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Utica) suplementacije alfa-liponskom kiselinom na parametre oksidativnog

stresa i antioksidativne zaStite kod obolelih od shizofrenije

Rezime

U odnosu na opS$tu populaciju, oboleli od shizofrenije imaju krac¢i zivotni vek i povecani
rizik za razvoj somatskih prate¢ih bolesti. Visoka prevalenca metabolickog sindroma u
shizofreniji predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj koronarne bolesti i dijabetes melitusa
tip 2. lako su odnosi izmedu metaboli¢kog sindroma i shizofrenije kompleksni i jo§ uvek
nedovoljno prouceni, pretpostavlja se da oksidativni stres predstavlja mehanizam koji ima
integrativnu ulogu kako u razvoju metaboli¢kog sindroma, tako i njegovih komplikacija.
Zbog toga su ciljevi ovog istrazivanja bili da se odrede parametri oksidativhog stresa i
antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije i zdravih ispitanika, kao i da se ispitanivo
oksidativnog stresa u odnosu na prisustvo metabolickog sindroma kod obolelih od
shizofrenije. lako rezultati dosada$njih istrazivanja ukazuju na izmenjenu enzimsku
antioksidativnu aktivnost, redukovani nivo neenzimskih antioksidanasa, kao i povecani
stepen lipidne peroksidacije, ograni¢en je broj studija koje ukazuju na moguénost modulacije
oksidativno-stresnog statusa u shizofreniji primenom antioksidanasa.

Suplementacija dijetarnim antioksidansima moze pruziti znac¢ajnu podrSku endogenom
antioksidativnom zaStitnom sistemu u prevenciji oksidativnih oSte¢enja, kao 1 regulaciji
redoks osetljivih signalnih puteva. Uzimajuci u obzir Cinjenicu da se afaliponska kiselina
smatra jednim od najsnaznijih antioksidanasa, njenu sposobnost da prolazi krvno-mozdanu
barijeru i povecava nivo endogenih antioksidanasa, posebno glutationa, koji predstavlja
glavni endogeni antioksidans u centralnom nervnom sistemu, kao i potencijane pozitivne
metaboliCke efekte, pretpostavljeno je da suplementacija afaliponskom moze imati
potencijalno povoljne efekte kao dodatak antipsihoti¢noj terapiji kod klinicki stabilnih
pacijenata sa shizofrenijom.

U istrazivanju je ucestvovalo ukupno 60 pacijenata sa shizofrenijom, oba pola, starosti od
18 do 60 godina, u stabilnoj fazi bolesti. Kontrolna grupa je obuhvatila 60 zdravih ispitanika,
di¢nih godina i pola. Ispitivanjem uticaja suplementacije alfa-liponskom kiselinom na
parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, obuhvacena je grupa od 18 obolelih
od shizofrenije, kao i grupa od 38 zdravih ispitanika.



Anadiza parametara oksidativnog stresa pokazala je znatgino veci stepen lipidne
peroksidacije, ai i veli stepen neenzimske antioksidativne zastite kod obolelih od
shizofrenije u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost enzima paraoksonaza 1 (PONL1) je bila
Znacajno niza u grupi pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu grupu. Nije uoc¢ena
razlika u aktivnosti enzima superoksid dismutaza (SOD), kao i u vrednostima prooksidativno-
antioksidativnog balansa (PAB) izmedu ispitivanih grupa. Koncentracija bakra u plazmi bila
je veca kod obolelih od shizofrenije u odnosu na kontrolnu grupu, dok se koncentracije cinka
I selena u plazmi nisu znacajno razlikovale. Ispitivanjem nivoa oksidativnog stresa u odnosu
na prisustvo metaboli¢kog sindroma, utvrden je veci stepen lipidne peroksidacije, ali i vedi
nivo totalnog antioksidativnog statusa (TAS), kao i ve¢a koncentracija selena, kod pacijenata
sa metaboli¢kim sindromom u odnosu na kontrolnu grupu, ali i u odnosu na grupu pacijenata
sa shizofrenijom bez metabolickog sindroma. Dobijeni rezultati su pokazali znac¢ajnu
korelaciju izmedu parametara oksidativho stresnog statusa i pojedinacnih komponenata
metaboli¢kog sindromau grupi pacijenata sa shizofrenijom.

Uticg] suplementacije afaliponskom kiselinom se ispoljio na smanjenje parametara
oksidativnog stresa kod zdravih ispitanika, ali nije dovela do smanjenja oksidativnog
oste¢enja kod obolelih od shizofrenije. Medutim, suplementacija afa-liponskom kiselinom
dovela je do pozitivnih metabolickih efekata, poboljsanja nivoa glukoze i povecanja
koncentracija adiponektina, kod pacijenata sa shizofrenijom. Utvrdene razlike u
koncentracijama 1 aktivnostima parametara endogene antioksidativne =zaStite tokom
suplementacije afa-liponskom kiselinom kod zdravih ispitanika, ukazuju na potencijalne

rizike dugotrajne suplementacije antioksidansima.
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The effect of alpha-lipoic acid supplementation on oxidative stress markers

and antioxidative defense in patients with schizophrenia

Abstract

Patients with schizophrenia have areduced life expectancy and increased rates of physical
illness compared with the general population. Metabolic syndrome is highly prevaent in
individuals with schizophrenia and conveys a significantly increases risk of type 2 diabetes
and cardiovascular disease. Although it may not be the main cause, increasing evidence
indicate that oxidative stress may play an integral role in the pathogenesis of metabolic
syndrome, as well as the pathogenesis of metabolic syndrome-related conditions. In recent
years there has been an increasing interest in the oxidative stress in the schizophrenia
However, up to now, there have been no studies investigating the association between
oxidative stress status and metabolic syndrome in schizophrenia. Therefore, the objectives of
this study were to determine the presence of metabolic syndrome and evauate the oxidative
stress status, as well as possible associations amongst them in schizophrenic patients.

Recent years, increasing interest exists in using nonenzymatic antioxidants as adjunctive
or supplements to prevent oxidative damage and to improve some of the psychopathology
and treatment-related side effects of antipsychotic drugs. Alpha-lipoic acid is recognized as a
powerful antioxidant. The ability of aphalipoic acid to cross the blood-brain barrier and
increases levels of endogenous antioxidants, especially glutathione, who presents a major
endogenous antioxidant in the brain, may have particular importance for schizophrenia.

The study group consisted of 60 patients with schizophrenia and 60 sex- and age-matched
healthy controls. Eighteen medicated patients with schizophrenia and 38 healthy subjects
(control group) received daily supplements of aphalipoic acid (500 mg/day) for three
months.

Analysis of oxidative stress parameters showed significantly higher lipid peroxidation and
higher plasmatotal antioxidant status in patients with schizophreniathan in the control group.
In contrast, their PON1 activity was lower compared to control subjects. There were no
significant differences between the patients and controls when plasma superoxide dismutase

activity and serum prooxidant-antioxidant balance levels were compared.



Plasma copper concentrations were significantly higher in schizophrenic patients than in
control subjects. Plasma selenium and zinc concentrations were higher in patients with
schizophrenia, but not statistically significant. Schizophrenia patients with metabolic
syndrome had significantly higher lipid peroxidation and higher plasma total antioxidant
status, as well as higher selenium concentrations, than patients without metabolic syndrome.
Our results demonstrated that oxidative stress parameters are associated with metabolic risk
factors in patients with schizophrenia

Our results have shown strong antioxidant activity of apha lipoic acid against lipid
peroxidation and oxidative damage proteins in healthy subjects. The supplementation with
alpha lipoic acid improved glucose and adiponectine levels but not enough to prevented
oxidative damage in schizophrenia.

Our results indicated that long term supplementation with high doses of antioxidants may
be risk in healthy subjects, owing to their potential to react with beneficial concentrations of
reactive oxygen species normally present at physiological conditions that are required for

optimal cellular functioning.

Key words: oxidative stress, antioxidative defense, alpha-lipoic acid, schizophrenia
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Scientific topic: Chemistry of food and dietary products

UDK number: 616. 895. 8 : [ 577. 16 : 546. 21] (043.3)



I S o o 1 = o 1 = PSPPSR 3
1.1.1. Shizofrenija, somatske bolesti i metabolicki sindrom...........cccoeevvrveruennen. 6
1.2, OKSIBLVNT SIFES......eivirieeiieieiesie sttt sttt st sa et bbb sbe s 8
1.2.1. Slobodni radiKali..........cooeieriiiiiiieee s 8
1.2.2. Antioksidativna ZaStita.......cccccuresireresiriresieeeseeesseeeesee e sreeesre e e e 11
1221, AntiokSIdatiVNi €NZIMI......c.ccooiriiiiieieie e 12
1.2.2.2. Neenzimski antioKSIdanSi..........ccerveveerereninenesieee e 15
1.2.3. Fizioloska uloga slobodnih radikala............cceoiriiiiiiiciiieccee 17
1.2.4. Oksidativna oStecenja biomolekula..........cccccoevvivieiieiiiiiiiciecieee, 18
1.2.5. Metode za odredivanje oksidativnog stresa i antioksidativne zastite......... 19
1.3. Oksidativni stres U ShiZOFreniji. .....cccceeceeceeiiecicce e 21
1.3.1. Parametri oksidativnog stresau SNiZOFreniji........coerererererieeiesesesesiee 23
1.3.2. Parametri antioksidativne zastite u shizofreniji..........ccocerieeiirieneesereeen 24
1.3.3. Oksidativni stres, metaboli¢ki sindrom i shizofrenija.........ccccceeeevvennnen. 27
1.4. Suplementacija antioksidansima u shizofreniji........ccccoveveeveereeiecie e 29
1.5, AlfarlipONSKa KISEIINGL.......ciuiieieieeeee e s 31
15.1. Hemijskastrukturai fizioloske uloge alfa-liponske kiseline................... 31
152, DIJEAMNI IZVON..uiiuiieiieieiieieiesese et sne e nne s 32
1.5.3. Bioraspolozivost i metabolizam alfa-liponske kiseline............c.ccccocevuenee. 33
1.5.4. Bezbednost suplementacije afa-liponskom kiselinom...........c..ccccueneeee. 35
15.5. Antioksidativnaulogaafa-liponske Kiseline ..., 35
1551 Neutralizacijaslobodnih radikala............cccooeviniieiiiiciiccee, 36
1552, Hédiranjemetanih jona..........ccccoeviiiiiieiicie e 36
155.3. Interakcijasaostaim antioksidansima.............cccceeeeevveieesrecieesneene 37
1554. Regulatornaulogaalfa-liponskekisaline ... 39
2. CILJEVIISTRAZIVANIA ....cooovvvvvverreneennnessssssssssssieieeeessesssseseesssssss s 41
3. ISPITANICI I METODE........cocoiiiieeesrseeee st 43
G R K= o 1 = o OSSPSR 44
I B Tz | I (o [ =SSR 44
3.3 MELOR.....ceeeee bbbt a e nre e 46
3.3.1. ANtroPOMELIijSKA MENENAL.....c.eeieierierierierieeieeee et 46

3.3.2. Odredivanje biohemijskih parametara...........cccccvveiririiniiiieniniseee 46



3.3.3. Odredivanje parametara oksidativnog StreSa........c.uvvvveerrivernrirersrnesssnensnnns 47

3.3.3.1. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujucih

SUPSEANCE (TBKRS).....iiieiieice et 47

3.3.3.2. Odredivanje koncentracije uznapredovalih produkata
oksidacije proteina (AOPP).........ccccceieeie e 48
3.3.3.3.0dredivanje nivoa superoksid anjon radikala u plazmi..................... 48
3.3.4. Odredivanje parametara antioksidativne ZaStite..........ccvrveerierrieereersienseeenn 49

3.3.4.1. Odredivanje ukupnog sadrzaja sulfihidrilnih

OruPa (SH QrUPA)....ccueeeeerieeeeeeesieeee s e ste e ste s e e eae e e sreenesneens 49
3.3.4.2. Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa (TAS) .................. 49
3.3.4.3. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaza (SOD) ....... 50
3.3.4.4. Odredivanje aktivnosti enzima paraoksonaza 1 (PON1)................ 51
3.3.4.5. Odredivanje mikrolemenata u plazmi metodom induktivno
spregnute plazma-masene spektrofotometrije (ICP-MS)................ 52
3.3.5. Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB).........cccceceeee. 53
3.3.6. Odredivanje koncentracije adipoKina............ccceevevveevieeiesieerieeiesieeee e 54
3.3.6.1. Odredivanje koncentracije leptina..........ccccveevreiiiniinecninicneene, 54
3.3.6.2. Odredivanje koncentracije adiponekting............cccceverervresenennens 54
3.4. Statisticka obrada podataka...........cccreeririeiiiiiiesiee e 55
4. REZULTATI ISTRAZIVANTA ... ioooecooeeeeeeoeeeeeeeeseeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeseeeseeseseeeee 56
4.1.  Poredenje parametara oksidativnog stresa 1 antioksidativne zastite
izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa shizofrenijom...........c......... 57
4.2.  Ispitivanje parametara oksidativnog stresai antioksidativne zastite u

odnosu na prisustvo metabolickog sindroma kod
pacijenata Sa ShiZOTFTENIJOM........coviieiieeeeee e 61
4.2.1. Korelacije izmedu parametara oksidativno-stresnog

statusa sa pojedina¢nim komponentama metaboli¢kog

sindroma u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa shizofrenijom..... 67
4.2.2. Poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite u shizofreniji u zavisnosti od stepena udruzenosti

komponenti metaboliCkog Sindroma...........ccocveeieriiniineeninicneenn 71



4.3.  Uticg suplementacije alfa-liponskom kiselinom na parametre
oksidativnog stresai antioksidativne zastite...........c..ccveeveeeieeeecreeveeneenee 75
4.3.1. Opsti podaci 0 1SPItANICIMA......ccveerrreerrerireeieeiiee e eree e seeesee e 75
4.3.2. Antropometrijski i osnovni biohemijski parametri............cc.cceeeee 76
4.3.3. Parametri oKkSidativNog StrESA..........cccueieerieeiieeeesieeseereeseeseesee e 80
4.3.4. Parametri antioksidativne ZaStite........cccvvveerriirnriieesnireessiee e 82
4.3.5. Prooksidativno-antioksidativni balans.............ccccceeereninierienenennens 89
4.3.6. Utica suplementacije alfa-liponskom kiselinom na koncentracije
leptinai adiponektina kod pacijenata sa shizofrenijom..................... 90
B, DISKUSITA. ..o s e seseaeaees 91
5.1.  Parametri oksidativog stresa i antioksidativne zastite kod
obolelih 0d SIZOfFENIJE......ccueeieieeiecieee e 92
5.2.  Ispitivanje nivoa oksidativnog stresa u odnosu na prisustvo
metabolickog sindroma kod pacijenata sa shizofrenijom.............ccccveeneeen. 97
5.3.  Uticg suplementacije afa-liponskom kiselinom na parametre
oksidativnog stresai antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije
I ZAravin ISPITANTKAL. ....c.ceeiieieicieeeee e 103
6. ZAKLIUCC ..o 109

7. LITERATURA ..ot 112



LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

8-OhdG-8-hidroksi-2-deoksiguanozin

ABTS - azinobis-etilbenztiazolin-sulfonska kiselina

AMPK - adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza

ANOVA - andizavarijanse

AOPP - (eng. advanced oxidation protein products)-produkti uznapredoval e oksidacije proteina
ARE - (eng. antioxidant reponse element)

ATP - (eng. adenosine-5'-triphosphate)- adenozin- trifosfat

CAT - (eng. catalase)-katalaza

CGl - (eng. clinical global impression)- opsti klini¢ki utisak

CNS - centralni nervni sistem

DHLA - (eng. dihydrolipoic acid) —dihidroliponska kiselina

DM SO - dimetisulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DTNB - dinitro-ditio-benzojevakiselina

