotransmiteri (dopamin, serotonin, noradrenalin) mogu
se u kontatku sa O2 oksidovati, pri ¢emu kao proizvodi nastaju *O2’, H,0,, kao i hinoni
1 semihinoni koji mogu da reaguju sa GSH smanjujuci njegove rezerve u mozgu ili sa —
SH grupama proteina, narusavajuci time njihovu funkciju (Wrona i Dryhurst, 1998).
Autooksidacija neurotransmitera je narocito favorizovana u prisustvu jona prelaznih
metala, poput mangana ili gvozda. Gvozde je, inaCe, Siroko rasprostranjeno u
mozgu.Ulazi u sastav vaznih proteina, a njegova koli¢ina je posebno visoka u
substantia nigra, kaudatnom jedru, putamenu i globus pallidus-u (Schenck i
Zimmerman, 2004). Dodatno, metabolicki procesi u mozgu generisu veliku koli¢inu
H,0O; u reakcijama koje katalizuju razli¢iti enzimi (Sinet, 1980), npr. enzimi monoamin
oksidaze (MAO-A i MAO-B) koji su ukljueni u metabolizam odredenih

neurotransmitera.

Vazan izvor slobodnih radikala u mozgu je mikroglija, glijalne ¢elije koje vode
poreklo od monocita, a koje su u toku embrionalnog razvoja dospele do mozga.
(Nimmerjahn 1 sar, 2005). Medutim, mikroglijalne ¢elije mogu produkovati znacajne
koli¢ine *O2°, H,O, i citokina, poput interleukina-1 (IL-1), IL-6 i faktora nekroze
tumora alfa (TNF-o) koji dodatno povecavaju produkceiju slobodnih radikala i aktiviraju

iINOS 1 stvaranje NOe. Ovo predstavlja vazan deo inflamatornih procesa u mozgu.

Antioksidativna zaStita u centralnom nervnom sistemu je skromna. Posebno su
niski nivoi aktivnosti katalaze u mozgu. NeSto veca aktivnost katalaze postoji u
hipotalamusu i substantia nigra(Halliwell i Gutteridge, 2007). U neuronima su prisutna
oba izoenzima SOD. Pri tome, MnSOD je esencijalna; miSevi kojima je uklonjen gen za
ovaj enzim razvijaju neurodegeneraciju neposredno nakon rodenja, postoji znacajna
¢elijska smrt, narocito neurona korteks i mozdanog stabla, i teSki motorni poremecaji
(Melov i sar., 1998). Ovakve promene nisu zapazene kod miseva bez CuZnSOD, a
prekomerna ekspresija CuZnSOD dovodi do veée otpornosti prema ishemijsko-

reperfuzionoj povredi i odredenim neurotoksinima (Igarashi i sar., 2001). Nivoi GSH su
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visi u gliji, nego u neuronima. Znac¢ajno smanjenje zaliha GSH u neuronima dovodi do
njihovog oSteé¢enja, narocito mitohondrijalne funckije, Sto govori u prilog znacaja koji

ima mitohodrijalni ,,pool* GSH (Meister, 1995).
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II. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrdivanje postojanja oksidativnog stresa kod obolelih od bipolarnog

poremecaja i unipolarne depresije u akutnoj fazi i fazi remisije odredivanjem:

e stepena lipidne peroksidacije kvantifikacijom malondialdehida(MDA) i
8-izoprostana u serumu,

e pokazatelja oksidativnog oStecenja DNK merenjem 8-hidroksi-2"-
deoksiguanozina (8-OHdG) u serumu,

e aktivnosti antioksidativnih enzima — superoksid dizmutaze (SOD),
katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR)

u serumul.

2. Poredenje parametara oksidativnog stresa u serumu obolelih od bipolarnog
poremecaja 1 unipolarne depresije sa potencijalnim uspostavljanjem diferencijacije

izmedu ova dva oboljenja.
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II1. ISPITANICI I METODOLOGIJA ISTRAZIVANJA

3.1. DIZAJN STUDIJE

Ova prospektivna studija je obuhvatila pacijente obolele od unipolarne depresije
I bipolarnog afektivnhog poremecaja, koji su tokom akutne depresivne epizode
hospitalizovani na Klinici za psihijatriju Klinickog Centra Srbije tokom 2013. i 2014.
godine. Studija je realizovana na Klinici za psihijatriju Klinickog Centra Srbije i
Institutu za medicinsku i klini¢ku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu.

3.2. SELEKCIJA ISPITANIKA

Istrazivanje je obuhvatilo 64 bolesnika sa potvrdenom dijagnozom unipolarne
depresije (32 bolesnika) i bipolarnog poremecaja (32 bolesnika. Kriterijumi za

ukljucivanje u studiju bili su:

— dijagnosticki kriterijumi za postavljanje dijagnoze unipolarne depresije i

bipolarnog poremecaja prema DSM-1V i
— godine starosti od 18 do 65 godina.

Ispitanici oboleli od depresije ili bipolarnog poremecaja bili su posmatrani u
periodu hospitalizacije, sve do postizanja faze remisije bolesti. Kao kriterijum za
remisiju sluZila je klini¢ka procena istraZivaca 1/ili ordinirajuceg lekara.

Kriterijumi za isklju¢ivanje zajednicki za sve ispitanike bili su:

— komorbiditet sa zapaljenjskim, neurodegenerativnim, malignim bolestima,
sréanim dekompenzovanim oboljenjima, infektivnim bolestima, zavisnost od
psihoaktivnih supstanci i druga teza dekompenzovana stanja;

— pusenje (viSe od 20 cigareta dnevno);

— gojaznost (indeks telesne mase > 25) i

— trudno¢a ili laktacija.

Studija je planirana u skladu sa eti¢ckim standardima datim u revidiranoj verziji
HelsinSke deklaracije iz 1983. godine i u skladu sa pravilima Etickog komiteta

Medicinskog fakulteta u Beogradu. Svaki uesnik studije dao je pismenu saglasnost o
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tome da je obavesten o ciljevima i iS¢ekivanim ishodima istrazivanja. Takode, svaki
ispitanik je imao pravo da u svakom trenutku bude iskljucen iz studije, ako to iz bilo

kog razloga pozeli.

3.3. INSTRUMENTI KLINICKE PROCENE

Za procenu tezine i1 kvaliteta psihijatrijskih simptoma i1 njihove objektivne
procene korisc¢eni su instrumenti klinicke procene, odnosno relevantne skale klinicke
procene. Pored intervjua i anamnestickih podataka, primenom skala se postize
usaglasavanje 1 standardizacija klinickih dijagnostickih kriterijuma, kao i objektivnije

pracenje rezultata terapijskih procedura (Timotijevi¢ i Paunovi¢, 2010).

U istrazivanju su koriS¢ene sledece skale klinicke procene: skala za opsti
klini¢ki utisak (engl. Clinical Global Impression — CGI), Hamiltonova skala za procenu
depresivnosti (engl. Hamilton Depression Rating Scale — HAMD) i Jangova skala za

procenu manije (engl. Young Manic Rating Scale — YMRS).

3.3.1. Skala za opSti klinicki utisak

Skala za opsti klinicki utisak (engl. Clinical Global Impression — CGI) pripada
grupi skala opste procene kojima se numeric¢ki uoblicava opsti klinicki utisak lekara i
vrlo su dragocene, jer proizlaze iz klinickog posmatranja, jednostavno opisuju stanje
pacijenta i kvalifikuju tezinu bolesti u celosti (Guy, 1976). Kroz CGI se procenjuje i
prati poboljSanje stanja u toku leCenja ili primene nekog leka, a skala ukljucuje i

eventualno postojanje nezeljenih dejstava leka.

Upitnik CGI se sastoji iz tri dela. Prva dva dela su teZina bolesti 1 ukupno
poboljsanje, koji se procenjuju na sedmostepenoj skali od nije bolestan (1) do krajnje
tesko bolestan (7), odnosno od izrazito poboljoSano (1) do izrazito pogorSano (7). Tre¢i
deo skale predstavlja indeks efikasnosti koji se formira kombinacijom terapijskog efekta

1 neZeljenog dejstva leka na posebno konstruisanoj tabeli.

Upitnik CGI je popunjavao psihijatar odmah po zavrSetku intervjua sa
pacijentom u akutnoj fazi bolesti, kada je ocenjivan samo prvi deo skale o teZini bolesti.
Nakon zavrSenog leCenja, u fazi remisije, upitnik je popunjavao isti psihijatar, sa

ocenama za svaki deo skale.
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3.3.2. Hamiltonova skala za procenu depresivnosti

Hamiltonova skala za procenu depresivnosti (engl. Hamilton Depression Rating
Scale — HAMD) konstruisana je 1960. godine (Hamilton, 1960). Skala je konstruisana
zbog potrebe standardizovanja fenomenologije depresivnog sindroma i procene
izrazenosti depresivnog poremecaja. Otkako je uvedena u psihijatrijsku praksu, HAMD
se primenjuje vrlo Cesto 1 postala je nezaobilazni instrument u klinickim 1
farmakoloskim ispitivanjima. Skala je pouzdana i1 validna. HAMD ne postavlja
dijagnozu depresije, ve¢ se primenjuje kod dijagnostikovanih pacijenata ¢iji je intezitet

simptoma potrebno kvantifikovati.

Skala se koristi u dve verzije, jedna ima 17 ajtema, a druga 21 ajtem. U naSem
istrazivanju koriS¢ena je verzija sa 21 ajtemom, koji se skoruju na slede¢i nacin:
depresivno raspolozenje (skorovi 0—4), osecanje krivice (0-4), suicid (0-4), rana
insomnija (0-2), teSkoce prosnivanja (0-2), kasna insomnija (0-2), rad i aktivnost (0—
4), retardacija (0-4), agitacija (0-4), anksioznost (0-4), telesna anksioznost(0-4), telesni
gastrointestinalni simptomi (0-2), opsti telesni simptomi (0-2), genitalni simptomi (0—
2), hipohondrijaza (0—4), gubitak telesne tezine (0-2), uvid u bolest (0-2), dnevna
varijacija raspolozenja (0—2), depersonalizacija i derealizacija (0—4), paranoidnost (0-4)
i opsesivnost i kompulsivnost (0-2). Ovom verzijom HAMD tezina depresivnosti se

izrazava na slede¢i nacin:
— 0-7, depresivnost nije prisutna;
—8-16, blaga depresivnost;
— 17-24, umerena depresivnost, leCenje u vanbolni¢kim uslovima;
— preko 24, teska depresivnost, leCenje zahteva hospitalizaciju.

Odsustvo depresivnosti moze se proceniti 1 ako je ukupni skor na kraju leCenja

za 50% nizi od pocetnog.

Upitnik popunjava psihijatar prema datim uputstvima kojim je definisan nacin
vodenja intervjua, pitanja iz skale 1 bodovanje pojedinih odgovora. HAMD je
primenjivana u toku akutne faze i u fazi remisije obe grupe ispitanika od strane istog

ispitivaca.
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3.3.3. Jangova skala za procenu manije

Jangova skala za procenu manije (engl. Young Manic Rating Scale — YMRS) je
razvijena kao instrument za klinicku upotrebu 1978. godine (Young, 1978) u cilju
procene inteziteta simptoma povezanih sa manijom. Temelji se na kliniCkom intervjuu,
duzine od 15 do 30 minuta, koji uzima u obzir subjektivne ocene pacijenta kao i
opservacije ispitivaca. Da bi se poboljsala pouzdanost medu ispitivacima, treba koristiti

uputstva za vodenje intervjua i ocenjivanje.

YMRS se sastoji od 11 pitanja kojima se meri poviseno raspolozenje (skorovi 0—
4), povisena motorna aktivnost — energija (0-4), seksualni interes (0-4), spavanje (0-4),
razdrazljivost (0-8), govor — tempo i koli¢ina (0-8), govor — poremecaj misljenja (0—4),
sadrzaj (0-8), agresivno ponasanje (0-8), izgled (0—4) i uvid u bolest (0-4).

Upitnik je popunjavao psihiajatar u toku akutne faze bolesti i faze remisije obe

grupe ispitanika.

3.4. BIOHEMIJSKE METODE

Za analizu biohemijskih parametara oksidativnog stresa od svih ispitanika su
uzeti uzorci pune krvi (3mL) u toku akutne epizode i nakon postignute remisije. Uzorci
krvi su transportovani na ledu do Instituta za medicinsku 1 klinicku biohemiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Serum se izdvaja nakon 20-30 minuta
posto je doslo do spontane koagulacije krvi, koja se zatim centrifugira na 3000
obrtaja/min u trajanju od 15 minuta u centrifugi sa hladenjem na +4°C. Izdvojeni serumi

su ¢uvani na—80°C do daljih analiza.

3.4.1. Odredivanje koncentracije 8-izoprostana

Za odredivanje koncentracije 8-izoprostana u serumu KkoriS¢ena je
imunohemijska metoda upotrebom komercijalnog ELISA testa (ab175819, Abcam,
United Kingdom). U komercijalnu mikrotitarsku plo¢u koja je prethodno oblozena
vezujuéim antitelima za 8-izoprostane, dodaje se 100 uL uzorka ili standarda, pri cemu
dolazi do vezivanja 8-izoprostana iz standarda i uzoraka za vezujuéa antitela ploce.
Potom se u sve bunari¢e ploce dodaje 100 uL HRP-konjugata, odnosno detekciona

biotinilizirana antitela za koja je vezan enzim peroksidaza rena (HRP, engl. horseradish
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peroxidase). Nakon inkubacije dva sata na sobnoj temperaturi i ispiranja sa 400 pL
pufera za ispiranje tri puta, dodaje se 200 uL tetrametilbenzidina (TMB). TMB
predstavlja hromogeni supstrat za peroksidazu koja katalizuje reakciju stvaranja
jedinjenja plave boje. Reakcija se prekida promenom pH dodavanje 50 uL stop rastvora
(2 N sumporna Kiselina) pri ¢emu dolazi do promene plave boje u Zutu, Cija je
apsorbanca proporcionalna koncentraciji 8-izoprostana i koja se ocitava na talasnoj

duzini od 450 nm.

Na osnovu apsorbanci standardnih rastvora konstruise se standardna kriva koja
se koristi za izraCunavanje koncentracije 8-izoprostana u uzorcima. Koncentracija 8-

izoprostana se izrazava u ng/mL seruma.

3.4.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja lipidnih peroksida (MDA)

U toku lipidne peroksidacije iz polinezasi¢enih masnih kiselina nastaje produkt
malondialdehid (MDA). MDA se odreduje u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA) u kojoj nastaje obojeni konjugat MDA-TBA, ¢ija se koli¢ina meri
spektrofotometrijski (Okhawa i sar., 1979). lako TBA moze reagovati nespecifi¢no sa
drugim aldehidima i nekim Seéerima pod odredenim uslovima, opisana reakcija je

prihvacena za merenje proizvoda lipidne peroksidacije.

Uzorku seruma (1mL) dodato je po 0,5 mL 28% trihlorsir¢etne kiseline (TCA).
Nakon meSanja na hladnom, uzorci su centrifugirani 4 minuta na 15000 obrtaja/min.
Zatim je u epruvete preneto po 0,8 mL supernatanta i 0,2 mL 1% TBA u 0,05N NaOH.
Epruvete su stavljane u kljucalo vodeno kupatilo (100°C) u toku 15 minuta. Nakon

hladenja procitana je apsorbanca na 535 nm.

Iz veceg broja serija standardnih kriva malondialdehid bis(dietilacetata) u
rasponu od 100 nmol/L do 100 umol/L odreden je molarni ekstinkcioni koeficijent za

MDA od 1,56 x 10° mol/L. Nivo lipidne peroksidacije je izrazavan u nmol/mL seruma.

3.4.3. Odredivanje koncentracije 8-hidroksi-2"-deoksiguanozina

Za odredivanje koncentracije 8-izoprostana u serumu koriS¢ena je
imunohemijska metoda upotrebom komercijalnog ELISA testa (ab101245, Abcam,

United Kingdom). U komercijalnu mikrotitarsku plo¢u koja je prethodno oblozena
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vezuju¢im poliklonalnim anti-mi$jimantitelima dodaje se 50 uL uzoraka. Potom se u
sve bunari¢e plo¢e dodaje 50 uL 8-OHdG-AChE konjugat (AChE, acetilholin esteraza)
I 50 pL antitela koja se vezuju za 8-OHdG iz uzoraka i 8-OHdG iz konjugata, a
kompleks antitelo-8-OHdG se vezuje za vezujuca antitela na plo¢i. Nakon inkubacije
dva sata na sobnoj temperaturi i ispiranja sa 400 uL pufera za ispiranje tri puta, dodaje
se 200 uL Elmanovog reagensa. EImanov reagens predstavlja hromogeni supstrat AChE
koja katalizuje reakciju stvaranja jedinjenja zute boje boje ¢ija se apsorbanca ocitava na

talasnoj duzini od 412 nm.

Na osnovu apsorbanci standardnih rastvora konstruise se standardna kriva koja
se koristi za izraCunavanje koncentracije 8-OHdG u uzocima. Koncentracije 8-OHdG se

izraZzavaju u ng/ml seruma.

3.4.4. Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD; EC 1.15.1.1)

Aktivnost superoksid dizmutaze u serumu odredivana je kao procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina u baznoj sredini (Sun i Zigman, 1978). SOD Kkatalizuje
reakciju u kojoj se ukljanja superoksidni anjon, ¢ime se inhibira autooksidacija

adrenalina. Stepen inhibicije srazmeran je aktivnosti enzima.

Reakciona smesa za odredivanje aktivnosti SOD sadrzala je 1,3 mL natrijum
bikarbonatnog pufera (50 mmol/L, pH=10,2) i 0,1 mL seruma. Reakcija zapocCinje
dodavanjem 0,1 mL adrenalina. Promena apsorbance je pracena u toku 4 minuta na
talasnoj duzini od 480 nm (linearnost je postizana posle 0,5-1 munuta nakon dodavanja

adrenalina).

Kao vrednost u odnosu na koju je racunata inhibicija, koriS¢ena je promena
apsorbance iste reakcione smese kojoj je umesto uzorka dodat 0,1 mL vode. Aktivnost
SOD je izraZzavana u U/mL serumu, pri ¢emu jedinica aktivnosti enzima (U) odgovara

aktivnosti enzima koja dovodi do 50% inhibicije spontane autooksidacije adrenalina.

3.4.5. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT; EC 1.11.1.6)

Odredivanje aktivnosti katalaze u serumu vrseno je po metodi Goth-a (1991).
Aktivnost CAT je proporcionalna koli¢ini utroSenog vodonik-peroksida i izracunava se

iz razlike u sadrzaju vodonik-peroksida u inkubacionoj meSavini pre i posle dodavanja
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enzima. Koncentracija vodonik-peroksida se odreduje spektrofotometrijski pomocéu
amonijum-molibdata, sa kojim gradi Zuto bojeno kompleksno jedinjenje sa

maksimalnom apsorbancijom na talasnoj duzini od 505 nm.

Aktivnost CAT je odredivana tako $to je u 1 mL sveZe pripremljenog radnog
rastvora vodonik-peroksida (65 mmol/L) dodavano 0,1 mL seruma. Uzorci su zatim
promesani na vorteksu i inkubirani u vodenom kupatilu na 37°C jedan minut. Reakcija
je prekidana dodavanjem 1 mL 32,4 mmol/L amonijum-molibdata. Apsorbancija

nastalog zuto obojenog kompleksa €itana je na 405 nm nakon 20 minuta.

Aktivnosti CAT je izrazavana u U/mL serumu, pri ¢emu je jedinica aktivnosti
enzima (U) definisana kao koli¢ina enzima koja katalizuje reakciju u kojoj se razlaze

jedan mikromol vodonik-peroksida u jedinici vremena u datim uslovima.

3.4.6. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx; EC 1.11.1.9)

Aktivnost glutation peroksidaze u serumu je odredivana po metodi koja se
zasniva na oksidaciji redukovanog glutationa (GSH) sa iskoriS¢avanjem NADPH u
reakciji koju kataliSe enzim glutation reduktaza (GR) (Gunzler i sar., 1974). Smanjenje
apsorbance pri talasnoj duzini od 340 nm kao posledica potrosnje NADPH predstavlja

meru aktivnosti GPx.

Reakciona smeSa za odredivanje GPx sadrzala je 0,1 mL seruma, 0,5 mL
HEPES-a (0,2 mol/L, pH=7,4; Na-N-2-hidroksietil-piperazin-N’-2-etansulfonska
kiselina), 0,02 mL GSH (100 mmol/L), 0,02 mL NADPH (8 mmol/L u 10 mmol/L
TRIS-HCI puferu, pH=7,4) i 0,02 mL t-BOOH (30 mmol/L; tert-butilhidroperoksid).
Reakcija je zapoinjana dodavanjem 0,1 mL GR (1 U/mL). Promena apsorbance je

pracena na 340 nm u toku 2 minuta.

Aktivnost GPx je izrazavana u U/mL serumu, pri ¢emu jedinica aktivnosti
enzima (U) odgovara aktivnosti enzima koja dovodi do utroska 1 nmol NADPH po

minutu.
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3.4.7. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GR; EC 1.6.4.2)

Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze vrSeno je po metodi Glatzle i sar.
(1974). Metoda se zasniva na prac¢enju promene absorance NADPH, koji se trosi u

reakciji redukcije glutationa koju kataliSe GR.

Reakciona sme$a za svaki uzorak je sadrzala 0,4 mL destilovane vode, 0,5 mL
0,2 mol/L kalijum-fosfatnog pufera, pH=7,0, 0,05 mL rastvora 20 mmol/L GSSG
(oksidovani glutation) i 0,05 mL rastvora 2 mmol/L NADPH.

Posle preinkubacije na 37°C u toku 30 minuta, u pripremljenu reakcionu smesu
dodavno je po 0,1 mL seruma i promena apsorbance je pra¢ena na 340 nm u toku 3
minuta. Kao standard je koris¢en 1 mmol/L rastvor NADP koji je kori§¢en umesto

uzorka.

Aktivnost GR je izrazavana u U/mL serumu, pri ¢emu jedinica aktivnosti enzima

(U) odgovara aktivnosti enzima koja dovodi do utroska 1 nmol NADPH po minutu.

3.5. Statisticka obrada podataka i prikazivanje rezultata

Dobijeni podaci statisticki su predstavljeni odgovaraju¢im merama centralne
tendencije i merama varijabiliteta (aritmeticka sredina — X, medijana — med, standardna
devijacija — SD i dr.) u zavisnosti od skale merenja i raspodele dobijenih vrednosti.
Znacajnost razlike izmedu pojedinih eksperimentalnih grupa procenjivana je
odgovaraju¢im parametarskim i neparametarskim testovima, ukljuéujuéi Studentov t

test, Pirsonov y? test i Man—Vitnijev test sume rangova.

Za procenu postojanja razlike izmedu ponovljenih merenja kori$¢ena je analiza
varijanse za ponovljena merenja. Povezanost izmedu odabranih obelezja testirana je
logistickom regresionom analizom. Kao kriterijum statisticke znacajnosti razlike

primenjivana je vrednost p<0,05.

Statisticka obrada podataka i1 graficki prikaz rezultata uradeni su pomocu

programa ,,IBM SPSS Statistics, ver. 23”.
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IV. REZULTATI

4.1. DEMOGRAFSKI PODACI

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 64 pacijenta, od kojih je 32 bilo sa

dijagnozom unipolarne depresije (prva grupa) i 32 pacijenta sa dijagnozom bipolarnog

afektivnog poremecaja (druga grupa).

4.1.1. Distribucija ispitanika po polu

U prvoj grupi 7 ispitanika (21,9%) je bilo muskog, a 25 ispitanika (78,1%)

zenskog pola. U drugoj grupi 3 ispitanika (9,4%) je bilo muskog, dok je 29 ispitanika

(90,6%) bilo Zenskog pola (tabela 6). Grupe ispitanika nisu se statisticki znac¢ajno

razlikovale u odnosu na distribuciju polova (x* test 1,896; p=0,169) (grafikon 1).

Tabela 6. Distribucija ispitanika po polu

Pol Uk
upno
muski Zenski P
D .. N 7 25 32
epresija
.. presi % 21.9% 78.1% 100.0%
Dijagnoza N 3 29 =
Bipolarni poremecaj % 9.4% 90.6% 100.0%
N 10 54 64
Svega
% 15.6% 84.4% 100.0%
Pol
W rnuski

depresija

bipalarni poremecaj

Dijagnoza

[ Zenski

Grafikon 1. Distribucija ispitanika po polu.
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4.1.2. Prosecna starost ispitanika

Prose¢na starost ispitanika sa dijagnozom unipolarne depresije je bila (x£SD)
52,16+9,92 godina (tabela 7). Najmladi pacijent je imao 27 godina, dok je najstariji
imao 68 godina. U drugoj grupi pacijenata proseCne godine starostisu bile (x+SD)
50,25+11,05. U ovoj grupi najmladi pacijent je imao 26, a najstariji 81 godinu. Izmedu
dve grupe nije postojala statisticki znacajna razlika u odnosu na godine starosti (t test
0,726; p=0,471) (grafikon 2).