DZ0Oazna - diazooksonazna

ELISA - (eng. enzyme-linked immunosor bent assay)-enzimski imunosorbent test
ESR - elektron spin rezonantna spektroskopija

EDTA- etilendiaminotetrasiréetna kiselina

FRAP - (eng. ferric reducing ability plasma)-test sposobosti redukcije feri jona
GPx - glutation peroksidaza

GR - glutation reduktaza

GSH - redukovani glutation

GSSG - oksidovani glutation

GST - glutation-S-transferaza

H,0, - vodonik peroksid



HDL - (eng. high density lipoprotein)-lipoprotein velike gustine
HNE - hidroksi-nonenal

HQO’ - hidroksilni radikal

HOCI - hipohlornakiselina

HOO’ - hidroperoksil radikal

ICP-MS - (eng. inductively coupled plasma mass spectrometry)-induktivno spregnuta
plazma- masena spektrofotometrija
IMHP - izopropil-metil--hidroksipirimidin

IDF - (eng. International Diabetes Federation)-Medunarodno udruzenje za dijabetes
ITM - indeks telesne mase

Keapl - (eng. Kelch ECH Associating Protein 1)

KVB - kardiovaskularne bolesti

LA - (eng. alpha lipoic acid)-alfa-liponska kisalina

LDL - (eng. low density lipoprotein)-lipoprotein male gustine
LOOH’ - lipidni hidroperoksid

MAO - monoamino oksidaza

MDA - maondialdehid

MetS - metabolic¢ki sindrom

MKB - medunarodna klasifikacija bolesti

NAC - (eng. N-acetylcysteine)- N-acetilcistein

NADPH - redukovani nikotinamid-adenin —dinukleotid fosfat
NBT - (eng. nitro blue tetrazolium)-nitrobluetetrazolijum
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O, - superoksidni anjon

ONOQO " - peroksinitrit
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PAB - prooksidativno-antioksidativni balans



Poazna- paraoksonazna

PLAZ2 - (eng. phospholipase A2)-fosfolipaza A2

PUFA - (eng. polyunsaturated fatty acid)-polinezasi¢ene masne kiseline
PON - paraoksonaza

Prx - peroksiredoksini
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ROQ’ - peroksil radikal
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TNF-a - (eng. tumor necrosis factor-a)-faktor tumorske nekroze alfa

TrxR - tioredoksin reduktaza



1. UVOD



Poslednjih decenija, znacajnim napretkom nauke o hrani i ishrani, utvrdeno je da se
optimalnom ishranom moze posti¢i dobro zdravlje organizmai preventivno uticati na razvoj
mnogih hroni¢nih bolesti. U tom smislu, dijetarne intervencije potenciranjem ili eliminacijom
odredenih nutrijenata ili namirnica iz ishrane, kao i primenom odredenih nutrijenata u
koncentrovanom obliku, u formi dijetetskih suplemenata, dobijaju sve vise na znacaju.

Uloga oksidativnog stresa u shizofreniji intenzivno se proucava poslednjih godina.
Najveéi broj istrazivanja u ovoj oblasti usmeren je na utvrdivanje odnosa oksidativnog stresa
i antioksidativnih zastitnih mehanizama u akutnoj psihoti¢noj epizodi i tokom faze
stabilizacije, sa posebnim interesovanjem za potencijalnu modulatornu ulogu antipsihoti¢nih
lekova. Takode, pretpostavlja se da poremecaj oksido-redukcionih procesa u stabilnoj fazi
moze uticati na klinicku sliku, tok i ishod shizofrenije.

U odnosu na opStu populaciju, oboleli od shizofrenije imaju kra¢i zivotni vek 1 povecani
rizik za razvoj somatskih prate¢ih bolesti. Visoka prevalenca metabolickog sindroma u
shizofreniji predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj koronarne bolesti i dijabetes melitusa
tip 2. Iako su odnosi izmedu metabolickog sindroma i shizofrenije kompleksni i jo§ uvek
nedovoljno prouceni, pretpostavlja se da oksidativni stres predstavlja mehanizam koji ima
integrativnu ulogu kako u razvoju metaboli¢kog sindroma, tako i njegovih komplikacija.

Rezultati nekoliko klinickih studija ukazuju na pozitivne efekte antioksidanasa kao
dodataka postojecoj terapiji, kako na poboljSanje klinicke slike, tako 1 na ublazavanje
ekstrapiramidalnih i metabolickih nezeljenih efekata antipsihotika. Suplementacija dijetarnim
antioksidansima moZe pruziti zna¢ajnu podrSsku endogenom antioksidativnom zaStitnom
sistemu u prevenciji oksidativnih oStecenja, kao i regulaciji redoks osetljivih signalnih
puteva.

Potrebna su sveobuhvatna istrazivanja odnosa izmedu shizofrenije, metabolickog
sindroma i oksidativnog stresa, kao i istrazivanja efikasnosti i bezbednosti suplementacije

antioksidansima.



1.1. Shizofrenija

Naziv shizofrenija poti¢e od grékih reci ,,schizo” §to oznacava ,,rascep® i ,,phrenos‘-
dusa (1). Ovo oboljenje predstavlja hroni¢ni, teSki i onesposobavljaju¢i psihijatrijski
poremecaj koji utice na percepciju, misljenje, afekt i ponasanje. U osnovi shizofrenije nalazi
se niz neurofizioloskih, neurohemijskih i psiholoskih poremecaja (2) koji nastgju kao rezultat

kompleksnih interakcija genetskih i faktora spoljasnje sredine (3).

Prema rezultatima epidemioloskih studija, shizofrenija se javlja u 1% opste populacije
(4) i ubrgja se u deset vodecih uzorka invalidnosti u svetu (5). Prvi simptomi shizofrenije
uobicajeno se javljagju u kasnoj adolescenciji ili ranom odraslom dobu. Stope oboljevanja
sliéne su kod muskaraca i Zena, s tim $t0 poremecaj pocinje prose¢no 5 godina ranije kod
osoba muskog pola (6). Simptomi shizofrenije Cesto se dele na: pozitivhe i negativne.
Pozitivni simptomi ukljucuju halucinacije i sumanute idegje, javljau se u oko 90% pacijenata
(7). Negativni simptomi kao §to su apatija, gubitak energije, siromastvo govora, smetnje na
planu motivacije i volje, emocionalna praznina, socijalno povla¢enje, su manje uocljivi i
Cesto perzistiraju i nakon povlacenja pozitivnih simptoma (8). Takode, mogu biti prisutni i
afektivni (potistenost, osecaj bezizlaznosti, Cesto i suicidalnost), motorni kao i kognitivni

simptomi koji se ogledaju u poremecaju paznje, pamcenja ili apstraktnog misljenja.

Terminom shizofrenija obuhvacena je relativno heterogena grupa klinickih oblika ove
bolesti. U zavisnosti od simptoma koji dominiraju klinickom slikom, prema kriterijumima
Desete revizije Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB 10) razlikuje se vise oblika
shizofrenije (F20): paranoidna, hebefrena, katatona, nediferencirana, postshizofrena depresija,

rezidualna, obic¢na, druga i neoznacena shizofrenija.



Shizofrenija najceS¢e pocinje postepeno. Pojavi psihoticnih simptoma prethodi
prodromalni period (sindrom atenuisane psihoze), koji se odlikuje poremecajima u licnom i
socijalnom funkcionisanju, i traje izmedu 2 i 5 godina. Akutna psihoticna epizoda odlikuje se
prisustvom pozitivnih simptoma, sumanutih midi i halucinacija, kao i dezorganizovanim
ponasanjem. U faz stabilizacije (tokom narednih 6 meseci, uz terapiju) dolazi do postepenog
povlacenja izrazenih psihoti¢nih simptoma. Kod dela pacijenata mogu i dalje biti prisutni
negativni simptomi, slicni onima koji su postojali tokom prodromalnog perioda. Tokom
stabilne faze bolesti kod dela pacijenata (20-30%) nema dominantnog ispoljavanja simptoma
akutne faze, dok su kod znacajnog broja bolesnika prisutni negativni i reziduani pozitivni
simptomi, koji ne variraju znacajno u pogledu intenziteta. U vecini slucajeva, shizofrenija je
hroni¢na rekurentna bolest, koja se karakteriSe izmenama akutnih epizoda i delimi¢nih ili

kompletnih remisija, s dugoro¢nim propadanjem kognitivnih i emociona nih funkcija (9).

Dobra

Akutna psihoti¢na epizoda

Hroniéna onesposobljenost

Funkcija

orbidna  Prodromalna Psihotiéna faza Stabjima faza I plato,
53 mogucim
reEpsima

Losa

Godine

Slika 1. Klini¢ki tok shizofrenije (modifikovano prema: http://primarypsychiatry.com/wp-
content/upl oads/import/0406PP_RTM _S1.jpg)



Od otkrica prvih antipsihotika 50-tih godina XX veka, farmakoloSka terapija
predstavlja osnovu le¢enja shizofrenije (10). Antipsihotici, lekovi koji se koriste u tretmanu
shizofrenije i drugih psihoti¢nih stanja, uobi¢ajeno Se dele na dve klase: antipsihotike prve
generacije (klasi¢ni antipsihotici) i antipsihotike druge generacije (atipi¢ni antipsihotici).
Antipsihotici prve generacije deluju neselektivnom blokadom dopaminskih D2 receptora
koja se odvija u svim dopaminskim putevima u centralnom nervnom sistemu. Tako,
blokadom D2 receptora u mezolimbi¢kom putu, klasi¢ni antipsihotici ostvaruju terapijsku
efikasnost u tretmanu pozitivnih psihoticnih simptoma, dok blokada D2 receptora u
nigrostrijatnom putu dovodi do izrazenih ekstrapiramidalnih nezeljenih efekata, a u
tuberoinfundibularnom putu do porasta prolaktina. Smatra se da klasi¢ni antipsihotici
uzrokuju kognitivna ostecenja i danisu efikasni u lecenju negativnih simptoma.

Za razliku od antipsihotika prve generacije, druga generacija antipsihotika izaziva
delimi¢nu dopaminsku blokadu, uz brzu disocijaciju leka od dopaminskih receptora, cime su
ekstrapiramidalni efekti u znac¢ajnoj meri redukovani. Mehanizam delovanja antipsihotika
druge generacije pored dopaminskih D2 ukljucuje i blokadu serotoninskih 5-HT2A receptora
a smatra se da postoje i drugi mehanizmi atipi¢nosti, poput agonistickog delovanja na 5-
HT1A, dejstvo na druge dopaminergi¢ke (npr. D4 receptore) i glutamatergicke receptore.
Navedeni receptorski profil povecao je efikasnost atipicnih antipsihotika na Siri spektar
simptoma-jednako su efikasni prema pozitivnim simptomima kao i klasi¢ni antipsihotici
(11,12), a dugo se smatralo da deluju i na negativne i kognitivne smptome efikasnije od
klasi¢nih antipsihotika (13,14). Antipsihotici druge generacije su efikasniji u prevenciji
relapsai za vecinu pacijenata su lekovi prvog izbora (15). Izuzetak je klozapin, koji ima veéu
efikasnost na pozitivne simptome u odnosu na klasi¢ne antipsihotike, zbog ¢ega se njegova
primena ograni¢ava na pacijente koji nisu reagovali na druge lekove, osim kod osoba sa
shizofrenijom koji su pod suicidalnim rizikom, kada je klozapin prvalinijaizbora (16).

Uprkos znacajnom napretku farmakoterapije, procenjuje se da tek oko 20-30%
bolesnika povoljno reaguje na lekove te nastavlja zivotom kao pre pocetka bolesti, u oko 20-
30% i daje su umereno izrazeni simptomi shizofrenije, a u oko 40-60% bolesnika
shizofrenija znacajno smanjuje kvalitet zivota (17). To ukazuje i na potrebu drugih terapijskih

opcijai rehabilitacijskih postupaka.



1.1.1. Shizofrenija, somatske bolesti i metabolic¢ki sindrom

Oboleli od shizofrenije imaju veéu stopu smrtnosti i kra¢i Zivotni vek u odnosu na opstu
populaciju. Osim suicida i iznenadne smrti, pove¢anom mortalitetu u shizofreniji, znac¢ajno
doprinose i somatska prate¢a oboljenja, prvenstveno kardiovaskularne bolesti (KVB), dli i
gastrointestinalna, respiratorna, endokrina i infektivna oboljenja (18). Pacijenti sa
shizofrenijom imagu dva puta vecu smrtnost od KVB (19), kao i veéu prevalencu
kardiovaskularnih faktora rizika u odnosu na opstu populaciju (20). Povecani rizik od KVB
pacijenata sa shizofrenijom dovodi se u vezu sa genetskim faktorima, nezeljenim dejstvima
antipsihotika, kao 1 loSim zivotnim navikama (puSenje, neadekvatna ishrana, fizicka

neaktivnost) (21-23).

Farmakoloska terapija shizofrenije je povezana sa razvojem metabolickih poremecaja kao
§to su gojaznost, dislipidemija i insulinska rezistencija (24,25). lako su ovi poremecaji
posebno izrazeni tokom terapije antipsihoticima druge generacije, naroCito klozapinom i
olanzapinom, njihova poveéana ucestalost kod pacijenata sa shizofrenijom uocena je jos u
XI1X veku (26). Veliki broj istrazivanja ukazuje da pacijenti u prvoj psihoti¢noj epizodi imaju
izmenjenu toleranciju na glukozu, insulinsku rezistenciju, kao i povecanu distribuciju
viscelarnog masnog tkiva u poredenju sa zdravim ispitanicima (27,28). Takode, postoje
dokazi povecane incidence intolerancije na glukozu i dijabetes melitusa tip 2 kod bliskih
srodnika osoba sa shizofrenijom (29,30). Novija istrazivanja, ukazuju da je shizofrenija
povezana sa delom TCF7L2 (engl. Transcription factor 7 like-2) koji povecava rizik od
razvoja dijabetesa (31). Ovi rezultati podrzavaju hipotezu da su metabolicki faktori rizika i
razvoj dijabetesa kod osoba sa shizofrenijom genetski determinisani.

Pored navedenih, za nastanak metaboli¢kih poremecaja u shizofreniji znac¢gjan faktor jei
unutrasnji - stres, Kkoji podrazumeva hiperaktivnost hipotalamusno-hipofizno-adrenalne
osovine i povecanje nivoa kortizola, koji je vazan Cinilac poremecaja glikoregulacije i

izmenjenog telesnog sastava (32).

Povecani rizik od KVB u shizofreniji u odnosu na opstu populaciju, moze se delimi¢no
objasniti i losim Zivotnim navikama, kao $to su neadekvatna ishrana, pusenje, zloupotreba

alkoholai sedentarni nacin Zivota (33).



Ishrana obolelih od shizofrenije se karakteriSe povecanim unosom Secera i masti, a niskim
unosom dijetnih vliakana (34,35). U odnosu na opStu populaciju, osobe sa shizofrenijom
konzumirgju znacajno manje voca, povréa, mleka i mlecnih proizvoda (33), a znacajno vise
punomasnih proizvoda, slatkisa i hidrogenizovanih masti (36). Veliki broj pacijenata sa
shizofrenijom su puSac¢i. Osim toga, nivo fizi¢ke aktivnosti je zna¢ajno manji kod pacijenata

sa shizofrenijom u odnosu na opstu populaciju (37).

Poslednjih desetak godina postoji sve vece interesovanje za istrazivanje udruzenosti
abdominalne gojaznosti, didipidemije, hipertenzije i intolerancije glukoze, u sklopu
metaboli¢kog sindroma (MetS) koji se smatra prediktorom nastankai rane smrtnosti od KVB.
Od prvih rezultata Heiskanen-a i saradnika 2003. godine, MetS u shizofreniji je tema velikog
broja istrazivanja (38). Dosadasnja istrazivanja nedvosmisleno ukazuju na visoku prevalencu
MetS kod obolelih od shizofrenije. Rizik od MetS u shizofreniji je i do 4 puta veéi u odnosu
na opStu populaciju (39) i smatra se da se javlja u oko 1/3 pacijenata sa shizofrenijom (40).
Ngmanja incidenca je kod mladih, osoba koje nisu na medikamentoznoj terapiji a najéesca

kod hroni¢nih i dugotrajno le¢enih bolesnika (41).



1.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteze oksidoredukcionih procesa koji
nastaje zbog prekomernog stvaranja slobodnih radikala, koje ¢elijski homeostatski
mehanizmi nisu u stanju da neutraliSu. Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji
sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u spoljasnjem elektronskom omotacu (42).
Prisustvo nesparenih elektrona ¢ini ovu klasu jedinjenja vrlo nestabilnim i veoma reaktivnim.
Usled teznje da postignu elektronsku stabilnost, slobodni radikali reaguju sa susednim
molekulima, dovode do njihove oksidacije i otpocCinju lanac radikalskih reakcija, koje za
posledicu imaju strukturna i funkcionalna oStecenja biomolekula i/ili promenu signalne
transdukcije i ekspresije gena, koji doprinose brojnim patoloskim procesima u organizmu
(43).

1.2.1. Sobodni radikali

Reaktivne vrste kiseonika (ROS, eng. reactive oxygen species) i reaktivne vrste azota
RNS, eng. reactive nitrogen species) se u organizmu stvargju tokom uobicajenih cCelijskih
procesa i pri niskim koncentracijama imaju fiziolosku funkciju, dok u visokim
koncentracijama ispoljavaju Stetan efekat po zdravlje (44). Povecanju koli¢ine slobodnih
radikala u organizmu mogu znacéajno doprineti i faktori sredine (UV zracenje, jonizujuce
zraCenje, aecrozagadenje), duvanski dim, izlozenost toksi¢nim materijama, unos masne hrane,

kao i upotreba nekih lekova.

U ROS se ubrgjaju slobodni radikali kiseonika: superoksidni anjon (O;"), hidroksilni
radikal (HO"), akoksil radikal (RO"), peroksil radikal (ROO"), hidroperoksil radikal (HOO),
kao i neradikalske vrste: vodonik peroksid (H.O,), hipohlorna kiselina (HOCI), ozon (O3),
singlet kiseonik (:0%). U grupu RNS se ubrajaju slobodno radikalske vrste kao §to su azot
monooksidni radikal (NO") i azot dioksidni radikal (NO), kao i neradikalske vrste: azotasta
kiselina (HNO,), nitrozil katjon (NO™), nitroksilni anjon (NO), peroksinitrit (ONOO) i dr.



Slobodni radikali produkuju se u organizmu, enzimskim i neenzimskim katalizovanim
reakcijama, uglavhom u mitohondrijama, ali i u peroksizomima, mikrozomima, ¢elijskim

membranama i membranskim vezanim enzimima (ciklooksigenaze i lipooksigenaze) (45).

Faktori okruzenja ili genetski faktori
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Slika 2. Stvaranje slobodnih radikala u ¢eliji (preuzeto i modifikovano prema Pratico

D. Trends in Pharmacol ogical Sciences, 2008)

Najznacajniji izvor stvaranja ROS u organizmu je proces oksidativne fosforilacije u
mitohondrijama. Kod sisara 90% ukupno udahnutog molekulskog kiseonika (O,) dospeva u
mitohondrije, gde se tokom c¢elijskog disanja, odvija Cetvoro-elektronska redukcija O, do
H,0, a energija oslobodena u toku transporta elektrona koristi se za sintezu adenozin
trifosfata (ATP). Usled slabih veza izmedu elektrona i odgovaraju¢ih enzima (prenosioca
elektrona), dolazi do ,,curenja“ elektrona i stvaranja ROS. Tokom ¢elijskog disanja 1-5%
kiseonika ne podleze potpunoj redukciji do H»0, ve¢ dovodi do sinteze superoksidnog anjona
(O, "), vodonik peroksida (H-O>) i hidroksilnog radikala (HO") (46).



U organizmu, slobodni radikali se produkuju i u brojnim enzimskim reakcijama koje
ukljucuju: nikotinamid adenin nukleotid (NADPH) oksidaze, NADPH-P450 reduktaze,

ksantin-oksidaze, azot oksid sintaze, lipoksigenaze, ciklooksigenaze i mijeloperoksidaze.

Superoksidni anjon (O.") nastaje u svim aerobnim d¢elijama jednovaentnom
redukcijom molekulskog kiseonika u respiratornom lancu u mitohondrijama. U
endoplazmatskom retikulumu, superoksidni anjon (O,") generisSe se u reakcijama
katalizovanim oksidazama i dejstvom NADPH-citohrom P-450 reduktaze, koji ucestvuju u
metabolizmu ksenobiotika, steroida i lipida. Osim toga, u stvaranju O, ucestvuje i ksantin
oksidaza, flavoprotein koji katalizuje poslednji stupanj degradacije purinskih baza, ftj.
prevodenje hipoksantina u ksantin i ksantina u mokraénu kiselinu. Fagocitna NADPH
oksidaza je odgovorna za stvaranje O,  u aktiviranim makrofagama i neutrofilima
Superoksidni anjon moze nastati i oksidacijom hemoglobinai mioglobina u methemoglobin i
metmioglobin. Takode, O, nastaje i pri autooksidaciji flavina, pterina, kateholamina, kao i
delovanjem spoljasnjih agenasa kao S$to je zrafenje ili delovanjem citostatika (47). U
fizioloskim uslovima O, ne izaziva stetne efekte jer ga enzim superoksid dismutaza
transformise u manje aktivan vodonik peroksid.

Vodonik peroksid (H2O,) je najstabilniji meduproizvod redukcije molekulskog
kiseonika (48). S obzirom da nema nesparenih elektrona, ubragja se u grupu neradikalskih
kiseoni¢nih vrsta. Najveée koli¢ine H,O, stvargju se u peroksizomima pod destvom
oksidaza. Takode, nastgje i dismutacijom H,O, pomocu enzima superoksid dismutaze. Stvara
se i u reakcijama autoksidacije askorbata, glutationa, tiola i kateholamina (49). U reakciji
H20; sa metalima koji imaju promenjivu valencu (gvozde, bakar, mangan i dr) dolazi do
stvaranja veoma reaktivnog hidroksilnog radikala (HO") iz H,O, i O,", Fentonovom i

Haber-Weissovom reakcijom:
Fe* + 0, " —»Fe™ + O,
Fe™ +H,0,—Fe* + HO +OH"
O, +H;0,—0, + HO +OH"

Ovi proces odigravaju se u mitohondrijama, mikrozomima i peroksizomima.
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Vodonik peroksid, u prisustvu jona gvozda i bakra, daje i veoma reaktivan
hipohloritni jon (OCIl) uz ueS$¢e enzima mijeloperoksidaze koga sekretuju neutrofili i
monociti. Ova reakcija je znaCajna za uniStavanje mikroorganizama, ali i za nastanak

oStecenja povezanih sa aktivacijom fagocita, odnosno inflamacijom (50).

Azot monoksid (NO) nastaje u gotovo svim c¢elijama, oksidacijom L-arginina u
prisustvu azot oksid sintaze (NOS) (51). Postoje tri izooblika: NOS | (nNOS-nervna), NOS 11
(eNOS-endotelna), i NOS 111 (iNOS-inducibilna). U fizioloskim uslovima NO je neophodan
za odvijanje procesa signalizacije, regulacije i zaStite organizma. U imunoloskim i
inflamatornim procesima, u makrofagama i ¢elijama drugih tkiva, stvara se iNOS koja
povecava sintezu NO, koji zatim reaguje sa O, i stvara visoko reaktivni peroksinitritni
anjon (ONOQ). NO ostvaruje najveci broj toksi¢nih efekata, delovanjem ONOQO, ili preko
njegovih metabolita, u koje spadgju HO™ i radikal azot dioksida (NO;), kao i
peroksinitritna kiselina (ONOOH).

1.2.2. Antioksidativna zastita

Antioksidativni zaStitni sistem nastao je tokom evolutivhog razvoja, kako bi organizme
zastitio od Stetnog dejstva slobodnih radikala. Prema definiciji Halliwell-a iz 1995. godine
terminom antioksidans obuhvacene su ,,sve supstance koje u maim koncentracijama u
poredenju sa supstratom koji se oksidiSe, mogu da sprece ili znacajno odloZe njegovu
oksidaciju® (52). Nesto kasnije antioksidans definisani su kao "supstance koje mogu da
sprece, odloze ili poprave oksidativna oStec¢enja ciljne molekule” (53), odnosno kao
,supstance koje direktno neutralisu ROS ili indirektno, indukuju endogene antioksidativne

zastitne sisteme ili sprecavaju stvaranje ROS (54).

Antioksidansi na osnovu porekla, mogu biti endogeni, koji se produkuju u organizmu, i
egzogeni, koji se unose putem dijetarnih izvora. Endogeni antioksidans se u zavisnosti od
prirode i na¢ina delovanja mogu podeliti na: enzime, neenzimske proteinske (npr. feritin,

metal otioneini), odnosno niskomolekularne antioksidanse (npr. glutation, bilirubin) (55).
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1.2.21. Antioksidativni enzimi

Uloga enzima antioksidativne zastite zasniva se na biotransformaciji reaktivnih slobodnih
radikala u manje reaktivna jedinjenja, kao i u obezbedivanju dovoljne koli¢ine redukcionih
ekvivalenata u c¢eliji, neophodnih za prevenciju razvoja oksidativnog stresa (56). Od

primarnih enzima antioksidativne zastite najznacajniji su:

Superoksid dismutaza (SOD)-metaloenzim koji katalizuje reakciju dismutacije

superoksidnog anjona (O, ) u vodonik peroksid (H2O,) i O, prema sledecoj reakciji :
2H++202.-—> O + H,0O,
Kod ljudi, postoje tri razli¢ite izoenzimske forme superoksid dismutaze: Cu,ZnSOD (SOD1)

koja se naazi u citozolu, MnSOD (SOD2) koja je lokalizovana u mitohondrijama i
ekstracelularna ECSOD (SOD3) .

Katalaza (CAT) prevodi vodonik peroksid (H20,) do molekularnog kiseonika i vode, i na

taj nacin sprecava njegovu difuziju u druge delove celije:

2H202- O2+ 2 H20

S obzirom da je ova reakcija dvostepena i zahteva vezivanje dva molekula H202 za katal azu,
od znacaja je u uslovima povecane produkcije H,O; (57). Katalaza je intracelularni enzim
koji je lokalizovan u peroksizomima osim kod eritrocita gde se nalazi u citozolu (58). Ovgj
enzim za aktivan centar ima vezane &etiri subjedinice koje sadrze hem grupu (Fe**-

protoporfirin).

Glutation peroksidaza (GPx) je selenoprotein koji ima ulogu da redukuje niske

koncentracije H20z2 i lipidne hidroperokside do alkohola i vode, prema slede¢im reakcijama:

2 GSH + H202-» GSSG + 2 H20

2 GSH + ROOH - GSSG + ROH + H20
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Kod ljudi postoje 4 razlicite Se-zavisne glutation peroksidaze. GPx1 je ngjzastupljenija
formai lokalizovana je intracelularno, u citozolu i mitohondrijama. GPx2 se nalazi u citozolu
¢elija gastrointestinalnog trakta, dok je GPx3 enzim lokalizovan u ekstracelularnim
teCnostima organizma. GPx4 se nalazi u citozolu i membranama, a ima jedinstvenu
sposobnost da pored H202 redukuje fosfolipidne hidroperokside i perokside holesterola.

Aktivnost GPx povezana je sa oksidacijom glutationa (59).

Glutation reduktaza (GR) katalizuje redukciju oksidovanog glutationa, uz ucesce

koenzima NADPH, koji nastaje u reakcijama pentoza-fosfatnog puta.

GSSG + NADPH + H" - 2GSH + NADP*

Obzirom da je ovg enzim odgovaran za regeneraciju redukovanog glutationa (GSH), osim za

procese antioksidativne zastite, znacajan jei za odrzavanje redoks potencijala Celije.

Glutation-S-transferaza (GST) predstavlja enzim faze |1 biotransformacije. Ovg enzim
je ukljucen u brojne procese detoksifikacije, tako $to katalizuje reakciju konjugacije GSH sa
razli¢itim ksenobioticima, kao 1 sa produktima koji nastaju oksidativnim oSte¢enjima
biomolekula (oksidativno modifikovane DNK, lipidni hidroperoksidi i produkti terminalne

faze lipidne peroksidacije).
GSH + R-X - G-SR + HX
Peroksiredoksini (Prx) su grupa selen-nezavisnih peroksidaza, koje katalizuju redukciju
H,0,, organskih hidroperoksida, kao i peroksinitrita (ONOQO). Pored antioksidativne uloge,

peroksiredoksini ucestvuju i u procesima celijske signalizacije, proliferacije, diferencijacije i

apoptoze (55).
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Slika 3. Antioksidativni enzimi i njihovi kofaktori, supstrati i lokalizacija (59)

Tioredoksin reduktaza (TrxR) je selen-zavisni flavoprotein koji zajedno sa
polipeptidom tioredoksinom ima znacajnu ulogu u odrzavanju redoks statusa celije 1
regulaciji redoks osetljivih signalnih puteva. Tioredoksin deluje i kao kofaktor za metionin

sulfoksid reduktazu, enzim koji je uklju€en u reparaciju oStecenih proteina.

Enzim paraoksonaza ucestvuje u procesima razlaganja lipidnih produkata koji nastaju
oksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina. U organizmu ova enzim javlja se u tri oblika
PON1, PON2 i PON3. PONI je kalcijum zavisna esteraza koja se sintetiSe u jetri i
transportuje u cirkulaciji vezana za HDL cestice. PON1 ima vaznu ulogu u prevenciji
ateroskleroze, jer je pokazano da sprecava oksidativnu modifikaciju LDL, ali 1 HDL cestica
uzrokovanih slobodnim radikalima (60). PON2 je intracelularni enzim koji se nalazi u
razli¢itim tkivima, a najviSe u mozgu, jetri i testisima, a Slobodnog ga nema u cirkulaciji (61).
Smatra se da spre¢ava formiranje O, u mitohondrijama interakcijom sa koenzimom Q.
PON3 je najmanje proucavani enzim ove familije, poznato je da se takode transportuje vezan
za HDL Ccestice ali se pretpostavlja da ima razliitu supstratnu specifi¢nost u poredenju sa
PONL1 (62).
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1.2.2.2. Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidans mogu biti endogenog ili egzogenog porekla, a u zavisnosti od
afiniteta i rastvorljivosti u lipidima, dele se na lipo- i hidrosolubilne. Ova osobina odreduje
mesto njihovog delovanja. Liposolubilni antioksidansi su lokalizovani u ¢elijskim
membranama i lipoproteinima (vitamini E, A, B-karoten, koenzim Qig). Hidrosolubilni
antioksidansi nalaze se u citozolu, odnosno ekstracelularnom prostoru (vitamin C, GSH,
mokra¢na kiselina i brojna druga jedinjenja (albumin, transferin, ceruloplazmin, feritin,
bilirubiny).

Endogeni neenzimski antioksidansi

Grupa neezimskih antioksidanasa obuhvata: proteine koji vezuju metale sa promenjivom
valencom, polipeptide i niskomolekularne antioksidanse.