Tabela 7. Prosecna starost ispitnika

Godine starosti
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | Depresija 32 52,16 9,92 55,00 27,00 68,00
Bipolarni poremecaj 32 50,25 11,05 48,50 26,00 81,00
Ukupno 64 51,20 10,46 52,00 26,00 81,00
80 e
=
s
§ 607
wn
[ 1]
£
-
o
)
401
8 i
20
| |
depresija bipolarni poremeca;j
Dijagnoza

Grafikon 2. Prosecna starost ispitanika.
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4.1.3. Stepen obrazovanja i zaposlenje ispitanika

U obe grupe ispitanika najve¢i procenat ispitanika imao je zavrSenu srednju
Skolu: 19 ispitanika (59,4%) u prvoj grupi i 22 ispitanika (68,8%) u drugoj grupi (tabela
8). Mann-Whitney-jevim testom nije pokazana statisticki znaCajna razlika medu

grupama u odnosu na stepen obrazovanja (Z=-0,638; p=0,524).

Tabela 8. Stepen obrazovanja ispitanika

Obrazovanje
: Ukupno
osvnovna s[ednja viSa Skola fakultet
Skola Skola
N 8 19 1 4 32
Depresija
% 25,0% 59,4% 3,1% 12,5% 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 5 22 1 4 32
poremeca % 15,6% 68,8% 3,1% 12,5%|  100,0%
N 13 41 2 8 64
Svega
% 20,3% 64,1% 3,1% 12,5% 100,0%

U grupi pacijenata sa dijagnozom unipolarne depresije 13 ispitanika (40,6%) nije
bilo zaposleno, 11 ispitanika (34,4%) je bilo zaposleno, a 8 ispitanika (25,0%) je bilo u
penziji (tabela 9). U grupi pacijenata sa bipolarnom depresijom 8 ispitanika (25,0%) nije
imalo zaposlenje, 9 ispitanika (28,1%) je imalo zaposlenje, dok je 15 ispitanika (46,9%)
bilo u penziji. Grupe se nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na zaposlenje (t
test 3,521;p=0,172).

Tabela 9. Zaposlenje ispitanika

Zaposlenje
Ukupno
nema ima penzioner/ka
N 13 11 8 32
Depresija
% 40,6% 34,4% 25,0% 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 8 9 15 32
poremecaj % 25,0% 28,1% 46,9% 100,0%
N 21 20 23 64
Svega
% 32,8% 31,3% 35,9% 100,0%
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4.1.4. Bracno stanje i broj dece ispitanika

U prvoj grupi ispitanika 21 ispitanik (65,6%) je Ziveo u bra¢noj zajednici, dok je
u drugoj grupi 18 ispitanika (56,3%) bilo u braku (tabela 10). U obe grupe bilo je po 3
ispitanika (9,4%) koji nikada nisu ziveli u bracnoj zajednici, dok su ostali isptianici bili
razvedenti ili udovci/udovice. Grupe ispitanika se nisu znacajno razlikovale u odnosu na

bracni status (y’test 1,707; p=0,635).

Tabela 10. Bra¢no stanje ispitanika

Bracno stanje
Ukupno
neozenjen/neudata | oZzenjen/udata | razveden/a | udovac/udovica
N 3 21 4 4 32
Depresija
% 9,4% 65,6% 12,5% 12,5% | 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 3 18 8 3 32
poremecaj | o4 9,4% 56,3% 25,0% 9,4% | 100,0%
N 6 39 12 7 64
Svega
% 9,4% 60,9% 18,8% 10,9% | 100,0%

U odnosu na broj dece izmedu grupa ispitanika je Mann—Whitney-jevim testom
pokazana statisticki visokoznacajna razlika (Z= -3,747; p<0,001). U grupi pacijenata
obolelih od depresije najveci broj isptanika — 24 (75,0%) — imao je jedno dete, dok su
ispitanici sa dijagnozom bipolarnog poremecaja ¢eS¢e imali veéi broj dece, njih 15

(46,9%) dvoje, a 5 ispitanika (15,6%) troje dece (tabela 11).

Tabela 11. Broj dece ispitanika

Broj dece
Ukupno
0 1 2 3
N 5 24 2 1 32
Depresija
% 15,6% 75,0% 6,3% 3,1% 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 3 9 15 5 32
poremecaj % 9,4% 28,1% 46,9% 15,6% 100,0%
N 8 33 17 6 64
Svega
% 12,5% 51,6% 26,6% 9,4% 100,0%
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4.1.5. Porodi¢na anamneza

Uzimajuéi u obzir znacaj herediteta za nastanak poremecaja raspoloZenja,

narocito bipolarnog poremecaja, isptivana je porodi¢na anamneza ispitanika, odnosno

prisustvo poremecaja raspolozenja kod najblizih srodnika. U prvoj grupi 15 ispitanika

(46,9%) je imalo pozitivhu porodi¢nu anamnezu, dok je u drugoj grupi 22 ispitanika

(68,8%) imalo pozitivhu porodi¢nu anamnezu (tabela 12). lako je u grupi obolelih od

bipolarnog poremecaja neSto ceS€e bio prisutan pozitivan hereditet, razlika medu

grupama nije dostigla statisticku znacajnost (x’test 3,139; p=0,076) (grafikon 3).

Tabela 12. Porodi¢na anamneza ispitanika

Hereditet
Ukupno
nema ima
N 17 15 32
Depresija
% 53,1% 46,9% 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 10 22 32
poremeca % 31,3% 68,8% 100,0%
N 27 37 64
Svega
% 42,2% 57,8% 100,0%
Hereditet
Mnema
Mima

100 0%

80 0%

60,0%

400%

200%

0,0%

Dijagnoza

depresija bipolarni poremecaj

Grafikon 3. Porodi¢na anamneza ispitanika.
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4.1.6. Prethodni pokus$aj suicida

Kod ispitanika u obe grupe ispitivano je pristustvo pokusSaja suicida. U grupi

obolelih od depresije 11 ispitanika (34,4%) je imalo raniji pokusaj suicida, dok je medu

obolelima od bipolarnog poremecaja ¢ak 20 ispitanika (62,5%) imalo bar jedan pokusaj

suicida (tabela 13). Ova razlika medu grupama je statisticki znacajna (y° test 5,067;

p=0,024) (grafikon 4).

Tabela 13. Prethodni pokusaj suicida

Prethodni pokus$aj suicida

Ukupno
ne da
N 21 11 32
Depresija
% 65,6% 34,4% 100,0%
Dijagnoza
Bipolarni N 12 20 32
poremeca % 37,5% 62,5% 100,0%
N 33 31 64
Svega
% 51,6% 48,4% 100,0%
Predhodni
pokusaj
suicida
Mne
100% B da

80%

B0%

40%

20%

0%

depresija

bipalami paremecaj

Dijagnoza

Grafikon 4. Prethodni pokuSaj suicida.
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4.1.7. Karakterstike toka bolesti

Pacijenti sa dijagnozom unipolarne depresije su na pocetku bolesti imali
40,25+10,45 godina starosti, a duzina trajanja bolesti iznosi (¥xSD) 11,44+9,22 godina.
Za razliku od njih, pacijenti sa dijagnozom bipolarnog poremecaja su znacajno mladi na
pocetku bolesti, prosecno (¥+SD) 30,17+8,94 godina, a duzina trajanja bolesti iznosi
(x£SD) 19,10+10,93 godina. Medu ispitivanim grupama postoji statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na godine starosti na pocetku bolesti (t test 4,026; p<0,001) i duzinu
trajanja bolesti (t test —2,970; p=0,04) (grafikon 5).
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104
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depresija bipolarni paremecaj
Dijagnoza
457 @

40
359
304

259

I |

T T
depresija bipalarni poremecaj

Duzina trajanja bolesti (god)

Dijagnoza

Grafikon 5. Godine na pocetku bolesti i duZina trajanja bolesti.
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U toku bipolarnog poremecaja dolazi do smenjivanja depresivnih i mani¢nih

(hipomani¢nih) epizoda, dok se kod obolelih od unipolarne depresije javljaju samo

depresivne epizode. U grupi ispitanika obolelih od depresije, ukupan broj depresivnih

epizoda i epizoda uopste iznosi (¥+SD) 5,66+3,72, sa rasponom od najmanje 1 do

najvise 17 epizoda (tabela 14). U grupi obolelih od bipolarnog poremecaja broj

depresivnih epizoda iznosi je (x£SD) 7,45+5,47, sa rasponom od najmanje 2 epizode do

najvise 22 epizode. U ovoj grupi ukupan broj epizoda iznosi(x+SD) 11,31+8,10, sa

rasponom od minimalno 3 do maksimalno 33 epizode. Medu grupama nije postojala

statisticki znacajna razlika u odnosu na broj depresivnih epizoda (p=0,223), ali je

statisticki znacajna razlika prisutna u odnosu na ukupan broj epizoda (p=0,001).

Tabela 14. Broj depresivnih, mani¢nih i svih epizoda tokom bolesti

Broj depresivnih Broj mani¢nih Ukupan broj
epizoda epizoda epizoda
N 32 32 32
X 5,66 0,00 5,66
SD 3,72 0,00 3,72
Depresija
Med 4,00 0,00 4,00
Min 1,00 0,00 1,00
Maks 17,00 0,00 17,00
Dijagnoza

N 29 29 29
X 7,45 2,21 11,31
SD 5,47 2,27 8,10

Bipolarni poremecaj
Med 5,00 2,00 9,00
Min 2,00 0,00 3,00
Maks 22,00 8,00 33,00

U prvoj grupi ispitanika ukupan broj hospitalizacija iznosi (xxSD) 4,78+4,07,

dok je kod druge grupe ispitanika broj hospitalizacija (Xx+SD) 9,45+8,61 (tabela 15).

Izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika (Z=-2,680; p=0,007).

Tabela 15. Broj hospitalizacija tokom bolesti

Broj hospitalizacija

N X sb Med Min Maks
Dijagnoza | Depresija 32 4,78 4,07 3,50 1,00 14,00
Bipolarni poremecaj 29 9,45 8,61 8,00 1,00 36,00
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4.1.8. Prisustvo psihoti¢nosti

U grupi pacijenata sa dijagnozom depresije 8 ispitanika (29,6%) je imalo

psihoti¢ne simptome, dok je u grupi pacijenata sa bipolarnim poremecéajem cak 18

ispitanika (62,1%) imalo psihoti¢ne simptome (tabela 16). Ova razlika medu grupama je

statisticki znacajna (3 test 5,916; p=0,015) (grafikon 6).

Tabela 16. Prisustvo psihoti¢nosti

Psihoti¢nost
Ukupno
ne da
N 19 8 27
Depresija
% 70,4% 29,6% 100,0%
Dijagnoza
N 11 18 29
Bipolarni poremeca;j
% 37,9% 62,1% 100,0%
N 30 26 56
Svega
% 53,6% 46,4% 100,0%

100%

80%

60%

40%

20%

0%
depresija

hipolarni poremeca;

Dijagnoza

Psihoti¢nost

Mne
Mda

Grafikon 6. Prisustvo psihoti¢nosti tokom bolesti.
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4.2. REZULTATI SKALA KLINICKE PROCENE

4.2.1. Skala za opSti klinicki utisak

Skala za opsti klini¢ki utisak se sastoji od tri dela: tezina bolesti, ukupno
poboljsanje i indeks efikasnosti. Rezultati za tezinu bolesti pokazuju da je skor tezine
bolesti u akutnoj fazi u grupi obolelih od depresije iznosio(x+SD) 4,59+0,83, dok je u
grupi obolelih od bipolarnog poremecaja iznosio(x+SD) 4,59+0,67 (tabela 17). U
remisiji, u prvoj grupi skor tezine bolesti je bio(x £SD) 1,34+0,48, a u drugoj
grupi(x£SD) 1,26+0,48 (tabela 18). Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena
je statisticki znacajna razlika po faktoru merenje (F=1202,3; p<0,001) dok po faktoru
dijagnoza (F=0,181; p=0,672) i u interakciji oba faktora (F=0,019; p=0,891) nije

dobijena statisti¢ki znacajna razlika (grafikon 7).