Minerali sa promenjivom valencom, kao §to su bakar i gvozde, imgu esencijalnu ulogu u
organizmu. Ovi mikroelementi predstavljgju kofaktore velikog broja enzima, koji su
ukljuceni u energetski metabolizam, transport kiseonika, kao i antioksidativnu zastitu
organizma. Medutim, u nevezanom obliku, ispoljavaju prooksidativno delovanje visestrukim
mehanizmima:  stvaranjem reaktivnog HO® (Fenton-ovom reakcijom), ubrzavanjem
razgradnje lipidnih hidroperoksida (LOOH") do LO" i LOO', kao i autooksidacijom malih
molekula (npr. vitamin C, kateholamini) koja je takode pracena produkcijom slobodnih
radikala. Znacajnu ulogu u heliranju metala sa promenjivom valencom, imaju proteini
(feritin, ceruloplazmin i dr.), kao i metalotioneini koji se generiSu tokom oksidativnog
oste¢enja. Osim toga, abumini i drugi proteini, zahvaljujué¢i sulthidrilnim (-SH) grupama
doprinose ukupnom antioksidativnom kapacitetu plazme nespecifiénim vezivanjem slobodnih
radikala.

U grupu polipeptidnih neenzimskih antioksidanasa ubraja se ve¢ pomenuti tioredoksin, ali
i glutaredoksini i sulfiredoksini, koji deluju kao disulfid reduktaze i od znacaja su za
odrzavanje redoks statusa celije.

Glutation (GSH) je tripeptid (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin) koji se u ¢eliji nalazi kao
tiol u redukovanom obliku (GSH) i u znatno manjoj koli¢ini kao disulfid, oksidovani oblik
(GSSG). Glutation je kofaktor u reakcijama koje katalizuje GPx i GST; moze da reaguje sa
HO', RO' i ROQ', a uéestvuje i u regeneraciji endogenih antioksidanasa (vitamin Ci E) (55) .
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Bilirubin je krajnji produkt metabolizma hemoproteina. Ima snazni antioksidativni efekat
protiv ROO" i H20z2.

Mokraéna Kkiselina je znaCajan fizioloSki antioksidans, koji znacajno doprinosi U
ukupnom antioksidativnom kapacitetu plazme. Smatra se da direktno deluje na singlet
kiseonik, HOCI, ROO’, ONOQO' i ozon. Takode, formira stabilne komplekse sa Fe*. Na ova
nadin smatra se da mokraéna kiselina inhibira Fe* katalizovanu oksidaciju vitamina C i
lipidnu peroksidaciju (63).

Koenzim Q3 je endogeno jedinjenje koje je esencijalno za sintezu ATP i uglavnom je
lokalizovan u mitohondrijalnim membranama. Pored uloge u energetskom metabolizmu,
koenzim Qo deluje i kao antioksidans, direktno neutralise ROO’ ili indirektno regenerise

antioksidativne vitamine C i E.

Dijetarni antioksidansi

Vitamin E je liposolubilni vitamin koji obuhvata 8 razli¢itih strukturnih izomera
tokoferola i tokotrienola, od kojih a-tokoferol ima najsnazniju antioksidativnu aktivnost.
Najznacajnija uloga vitamina E je spreavanje lipidne peroksidacije ¢elijskih 1 subcelijskih
membrana. U ovoj reakciji tokoferol reaguje sa lipidnim radikalima, pri ¢emu nastaje
tokoferoks radikal, koji se, u prisustvu drugih antioksidanasa (vitamin C, glutationa, a-
liponska kiselina ili koenzim Qig), moze redukovati u polazni, bioloski aktivan tokoferol
oblik (46).

Vitamin C, askorbinska kiselina, je hidrosolubilni vitamin koji pruza zastitu od
oksidativnog osteCenja u ekstracelularnoj te¢nosti i citoplazmi. Ima sposobnost da direktno
neutraliS§e ROS (HO', O,", LOO i RO"). Takode, regeneri$e vitamin E i GSH i produzava
njihovo delovanje. Poznato je da vitamin C u veé¢im koli¢inama doprinosi povecanom
oslobadanju Fe iz apoferitina. Indirektno, u prisustvu jona prelaznih metala (Fe3+, Cu2+) moze
povecati stvaranje HO' i ispoljiti prooksidativno delovanje.

B-karoten je liposolubilni antioksidans iz grupe karotenoida, lokalizovan uglavnom u
¢elijskim membranama. Predstavlja prekursor vitamina A. -karoten reaguje sa slobodnim
radikalima (singletnim kiseonikom i lipidnim peroksidima) i Stiti membrane od lipidne
peroksidacije. lako imaju sabije izrazen antioksidativni efekat od vitamina E, p-karoten i
vitamin A, sinergisticki deluju sa vitaminom C 1 E u zastiti ¢elija od oksidativnog oStecenja

(64). Osim pB-karotena, znacaj imaju i ostali karotenoidi (likopen, lutein, zeaksantin,
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astaksantin) Cije uloge u antioksidativnoj zastiti organizma poslednjih godina intenzivno se
istrazuju.

Flavonoidi su velika grupa polifenolnih jedinjenja, koji su Siroko rasprostranjeni u
namirnicama biljnog porekla. Prema rezultatima in vitro studija, antioksidativna aktivnost
flavonoida zasniva se na inhibiciji aktivnosti prooksidativnih enzima ili vezivanju
prooksidativnih metalnih jona. Takode, imaju sposobnost da neutraliSu ROS kao Sto su
ROO’, HO', O, kao i H,O; (46).

Minerali, kao §to su selen i cink, iako nemaju direktno antioksidativno delovanje,
ulaze u sastav velikog broja antioksidativnih enzima. Pretpostavljeni mehanizmi
antioksidativnog dejstva cinka obuhvataju zastitu —SH grupa proteina i enzima od
oksidativnog o$te¢enja, kao i smanjenje prelaznim metalima indukovane produkcije HO'.
Dodatno, cink dovodi do indukcije sinteze drugih antioksidanasa, kao §to su metalotioneini
(65).

1.2.3. FizioloSka uloga slobodnih radikala

Poznato je da osim $to predstavljaju sporedne produkte nastale tokom aerobnog
metabolizma u ¢elijama, ROS imaju i brojne fizioloske uloge u organizmu. ROS kao signalni
molekuli, u€estvuju u procesima proliferacije, apoptoze 1 aktivaciji transkriptornih faktora za
ekspresiju gena. Na ovaj nac¢in ROS ucestvuju u vaskularnoj c¢elijskoj signalizaciji,
ukljucujuci aktivaciju endotelne azot oksid sintaze i stimulaciju oslobadanja hemotaktickih
agenasa i faktora rasta, zatim modulaciji koncentracije intracelularnog kalcijuma, kao i
aktivaciji transkriptornih faktora za NF-xB i proteinske kinaze. Produkcija O, , HOCI i
H,O, u aktiviranim fagocitima je od znafaja u zastiti od infekcija. H,O, deluje kao
intracelularni glasnik. Odredene koli¢ine O, i H»O, su neophodne za aktivaciju signanih
puteva koje fenomenom hormeze omogucavaju adaptaciju i povecanje otpornosti organizma
(66). NO je esencijalan za relaksaciju i proliferaciju glatkih misi¢nih ¢elija, adheziju
leukocita, agregaciju trombocita, angiogenezu, odrzavanje vaskularnog tonusa (67). U
nervnom sistemu, NO je ukljucen u procese: neurotransmisije, neuromodulacije, patogenezu
bola, regulaciju unosa hrane, termoregulaciju, mikrocirkulaciju, a u aktiviranim makrofagama

je znacajan medijator imunog odgovora (68).
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124 Oksidativna oStecenja biomolekula

Oksidativni stres kao posledica povecane produkcije ROS i/ili smanjene efikasnosti
antioksidativne zaStite smatra se da ucestvuje u patogenezi velikog broja bolesti, kao i u
procesu starenja. Prema slobodno radikalskoj teoriji starenja, tokom godina dolazi do
slabljenja kapaciteta endogene antioksidativne zastite organizma usled genetski programirane
redukcije u sintezi endogenih antioksidanasa, kao i smanjene apsorpcije dijetarnih
antioksidanasa, $to dodatno potencira stetno delovanje ROS (69). Osteéenja ¢elija u stanjima
poveéanog oksidativnog stresa vezana su za reakcije neneutralisanih ROS sa lipidima,

proteinima, nukleinskim kiselinamai ugljenim hidratima.

Lipidna peroksidacija je niz lancanih slobodno radikalskih reakcija koje dovode do
oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina (engl. Polyunsaturated fatty acid-PUFA) koje
ulaze u sastav bioloSkih membrana ¢ime dolazi do promene fluiditeta, smanjenja odrzavanja
koncentracionog gradijenta, povecanja permeabilnosti i inflamacije. Prvi korak u inicijaciji
lipidne peroksidacije predstavlja izdvajanje atoma vodonika iz membranskih PUFA pri ¢emu
nastgje lipidni radikal (L"). U daljim procesima, dolazi do lan¢anih slobodno radikalskih
reakcija (propagacija) u kojima dolazi do stvaranja peroksil radikala i lipidnih
hidroperoksida. Zavrsni proizvodi lipidne peroksidacije su: malondialdehid (MDA) i 4-
hidroksi nonenal (4-HNE). MDA moze da reaguje sa slobodnim amino-grupama proteina i
nukleinskim kiselinama i da dodatno osteti ¢elije (70). 4-hidroksi nonenal, je toksican i

inhibira rast ¢elija, modifikuje metabolizam lipoproteinai podstice razvoj ateroskleroze.

Povecéana produkcija ROS dovodi do oksidativne modifikacije transportnih i strukturnih
proteina, kao i inhibicije aktivnosti enzima. Modifikacija proteina je uglavhom inicirana
reakcijama sa HO' tokom koje oksidovani aminokiselinski bo¢ni lanci formirgju protein-
protein unakrsne veze. Osm toga, ROS mogu dovesti do fragmentacije proteina (71).
Takode, blokira se i proteoliza pri ¢emu dolazi do akumulacije oksidovanih proteinskih

produkata.

Permanentna modifikacija genetskog materijala usled oksidativnog ostecenja poznato je
da predstavlja prvi korak u mutagenezi, karcinogenezi i starenju. Oksidativni stres moze
izazvati razlic¢ita oSte¢enja DNK, ukljucujuc¢i prekide jednog ili oba lanca, razmene
sestrinskih hromatida, DNK-DNK i DNK-protein unakrsno povezivanje i modifikaciju baza
(72).
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1.2.5. Metode za odredivanje oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite

Slobodni radikali su veoma reaktivni i imaju kratak poluzivot, §to zgjedno sa niskom
koncentracijom, znacajno otezava njihovo odredivanje u bioloskom materijalu. Direktno
odredivanje slobodnih radikala obuhvata metode elektron-spin rezonantne (ESR)
spektroskopije, koje se zasnivaju na rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnog zracenja od
strane nesparenih elektrona. Najces¢e se za odredivanje slobodnih radikala koristi ,,spin-
trapping“ metoda koja podrazumeva dodatak odredenih jedinjenja, tzv. ,,spin-trap“-ova
(hvataca radikala) pri ¢emu se formiraju relativno stabilni radikali ,,spin adukti®, pogodni za
detekciju ESR spektroskopijom (73). Zbog potencijalne toksi¢nosti hemijskih supstanci koje
se koriste u ovim metodama, njihova primena je uglavnom ograni¢ena za odredivanje
koncentracije slobodnih radikala u in vitro i ex vivo istrazivanjima, kao i in vivo studijama na
eksperimentalnim zivotinjama.

Za procenu stepena oksidativnog stresa, najcesce se koriste indirektne metode, koje se
zasnivaju na odredivanju oksidovanih produkata lipida, proteina i DNK molekula i/ili
aktivnosti parametara antioksidativne zastite.

Procena stepena lipidne peroksidacije moze se izvrSiti odredivanjem statusa PUFA,
koncentracije primarnih (lipidni hidroperoksidi, konjugovani dieni) i sekundarnih produkata
lipidne peroksidacije (MDA, 4-HNE, F2-izoprostani). Najces¢e koriSéeni parametar za
procenu lipidne peroksidacije je MDA, koji se moze odrediti kolorimetrijskom metodom
(tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance (TBKRS) testom) ili selektivnijom HPLC
metodom. Odredivanje F2-izoprostana, koji nastgje oksidacijom arahidonske kiseline (8-
isoprostaglandin F,,), smatra se da predstavlja pouzdan metod za procenu stepena endogene

lipidne peroksidacije.

NajceS¢e koriS¢ene metode za procenu stepena oksidativnog oStecenja proteina
obuhvataju odredivanje koncentracija: slobodnih SH grupa, nitrotirozina i karbonilnih grupa,
kao i produkata uznapredovale oksidacije proteina (engl. Advanced oxidation protein
products-AOPP).

Odredivanje Stetnog delovanja slobodnih radikala na DNK, najc¢esce se vrsi odredivanjem
8-hidroksi-2- deoksiguanozin (8-OHAG) nukleotida koji nastge oksidacijom guanina, a
odreduje se iz urina i u krvi. Takode, odreduju se i oksidovane baze (5-OH citozin, 8-OH

adenozin, 8-OH guanozin o timidin glikol) komet esegjom (74).
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Procena efikasnosti endogene antioksidativne =zaStite organizma naj¢e$ée se vrSi
odredivanjem aktivnosti antioksidativnih enzima, uglavhom SOD, GPx i CAT, Kkoji
predstavlju prvu liniju odbrane, i/ili odredivanjem koncentracije antioksidativnih vitamina
(A, Ci E), karotenoida i tiolnih jedinjenja, koji sadrze slobodne SH grupe, od kojih je

najznacajniji glutation.

Odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSH) se koristi za procenu celijske
redoks ravnoteze. Pokazano je da u fizioloSkim uslovima odnos GSH/GSSG prelazi 100, dok

u razli¢itim modelima oksidativnog stresa ovaj odnos iznosi svega 1-10 (75).

Takode, razvijeno je vise metoda koje se koriste za merenje ukupne antioksidativne
aktivnosti plazme/seruma, kao Sto su test sposobnosti redukcije feri jona (engl. Ferric
reducing ability plasma-FRAP), troloks ekvivalentni antioksidativni kapacitet (engl. Trolox
equivalent antioxidant capacity- TEAC), totalni antioksidativni status (engl. Total antioxidant
status-TAS) ili kapacitet apsorpcije radikala kiseonika (engl. Oxygen radical absorbance
capacity -ORAC) (76).

Odredivanjem vrednosti prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB) omogucava se
istovremeno odredivanje prooksidanasa i antioksidanasa u datom uzorku, a time i mera

postojece ravnoteze izmedu njih (77).
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1.3. Oksidativni stresu shizofreniji

Od 50-tih godina XX veka kada je pretpostavljeno da oksidativna oSte¢enja mogu
imati ulogu u patofiziologiji shizofrenije (78) izvrSena su brojna istraZivanja u ovoj oblasti.
Ograniceni broj post mortem analiza mozdanog tkiva i cerebrospinalne te¢nosti, kao i veliki
broj studija zasnovan uglavnom na odredivanju aktivnosti antioksidativnih enzima i stepena
lipidne peroksidacije u perifernim tkivima, ukazuje na izmenjeni oksidativno-stresni status
pacijenata sa shizofrenijom. lako ne predstavlja glavni uzrok, pretpostavlja se da oksidativni
stres moze znacajno uticati na klinicki tok i terapijski ishod shizofrenije. Oksidativna
oste¢enja neurona mogu doprineti razvoju brojnih klini¢kih karakteristika shizofrenije, kao
Sto su prominentni negativni simptomi, neurokognitivni deficit, ekstrapiramidalni simptomi i
tardivna diskinezija (79).

U prilog ovim pretpostavkama, bitna je Cinjenica da je mozak organ koji je veoma
osetljiv na oksidativna oSteCenja. lako ljudski mozak c¢ini svega 2% telesne teZine, za
normalno funkcionisanje koristi oko 20% ukupnog kiseonika (80). Intenzivna aerobna
metaboli¢ka aktivnost neurona odvija se u cilju sinteze ATP-a koji je neophodan za aktivnost
Na'/K*-ATP-aza i odrzavanje akcionog potencijala, kao i za sintezu neurotransmitera.
Rezultati studija na animalnim modelima shizofrenije, kao i nekoliko klinickih studija
ukazuju na postojanje mitohondrijalne disfunkcije u shizofreniji (81-83).

Neki delovi centralnog nervnog sistema, posebno bazalne ganglije (substancija nigra,
globus palidus i putamen) sadrze znacajne koli¢ine gvozda, Sto ih ¢ini posebno osetljivim na
oksidativni stres. Najveci deo deponovanog gvozda u mozgu nalazi se u sastavu feritina, a
male koli¢ine i u hemosiderinu. Gvozde ulazi u sastav hemoglobina, citohroma, ne-hem
proteina u respiratornom lancu, kao i tirozin- i triptofan hidroksilaza. Transferin donosi
gvozde preko krvno-mozdane barijere. OStec¢enjem nervnog tkiva oslobada se ,.kataliticko*
gvozde koje ucestvuje u produkciji reaktivnog HO™ (84).

Povecana osetljivost mozdanih struktura na oksidativni stres povezanajei savisokim
sadrzajem PUFA, pre svega arahidonske kiseline i dokozaheksaenske kiseline, koje su veoma
osetljive na delovanje slobodnih radikala. Lipidna peroksidacija dovodi do strukturnih i
funkcionalnih poremecaja bioloskih membrana. Zavrsni produkti lipidne peroksidacije, kao
Sto su MDA i 4-HNE, dovode do daljih oste¢enja. 4-HNE posebno je citotoksi¢an za neurone
jer povecava intracelularnu koncentraciju kalcijuma, dovodi do inaktivacije transportera za

glutamat i oStecenja neurofilamentnih proteina (79).

21



Neuroni i astrociti su veoma metabolic¢ki aktivne ¢elije, u kojima se generise velika
koli¢ina intracelularnog vodonika i H>O, Monoamin oksidaze (MAO) produkuju H,O; i
aldehide, dok enzimi kao S§to su ciklooksigenaze i lipooksigenaze produkuju organske
perokside (85). Takode, visoka oksigenacija dovodi do poveéane autooksidacije
neurotransmitera (86).

Smatra se da znacajne koli¢ine ROS u shizofreniji nastaju kao posledica intenzivnog
metabolizma dopamina (87). Dopamin ima dihidrohinonsku strukturu i moze se neenzimski
oksidovati do o-hinona, pri ¢emu dolazi do redukcije kiseonika do H,O,. S druge strane,
enzimska oksidativha deaminacija dopamina pomo¢u MAO takode dovodi do formiranja
H,O; i 3,4-hidroksifenilsiréetne kiseline (Slika 4). Autooksidacijom, kao i metabolizmom
dopamina, produkuje se H,O,, koji dalje u prisustvu gvozda, dovodi do stvaranja toksi¢nog
HO'".

Dopamin

0.

Autooksidacija | Deaminacija

Mn H,0
o . MAO
Semihinon
SoD 3,4-dihidroksifenilsircetna
.- kiselina
0, —_ H.0,
Fe 2
/
K- Fe ™
OH*

!

Lipidna peroksidacija

Slika 4. Autooksidacijai oksidativna deaminacija dopamina (79)

Daljim progresivnim gubitkom dopamina, intenzivira se metaboli¢ki obrt dopamina u
preostalim neuronima i ubrzava nakupljanje njegovih oksidovanih metabolickih produkata,
Sto dovodi do smanjenja endogenih rezervi GSH i modifikacije SH grupa receptorskih
proteina. Mitohondrije su posebno osetljive na povecane koncentracije dopamina i njegovih

toksicnih metabolita, obzirom da je MAO lokalizovana sa spoljaS$nje strane mitohondrijalne
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membrane. Visoke koncentracije dopamina dovode do ireverzibilne inhibicije kompleksa |
respiratornog lancai promene potencijala membrane mitohondrija.

Neki istrazivaci smatraju da je prekomerna stimulacija N-metil-D-aspartat (NMDA)
receptora posredovana slobodnim radikalima kao $to su O,” i NO (88,89). Aktivacija NMDA
receptora glutamatom, stimulise fosfolipazu A2 (PLA2) koja dovodi do oslobadanja
arahidonske kiseline, $to moze povecati produkciju ROS. Gubitak arahidonske kiseline, bilo
aktivacijom PLAZ2 ili lipidnom peroksidacijom, negativnom povratnom spregom moze
dovesti do poremecaja glutamatergicke neurotransmisije, koji je jedan od pretpostavijenih
mehanizama u patofiziologiji shizofrenije. Oslobadanje dopamina smanjeno je pri niskim
koncentracijamaNO, dok je povecano pri visokim. Sli¢no je i sa noradrenalinom.

Aktivacijom razli¢itih formi NOS u centranom nervnom sistemu, dolazi do
generisanja NO, koji dalje vodi do formiranja veoma toksi¢nog peroksinitrita (ONOQO"). U
fizioloskim uslovima, NO 1 njegovi metaboliti reaguju sa tiolima, i grade stabilne S-
nitrozotiole. Gegg i saradnici su utvrdili kompenzatorno poveéanje GSH u astrocitima
izlozenim NO (90). Medutim, reakcije GSH sa NO su kompetitivne sa aktivnos¢u GPx koja
razlaze vodonik-peroksid.

Uprkos velikoj osetljivosti i podloznosti za oksidativna oSte¢enja, mozak ima
relativno nizak nivo antioksidativne zastite. Za razliku od astrocita, neuroni imaju veoma
nisku aktivnost katalaze kao i aktivnost sistema GSH/GPx/GR. Najznac¢ajnije komponente
antioksidativne zastite su peroksi- i tioredoksini, koji su, medutim, nedovoljno efikasni u

hroni¢nim stanjima povecane produkcije H,O, u neuronima (84).

1.3.1. Parametri oksidativnog stresa u shizofreniji

Rezultati velikog broja studija ukazuju na poremecaj metabolizma fosfolipida 1
Celijske signalizacije kod pacijenata sa shizofrenijom (91-93). Utvrdene su smanjene
koncentracije PUFA u fosfolipidima plazme (94,95), eritrocitima (96,97), trombocitima (98),
fibroblastima koze (99) i postmortalnim tkivima mozga (94,100,101). Jedan od predlozenih
mehanizama koji dovodi do poremecaja statusa PUFA u shizofreniji, odnos se na
oksidativnim stresom i inflamacijom posredovanu aktivaciju PLA2 koja je odgovorna za
razgradnju membranskih fosfolipida (102).
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Pove¢ani nivoi MDA (ili TBARS) su utvrdeni kod hroni¢nih pacijenata sa
shizofrenijom, koji su naterapiji (103-108), ali i kod pacijenata u prvoj epizodi shizofrenije
koji nisu uzimali antipsihoticne lekove (109,110). Takode, utvrdene su i znacajno vece
koncentracije 4-HNE kod pacijenata sa shizofrenijom (105, 111). Zatim, utvrdene Su
povecane koncentracije lipidnih peroksida u cerebrospinalnoj te¢nosti (112) i trombocitima

(113), kao i povecane koncentracije izoprostana u urinu pacijenata sa shizofrenijom (114).

Relativno mali broj studija ukazuje na oksidativna oSte¢enja ostalih biomolekula u
shizofreniji. Povecana oksidativna/nitrativna modifikacija proteina je utvrdena u plazmi i
trombocitima pacijenata sa shizofrenijom (115,116). Studija Jorgensen i saradnika iz 2013.
godine je pokazala za 20% povecanu ekskreciju 8-okso-7,8-dihidrodeoksiguanozinai 8-okso-
7,8-dihidroguanozina, kao markera oksidativnog oS$te¢enja DNK, odnosno RNK kod
pacijenata sa shizofrenijom, u odnosu na kontrolnu grupu (117).

1.3.2. Parametri antioksidativne zas$tite u shizofreniji

Rezultati dosadasnjih studija, generalno, ukazuju na izmenjenu aktivnost
antioksidativnog zaStitnog sistema kod pacijenata sa shizofrenijom, iako su rezultati o

promenama pojedina¢nih parametara, naroCito enzimske antioksidativne zaStite veoma

nedosledni.

Tako je utvrdeno da je aktivnost SOD, koja predstavlja prvu liniju odbrane protiv ROS,
smanjena (118-121), poveéana (122-124) ili nepromenjena (125) u shizofreniji. Razliditi
rezultati su dobijeni i za aktivnost GPx (110, 126-128), kao i za CAT, za ¢iju aktivnost je
utvrdeno da je smanjena (120, 122) ili povecana (126) kod pacijenata sa shizofrenijom, u
odnosu na kontrolnu grupu. Ovi heterogeni rezultati, ukazuju da promene u enzimskoj
antioksidativnoj zastiti u shizofreniji mogu odrazavati razlike u intenzitetu oksidativnog
stresa, kao 1 adaptivne mehanizme antioksidativne zastite u odnosu na klini¢ki tok
shizofrenije (129-131). Prema literaturnim podacima, utvrdene razlike u aktivnostima
antioksidativnih enzima u shizofreniji uglavnom se objasnjavaju tezinom klinicke Slike,

specifi¢nostima primenjene terapije ili duzinom bolesti (132).

24



Pazvantoglu i saradnici su pokazali da je antioksidativni kapacitet plazme u negativnoj
korelaciji sa tezinom simptoma shizofrenije, ali ne i sa duzinom bolesti (133). Takode,
utvrdeno je da se aktivnost antioksidativnih enzima razlikuje izmedu razli¢itih podtipova
shizofrenije: SOD 1 GPx aktivnosti su bile znacajno nize kod pacijenata sa paranoidnom i
rezidualnom shizofrenijom, u odnosu na dezorganizovani tip shizofrenije i kontrolnu grupu
(104).

U studiji Raffa i saradnika utvrdeno je da su aktivnosti SOD, CAT kao i koncentracije
GSH, nize kod pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu grupu. Medu shizofrenim
pacijentima, aktivnosti SOD i CAT su dodatno znacajno snizene kod pacijenata koji nisu
uzimali lekove u odnosu na grupu koja je na antipsihoti¢noj terapiji. Ovi istrazivaci su
pretpostavili da smanjene koncentracije GSH i aktivnosti antioksidativnih enzima u
pacijenata sa shizofrenijom nisu posledica terapije antipsihoticima i da se parametri
antioksidativne zaStite mogu Smatrati bioloSkim markerima tezine bolesti (120). Rezultati
smanjene aktivnosti SOD i GPx u prvoj psihoti¢noj epizodi, prethodno su publikovani i od
strane Dadeech i saradnika (110). Rezultati ovih studija su u suprotnosti sa pretpostavkom da
antipsihotici mogu dodatno pogorsati oksidativni stres u shizofreniji (134-136).

Osim razlika u zavisnosti od primene terapije, postoje i kontroverze u vezi sa nivoom
oksidativnog stresa kod pacijenata lecenim klasiénim, odnosno atipi¢nim antipsihoticima.
Neki istrazivac¢i su utvrdili da hroni¢na terapija haloperidolom, ali ne i atipi¢nim
antipsihoticima (risperidon, klozapin ili olanzapin) uzrokuje oksidativni stres, uz smanjenu
aktivnost antioksidativnih enzima i povecanje lipidne peroksidacije (135). Medutim, postoje
literaturni podaci koji ukazuju da hroni¢na terapija haloperidolom dovodi do smanjenja
lipidne peroksidacije u cerebralnom korteksu (137), kao i da dugotrajna terapija klozapinom
dovodi do smanjenja aktivnosti GPx u plazmi (138). Drugi istrazivaci su pretpostavili da je
izrazeni oksidativni stres u pacijenata na terapiji klozapinom primarno povezan sa tezinom
bolesti, jer je ovg lek indikovan kod pacijenata rezistentnih na terapiju drugim
antipsihoticima (103). Medutim, u veoma kompleksnom istrazivanju Zhang i saradnika nisu
utvrdene znacajne razlike u nivoima MDA i aktivnosti SOD i CAT u plazmi, medu
podgrupama pacijenata na hroni¢noj terapiji klozapinom, risperidonom i klasi¢nim
antipsihoticima (104). Sli¢ni rezultati su kasnije dobijeni i u drugim istrazivanjima (127). Na

osnovu ovih rezultata, smatra se da klasi¢ni i atipi¢ni antipsihotici, iako imaju razlicite
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farmakoloSke mehanizme delovanja, njihov krgjnji efekat na oksidativni stres je isti. Kao sto
je ve¢ pomenuto, pretpostavlja se da su promene u aktivnosti antioksidativnih enzima i
nivoima oksidativnog ostecenja, nezavisne od vrste terapije i da su primarno povezane sa
patofizioloskim procesima u shizofreniji. Takode, nije utvrdeno da duzina bolesti, kao ni
primenjena doza antipsihotika, izrazena u hlorpromazin ekvivalentima, uticu na parametre

enzimske antioksidativne zastite u shizofreniji (132).

Zarazliku od aktivnosti antioksidativnih enzima, literaturni podaci uglavhom ukazuju
na smanjeni kapacitet neenzimske antioksidativne zastite kod pacijenata sa shizofrenijom.
Niske koncentracije GSH u shizofreniji su utvrdene u post-mortem uzorcima mozga (128,
139) kao i in vivo primenom magnetne rezonantne spektroskopije (140,141). Niske
koncentracije GSH su odredene u cerebrospinalnoj te¢nosti pacijenata u akutnoj epizodi
shizofrenije (140) kao i u krvi pacijenata sa shizofrenijom, nezavisno od primene
antipsihotika (120).

Ukupnom antioksidativnom kapacitetu plazme, najve¢im delom doprinose abumin,
mokraéna kiselina i vitamin C, ai i drugi neenzimski antioksidansi kao §to su bilirubin, a-
tokoferol 1 p-karoten (142). Razli¢itim metodama utvrdeno je smanjenje ukupnog
antioksidativnog kapaciteta plazme u prvoj epizodi shizofrenije (143), kao i kod hroni¢nih
pacijenata koji primaju (144) ili nisu na antipsihoti¢noj terapiji (133,145,146). Ovi rezultati
su u saglasnosti sa prethodno wutvrdenim snizenim koncentracijama individuanih
antioksidanasa: albumina, mokra¢ne kiseline i bilirubina (147-149) kao i vitamina C (150) i

vitamina E (151) kod pacijenata sa shizofrenijom.
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1.3.3. Oksidativni stres, metabolicki sindrom i shizofrenija

Metabolicki sindrom (MetS) predstavlja udruzenost abdominalne gojaznosti,
hiperglikemije, hipertenzije i aterogene didlipidemije koja znacajno poveéava rizik od
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (152). Jos uvek postoje razlicita misljenja o tome
da li MetS predstavlja zbir pojedinacnih faktora rizika ili klinicki entitet u ¢ijoj osnovi se
nalazi viscelarna gojaznost (153). I pored dosadasnjih opseznih istrazivanja, etiopatogenetski
mehanizmi odgovorni za nastanak MetS nisu u potpunosti razjasnjeni. Novija istrazivanja
ukazuju na integrativnu ulogu inflamacije i oksidativnog stresa u razvoju komplikacija
abdominalne gojaznosti, kao §to su insulinska rezistencija i MetS. Naime, poznato je da
akumulacija masnih kiselina u adipocitima, dovodi do poveéane produkcije ROS,
stimulacijom aktivnosti NADPH oksidaza, koja za posledicu ima poremecaje u regulaciji
insulinskih signalnih puteva i sekreciji adipokina (154). U gojaznih osoba, poveéana je
sekrecija leptina, faktora tumorske nekroze a (TNF-a), interleukina 6 (IL-6), angiotenzina ll,
neesterifikovanih masnih kiselina i inhibitora aktivatora plazminogena 1 (PAI-1), a smanjena

produkcija adiponektina.