Tabela 17. Rezultati skale za opsti klini¢ki utisak — teZina bolesti u akutnoj fazi

Opéti klini¢ki utisak (CGI) — Tezina bolesti (akutna faza)
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | o esija 32 4,59 0,67 4,50 4,00 6,00
Bipolarni poremecaj 29 4,55 0,83 4,00 4,00 7,00
Ukupno 61 4,57 0,74 4,00 4,00 7,00

Tabela 18. Rezultati skale za opsti klini¢ki utisak — teZina bolesti u remisiji

Opéti klini¢ki utisak (CGI) — Tezina bolesti (remisija)

N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | poresija 32 1,34 0,48 1,00 1,00 2,00
Bipolarni poremecaj 29 1,28 0,45 1,00 1,00 2,00
Ukupno 61 1,31 0,47 1,00 1,00 2,00
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Grafikon 7. Rezultati skale za opSti klinic¢ki utisak (CGI) — teZina bolesti u akutnoj
fazi i fazi remisije.
U fazi remisije, u grupi ispitanika sa dijagnozom depresije skor ukupno
poboljsanje iznosio je(xxSD) 1,28+0,52, a grupi ispitanika sa dijagnozom bipolarnog
poremecaja( x £SD) 1,76 +0,58 (tabela 19). Upotrebom Mann-Whitney-jevog testa

pokazana je statisticki znacajna razlika izmedu grupa (Z=-3,318; p=0,01).

Tabela 19. Rezultati skale za opsti klini¢ki utisak ukupno poboljsanje u remisiji

Opsti klini¢ki utisak (CGI) — Ukupno poboljSanje (remisija)
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | hopresija 32 1,28 0,52 1,00 1,00 3,00
Bipolarni poremecaj 29 1,76 0,58 2,00 1,00 3,00
Ukupno 61 151 0,60 1,00 1,00 3,00

U fazi remisije, u prvoj grupi skor indeks efikasnosti iznosio je(x xSD)
3,84+1,65, a u drugoj grupi (¥£SD) 4,31+2,39 (tabela 20). Upotrebom Mann-Whitney-
jevog testa nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu grupa (Z= -0,997;

p=0,319).
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Tabela20. Rezultati skale za opsti klinic¢ki utisak — indeks efikasnosti u remisiji

Opésti klini¢ki utisak (CGl) — Indeks efikasnosti (remisija)
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | ponresija 32 3,84 1,65 4,00 1,00 6,00
Bipolarni poremecaj 29 4,31 2,39 5,00 1,00 10,00
Ukupno 61 4,07 2,03 5,00 1,00 10,00

4.2.2. Hamiltonova skala za procenu depresivnosti

Za procenu depresivnosti koris¢ena je Hamiltonova skala depresivnosti.
Dobijeni rezultati pokazuju da je u akutnoj fazi u grupi obolelih od depresije prose¢an
skor depresivnosti iznosio(x £SD) 27,41+5,19, a u grupi obolelih od bipolarnog
pormecaja(x+SD) 27,41+£10,56 (tabela 21). Dodatno, analiza stepena tezine depresivnih
simptoma pokazala je da u grupi pacijenata sa depresijom nije bilo ispitanika sa blagom
depresivnoscu, bilo je 2 (6,3%) ispitanika sa umerenom depresivnoscéu i 30 (93,7%) sa
teSkom depresivnoséu (tabela 22). U grupi sa bipolarnim poremecajem 1 (3,4%)
ispitanik je imao blagu depresivnost, 5 (17,2%) umerenu i 23 (79,3%) tesku
depresivnost. StatistiCkom analizom nije pokazana statisticka znacajnost u distribuciji

pacijenata prema stepenu depresivnosti izmedu grupa (XZ test 3,681; p=296).

Tabela2l. Rezultati Hamiltonove skale za procenu depresivnosti u akutnoj fazi

Hamiltonova skala depresivnosti (akutna faza)
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | honresija 32 27,41 5,19 28,00 17,00 36,00
Bipolarni poremecaj 29 27,41 10,56 26,00 13,00 46,00
Ukupno 61 27,41 8,12 28,00 13,00 46,00

Tabela22. Distribucija pacijenata prema teZini depresivnosti u akutnoj fazi

Dijagnoza
Depresija Bipolarpi . Ukupno
poremecaj

Stepen depresivnosti blaga N 0 1 1
(akutna faza) % 0,0% 3,4% 1,6%
umerena N 2 ° !

% 6,3% 17,2% 11,5%

teska N 30 23 7

% 93,7% 79,3% 11,5%

53




U remisiji prosecan skor depresivnosti u grupi pacijenata sa depresijom bio
je(xxSD) 8,47£2,12, dok je u grupi ispitanika sa bipolarnim poremecajem bio(x¥+SD)
6,97+5,94 (tabela 23). Analiza stepena tezine depresivnih simptoma pokazala je da je u
prvoj grupi bilo 13 (40,6%) ispitanika bez depresivnosti, 18 (56,3%) ispitanika sa
blagom depresivnos¢u 1 1 (3,1%) sa umerenom depresivnoS$¢u. U drugoj grupi 18
(62,1%) ispitanika je bilo bez depresivnosti, 8 (27,6%) sa blagom depresivnoscu, 1
(3,4%) sa umerenom depresivnos$éu i 2 (6,9%) sa teSkom depresivnoscu (tabela 24).
Grupe se nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na stepen depresivnosti (xz test

6,521; p=0,089).

Tabela23. Rezultati Hamiltonove skale za procenu depresivnosti u remisiji

Hamiltonova skala depresivnosti (remisija)
N X SD Med Min Maks
Dijagnoza | o esija 32 8,47 2,12 8,00 400| 14,00
Bipolarni poremecaj 29 6,97 5,94 6,00 0,00 25,00
Ukupno 61 7,75 4,40 7,00 0,00 25,00

Tabela24. Distribucija pacijenata prema teZini depresivnosti u remisiji

Dijagnoza
Depresija Bipolarpi . Ukupno
poremecaj

Stepen depresivnosti N 13 18 31
(remisija) nema % 40,6% 62,1% 50,8%
blaga N 18 8 26

% 56,3% 27,6% 42,6%

umerena N 1 1 2

% 3,1% 3,4% 3,3%

teSka N 0 2 2

% 0,0% 6,9% 3,3%

4.2.3. Jangova skala za procenu manije

Za procenu manije koriS¢ena je Jangova skala manije. U akitnoj fazi, u prvoj
grupi ispitanika proseCan skor Jangove skale iznosio je(x+SD) 1,16+0,57, dok je u
drugoj grupi iznosio(x+SD) 6,62+4,75 (tabela 25). U remisiji, u prvoj grupi ispitanika
prosecan skor Jangove skale iznosio je(x£SD) 0,44+0,62, dok je u drugoj grupi
iznosio(x £SD) 1,66+2,21.

visoko statisti¢ki znacajna razlika po faktoru merenje (F=96,211; p<0,001), po faktoru

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je
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dijagnoza (F=31,371; p<0,001) i u interakciji oba faktora (F=53,702; p<0,001)
(grafikon 8).

Tabela 25. Rezultati Janogve skale za procenu manije u akutnoj fazi i remisiji

Dijagnoza ; SD N
Depresija 1,16 0,57 32
Jangova skala manije . . .
(akutna faza) Bipolarni poremecaj 6,62 4,75 29
Ukupno 3,75 4,27 61
Depresija 0,44 0,62 32
Jang_O\_/_a skala manije Bipolarni poremeca;j 1,66 2,21 29
(remisija)
Ukupno 1.02 1,69 61
7 Dijagnoza
= depresija
| bipalarni
[ paremecaj
2 5
(2]
]
om
£
5 4
o
L]
g
E 3
om
=
3
= 2
11 \
D_.
T 1
Akutna faza Remisija
Merenje

Grafikon 8. Rezultati Jangove skale manije u akutnoj fazi i fazi remisije.
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4.3. REZULTATI BIOHEMIJSKIH ANALIZA

4.3.1. Koncentracija 8-izoprostana u serumu ispitanika

Koncentracija 8-izoprostana odredivana je u serumu ispitanika obolelih od
depresije 1 bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj fazi, u grupi
pacijenata obolelih od depresije koncentracija je bila (¥£SD) 7,49+0,36 nmol/ml, a u
grupi pacijenata sa dijagnozom bipolarnog poremecaja (¥+SD) 7,50£0,25 nmol/ml. U
remisiji, u prvoj grupi pacijenata koncentracije je iznosila (xxSD) 7,41+0,38 nmol/ml, a
u drugoj grupi (x£SD) 7,45+0,30 nmol/ml (grafikon 9). Analizom varijanse za
ponovljena merenja nije dobijena statisticki znacajna razlika po faktoru merenje
(F=1,317; p=0,256) i po faktoru dijagnoza (F=0,160; p=0,691), niti u interakciji oba
faktora (F=0,038; p=0,847).
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Grafikon 9. Koncentracija 8-izoprostana u serumu pacijenata obolelih od

depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.3.2. Koncentracija malondialdehida u serumu ispitanika

Koncentracija malondialdehida (MDA) odredivana je u serumu ispitanika
obolelih od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj
fazi, u prvoj grupi pacijenata koncentracija je bila (x+SD) 1,01+£1,05 nmol/ml, a u
drugoj grupi (xxSD) 1,19+0,44 nmol/ml. U remisiji, u grupi pacijenata sa depresijom
koncentracije je iznosila (xxSD) 0,92+0,88 nmol/ml, a u grupi pacijenata sa bipolarnim
poremecajem ( X +SD) 1,19+0,53 nmol/ml (grafikon 10). Analizom varijanse za
ponovljena merenja nije dobijena statisticki znacajna razlika po faktoru merenje
(F=0,287; p=0,596) i po faktoru dijagnoza (F=0,743; p=0,395), niti u interakciji oba
faktora (F=0,359; p=0,553).
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Grafikon 10. Koncentracija malondialdehida (MDA) u serumu pacijenata obolelih

od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.3.3. Koncentracija 8-hidroksi-2"-deoksiguanozina u serumu
ispitanika

Koncentracija 8-hidroksi-2"-deoksiguanozina (8-OHdG) odredivana je u serumu
ispitanika obolelih od depresije 1 bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
U akutnoj fazi, u grupi pacijenata obolelih od depresije koncentracija je iznosila (X+SD)
8,68+4,15 nmol/ml, a u grupi pacijenata sa dijagnozom bipolarnog poremecaja (X¥£SD)
7,85£1,55 nmol/ml. U remisiji, u prvoj grupi pacijenata koncentracije 8-OHdG je bila
(xxSD) 9,30£4,00 nmol/ml, a u drugoj grupi (x+£SD) 7,55+1,63 nmol/ml (grafikon 11).
Analizom varijanse za ponovljena merenja nije dobijena statisticki znacajna razlika po
faktoru merenje (F=0,107; p=0,745) i po faktoru dijagnoza (F=2,339; p=0,133), niti u
interakciji oba faktora (F=0,788; p=0,379).
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Grafikon 11. Koncentracija 8-hidroksi-2"-deoksiguanozina (8-OHdG) u serumu
pacijenata obolelih od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi

remisije.
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4.3.4. Aktivnost superoksid dizmutaze u serumu ispitanika

Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) merena je u serumu ispitanika obolelih
od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj fazi, u
prvoj grupi pacijenata aktivnost SOD je bila (x+SD) 13,70+5,24 U/ml, a u drugoj grupi
(xxSD) 13,54+5,14 U/ml. U remisiji, u grupi pacijenata sa depresijom aktivnost enzima
je bila (x+SD) 14,80+5,22 U/ml, a u grupi pacijenata sa bipolarnim poremecajem
(xxSD) 13,76+5,53 U/ml (grafikon 12). Analizom varijanse za ponovljena merenja nije
dobijena statisti¢ki znacajna razlika po faktoru merenje (F=1,763; p=0,190) i po faktoru
dijagnoza (F=0,207; p=0,651), niti u interakciji oba faktora (F=0,767; p=0,385).
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Grafikon 12. Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) u serumu pacijenata obolelih

od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.3.5. Aktivnost katalaze u serumu ispitanika