Smatra se da poremecaj u sekreciji proinflamatornih i antiinflamatornih adipokina,
naroCito leptina i adiponektina, doprinosi sistemskom oksidativnom stresu i subklini¢koj
inflamaciji, koja je karakteristicna za osobe sa MetS. Koncentracije leptina u plazmi
proporcionane su veli¢ini subkutanog masnog tkiva. Uticaj leptina na metaboli¢ke puteve je
direktan-povecava oksidaciju masnih kiselina u adipocitima i neadipoznom tkivu (jetra,
miSi¢i, pankreas). SniZavanjem nivoa insulina u plazmi i smanjenjem osetljivosti perifernih
tkiva na insulin, leptin indirektno uti¢e na intenzitet metabolickih procesa. Visoka
koncentracija leptina, koja nastaje kao posledica gojaznosti, moze da dovede do insulinske
rezistencije i dijabetesa (155). Osm toga, oslobodeni leptin u cirkulaciji deluje
proinflamatorno, stimulise proliferaciju monocita i makrofaga i proizvodnju inflamatornih
citokina (IL-6, TNF-a), koji povecavau aktivnost NADPH oksidaza, proizvodnju
superoksidnog anjona, uz smanjenje bioraspolozivosti NO u endotelnim ¢elijama.
Pretpostavlja se da leptin smanjuje aktivnost PON1, enzima koji §titi lipoproteinske LDL
Cestice od oksidacije (156).
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S druge strane, sekrecija adiponektina koji ima antidijabeti¢no, antiinflamatorno i
antiaterogeno delovanje, u gojaznosti i MetS je smanjena. Rezultati istrazivanja Tao i
saradnika pokazali su da adiponektin ima antioksidativho delovanje- redukuje
oksidativni/nitrozativni stres, inhibira aktivnost NADPH oksidazai smanjuje ekspresiju iNOS
(157).

Povecana eckspresija 1 aktivnost fagocitnih NAD(P)H oksidaza paralelno sa
povecanjem koncentracije oksidovanih LDL cestica 1 nitrotirozina, koji ukazuju na
subklinicku aterosklerozu, utvrdena je u pacijenata sa MetS (158). Takode, utvrdena je
snizena antioksidativna aktivnost protektivnih HDL lipoproteinskih ¢estica u MetS. Povecana
produkcija ROS, dodatno je pra¢ena smanjenom ekspresijom antioksidativnih enzima, kao i
niskim koncentracijama vitamina E i C u MetS (159,160). Osm toga, nivo TAS je
redukovan, a nivo peroksidai drugih markera oksidativnog stresa je povecan proporcionalno
broju komponenata MetS (161). Prema nekim istrazivacima, odredivanje oksidativnog statusa
U MetS moze doprineti identifikaciji pacijenata sa povecanim rizikom od metabolickih i

kardiovaskularnih komplikacija (153).

Uzimaju¢i u obzir, prema literaturnim podacima, veliku zastupljenost metabolic¢kih
faktora rizika, kao i visoku prevalencu MetS kod pacijenata sa shizofrenijom, postojanje
razlika u intenzitetu oksidativnog stresa i efikasnosti antioksidativne zaStite, u odnosu na
prisustvo MetS, ne moze se iskljuditi. Zbog toga je jedan od ciljeva ove disertacije bio da se
ispita, da li kod pacijenata u stabilnoj fazi shizofrenije, nivo oksidativnog stresa i aktivnost
antioksidativne zasStite se menja u zavisnosti od razvoja MetS. Prema naSim Saznanjima, ovo
jeoriginano istrazivanje povezanosti parametara oksidativnog stresa u plazmi/serumu i MetS

kod pacijenata sa shizofrenijom.
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1.4. Suplementacija antioksidansima u shizofreniji

Iako sve veci broj istrazivanja ukazuje na potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u
patofiziologiji shizofrenije, relativno je malo dokaza koji podrzavaju hipotezu da se
primenom antioksidanasa moze uticati na tezinu i ishod ove bolesti. lako tokom terapije
pojedinim atipi¢nim antipsihoticima dolazi do promena u sistemu antioksidativne zastite
(107,108,135), nepoznato je da li su i na koji nacin, ove promene povezane sa njihovim
antipsihoti¢nim delovanjem. Pretpostavlja se da smanjenje nivoa oksidativnog stresa u CNS
moze posredovati neuroprotektivnom delovanju antipsihotika koje je znacajno za ishod
terapije (162). Vecinaistrazivanja usmerena je na ispitivanje potencijalne koristi adjunktivne
terapije antioksidansima u shizofreniji, jer se pretpostavlja da su oksidativha osteenja
povezana sa losijim ishodom bolesti (163,164) i pojavom neZeljenih efekata, kao $to je
tardivna diskinezija (165).

Dodatna suplementacija vitaminom C (500 mg), uz terapiju atipi¢nim antipsihotikom,
dovela je do smanjenja oksidativnog stresa i poboljsanja klini¢ke slike u dvostruko-slepo,
placebo kontrolisanoj, 8. nedeljnoj studiji (166). Brojne studije ispitivale su uticgj vitamina E
u terapiji hroni¢nih shizofrenih pacijenata sa tardivnom diskinezijom. Medutim, rezultati ovih
istrazivanja su razliciti. Dok su neke studije pokazale davitamin E utice na smanjenje tezine
tardivne diskinezije (167-169), rezultati drugih studija to ne potvrduju (170,171).
Kombinovana suplementacija sa EPA/DHA (180:120 mg) i antioksidansima (vitamin E/C,
400 1U:500 mg), ujutro i uvece, tokom 4 meseca pokazala je znacajno poboljsanje klinicke
dikei kvaliteta zivota pacijenata sa shizofrenijom (172). Berk i saradnici ispitivali su uticg
N-acetilcisteina (NAC), kao prekursora glutationa, kod hroni¢nih pacijenata sa shizofrenijom.
U ovoj studiji 2g NAC/dan podeljeno u vise pojedinac¢nih doza ili placebo, koris¢eno je
tokom 24 nedelje uz antipsihoticnu terapiju. Rezultati su pokazali znaajno smanjenje
negativnih simptoma kod pacijenata koji su uzimali NAC kao dodatak postojecoj terapiji, u
odnosu na placebo grupu (173).

Studija Carmeli i saradnika je utvrdila znacajne promene u el ektroencefal ogramskoj
sinhronizaciji, nakon primene NAC tokom 60 dana u odnosu na placebo (174). Meta-analiza
o efikasnosti suplemenata na bazi ekstrakata lista Ginkgo biloba kao dodatka antipsihoti¢noj
terapiji kod hroni¢nih bolesnika sa shizofrenijom, pokazala je statisti¢ki znacajno poboljSanje

klini¢ke slike, odnosno smanjenje ukupnih i negativnih simptoma shizofrenije (175).
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Poslednjih godina aktuelna su istrazivanja suplementacije antioksidansima u cilju
ublazavanja nezeljenih metabolickih efekata antipsihotika, narocito antipsihotika druge
generacije (176,177).

Iako dosadasnji rezultati, ukazuju na potencijalno korisne efekte suplementacije
antioksidansima u shizofreniji, u skladu sa aktuelnim stavovima o rizicima primene visokih
doza antioksidanasa, otvargju se mnoga pitanja koja se odnose na izbor antioksidanasa,
optimalnu koli¢inu, duzinu suplementacije, kao i optimalno vreme za pocetak uzimanja

antioksidansa u odnosu na klini¢ki tok shizofrenije (178).
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1.5. Alfa-liponskakiselina

Alfaliponska kiselina sadrzi u svojoj molekuli petoclani cikli¢ni disulfid, a
predstavlja supstituisani proizvod n-oktanske (kaprilne kiseline). Poznata je i kao tioktinska
kiselina, lipoinska ili alfalipoinska kiselina, a u hemijskom pogledu to je 6,8-ditio-n-
oktanska kiselina, 1,2-ditio-3-pentanska kiselina ili 1,2-ditiolan-3-valerijanska kiselina.
Otkrivena je 1937. godine kao faktor rasta odredenih mikroorganizma od strane Snell i
saradnika (179). Tokom 50-ih godinaizolovana je i hemijski okarakterisana od strane Reed i
saradnika (180,181). Iako se smatralo da je esencijalna supstanca, zbog Cega je prvobitno
svrstana u vitamine, kasnije je otkriveno da je Siroko rasprostranjena u biljnom i zivotinjskom

svetu (182,183).

1.5.1. Hemijska struktura i fiziolo§ka uloga alfa-liponske kiseline

Hemijska struktura afa-liponske kiseline (engl. Alpha lipoic acid-LA) i njenog
redukovanog oblika, dihidroliponske kiseline (engl. Dihydrolipoic acid -DHLA) prikazana je
nasdlici 5.

OH

Slika 5. Strukturne formule LA i DHLA

S obzirom, da u svojoj molekuli sadrzi jedan asimetri¢an ugljenikov atom, moguca su

dva steroizomerna oblika LA. Prirodni, bioloski aktivan je destrogirni, R(+) steroizomer, dok
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je proizvod dobijen sintezom racemat, sa 50% bioloske aktivnosti prirodnog proizvoda, jer je
levogirni, S (-) stereoizomer bioloski neaktivan.

Biosinteza LA se odvija u mitohondrijama iz oktanske kiseline i cisteina, koji
predstavlja izvor sumpora, pomoc¢u enzima lipoil-sintaze (184). Kapacitet endogene sinteze u
humanom organizmu opada sa godinama. U organizmu R(+)LA je kovalentno vezana za g-
amino grupu lizina i kao kofaktor mitohondrijalnih enzima ucestvuje u katabolizmu proteina,
ugljenih hidrata i masti (185). Kao strukturna komponenta kompleksa piruvat-dehidrogenaze
i a-ketoglutarat dehidrogenaza, LA ima esencijalnu ulogu u energetskom metabolizmu (186).
Takode, LA je kofaktor dehidrogenaza keto kiselina razgranatog lanca, koje su znaCajne za
stvaranje energije iz leucina, izoleucina i valina. Dok je uloga endogeno sintetisane,
enzimski vezane LA u energetskom metabolizmu dobro prou¢ena, manje je poznata uloga

egzogene, slobodne LA u metaboli¢kim funkcijama (187).

1.5.2. Dijetarniizvori

Endogena R-LA, u obliku lipolizina, zastupljena je u namirnicama biljnog i zivotinjskog
porekla. Sadrzaj lipolizina u animalnim tkivima je razli¢it i krece se od 0.1 to 2.6 mg/g suve
materije, sa ngjmanjom koli¢inom u plu¢ima, odnosno najvecom u bubrezima. Lipolizin je
prisutan u zna¢ajnim koli¢inama u srcu (1.5 mg/g), skeletnim misi¢ima (0.9 mg/g), jetri (0.9
mg/g) i crevima (0.8 mg/g). Najznacajniji dijetarni izvori LA biljnog porekla su spana¢ (3.2
mg/g), zatim brokoli (0.9 mg/g) i paradajz (0.6 mg/g). Ostalo zeleno povrce, kao §to je
prokelj i grasak sadrze lipolizin u znac¢ajno manjim koli¢inama (0.4 mg/g), dok je njegov
sadrzaj u pirinanim mekinjama u zanemarljivo malim koli¢inama (0.2 mg/g) (188).

Iako je deo uobicajene ishrane nema podataka o procenjenom dnevnom dijetarnom unosu
LA. Za razliku od namirnica, u kojima se R-LA nalazi vezana za lizinske ostatke u
proteinima, u dijetetskim suplementima, LA se nalazi u slobodnom obliku, naj¢es¢e u obliku
racemske smeSe (R/S). Dijetetski suplementi uglavnom sadrze 50-600 mg LA u
pojedina¢nom doziranom obliku, §to je viSestruko (i do 1000 puta) veca koli¢ina od one koja

se unosi uobic¢ajenom ishranom.
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1.5.3. Bioraspolozivost i metabolizam alfa-liponske kiseline

Endogeni nivoi u plazmi zdravih osoba iznose 1-25 ng/mL za LA, odnosno 33-145
ng/mL za DHLA (189). LA se apsorbuje iz dijetarnih izvora i suplemenata, transportuje u
tkiva, a zatim preuzima od strane ¢elija u kojima se najve¢i deo LA brzo konvertuje u DHLA
(190). Takaishi i saradnici su istrazivali mehanizme ukljuc¢ene u apsorpciju LA iz dijetarnih
izvora koris¢enjem CACO-2 ¢elijskih modela za transepitelni transport. Rezultati ukazuju da
LA brzo prolazi kroz epitelne c¢elije na pH-zavisan naéin. Transport LA je inhibiran
benzojevom kiselinom i masnim kisdlinama srednje duzine lanca, $to ukazuje da je
monokarboksilni transportni protein odgovoran za intestinalnu apsorpciju (191). Druge in
vitro studije identifikovale su LA kao supstrat za Na-zavisan multivitaminski transporter
(eng. sodium dependent multivitamin transporter, SMVT), koji osim S§to doprinosi
gastrointestinalnoj apsorpciji, ucestvuje i u distribuciji LA iz plazme u druga tkiva (192,193).
Obzirom da apsorpcija LA zavis od transportnih proteina, kompeticija razli¢itih supstrata,
kao i1 transkripcioni, translacioni i post-translacioni regulatorni mehanizmi mogu uticati na
bioraspolozivost LA iz egzogenih izvora. Istovremeno unosenje sa hranom, delimi¢no zbog
kompeticije za transportne proteine, redukuje bioraspolozivost LA, zbog ¢ega se preporucuje
dase preparati LA uzimaju 30 min preili 2 h posle jela (194).

Maksimana koncentracija LA u plazmi nakon oralne primene, dostize se za 30-60
min (195). Medutim, nakon unosa racemske smese, maksimalna koncentracija R-LA u
plazmi je 40-50% veca u odnosu na S-LA. lako, se pretpostavlja da bi primena R-LA bila
efikasnija, s druge strane postoje indicije da S-LA u racemskoj smesi moze spre€iti
polimerizaciju R-LA i tako povecati njenu bioraspolozivost (187). Apsolutna biorasploZzivost
oralno primenjene LA u koli¢ini od 200 mg u vodenom rastvoru je 38% za R-oblik, odnosno
28% za S-oblik (196), dok je iz ¢vrstih doziranih oblika manja i iznosi 25% za R-LA,
odnosno 20 % za S-LA (197).

Niska bioraspolozivost LA, moze biti i posledica efekta prvog prolaza. Glavni
kataboli¢ki put LA je p-oksidacija. Identifikovani su glavni metaboliti LA: bisnorliponska
kiselina, tetranorliponska kiselina, beta-hidroksi-bisnorliponska kiselina ili bis-merkapto
derivati (Slika 6). Smatra se da neki od ovih metabolita, poseduju biolosku aktivnost i
doprinose antioksidativnoj aktivnosti LA (187).
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Slika 6. Najznacajniji metaboliti LA (187)

Brza apsorpcija LA iz gastrointestinalnog trakta, pracena je i brzom distribucijom u
tkiva, metabolizmom i ekskrecijom. Nakon apsorpcije, LA se brzo preuzima u ¢elije, gde se
redukuje u DHLA pomoéu nekoliko enzima. Mitohondrijalna NADH-zavisna
dihidrolipoamid-dehidrogenaza ima veci afinitet prema R(+) LA, dok citozolna NADPH-
zavisna glutation-reduktaza pokazuje veci afinitet prema S(-)LA (198). Mehanizmi redukcije
su tkivno specifiéni. NADH-zavisna dihidrolipoamid-dehidrogenaza doprinosi 90% redukciji
LA u srcu, 63% u bubrezima, i 50% u jetri (199). Osim toga, u ¢elijama koje ne sadrze
mitohondrije, LA se moze redukovati do DHLA, pomoc¢u glutation- i tioredoksin reduktaza
(200).