Aktivnost katalaze (CAT) merena je u serumu ispitanika obolelih od depresije i
bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj fazi, u grupi pacijenata
sa dijagnozom unipolarne depresije aktivnost CAT je bila (xxSD) 43,14+35,40 U/ml, a
u grupi pacijenata sa dijagnozom bipolarnog poremecaja (x+SD) 36,80+£39,58 U/ml. U
remisiji, u serumu pacijenata sa depresijom aktivnost CAT je bila (x+SD) 33,60+£26,63
U/ml, a u serumu pacijenata sa bipolarnim poremecajem (¥+SD) 57,59+68,88 U/ml
(grafikon 13). Analizom varijanse za ponovljena merenja nije dobijena statisticki
znacajna razlika po faktoru merenje (F=0,366; p=0,549) i po faktoru dijagnoza
(F=0,642; p=0,428), niti u interakciji oba faktora (F=2,662; p=0,112).
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Grafikon 13. Aktivnost katalaze (CAT) u serumu pacijenata obolelih od depresije i

bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.3.6. Aktivnost glutation peroksidaze u serumu ispitanika

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) odredivana je u serumu ispitanika
obolelih od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj
fazi, u prvoj grupi ispitanika aktivnost enzima je bila (x£SD) 71,20+47,51 U/ml, a u
drugoj grupi (x+SD) 81,24+46,85 U/ml. U remisiji, u prvoj grupi pacijenata aktivnost
enzima je iznosila (x+SD) 84,96+52,20 U/ml, a u drugoj grupi (x£SD) 99,35+64,44
U/ml (grafikon 14). Analizom varijanse za ponovljena merenja nije dobijena statisticki
znacajna razlika po faktoru merenje (F=2,090; p=0,156) i po faktoru dijagnoza
(F=0,967; p=0,331), niti u interakciji oba faktora (F=0,039; p=0,845).
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Grafikon 14. Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u serumu pacijenata obolelih

od depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.3.7. Aktivnost glutation reduktaze u serumu ispitanika

Aktivnost glutation reduktaze (GR) merena je u serumu ispitanika obolelih od
depresije 1 bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije. U akutnoj fazi, u grupi
pacijenata sa dijagnozom depresije aktivnost GR je iznosila (x¥£SD) 24,93+10,53 U/ml,
a u grupi pacijenata sa dijagnozom bipolarnog poremecaja (x¥+SD) 42,02+25,16 U/ml.
U remisiji, u serumu pacijenata sa depresijom aktivnost GR je bila (X¥+SD) 29,69+12,29
U/ml, a u serumu pacijenata sa bipolarnim poremecajem (x+SD) 39,47+23,73 U/ml
(grafikon 15). Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je statisticki znacajna
razlika po faktoru dijagnoza (F=10,727; p=0,02), dok po faktoru merenje (F=0,072;
p=0,790) 1 u interakciji oba faktora (F=0,779; p=0,383) nije dobijena statisticki znacajna

razlika.
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Grafikon 15. Aktivnost glutation reduktaze (GR) u serumu pacijenata obolelih od

depresije i bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.
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4.4. KORELACIJE

U cilju boljeg sagledavanja promena u parametrima oksidativnog stresa i
povezanosi tih promenana sa klinickom slikom i tokom bolesti ispitivali smo
povezanost parametara oksidativnog stresa sa brojem epizoda i duzinom trajanja bolesti
(tabela) i sa rezultatima skale za procenu depresivnosti (tabela), i to kod svih pacijenata

zajedno i u obe grupe pojedina¢no.

Tabela 26. Korelacija parametara oksidativnog stresa sa ukupnim brojem epizoda
i duzinom trajanja bolesti kod svih pacijenata

Ukupan broj epizoda Duzina trajanja bolesti (god)
Spearman-ov rho N Spearman-ov rho N
koeficijent P koeficijent P
Izoprostani u akutnoj fazi -0,088 0,507 59 -0,118 0,374 59
Izoprostani u remisiji 0,182 0,169 59 0,105 0,428 59
8-OHdG u akutnoj fazi 0,049 0,731 52 0,007 0,960 52
8-OHdG u remisiji 0,001 0,995 49 0,075 0,606 49
MDA u akutnoj fazi 0,391* 0,018 36 0,263 0,121 36
MDA u remisiji 0,114 0,510 36 0,129 0,452 36
SOD u akutnoj fazi 0,062 0,656 54 0,140 0,313 54
SOD u remisiji -0,111 0,430 53 -0,074 0,601 53
CAT u akutnoj fazi 0,017 0,919 40 -0,220 0,173 40
CAT u remisiji 0,032 0,833 47 -0,188 0,206 47
GPx u akutnoj fazi 0,013 0,934 46 0,055 0,716 46
GPx u remisiji -0,021 0,891 43 -0,174 0,265 43
GR u akutnoj fazi -0,114 0,489 39 -0,163 0,320 39
GR u remisiji 0,008 0,960 39 -0,022 0,894 39
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Tabela 27.Korelacija parametara oksidativnog stresa sa ukupnim brojem epizoda i
duzinom trajanja bolesti kod obolelih od depresije i bipolarnog poremecaja

Ukupan broj epizoda

Duzina trajanja bolesti (god)

Spearman-ov rho N Spearman-ov rho N
koeficijent P koeficijent P

Depresija

Izoprostani u akutnoj fazi -0,306( 0,100 30 -0,271| 0,148 30
Izoprostani u remisiji 0,086 0,651 30 -0,214| 0,255 30
8-OHdG u akutnoj fazi 0,072 0,704 30 -0,054| 0,778 30
8-OHdG u remisiji 0,121| 0,523 30 0,134| 0,480 30
MDA u akutnoj fazi 0,415| 0,061 21 0,123| 0,595 21
MDA u remisiji 0,308 0,175 21 0,317 0,161 21
SOD u akutnoj fazi 0015 0939 29 0,297| 0,118 29
SOD u remisiji 0,066( 0,734 29 0,274| 0,150 29
CAT u akutnoj fazi 0,183 0,405 23 -0,158| 0,472 23
CAT u remisiji 0,005 0,980 28 -0,127| 0,519 28
GPx u akutnoj fazi 0,266| 0,198 25 0,208| 0,319 25
GPx u remisiji -0,132| 0,559 22 -0,231| 0,300 22
GR u akutnoj fazi -0,316| 0,152 22 -0,213| 0,341 22
GR u remisiji 0,017| 0,941 22 0,143| 0,527 22
Bipolarni poremecaj

Izoprostani u akutnoj fazi 0,129 .504 29 0,052| 0,787 29
Izoprostani u remisiji 0,235 221 29 0,383*| 0,040 29
8-OHdG u akutnoj fazi 0,126 576 22 0,160| 0,477 22
8-OHdG u remisiji 0,344 .150 19 0,429| 0,067 19
MDA u akutnoj fazi -0,244 .380 15 -0,161| 0,567 15
MDA u remisiji -0,538* .038 15 -0,550*| 0,034 15
SOD u akutnoj fazi 0,142 .500 25 0,012| 0,956 25
SOD u remisiji -0,234 272 24 -0,398| 0,054 24
CAT u akutnoj fazi -0,106 .686 17 -0,235| 0,364 17
CAT u remisiji -0,099 .688 19 -0,341| 0,153 19
GPx u akutnoj fazi -0,246 .283 21 -0,099| 0,669 21
GPx u remisiji -0,008 971 21 -0,201| 0,382 21
GR u akutnoj fazi -0,353 .165 17 -0,538*| 0,026 17
GR u remisiji -0,020 .938 17 -0,181| 0,487 17

64



Tabela 28. Korelacija parametara oksidativnog stresa sa skorovima na
Hamiltonovoj skali za procenu depresivnosti kod svih pacijenata

Hamiltonova skala depresivnosti

Spearman-ov N

rho koeficijent P
Izoprostani u akutnoj fazi -0,059 0,659 59
Izoprostani u remisiji 0,265* 0,043 59
8-OHdG u akutnoj fazi -0,157 0,266 52
8-OHdG u remisiji -0,015 0,921 49
MDA u akutnoj fazi 0,015 0,929 36
MDA u remisiji -0,166 0,333 36
SOD u akutnoj fazi 0,072 0,606 54
SOD u remisiji -0,073 0,602 53
CAT u akutnoj fazi 0,221 0,171 40
CAT u remisiji 0,087 0,559 a7
GPx u akutnoj fazi -0,223 0,136 46
GPx u remisiji -0,109 0,488 43
GR u akutnoj fazi -0,014 0,930 39
GR u remisiji -0,192 0,242 39

Tabela 29.Korelacija parametara oksidativnog stresa sa skorovima na
Hamiltonovoj skali za procenu depresivnosti kod obolelih od depresije i bipolarnog

poremecaja

HAMD (depresija) HAMD (bipolarni poremec¢aj)
Spearman-ov rho Spearman-ov rho N
koeficijent P koeficijent P
Izoprostani u akutnoj fazi -0,052| 0,783 30 -0,096| 0,622 29
Izoprostani u remisiji 0,549| 0,002 30 0,102 0,598 29
8-OHdG u akutnoj fazi 0,045| 0,812 30 -0,387| 0,075 22
8-OHdG u remisiji -0,203| 0,282 30 0,037| 0,880 22
MDA u akutnoj fazi 0,003| 0,989 21 0,042| 0,882 15
MDA u remisiji 0,086| 0,712 21 -0,208| 0,457 15
SOD u akutnoj fazi 0,271| 0,156 29 -0,104| 0,621 25
SOD u remisiji -0,123| 0,525 29 -0,214| 0,316 25
CAT u akutnoj fazi 0,270 0,213 23 0,153| 0,556 17
CAT u remisiji -0,035| 0,859 28 0,257| 0,289 17
GPx u akutnoj fazi -0,147( 0,482 25 -0,328( 0,146 21
GPx u remisiji -0,157| 0,486 22 -0,069| 0,765 21
GR u akutnoj fazi 0,126| 0,576 22 -0,111| 0,672 17
GR u remisiji -0,243| 0,277 22 0,011| 0,968 17
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V. DISKUSIJA

Ova studija obuhvatila je dve grupe pacijenata, obolele od unipolarne depresije i
bipolarnog afektivnog poremecaja, sa ciljem procene parametara oksidativnog stresa u
toku akutne, depresivne epizode i nakon nastanka remisije. Grupe su ¢inili ispitanici
koji su tokom akutne epizode hospitalizovani na Klinici za psihijatriju Klinickog Centra
Srbije. Grupe se nisu znaCajno razlikovale po najvaznijim sociodemografskim
podacima, ukljucujuéi pol, uzrast, stepen obrazovanja, zaposlenje i1 bra¢ni status.
Oboleli od bipolarnog poremecaja su, medutim, ¢e$¢e u odnosu na obolele od depresije
imali ve¢i broj dece. Pozitivan hereditet je bio nesto ces¢e prisutan kod obolelih od
bipolarnog poremecaja, iako ta razlika nije pokazala statistiCku znacajnost. PokusSaj
suicida je, takode, ¢esce bio prisutan kod obolelih od bipolarnog poremecaja. U odnosu
na tok bolesti, karakteristi¢no je da je kod obolelih od bipolarnog poremecaja pocetak
bolesti nastupao ranije, nekih desetak godina pre u odnosu na obolele od depresije.
Takode, u grupi ispitanika sa dijagnozom bipolarnog poremecaja bio je prisutan veci
broj epizoda, kao 1 ¢eS¢e hospitalizacije, §to odgovara i podacima iz literature (Bauer i

Pfennig, 2005).

U skladu sa ciljevima istraZivanja vrSena je procena oksidativnog stresa kod
ispitanika merenjem biomarkera oksidativnog oS$tecenja lipida (8-izoprostani i
malondialdehid) i DNK (8-hidroksi-2"-deoksiguanozina), kao i antioksidativnih enzima
(superoksid dizmutaze, katalaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze) u serumu
obolelih. Jedan od glavnih ciljeva studije je bio utvrdivanje razlike u parametrima
oksidativnog stresa izmedu unipolarne i bipolarne depresije. Nakon pazljive evaluacije i
statistiCke analize izmerenih obelezja, nisu pronadene razlike u biomarkerima
oksidativnog ostecenja medu grupama obolelih. Dodatno, razlika nije postajala ni u
razli¢itim vremenima merenja, odnosno na pocetku akutne epizode i nakon postizanja
remisije. Sli¢no je bilo sa izmerenom akitvnoséu enzima oksidativnog stresa. Medutim,
jedini parametar oksidativnog stresa koji se razlikovao medu grupama je bio enzim
glutation reduktaza, Cija je aktivnost u serumu bila viSa kod obolelih od bipolarnog
poremecaja, kako u akutnoj fazi, tako 1 u fazi remisije. Ukoliko se zanemari ovaj

izuzetak, moze se zakljuciti da se medu obolelima od unipolarne i bipolarne depresije
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javlja veoma sliCan obrazac promene parametara oksidativnog stresa u akutnoj
depresivnoj epizodi, ali i po postizanju remisije. Dodatno, nasa studija nije utvrdila
razlike u nivou oksidativnog stresa u aktunoj epizodi i u remisije u obe grupe obolelih.
Ovakvi rezultati se mogu tumaciti na viSe nacina. Moguce je da sSu promene u
oksidativnom statusu kod pacijenata obolelih od depresije i bipolarnog poremecaja
stalne, odnosno ne zavise od epizode, pase ne mogu se Koristiti kao markeri stanja (engl.
state marker), odnosno aktivne bolesti. Sa druge strane, postoji moguénost da su
promene u parametrima oksidativnog stresa sporije u odnosu na klinicke parametre
remisije, te bi merenje u nekom drugom periodu, a ne neposredno nakon postizanja

remisije, dala drugacije rezultate.

Postoji veliki broj dokaza o smanjenoj antioksidativnoj zastiti kod pacijenata
obolelih od depresije. Maes i sar. (2000) su ispitivali koncentraciju vitamina E u plazmi
kod depresije i pokazali znacajno nize nivoe vitamine E kod pacijenata u odnosu na
zdravu kontrolu. Ove rezultate su potvrdili Owen i sar. (2005) i pokazali da depresivni
pacijenti imaju znacajno manje vitamina E u plazmi u odnosu na prethodno objavljene
vrednosti kod zdravih Austalijanaca. Takode, nasli su da vitamin E u plazmi znac¢ajno
negativno korelira sa tezinom depresije procenjenom Bekovom skalom. Dodatni
podatak iz ove studije odnosi se na to da nije pronadena korelacija izmedu unosa
vitamina E hranom i vrednosti u plazmi kod pacijenta, pri ¢emu je 89% ispitanika

dostiglo ili premasilo preporuceni unos vitamina E.

U drugoj studiji, ispitivani su bili odrasli starosti preko 60 godina (Tiemeier i
sar., 2002). Vitamin E je bio znafajno smanjen kod musSkaraca sa depresivnim
simptomima u odnosu na one bez simptoma, dok kod Zena ta razlika nije pronadena.
Medutim, nakon uzimanja u obzir i drugih bioloSkih faktora kod ove grupe ispitanika,

pronadena razlika kod muSkaraca je ipak znacajno umanjena.

Jedan od radova navodi da su nivoi askorbinske kiseline snizeni kod pacijenata

sa unipolarnom depresijom u poredenju sa kontrolnom grupom (Khanzode i sar., 2003).

Glutation je vazan antioksidans ¢iji se sadrzaj u razli¢itim tkivima i plazmi Cesto
ispituje kod velikog broja oboljenja. Najraniji dokazi o smanjenju GSH u krvi kod
obolelih od psihijatrijskih oboljenja poticu iz 1934. godine (Looney i1 Childs, 1934).

Skorije, pronadeno je da depresivne Zene imaju znacajno nize koncentracije GSH u krvi
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(Kodydkova i sar., 2009). Dodatno, rezultati nekih post-mortem studija pokazuju nize
nivoe GSH, kao i enzima ukljuenih u metabolizam GSH, ukljuc¢uju¢i GR, GPx i
glutamil-cistein ligazu (GCL), u prefrontalnom Kkorteksu obolelih od depresije
(Gawryluk i sar., 2011).

Poslednjih godina, pokazano je smanjenje koncentracije koenzima Q10 u plazmi
obolelih od depresije. Maes i sar. (2009) su nasli da 51,4% pacijenata obolelih od
unipolarne depresije im niZe vrednosti koncentacije koenzima Q10 od najnize vrednosti
izmerene kod zdravih kontrola. Ovi rezultate ukazuju na povezanost depresije sa tzv.

sindromom niskog koenzima Q10.

Snizene koncentracije antioksidanasa u krvi, ukljucujuéi vitamin E, vitamin C,
koenzim Q10 i glutation, doprinose smanjenju ukupnog antioksidativnog kapaciteta krvi
(TAC, eng. total antioxidative capacity). Rezultati koje su objavili Cumurucu i sar.
(2009) potvrduju da je TAC znacajno nizi kod obolelih od depresije u poredenju sa
zdravima. Dodatno, pokazana je negativna korelacija izmedu TAC i tezine depresije
procenjivane Montgomeri-Asbergovom skalom. Takode, TAC ne pokazuje

normalizaciju u fazi remisije i nakon terapije antidepresivima (Gatecki i sar., 2009).

Aktivnost antioksidativnih enzima je Cesto promenjena u toku depresije.
Kodydkova i sar. (2009) su objavili nize aktivnosti GPx u krvi Zena obolelih od
depresije. Pre toga, Ozcan i sar. (2004) su pokazali znac¢ajno nizu aktivnost GPx kod
obolelih od poremecaja raspoloZenja. Ipak, pojedini autori nisu pronasli smanjenje
aktivnosti GPx u plazmi ili leukocitima kod obolelih od unipolarne depresije (Srivastava
I sar., 2002; Gatecki i sar., 2009). Rezultati Srivastava i sar. (2002) odnose na GPX
aktivnost u leukocitima, a ne u punoj krvi ili plazmi, $to moze objasniti razlike u
rezultatima. Kod obolelih od bipolarnog poremecaja, osim znacajnog smanjenja
aktivnosti GPx (Ozcan i sar., 2004), pojedini autori nisu pronasli znac¢ajnu razliku medu

obolelima i zdravima (Ranjekar i sar., 2003; .Kuloglu i sar., 2002)

U nekoliko studija, odredivana je aktivnost katalaze kod obolelih od depresije
(Gatecki 1 sar, 2009, Szuster—Cielsieska i sar., 2008). Aktivnost katalaze u krvi je
znacajno visa kod obolelih, $to ukazuje na odredene kompenzatorne mehanizme koje
oksidativni stres pokreé¢e. S druge strane, kod obolelih od bipolarnog poremecaja

rezultati pokazuju i poviSene vrednosti aktivnosti u krvi (Machado-Vieira i sar., 2007),
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ali ¢esce snizene (Andreazza i sar., 2007; Ozcan i sar., 2004; Ranjekar i sar., 2003), sto
moze ukazivati na razliCite antioksidativne mehanizme kod unipolarne i bipolarne

depresije.

SOD spada u antioksidativne enzime ¢ija aktivnost pokazuje najvecu raznolikost
kod obolelih od unipolarne i bipolarne depresije u zavisnosti od studije. SOD moze
imati nizu aktivnost kod obolelih od depresije (Selek i sar., 2008; Herken i sar., 2007;
Szuster —Cielsieska i sar., 2008). Medutim, Sarandol i sar. (2007) pokazali su povecanje
aktivnosti SOD koje je u korelaciji sa tezinom bolesti. Takode, Andreazza i sar. (2009)
su nasli visu aktivnost SOD i povec¢an odnos SOD / GSH plus katalaza, kod obolelih od
depresije. Dodatno, tokom akutne faze bolesti, oboleli od depresije imaju vise vrednosti
aktivnosti SOD1 nego zdravi, a nakon terapije antidepresivima vrednost aktivnosti se

vraca na nivoe kod zdravih ljudi (Gatecki i sar., 2009).

Postoje i dokazi iz post-mortem studija o povecanoj aktivnosti SOD u
prefrontalnom korteksu obolelih od depresije (Michel i sar., 2007). Sli¢ni kontradiktorni
rezultati o promeni SOD aktivnosti u krvi su dokumentovani i kod obolelih od
bipolarnog poremecaja (Andreazza i sar., 2007; Machado-Vieira i sar., 2007;
Gargerlioglu i sar., 2007; Selek i sar., 2008; Savas i sar., 2006; Ozcan i sar., 2004;
Ranjekar i sar., 2003; Kuloglu i sar., 2002).

Narusena ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih kiseoni¢nih i azotnih radikala i
mehanizama antioksidativne zastite dovodi do oksidativnih promena ¢elijskih molekula,
ukljucujuéi lipide, proteine 1 nukleinske kiseline. Prema tome, oskidativni i nitrozativni
stres u ¢eliji moze znacajno poremetiti strukturu i funkciju éelijske membrane, funkciju

razlicitih ¢elijskih proteina, kao 1 genetski materijal celije.

Prvi dokazi o tome da depresija moZe biti pracena oksidativnim oSte¢enjem
masnih kiselina poticu iz studija koje su pokazale smanjenje frakcije omega-3 masnih
kiselina kod obolelih (Edwards i sar., 1998; Maes i sar., 1999). Edward i sar. (1998)
pokazali su postojanje oksidativnog oSte¢enja membrane eritrocita ukazujuci na procese

peroksidacije masnih kiselina u sastavu fosfolipida membrana.

Jedan od najées¢e koris¢enih biomarkera oksidativnog stresa, odnosno

oksidativnog oStecenja lipida, malondialdehid (MDA), takode je Cesto promenjen u
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depresiji. Khanzode i sar. (2003) su pokazali vise nivoe MDA u serumu kod obolelih od
unipolarne depresije. Sli¢no, Gatecki i sar. (2009) navode povisene vrednosti MDA u
krvi obolelih od depresije u poredenju sa zdravom kontrolom. Dodatno, ova studija
pokazala je terapija antidepresivimima, npr. fluoksetinom, dovodi do smanjenja MDA.
Ozcan i sar. (2004) su merili MDA kod obolelih od poremeceja raspoloZenja i takode
pronasli viSe koncentracije MDA, ukazujué¢i na sli¢nosti u oskidativhom lipidnom

oSte¢enju kod unipolarne i bipolarne depresije.

U istrazivanjima u kojima je koncentracija MDA izrazavana preko TBARS (eng.
thiobarbituric acid reactive species), naden je slican trend promene (Gatecki i sar.,
2007). Postoje dokazi da su nivoi TBARS poviseni kod obolelih od bipolarnog

pormecaja bez obzira na fazu bolesti (Andreazza i sar., 2007).

Dodatni dokazi o oSte¢enju lipida prouzrokovanom oksidativnim stresom poticu
iz istrazivanja koja kao biomarker Kkoriste 8-izoprostane. U jednoj od studija,
Dimopoulos i sar. (2008), pokazali su viSe nivoe 8-izoprostana u plazmi kod starijih
pacijenata obolelih od depresije u odnosu na kontrolu zdravih. Takode, isti autori su
ukazali na pozitivnu korelaciju izmedu nivoa 8-izoprostana i tezine bolesti. U nedavnoj
meta-aanlizi, Black i sar. (2014) potvrdili su vise koncentracije 8-izoprostana kod
obolelih od depresije, bez obzira na tip depresije, koris¢enu vrstu biolo§kog uzorka ili

laboratorijsku metodu.

Slobodni radikali mogu uzrokovati oStecenje jedarne i mitohondijalne DNK,
dovodeci do brojnih mutagenih lezija. Jedan od vaZznih biomarkera oSte¢enja DNK je 8-
hidroski-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), zavr$ni produkt hidroksilacije guanina. U
literaturi se mogu naci podaci o pove¢anim koncentracijama 8-OHdG kod obolelih od
depresije. Serumski nivoi 8-OHdG su znacajno poviSeni u depresiji i visi su kod
pacijenata koji su imali veci broj epizoda (Forlenza i Millers, 2006). Irie i sar. (2005)
ukazali su na vise koncentracije 8-OHdG u leukocitima iz periferne krvi kod obolelih od
depresije. Dodatno, Wei i sar. (2009) pokazali su da pacijenti sa kolorektalnim
karcinom koji imaju depresiju, imaju povisen 8-OHdG u serumu u odnosu na one bez
depresije. U ranije pomenutoj meta-analizi, Black i sar (2014) su nasli da je 8-OHdG
poviSen kod obolelih od depresije, ukazuju¢i pri tome na jacu povezanost ovog

biomarkera 1 depresije u studijama u kojima je kao uzorak koriS¢ena plazma ili serum u
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odnosu na urin i ukoliko je merenje vrS§eno imuno-esejem u odnosu na hromatografiju-

masenu spektrometriju.