LA se primarno, ai prolazno akumulira u jetri, srcu i skeletnim misi¢ima, ali i u
drugim tkivima. Poznato je da prolazi i krvno-mozdanu barijeru. U studijama na animalnim

modelima, utvrdeno je da se LA i njeni metaboliti primarno ekskretuju putem urina (198).
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1.5.4. Bezbednost suplementacije alfa-liponskom kiselinom

Liponska kiselina se smatra relativno bezbednim antioksidansom. U Nemackoj, LA se
preko 50 godina, koristi u leCenju dijabeti¢ne neuropatije i retinopatije. Smatra se da LA
moze da se koristi i u dozama do 2400 mg/dan bez pojave ozbiljnijih nezeljenih dejstava.
Mogu¢i nezeljeni efekti nakom primene LA ukljucuju: aergijske reakcije na kozi,
gastrointestinalne tegobe, kao i moguc¢nost hipoglikemije kod dijabeti¢ara, kao posledicu
poboljsanja iskoristljivosti glukoze velikim dozama LA. Pri dugotrajnoj upotrebi postoji rizik
od deficita biotina, zbog njegove slicne hemijske strukture sa LA i kompeticije na nivou
apsorpcije. lako nema podataka o teratogenom delovanju, usled nedovoljno podataka o
bezbednosti, upotreba preparata sa LA se ne preporucuje tokom trudnoée (187).

1.5.5. Antioksidativna uloga alfa-liponske kiseline

Jedan od vodecih istrazivaca iz oblasti oksidativnog stresa, Lester Packer, ustanovio
je kriterijume za ocenu antioksidativnog potencijala supstanci koji ukljucuju: specifi¢nost za
neutralizaciju dobodnih radikala, heliranje metanih jona, interakciju sa ostalim
antioksidansima, kao i utical na ekspresiju gena. Pored navedenih, koji ukazuju na visestruke
mehanizme antioksidativnog delovanja, LA ispunjava i slede¢e dodatne kriterijume: kao
relativno mali molekul, lako se apsorbuje i transportuje kroz bioloske membrane;
zahvaljuju¢i amfifilnom karakteru predstavlja,,univerzalni antioksidans®, jer svoje delovanje
ispoljava unutar celije, na nivou Celijskih membrana, kao i u ekstracelularnoj sredini. Za
razliku od ostalih antioksidanasa, LA je jedinstvena i po tome $to se u celiji redukuje u
antioksidativno efikasniji metabolit - DHLA. Takode, smatra se i bezbednim antioksidansom,
obzirom da i nakon primene u velikim koli¢inama, nisu zabelezena ozbiljnija nezeljena
dejstva. Na osnovu ovih karakteristika, LA/DHLA redoks par ¢esto se u literaturi oznacava

“idealnim antioksidansom” (201).
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155.1. Neutralizacija slobodnih radikala
’ Hemijska reaktivnost LA koja dolazi do izrazaja pri njenim bioloskim funkcijama
uglavnom je u vezi sa prisustvom petoclanog disulfidnog prstena. LA i njen redukovani oblik
DHLA, formirgu LA/DHLA redoks par koji ima veliku redukcionu sposobnost (-0.32 V).
Predominatni oblik koji reaguje sa ROS i RNS je DHLA, iako i redukovani oblik LA
poseduje antioksidativnu aktivnost (Tabela 1) (187).

Tabda 1. Antioksidativna aktivnost LA i DHLA

Slobodni radikal LA DHLA
Singletni kiseonik + -
Superoksidni anjon - +
Hidroksil radikal + +
Vodonik peroksid - -
Hipohlornakiselina + +
Azotmonoksid radikal - +
Peroksinitrit + +
Peroksil radikal - +

1552 Heliranje metalnih jona

LA i DHLA grade helate sajonima prelaznih i toksi¢nih metala i tako sprecavaju njihovo
delovanje u reakcijama oksidativnog oSte¢enja biomolekula. Istrazivanja in vitro su pokazala
da LA formira stabilne komplekse sa Cu®*, zn** i Pb* ai ne i sa Fe**, dok DHLA
kompleksira Cu?*, zn?* , Pb®*, Hg?" i Fe** (202). U in vitro eksperimentima, u kojima je
oksidativni stres indukovan dodatkom askorbinske kiseline i gvozda, Fe®* "' 3" | dodatak LA
je inhibirao stvaranje HO i lipidnu peroksidaciju (203,204). Istim mehanizmom moze se

objasniti protektivno delovanje LA u bakar indukovanoj lipidnoj peroksidaciji (204).
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Bush i saradnici su ukazali da DHLA heliranjem gvozda i bakra u mozgu ostvaruje
protektivno degjstvo u Alchajmerovoj bolesti, smanjuju¢i oksidativna oste¢enja indukovana
ovim metalima (205). Medutim, U in vitro istrazivanjima je utvrdeno da DHLA moze ispoljiti
i prooksidativni efekat, odnosno DHLA moze redukovati Fe** do Fe?* i povecati lipidnu
peroksidaciju. Takode, postoje podaci da u in vitro eksperimentalnim uslovima DHLA moze
povecati oslobadanje gvozda iz feritina, ali ne postoje dokazi da se ovaj proces odvija U

organizmu.

155.3. Interakcija sa ostalim antioksidansima

lako, in vitro studije podrzavaju ulogu LA/DHLA kao snaznog antioksidansa,
nepoznato je da li se pretpostavljeno direktno antioksidativno delovanje LA i DHLA moze
ostvariti i u organizmu, obzirom na prolaznu akumulaciju u tkivima i intenzivan
metabolizam. Novija istrazivanja, sve viSe ukazuju na indirektnu antioksidativnu ulogu LA u
bioloskim sistemima, koja se ostvaruje indukovanjem endogene antioksidativne zastite (187).

LA utice na aktivnost drugih neenzimskih endogenih antioksidanasa, kao S$to su
vitamini C i E, koenzim Q i glutation. Rosenberg i Culik su prvi ukazali da LA preventivho
deluje na ssmptome deficitavitamina C i E kod pacova. Zatim, Podda i saradnici su potvrdili
da LA ublazava simptome deficita vitamina E kod tokoferol-deficitarnih miseva (206). LA se
u Celijama redukuje u DHLA, snazno redukciono jedinjenje, koje moze da regenerise
oksidovane oblike antioksidanasa kao $to su askorbat, glutation, koenzim Qqo i vitamin E,
produzavajuci njihovo delovanje (207,208). Ova saznanja podrzavaju koncept sinergisti¢kog
delovanja antioksidanasa poznat kao ,,antioksidantna mreza“ (Slika 7). Posebno je znacajna
sposobnost DHLA da ,,reciklira® vitamin E, §to se postize direktno, redukcijom tokoferoksil
radikala, ili indirektno redukcijom askorbinske kiseline ili povecanjem nivoa ubikvinola
(redukovanog koenzima Qo) i GSH. Ove reakcije su pracene istovremenom redukcijom
DHLA u LA pomocu lipoamid-reduktaza, glutation-reduktazaili tioredoksin-reduktaza (209).
Na osnovu ovoga, pretpostavlja se da redoks par LA/DHLA ima veoma znacajnu ulogu u

neenzimskoj antioksidativnoj zastiti.

37



| Vitamin E Dihidroliponska kiselina
A r'\

|

l Ubisemihinon (CoQH*)
q~ IJbihinon (C:Q) 7
ROO * I | NAD(P)*

L- semihidroaskorbat .>
L- askorbinska
IROOH I kiselina
| NAD;P)H

GSSG
GSH

v
. VitaminE - | Liponska kiselina

Slika 7. Antioksidantna mreza (209)

Prema literaturnim podacima smatra se da suplementacija LA dovodi do povecanja
sinteze intracelularnog GSH (190, 210). Poznato je da raspolozivost aminokiseline cisteina
predstavlja limitiraju¢i faktor za endogenu sintezu glutationa. Pretpostavljeni mehanizam
delovanja LA na sintezu GSH objasnjava se brzim preuzimanjem LA od strane Celije, u kojoj
se LA redukuje do DHLA, akoja potom prelazi u ekstracelularnu sredinu, redukuje cistin do
cisteing, koji se zatim brzo preuzima od strane ¢elije kao supstrat za sintezu GSH (190) (Slika
8).

Dodatno, obzirom da redoks par LA/DHLA ima nizi redoks potencijal (-0.32 V), u
odnosu na GSH/GSSH (-0.24 V), postoji moguénost redukcije oksidovanog GSSH od strane
DHLA unutar ¢eljje.
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Slika 8. Pretpostavljeni mehanizam promotivnog delovanja LA na sintezu GSH u
¢eliji (preuzeto iz Lipoic Acid: Energy Production, Antioxidant Activity and Health
Effects,eds Patel & Packer, CRC Press, 2008)

1554. Regulatorna uloga alfa-liponske kiseline

Poslednjih godina aktuelna su ispitivanja uticgja dijetarnih antioksidanasa na redoks
signalne puteve i ekspresiju gena. Brojnim istrazivanjima u ovoj oblasti utvrdeno je da
LA/DHLA ima modulatornu ulogu u redoks-osetljivim signanim putevima. Prema
literaturnim podacima, suplementacija LA aktivira transkripcioni nuklearni faktor Nrf2 (engl.
NF-E2 related factor 2) koji indukuje ekspresiju mnogih citoprotektivnih proteina ukljucujuci
i antioksidativne enzime. Pretpostavlja se da ovim mehanizmom, LA uti¢e na ekspresiju y-

glutamilcistein ligaze, klju¢nog enzimau sintezi glutationa (187).
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Slika 9. Pretpostavljeni mehanizmi delovanja LA na indukciju Faze |1 gena posredovanu Nrf2
transkripcionim faktorom. LA moze oksidovati cisteinske ostatke Keapl dimera ili formirati meSovite
disulfide, pri ¢emu dolazi do sprecavanja vezivanja novo sintetisanih Nrf2 za Keap1. Takode, LA moze
aktivirati protein kinazne signalne puteve koji dovode do fosforilacije Nrf2 na Ser40, $to je praceno
odvajanjem Nrf2 i njegovom trandokacijom iz citoplaze u jedro i vezivanjem za ARE (engl.
antioxidant reponse element) u promotoru mnogih citoprotektivnih gena (187).

Oksidativnim stresom posredovana inflamacija predstavlja rani poremecaj u razvoju
ateroskleroze, ukljucujuéi indukciju vaskularnih adhezionih molekula i tkivnih matriks
metaloproteinaza. In vitro studije su pokazale da LA moze spreéiti inflamatorne procese
blokadom ekspresije proinflamatornih genai to supresijom aktivacije nuklearnog faktora kB
(Nf- kB) (211). Takode, poznato je da LA aktivira insulin/insulinu sliénim faktorom rasta
signalne puteve. Sli¢no interakciji sa Keap 1, LA ili DHLA mogu modulisati ostatke cisteina
na beta subjedinici insulinskog receptora i drugim tiol proteinima uklju¢enim u insulinske
signalne puteve, koji dovode do translokacije transportera za glukozu iz citoplazme na
povrsinu Celije. Na ovaj nacin, moze se objasniti uticaj LA na stimulaciju preuzimanja
glukoze od strane skeletnih miSi¢a i poboljSanje insulinske rezistencije. Pretpostavljena uloga
LA wukljucuje i modulaciju ekspresije AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) u
hipotalamusu i perifernim tkivima, ¢ime se stimuliSe preuzimanje glukoze i oksidacija
masnih kiselina u skeletnim misi¢ima, S$to takode doprinosi poboljSanju insulinske
rezistencije (212). Smatra se da inhibicijom hipotalamusne AMPK i redukcijom unosa hrane,
LA dovodi do redukcije telesne mase (213).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:

Utvrditi da |i postoji razlika u parametrima oksidativhog stresa i aktivnosti

antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije u odnosu na zdrave ispitanike.

Ispitati nivo oksidativnog stresa u odnosu na prisustvo metabolickog sindroma, kao i

u odnosu na stepen udruZenosti pojedina¢nih komponenata metaboli¢kog sindroma
kod obolelih od shizofrenije.

Ispitati uticaj suplementacije afa-liponskom kiselinom u periodu od 3 meseca na
parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije,
kao i kod zdravih ispitanika.
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ISPITANICI | METODE
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3.1. [Ispitanici

U istrazivanje nivoa oksidativnog stresa i metabolickog sindroma kod pacijenata sa
shizofrenijom ukljuceno je ukupno 60 pacijenata sa shizofrenijom, oba pola, starosti od 18 do
65 godina, u stabilnoj fazi bolesti. Dijagnoza shizofrenije utvrdena je na osnovu kriterijuma
10. revizije Medunarodne klasifikacije bolesti (MKB-10). Pacijenti su leceni na Klinici za
psihijatriju Klinickog centra Srbije i u trenutku istrazivanja nisu bili hospitalizovani. U
istrazivanje su ukljucivani tokom dolazaka na redovne ambulantne kontrolne preglede.
Ukljuceni su pacijenti u stabilnoj fazi bolesti, koji su bar 3 meseca bili na nepromenjenoj dozi
antipsihotika. Kriterijumi za iskljucivanje bili su: mentalna retardacija, zavisnost o alkoholu
ili drogama, neuroloska ili somatska bolest. U istrazivanju su ucestvovale osobe koje ne
uzimgu ili nisu uzimale mesec dana pre studije: lekove za snizavanje koncentracije lipidnih
parametara, oralne kontraceptive, hormonsku supstitucionu terapiju, kao ni dijetetske
suplemente. Kontrolna grupa je obuhvatila 60 ispitanika, slicnih godina i pola, bez klinicki

evidentiranih oboljenja.

Drugim delom istrazivanja, koji se odnosio na ispitivanje uticaja suplementacije alfa-
liponskom kiselinom na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, obuhvacena

je grupaod 18 pacijenata, kao i u grupa od 38 zdravih ispitanika.

3.2. Dizajn studije

Pre ukljucenja u istrazivanje svim osobama detaljno su objasnjeni ciljevi i metode
istrazivanja. Svi ispitanici su potpisali pristanak za dobrovoljno ucesce u studiji. Istrazivanja
su sprovedena u skladu sa eti¢kim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji uz prethodno
odobrenje od strane Etickog odbora Klini¢kog centra Srbije (br. 1856/14-A).

Nivo oksidativnog stresa obolelih od shizofrenije ispitan je poredenjem parametara
oksidativnog stresa i1 antioksidativne zasStite izmedu grupe pacijenata i zdravih ispitanika.

Obzirom da su utvrdene razlike u zastupljenosti metaboli¢kih faktora rizika kod
pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na zdrave ispitanike, u cilju ispitivanja uticgja ovih
faktora na stepen oksidativnog stresa u shizofreniji, u daljem istrazivanju pacijenti su
podeljeni u dve grupe u zavisnosti od prisustva metabolickog sindroma (MetS). U ovu svrhu
koris¢eni su dijagnosticki kriterijumi Medunarodne federacije za dijabetes (International
Diabetes Federation-IDF) (214). Prema ovim Kriterijumima za dijagnozu MetS neophodno je
prisustvo 3 od sledec¢ih 5 faktora rizika: obim struka >94 cm kod muskaraca, > 80 cm kod

zena, vrednosti trigicerida >1,7mmol/L, HDL holesterol <1.0 mmol/L kod muskaraca, <1,3
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mmola/L. kod Zena, vrednosti arterijskog krvnog pritiska >130/85 mmHg i vrednosti
glikemije >5,6mmol/L. Na osnovu broja prisutnih dijagnostickih komponenata MetS,
pacijenti sa shizofrenijom su dodatno podeljeni u Cetiri grupe: grupal (MetS skor <1), grupa
IT (MetS skor =2), grupa III (MetS skor =3) i grupa IV (MetS skor >4).