Osim promena makromolekula 1 direktnog oSteCenja celija koje one
prouzrokuju, oksidativni stres moze izazvati oStecenja Celija i pokretanjem autoimunog
odgovora. Naime, promene hemijske strukture razli¢itih makromolekula u toku
oksidativnog oste¢enja dovodi do stvaranja novih, modifikovanih epitopa (neoepitopa)
koji mogu biti veoma imunogeni. Na primer, u toku nitrozativnog oStecenja proteina
dolazi do stvaranja nitrotirozina (NO-tirozin) koji predstavlja snazan imunogeni
neoepitop i uzrokuje jaku autoimunu reakciju (Ohmori i Kanayama, 2005). Danas ima
sve viSe dokaza o autoimunom odgovoru u toku depresije, do koga dolazi usled

modifikovanih masnih kiselina i proteina zbog oksidativnog oStecenja.

U toku lipidne peroksidacije lipida u sastavu LDL (engl. low density
lipoproteins) nastaju neoepitopi koju su snazni imunogeni $to za posledicu ima
autoimuni odgovor i povecano stvaranje IgG i IgM (Mandal i sar., 2005). Povecanje
antitela na oksidativno izmenjene LDL (oxLDL) je detektovano u mnogim oboljenima i
nedvosmisleno se povezuje sa nastankom ateroskleroze (Gounopoulos i sar., 2007).
Nedavno, primeceno je da se kod depresivnih pacijenata mogu naci poviSeni nivoi
serumskih antitela na oxLDL u poredenju sa kontrolom (Maes i sar., 2010a). Ovi
rezultati ukazuju da je depresija pra¢ena pove¢anom lipidnom peroksidacijom u serumu,
i propratnim autoimunim odgovorom. Ovakvi rezultati, takode, ukazuju na to da je rizik
za nastanak ateroskleroze 1 udruzenih kardiovaskularnih oboljenja veéi kod obolelih od

depresije (Maes i sar., 2010c).

Lipidna peroksidacija se deSava i na membranskim lipida u sastavu celijskih
membrana. Nastanak neoepitopa je pristuan, ne samo zbgo hemijski izmenjenih masnih
kiselina koje nastaju prilikom peroksidacije, ve¢ 1 zbog otkrivanja epitopa koji su pre
oStecenja Celijske membrane bili skriveni od imunog sistema. Jedan od primera je
autoimuni odgovor na fosfatidil-inozitol. U depresiji, znacajan je porast IgM-
posredovanog autoimunog odgovora na fosfatidil-inozitol u odnosu na zdravu kontrolu
(Maes i sar., 2007). Dodatno, u ovoj studiji titar IgM antitela pozivitno je korelirao sa

simptomima kao $to su tuga i osecaj zamora. S obzirom na to da metabolizmom
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fosfatidil-inozitola nastaju vazni sekundatni glasnici, diacilglicerol i inozitol-trifosfat,
moze se pretpostaviti da ¢e promene u ovom molekulu koje se javljaju tokom depresije,
a verovatna su posledica oksidativnog stresa, dovesti i do promena u razli¢itim ¢elijskim
procesima koji zavise od navedenih sekundarnih glasnika, npr. promene u metabolizmu
serotonina (AKkin i sar.,2004).

Vazno je pomenuti da se farmakolosko dejstvo litijuma upravo povezuje sa
fosfatidil-inozitolskim signalinim putem, zbog dokaza da litijum smanjuje aktivnost
protein kinaze C i ekspresiju pojedinih subjedinica ovog enzima u korteksu i

hipokampusu (Manji i Lenox, 2000).

Ostali autoantigeni poreklom iz oSteéene celijske membrane, a koji se od
nedavno povezuju sa depresijom, jesu modifikovana miristinska, palmitinska i oleinska
kiselina (Maes i sar., 2008). Inace je od ranije poznato da su IgM antitela na ove
komponente ¢elijske membrane pristuna u bolestima koja imaju jasnu autoimunu
patogenezu, kao $to je slucaj sa multiplom sklerozom (Boullerne i sar., 1996). S
obzirom na to da su ove masne kiseline znacajna strukturna komponenta mijelina, ostaje

otvoreno pitanje kolika je uloga oStecenja mijelina i u patogenezi depresije.

Sto se ti¢e neoepitopa poreklom od oksidativno i nitrozativno modifikovanih
proteina, najznacajni su oni poreklom od nitrozativno promenjenih aminokiselina koje
ulaze u sastav proteina, uklju¢ujuc¢i NO-tirozin, NO-triptofan i NO-arginin (Lin i sar.,
2000). Pokazano je znacajno povecanje IgM antitela usmerenih ka NO-albuminu, NO-
tirozinu, NO-triptofanu i NO-argininu u serumu obolelih od depresije u poredenju sa
zdravom kontrolom (Maes i sar., 2008). Ovo ostecenje je posledica delovanja NO na
proteine i autori smataju da ovaj pristup detekciji slobodnih radikala i posledica
njihovog dejstva pruza bolji uvid u patofiziologiju depresije, nego direktnog merenje
samih slobodnih radikala koji obi¢no imaju veoma kratak poluZivot i mogu samo

prolazno biti povecani.

Prisustvo polimorfizama u odredenim genima od znacaja za oksidativni stres je,
takode pokazano u depresiji. Postoji znafajna povezanost depresije sa genima za
ciklooksigenazu 2 (COX-2), SOD i mijeloperoksidazu (MPO). COX-2 je ukljucen u

patogenetske mehanizme razlicitih inflamatornih oboljenja (Dubois i sar., 1998). COX-
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2 aktiviraju proinflamatorni citokini i lipopolisaharid (Dubois i sar., 1998), a znacajan je
za sintezu prostaglandina, poput PGE2 (Smith i sar., 2000). Povecana aktivnost ovog
enzima rezultuje u stvaranju slobodnih radikala (Madrigal i sar., 2003). Kada se
primene kao adjuvanta terapija u depresiji, inhibtori COX-2 dovode do smanjenja
depresivnih simptoma (Mdller i sar., 2006) i smanjenja oksidativnog stresa (Gatecki i
sar, 2009). Pronaden je polimorfizam u genu za COX-2 (G-756C) koji dovodi do vece
aktivnosti ovog enzima i kod obolelih od depresije je opisana znacajno veca frekvencija
tog polimorfizma (Gatecki i sar., 2010). Dodatno, polimorfizam u ovom genu povecava
rizik i za nastanak neurodegenerativnih oboljenja, kao i mozdanog udara (Cipollonne i
sar, 2014).

Shimoda-Matsubayashi i sar. (1996) su ispitivali ulogu funkcionalnog SNP
(engl. single nucleotide polymorphism) Ala-9Val, koji dovodi do promene u
konformaciji SOD2. Ispitavnjem ovog polimorfizma kod obolelin od depresije,
zapazena je njegova povezanost kod pacijentkinja obolelih od depresije (Galecki i sar.,
2010). Ipak, ranija studija Pae i sar. (2006) nije pokazala takvu povezanost, pa se
ovakvi kontradiktorni rezultati mogu objasniti razli¢itim populacijama na kojima su

studije radene.

MPO je enzim koji se specificno eksprimira u neutrofilima, monocitima i
mikorglijalnim ¢elijama (Yap i sar., 2007), kao i hipokampalnim neuronima (Green i
sar, 2004). MPO produkuje slobodne radikal (Spickett i sar., 2000) i dovodi do
produkcije  proinflamatornih  citokina  (Lefkowitz i  Lefkowitz, = 2008).
Nedavnaistrazivanja su pokazala da je polimorfizam u ovom genu povezan sa veéim
rizikom od oboljevanja od depresije (Galecki i sar., 2010 ), ali i od Alchajmerove
bolesti (Crawford i sar., 2001).

Uzevsi u obzir gore navedene dokaze iz razlicitih studija, moZe se sumirati da se

povezanost depresije sa oksidativnim stresom ispoljava na slede¢e nacine:

a)smanjenjem antioksidansa, poput vitamina E i C, glutationa i koenzima Q10 i

antioksidativnih enzima, poput GPX;

b) povec¢anjem slobodnih radikala, npr. povecani nivoi peroksida ili aktivnost

ksanitin oksidaze;
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c) oksidativnim oste¢enjem razli¢itih molekula, ukljucujuci povecéanje kolic¢ine

MDA, izoprostana i 4-HNE, kao i NO-tirozina;

d) produkcijom IgG kao deo autoimunog odgovora na neoepitope nastale

oksidativnim oSte¢enjem lipida i proteina;
e) polimorfizam u vaznim genima povezanim sa oksidativnim stresom.

Deo dokaza o prisutnom oksidativnom stresu u depresiji poti¢e iz studija na
animalnim modelima depresije. Tako, u modelu depresije izazvane hroni¢nim stresom
blagog inteziteta kod glodara, izmerene su niZze koncentracije glutationa u mozgu (Pal 1
Dandiya, 1994), kao i smanjena aktivnost GPx u korteksu (Eren i sar., 2007). U
drugacijem animalnom modelu, kod pacova kod kojih je odstranjen olfaktorni bulbus,
takode je izmerena smanjena aktivnost GPx (Song i sar., 1994). Dodatno, opisano je i
smanjenje aktivnost SOD i CAT u drugim animalnim modelima (Lucca i sar., 2009;
Zhang i sar., 2009).

Animalni modeli depresije praceni su i povefanim nivoima oksidativnog
oStecenja lipida i proteina. Tako, Lucca 1 sar (2009) pokazali su povecanu lipidnu
peroksidaciju u cerebelumu i strijatumu pacova, kao i poveéano oksidativno ostecenje
proteina u prefrontalnom korteksu, hipokampusu 1 strijatumu. Pronadeni su i vi$i nivoi

MDA (Zhang i sar, 2009).

Novije teorije o nastanku depresije znacajnu ulogu pripisuju inflamaciji. U
skladu sa rezultatima i prikupljenim dokazima iz razli¢itih studija o ulozi inflamatornih
procesa u razvoju depresije, ova teorija se povremeno oznacava kao monocitno-T-
limfocitna hipoteza depresije, citokinska teorija depresije ili inflamatorna hipoteza
depresije (Maes,1993; Maes,1995; Maes, 1999; Maes, 2008; Shiepers i sar., 2005).
Takode, postoje dokazi o neurodegeneraciji kao karakteristicnom nalazu u depresiji
(Campbell i MacQueen, 2006; Stockmeier i sar., 2004; Duman, 2002), pa se u poslednje
vreme govori o tzv. ,,inflamatorno-neurodegenerativnoj hipotezi“ depresije (Maes i sar.,
2009). U oba procesa, inflamaciji i neurodegeneraciji, oksidativni stres i produkcija

slobodnih radikala zauzimaju vazno mesto.
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Veliki broj dokaza podrzava ulogu centralnih i perifernih imunskih i
inflamatornih procesa u patogenezi depresije u sklopu depresivnog i bipolarnog
poremecaja. Depresija je povezana sa ¢elijskim imunskim odogovorom, povecanom
aktivno$¢u monocita i aktivacijom T helper (Th-1 i Th-17) limfocita (Leonard i Maes,
2012). Takode, nedavne meta-analize pokazuju da pacijenti sa depresijom imaju
znacajno vise nivoe proinflamatornih citokina u serumu, ukljucujuéi interleukin (IL)-1,

IL-6 i faktor nekroze tumora alfa (THFo) (Dowlati i sar., 2010; Howren i sar., 2009).

U prilog znacaju citokina kod depresije ide ¢injenica da kod pacijenata kod kojih
se primenjuje imunoterapija sa IL-2 ili interferonom (INF)-o dolazi do pojave

depresivnih simptoma (Dutcher i sar., 2000).

U depresiji su takode prisutni poviseni niovi proteina akutne faze, poput C-
reaktivnog proteina (CRP) i haptoglobina, zatim hemokina, adhezionih molekula i
komponenti komplementa (Berk i sar., 1997; Maes i sar, 1997; Pasco i sar., 2010). U
skoraS$njoj meta-analizi Valkanova i sar. (2013) su objavili da se visi nivoi CRP-a

povezuju i1 sa rizikom od oboljevanja od depresije. NaroCito je znacajno Sto novije

inflamacije od konvencionalnog CRP-a, takode pronalaze vezu izmedu ovog

biomarkera inflamacije i depresije (Luukinen i sar., 2010; Pasco i sar., 2010).

Savremene studije su pokazale vec¢e vrednosti sedimentacije kod obolelih od
depresije u odnosu na zdravu kontrolu (Chavda i sar., 2011), kao i kod obolelih od

depresije koji su pusaci u odnosu na zdravu populaciju nepusaca (Vargas i sar., 2013).

Aktiviranje inflamatornih mehanizama i imunskog odgovora usko je povezano
sa mehanizmima redoks regulacije. Pokazano je da aktivirani fagociti i M1 makrofagi
produkuju slobodne radikale (kiseoni¢ne i azotne) u ogromnim koli¢inama (Wolfs i sar.,
2011). Povecani nivoi TNFa mogu da dovedu do ushodne regulacije ekspresije iNOS
preko translokacije nuklearnog faktora kapa B (NF-xB), dok INFy povecéava produkciju
NO u makrofagima. Takode, u razli¢itim celijama, pre svega makrofagima,
neutrofilima, mikrogliji i epitelnim celijama, citokini IL-1, TNFo 1 INFy aktiviraju
NADPH oksidazu i povecavaju produkciju superoksidnog anjona. S druge strane,

slobodni radikali mogu povecati NF-«xB aktivator protein-1 i mitogen-aktivirane protein
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kinaze (MAPK), time povecavajuci produkciju inflamatornih medijatora, kao Sto su

citokini i hemokini (Maes i sar., 2012).

U toku inflamacije dolazi do promena u antioksidativnoj zastiti ¢elije. Slobodni
radikali u ¢eliji dovode do povecanja antioksidativne zastite preko aktivacije nuklearnog
faktora Nrf2 (Maes i sar., 2012). Jednom aktiviran Nrf2 povecava ekspresiju brojnih
endogenih antioksidanasa. S druge strane, inflamacija, koja je pra¢ena povecanom
produkcijom slobodnih radikala, dovodi do poveéane potrosnje tkivne antioksidativne
zaStite 1 time maskira povecanje nivoa antioksidanasa, odnosno pomera ravnotezu
izmedu slobodnih radikala 1 antiokidanasa u pravcu nastanaka oksidativnog stresa (Blau
I sar., 2000). Istovremeno, neenzimski antioksidansi, npr. koenzim Q10, glutation i cink,
imaju antiinflamatorno dejstvo, te njihovi snizeni nivoi koji su opisani u

depresiji,dovode do pojac¢anog inflamatoronog odgovora.

Slozeni meduodnosi izmedu inflamacije i antioksidanasa smatraju se veoma
vaznim u depresiji i sumirani su na Semi. Jedan od primera kako smanjenje
antioksidativne zaStite povecava nivo inflamacije u toku depresije su rezultati do kojih
su dosli Haddad i sar. (2000). Ova grupa autora je pokazala da je transkripcija
proinflamatronih citokina kao $to su IL-1b, 1I-6 i TNFa regulisana redoks stanjem ¢elije

i da deplecija nivoa GSH u ¢eliji dovodi do povecane transkripcije navedenih citokina.

Jedna od posledica aktivacije inflamatornih procesa 1 prisustva narusene redoks
regulacije u depresiji jesu promene u katabolizmu triptofana (Maes i sar., 2011; Muller i
Schwarz, 2007). Pokazano je da u toku depresije dolazi do smanjenja nivoa triptofana
(Maes i sar., 1993), povecanja aktivnosti enzima indolamin 2,3- dioksigenaze (IDO) i
istovremenog smanjenja protektvinog intermedijera katabolizma triptofana -
kinureninske kiselina, ¢ime se katabolizam triptofana usmerava u pravcu stvaranja
neurotoksi¢ne hinolinske kiseline (Lopresti i sar., 2014). IDO je enzim Kkoji u svom
sastavu sadrzi hem, dominantno se nalazi u mikrogliji u CNS-u (Alberati-Giani and
Cesura, 1998). Pokazano je da je aktivnost ovog enzima poviSena u prisustvu
proinflamatornih citokina, naroc¢ito INFg, ali i IL-1, IL-6. IL-18 i TNFa (Maes i sar.,
2011).

Dodatno, redoks status ¢elije uti¢e na aktivnost enzima i supstrate za reakciju

koju katalizuje, na taj nacin Sto menja redoks formu jona Fe u sastavu hema, $to za
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posledicu ima upotrebu molekulskog kiseonika ukoliko je fero oblik prisutan ili
superoksidnog anjona ukoliko je feri oblik gvozda u hemu (Werner i Werner-Felmayer,
2007). Posledica povecane aktivnosti IDO, usled inflamacije i/ili oksidativnog stresa,
jeste da se katabolizam triptofana usmerava u pravcu sinteze kinureninskih
intermedijera, a udaljava od sinteze serotonina (Miura i sar., 2008). Neki Kinureninski
intermedijeri su naroCito Stetni za CNS, pre svega hinolinska kiselina koja je
ekscitotoksi¢na i deluje na N-metil D-aspartat (NMDA) receptore $to vodi u oStecenje
neurona posredstvom NO (Braidy i sar., 2009). Na taj na¢in objasnjeno je kako promene
u katabolizmu triptofana uzrokovane oksidativnim i inflamatornim procesima u

¢elijama, mogu dovesti do neurodegenerativnih promena u toku depresije.

Dokazi o povezanosti neurodegeneracije i smanjene antioksidativne zastite,
odnosno poremecene redoks regulacije, danas su veoma brojni i nisu iskljucivo
povezani sa inflamatornim procesima, iako se Cesto ovi procesi medusobno preplicu.
Jedan od najznacajnijih antioksidanasa u c¢elijama, vitamin E, nedvosmisleno ima
neuroprotektivno dejstvo, narocito tokotrienoli (Sen i sar., 2006). Tako, nedostatak
vitamina E dovodi do neurodegenerativnih promena odredenih delova CNS-a, npr.
cerebelarne degeneracije (Cuddihy i sar., 2008). Postoje dokazi o efikasnosti vitamina E
u prevenciji Alchajmerove bolesti (Frank i Gupta, 2005). U eksperimentalnom modelu
globalne hipoperfuzije mozga, vitamin E je ispoljio neuroprotektivni efekat (Annahdzi i
sar, 2007).

Takode, utvrdeno je neuroprotektivno dejstvo koenzima Q10, Sto objasnjava
potencijalni benefit koji bi njegova upotreba imala u neurodegenerativnim oboljenjima
(Somayajulu i sar., 2005). Sto se ti¢e antioksidativnih enzima, najja¢i dokazi o njihovoj
povezanosti sa neurodegeneracijom postoje u sluaju SOD (Hayashi i sar., 2005),
najvise zbog znacaja koje mutacije u genu za SODI imaju u razvoju amiotrofi¢ne

lateralne skleroze.
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VI. ZAKLJUCCI

1. Kod obolelih od unipolarne depresije i bipolarnog afektivnog poremecaja
postoje promene u parametrima oksidativnog stresa u serumu, ukljucujuéi biomarkere
oksidativnog oS$te¢enja lipida (8-izoprostani i malondialdehid) i DNK (8-hidroksi-2"-

deoksiguanozina).

2. Kod obolelih od unipolarne depresije i bipolarnog afektivnog poremecaja
postoje promene u aktivnosti enzima antioksidativne zaStite (superoksid dizmutaze,

katalaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze).

3. Promene u parametrima oksidativnog stresa su prisutne u akutnoj fazi,
odnosno tokom depresivne epizode, kao i nakon nastupanja remisije u obe grupe

ispitanika.

4. Medu obolelim od unipolarne depresije i bipolarnog poremecaja postoji
razlika u aktivnosti enzima glutation reduktaze, ¢ije je aktivnost visa u serumu obolelih

od bipolarnog poremecaja u akutnoj fazi i u fazi remisije.

5. Medu obolelim od unipolarne depresije 1 bipolarnog poremecaja nema
znacajnih razlika u ostalim parametrima oksidativnog stresa, kako u akutnoj fazi, tako 1

u fazi remisije.
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VIIl. BIOGRAFIJA AUTORA

Maja M. Lackovi¢ je rodena 22.12.1975 u Beogradu. Medicinski fakultet
Univerziteta u Beogradu upisala je 1994/95. godine, a diplomirala 2000. godine sa
prose¢nom ocenom 9,80. Za vreme studija bila je ¢lan, sekretar i zamenik urednika
redakcije stru¢no-nau¢nog casopisa studenata Medicinskog fakulteta u Beogradu
,Medicinski podmladak®. Takode je bila demonstrator na nastavi na engleskom jeziku
na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu od $kolske 1996/97. do 1999/2000.

godine.
Od 2000. godine zaposlena je na Klinici za psihijatriju Klini¢kog centra Srbije.
Specijalisticki ispit iz psihijatrije poloZzila je 2006. godine sa odli¢nim uspehom.

Magistraski rad pod nazivom: ,,Psihijatrijski poremecaji kod bolesnika sa
naslednim bolestima malih krvnih sudova mozga“ odbranila je 2010. godine na

Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

2011. godine izabrana je za klini¢kog asistenta za uzu nau¢nu oblast Psihijatrija
na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, a u isto zvanje reizabrana je 2014.
godine. Ucestvuje u izvodenju prakti¢ne nastave, izborne nastave katedre za nau¢nu
oblast psihijatrija, kao i nastave na engleskom jeziku na Medicinskom fakultetu u

Univerziteta u Beogradu.

Bila je mentor u 2 studentska rada. Dobila je ,,Zahvalnicu za izuzetan doprinos u
radu Centra za stru¢ni i naucno-istrazivacki rad studenata i za doprinos u razvoju
struénog 1 naucno-istrazivackog rada studenata Medicinskog fakulteta Univerziteta U

Beogradu u skolskoj 2011/2012%.

Ucestvovala je u 2 naucno-istraZzivacka projekta koje finansira Ministarstvo za
nauku i tehnoloski razvoj Vlade Republike Srbije od 2006 — 2010. godine i od 2011 —
2015. godine u kojima je proucavala psihijatrijske manifestacije 1 kognitivne

poremecaje kod bolesti malih krvnih sudova mozga.

Objavila je 52 naucna rada od kojih 17 in extenso u ¢asopisima sa JCR liste.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a __ Maja M. Latkovit

tra; upisa

Izjavijujem

ca j¢ doktorska cisertacja poc naslovom:

ANALIZA ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA KOD BOLESNIKA SA UNIPOLARNIM |
BIPOLARNIM AFEKTIVNIM POREMECAJEM

« rezultat sopstvenog istrazivackeg rada,

s da sredlozena disertacija u celini ni u delov ma nye bila predlaZena za dobijanje
bilo koje diploma prama stud jskim programima drugih visckoskelskih ustanova,

» da surazutati karaktno navadani |
» da 1igam krfiofa autare«a prava | koristio intalektualnu svojinu drugih lica.

Potpls doktoranda

U Beogradu, 12. ¢2. 2016.
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora : Maja M. Latkovic
broj upisa

Naslov rada: ANALIZA ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA KOD BOLESNIKA SA
UNIPOLARNIM | BIPOLARNIM AFEKTIVNIM POREMECAJEM

Manlor: Prof. dr Aleksandar Damjanovic
Komentor: Prof, dr Natada Pelronijevic

Paotpisani: Maja M. Lackavic

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskeg rada istovetna elektranske] verzii
ko u sam predacila za ebjavljivenje na portalu Rigitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Nczvoljavam da se objave moji li&ni podaci vezani za dobijanjs akademskog zvanja
dokeara nauka, kao to suime i prezime, godira i mesto radenja i datum adbrare rada.

Ovi ligni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
slektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Becgradu.

Potpis doktoranda

!

U Beogradu, 12. 02. 2016.

,,
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Prilog 3.

Izjava o koriscenju

Owlascujem Univerzitetsky biblioteku Svetozar MadewiE' da u Digitaini repozitorijum
Univerzitata u Beogradu uness moju dokdorsky disstacijo pod naslovom:

Maslow rada:  ANALIZA ANTIOKSIDATIVMOG STATUSA KOD BOLESMIKA S
UNIPOLARNIM | BIPOLARNIM AFEKTIVMIM POREMECAJEM

kicja je moje aularska delo.

Dizertacju =a svim priozima predaoda sam u elektronskom fornatu pogodnom za

trajine araiirane.

Moju doktorsku disertaciju pehranjenu u Digitaini repozilanjumn Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste v kojp postujy odredbe sadrians u adakranam tisu licence Kreatims

zajednice (Creative Commonz) za koju sam e adludioda.
1. Autorstvo
2. Autorstvs - nekomercijaleo

3, Autorstvs — nekomercijaling — bez prerade

4, Autorstvs — nekomarsijalma — deliti pod istim uslevima
o, Autorstvo — bez prerade
E. Autorstvo — deliti pod istim aslovima

(Molima da zack-uzZite samo jednu od Sest porudenih ficend,
na poledini lista).

U Beogradu, 12, D2, 2015,

kratak apis licenci dat je

Potpis doktoranda
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