U studiji ispitivanja uticaja suplementacije afa-liponskom kiselinom na parametre
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, ucestvovalo je 18 pacijenata sa shizofrenijom i
38 zdravih ispitanika. Obe grupe ispitanika su uzimale kapsulu sa 500 mg LA jednom dnevno
tokom 90 dana. Svim ispitanicima je preporuc¢eno da kapsule LA uzimaju ujutro 30 min pre
jela, kao i da se tokom studije pridrzavaju uobicajenog nacina ishrane. Takode, pacijentima je
posebno naglaseno da nastave sa uzimanjem propisane farmakoloske terapije.

Uzimanje uzoraka krvi, antropometrijska odredivanja i merenje krvnog pritiska je
izvrSeno: pre suplementacije, 45 danai posle 90 dana suplementacije.

Dva uzorka venske krvi su uzeta iz prednje kubitalne vene nakon perioda no¢nog
gladovanja. Krv je skupljana u vakutejner sistemima sa etilendiaminotetrasiréetnom
kiselinom (EDTA) za izdvajanje plazme i vakutgnerima sa serum separator gelom za
dobijanje seruma. Uzorci su cuvani na +4°C , a zatim u S$to kraéem mogucéem periodu
centrifugirani na 1500 X g, deset minuta. Plazma i serum su podeljeni u alikvote i ¢uvani su
na-80°C do trenutka analiziranja.

Uzimanje uzoraka krvi, antropometrijska odredivanja i merenje krvnog pritiska je
uradeno u prostorijama Klinike za psihijatriju, Klini¢kog centra Srbije. Biohemijske i
laboratorijske analize uzoraka krvi su uradene na Katedri za medicinsku biohemiju i Katedri
za bromatologiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Odredivanje koncentracije

mikroelemenata uradeno je na Katedri za analiticku hemiju, Hemijskog fakulteta u Beogradu.
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3.3. Metode

3.3.1. Antropometrijska merenja

Merenje visine tela, izraZzeno u centimetrima, vrSeno je prema standardizovanoj
proceduri prenosivim stadiometrom sa ta¢nos¢u od 0,1 cm. Telesna masai procenat telesne
masti odredeni su metodom analize bioelektricne impedance. Za analizu bioelektricne
impedance, koja se zasniva na odredivanju otpora koji pruza tkivo prilikom prolaska slabe
naizmeni¢ne struje kroz ljudski organizam, koris¢ena je elektronska vaga (Tanita Scale
BC587 InnerScan Body Composition Monitro, Tanita Corp, Japan), sa preciznos¢u od 0.1kg.
U cilju procene distribucije telesnih masti ispitanicima su mereni obim struka i kukova, i
racunat odnos obima struk/kuk (S/K).

Za procenu stepena uhranjenosti ispitanika koris¢en je indeks telesne mase (ITM) koji
predstavlja koli¢nik telesne mase u kilogramima i kvadrata telesne visine u metrima (ITM=
TM(Kg)/(TV(m))>.

Vrednosti arterijskog krvnog pritiska dobijene su konvencionalnim merenjem Zivinim
sfingomanometrom i predstavljale su srednju vrednost dva uzastopna merenja krvnog pritiska

u sedecem poloZzaju u intervalu od pet minuta
3.3.2. Odredivanje biohemijskih parametara

Za odredivanje koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL-holesterola,
LDL-holesterola, glukoze i mokraéne kiseline, koris¢eni su komercijani testovi Biosystems
S.A.(Barselona, Spanija) i Byoanalitica (Beograd, Srbija) prema uputstvima proizvodaca.
Analize su uradene na biohemijskom analizatoru llab 300+ u laboratoriji Katedre za
medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.
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3.3.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.3.3.1.0dredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci (TBKRS)

Koncentracija TBKRS, krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije u plazmi, odredivana
je po metodi Girroti i saradnika (215). Ova metoda se zasniva na gradenju obojenog
kompleksa malondialdehida sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA), ¢iji je maksimum
apsorbancije na 535 nm.

TBA Reagens.
0,917 mmol/L trihlorsiré¢etnakiselina (TCA, 15% rastvor)
2,6 mol/L (0,375%) TBA-tiobarbiturne kiseline

0,25 mol/L HCI

Postupak

U 0,3 ml plazme dodato je 0,6 ml TBA reagensa. Smesa je promesana na vortexu,
inkubirana 5 min na 100°C u vodenom kupatilu. Nakon hladenja i centrifugiranja na 10.000
g, tokom deset minuta na +4°C, ocitavana je apsorbancija supernatanta na 535nm. Za
izracunavanje koncentracije TBKRS koriS¢ena je standardna kriva konstruisana upotrebom
radnih rastvora koncentracije od 1-10 pmol/L, napravljenih od osnovnog standarda MDA
koncentracije 1 mmol/L. Osim upotrebe standardne krive, koncentracija TBKRS moze se
izratunati i upotrebom molarnog apsorpcionog koeficijenta koji iznosi 1.56 x 10° L x mol”

1 cm™ za nastali obojeni kompleks.
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3.3.3.2. Odredivanje koncentracije uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP)

Za odredivanje AOPP kao markera oksidativnog stresa koriS¢ena je metoda Witko-
Sarsat | saradnika (216). Uzorak plazme, razblazuje se fosfatnim puferom (pH= 7,4). Nakon
dodavanja glacijalne sir¢etne Kkiseline i rastvora kalijum-jodida dolazi do promene

apsorbancije koja se meri na 340 nm.

Postupak

Uzorku plazme, odnosno standarda (60uL) dodavano je 300 pL reagensa 1 (R1) koji
sadrzi glacijalnu siréetnu kiselinu izmesanu sa PBS u odnosu 1:8, i nakon inkubacije od 60s
oCitavana je prva apsorbancija uzorka. Nakon dodavanja reagensa 2 (R2), kalijum jodida
pripremljenog u rastvoru PBS, i inkubacije od 180s, ponovo je ocitavana apsorbancija na
talasnoj duzini 340 nm. Koncentracija AOPP se izrazava preko ekvivalenata hloramina T (N-
hloro-p-toluensulfonamid natrijum) koji se Kkoristi za izradu standardne krive u
koncentracijama 10-100 umol/L, pri ¢emu njegova apsorbancija linearno raste sa porastom

koncentracije.

3.3.33. Odredivanje nivoa superoksid anjon radikala u plazmi

Koncentracija superoksid anjon radikala (O,") u plazmi odredivana je po metodi
Auclair i Voisin-a (217). Metoda je zasnovana na sposobnosti O,". da redukuje nitro grupu
aromati¢nog jedinjenja nitro tetrazolijum plavog (engl. Nitro Blue Tetrazolium-NBT) (NBT,
2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3°-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolium hlorid).
Redukcija zuto obojenog NBT-a do plavog monoformazana meri se spektrofotometrijski i

predstavlja nivo stvaranja O, .

Postupak

U 0,02 ml uzoraka plazme dodavano je 0,2 ml radnog reagensa koji sadrzi: 50 mM
TRIS pufera (pH = 8.6), 0.1 mM EDTA, 0.1 mg/ml zelatinai 1 mM NBT-a. Nakon mesanja,
praceno je povecanje apsorbancije na 550 nm, na svakih 15 sekundi u toku jednog minuta, a
zatim izraGunavano AA/At. Brzina stvaranja O," se izrazava preko brzine stvaranja
redukovanog NBT-a koja se odreduje kinetickim postupkom, a izraCunava se upotrebom
molarnog ekstinkcionog koeficijenta. Krajnji izraz za izraCunavanje glasi: red. NBT,

umol/min/L = A A/min x 1466
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3.3.4. Odredivanje parametara antioksidativne zaStite

3.3.4.1. Odredivanje ukupnog sadraja sulfhidrilnih grupa (SH grupa)

Ukupni sadrzaj sulfhidrilnih grupa odredivan je u plazmi Ellman-ovom metodom
(218). Ova metoda se zasniva na reakciji 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeve kiseline (DTNB)
sa alifati¢énim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini (pH 9.0), pri ¢emu se stvara jedan mol p-
nitrofenol anjona po jednom molu tiola. Nastali anjon u baznoj sredini je zuto obojen i boja

nastalog jedinjenjameri se spektrofotometrijski na412 nm.
Postupak

Uzorci plazme (50 pl) su dodavani u 900 pl fosfatnog pufera (0,2 mol/L K;HPO,, 2
mmol/L EDTA, pH 9,0). Nakon dodatka 200 pul DTNB reagensa (10 mmol/L DTNB,
rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera, pH 7,0), meSanja i inkubiranja 25 minuta na 25°C,
u mraku, ocitavane su apsorbancije na 412 nm, prema slepoj probi. Za izra¢unavanje
koncentracije ukupnog sadrzaja SH grupa koriS¢ena je standardna kriva konstruisana
upotrebom radnih vodenih rastvora glutationa koncentracija od 0,1 mmol/L do 1 mmol/L,
napravljenih od koncentrovanog standarda glutationa (1 mmol/L). Osim upotrebe standardne
krive, koncentracija ukupnih SH grupa moze se izracunati i preko molarnog apsorpcionog

koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm, koji za date uslove iznosi 13600 L x mol™*x cm™.

3.34.2. Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa (TAS)

Totalni antioksidativni status (engl. Total Antioxidant Status- TAS) je odredivan u
serumu, spektofotometrijski metodom po Erel-u , uz odredene modifikacije (219). Metoda se
zasniva na redukciji ABTS" (2,2'-azinobis-(3-etilbenztiazolin)-6-sulfonska kiseling) katjon
radikala antioksidansima iz seruma, $to se manifestuje smanjenjem apsorbancije na 660 nm.
Sam rastvor ABTS-a je bezbojan. Oksidacijom do ABTS' katjona, pomoéu vodonik-
peroksida u kiselom medijumu (acetatni pufer; pH=5,8) rastvor dobija karakteristicnu plavo-
zelenu boju. Intenzitet obezbojavanja srazmeran je koncentraciji prisutnih antioksidanasa u

uzorku.
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Postupak

U 12,5 ul seruma dodato je 200 ul acetatnog pufera (pH=5,8; 0,4 mol/L), a zatim 37,5
pl rastvora ABTS-a (10 mmol/L). Nakon inkubacije od 10 min na sobnoj temperaturi,
apsorbancije su ocitavane na talasnoj duzini od 660 nm. Koncentracije prisutnih
antioksidanasa u serumu su odredivane metodom standardne krive, uz upotrebu Trolox-a,
hidrosolubilnog ekvivalenta vitamina E. Pri konstruisanju standardne krive koriS¢eni su
rastvori Trolox-a rastu¢ih koncentracija i to: 0,125 mmol/l; 0,25 mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,75

mmol/L; 1 mmol/L i 2 mmol/L. Dobijeni rezultati su izrazeni u mmol Trolox ekvivalenata/ L.

3.34.3. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaza (SOD)

Aktivnost SOD odredivana je u plazmi po originalnoj metodi koju su dali Misra i
Fridovich (220), uz odredene modifikacije. Metoda se zasniva na Sposobnosti enzima SOD da
inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na pH 10,2. Aktivnost ovog
enzima se izrazava u relativnim jedinicama, koje se dobijaju merenjem apsorbancije
adrenohroma, nastalog crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva
SOD (kontrola) i u prisustvu SOD (analiza).

Postupak

Odredivana je koli¢ina rastvora adrenalina koja je u reakcionoj smesi sa karbonatnim
puferom (slepa proba) dala promenu apsorbancije u minuti (AA/min) od 0,025 u lineranom
delu. Pri tome se polazi od osnovnog rastvora adrenalina (10 mmol/L, rastvoren u 15 mmol/L
HCl), koji se razblaZzuje sve dok se ne postigne AA/min od 0,025, jer je utvrdeno da SOD

tada postize najvisi procenat inhibicije autooksidacije adrenalina.

Uzorci plazme (10pl) razblazivani su dodatkom 690 pl karbonatnog pufera (0,05
mmol/L, pH 10,2), a zatim je dodavano 50 pl radnog rastvora adrenalina. Nakon mesanja i
stjanja na tamnom mestu, na 25°C, 3 minuta (vreme preinkubacije), o¢itavane su promene
apsorbancija (AA/min) na 480 nm U toku 3 minuta. Izratunavane su AA/min za kontrolu i

andize.
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Izrac¢unavanje
Relativna jedinica aktivnosti SOD je definisana kao ona aktivnost koja dovodi do 50
% inhibicije autooksidacije adrenalina pod odredenim uslovima. Aktivnost SOD u relativnim

jedinicama se izracunava preko sledece proporcije:
0,0125: 1U =[ 0,025 - ( AAandize/min) ] : X

Da bi se dobila aktivnost u 1 mL plazme dobijena vrednost se mnozi sa razblazenjem uzorka

(Vuk /Vuz), azatim sa 1000 da bi se dobila aktivnost u zapremini od 1L plazme.

Vuk

Vuz

SOD, U/L = XX x 1000

3.34.4. Odredivanje aktivnosti enzima paraoksonaza I (PONI)

Aktivnost enzima PONI1 je odredivana u serumu po metodi Richter-a i Furlong-a
(221). Ovom metodom odreduje se aktivnost PON1 u odnosu na dva razlicita nefizioloska
supstrata, paraoksonu (paraoksonazna, POazna aktivnost) i diazoksonu (diazoksonazna,
DZ0Oazna aktivnost).

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti (POazne) aktivnosti

Odredivanje aktivnosti PON1 prema paraoksonu zasniva se na delovanju enzima iz
seruma na supstrat paraokson, pri ¢emu dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola a
brzina reakcije se prati kineticki na 405 nm, gde je karakteristi¢ni apsorpcioni maksimum p-

nitrofenoksidnog anjona u koji prelazi p-nitrofenol u baznoj sredini.

Postupak

Za odredivanje POazne aktivnosti serum se razblazuje diluent puferom u odnosu 1:10.
4ul seruma promesano je sa 400 pl rastvora paraoksona i merena je promena apsorbancije u
toku 3 minuta. POazna aktivnost se izrazava kao pmol stvorenog p-nitrofenola/min/L ili kao
IU/L.

51



Odredivanje diaksonazne aktivnosti (DZ0Oazne) aktivnosti

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti PON1 zasniva se na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat diazokson (diazinon-O-analog), pri ¢emu se diazokson konvertuje do 2-
izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidina (IMHP). Brzina ove reakcije prati se kineti¢ki na 270

nm, gde je karakteristi¢ni apsorpcioni maksimum za IMPH.
Postupak

Za odredivanje DZOazne aktivnosti serum se razblazuje diluent puferom u odnosu
1:20. U epruvetu je odmereno 50 pl razblazenog seruma, dodato 500 pl rastvora diazoksona i
merena je promena apsorbancije u toku 3 minuta. DZOazna aktivnost je odredivana na 23°
C, napH =8,5 uz upotrebu 1 mmol/L TRIS-HCI puferai u prisustvu rastvora NaCl. DZOazna
aktivnost je izrazavana kao pmol stvorenog IMPH/min/L ili kao IU/L. Formula za

izraCunavanje DZOazne aktivnosti glasi:

A A/min x 73 333 = pmol IMHP po minuti u litru rastvora= [U/L PON1 aktivnosti

3.345. Odredivanje  mikrolemenata u plazmi metodom induktivno spregnute
plazma-masene spektrofotometrije (I CP-MS)

Nakon mikrotalasne digestije u zatvorenom sistemu (ETHOS 1, Advanced
Microwave Digestion Labstation, Milestone, Italy), pomocu koncentrovane HNO3 i H,0Ox,
sadrzaj Se, Cu i Zn je odredivan metodom ICP-MS, na aparatu Thermo Scientific iCAPQ
ICP-MS, Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen, Germany). U cilju provere preciznosti i
tacnosti metode upotrebljavani su referentni uzorci liofilizovane plazme (ClinChek®
RECIPE Chemicals, Munich, Germany, Level | & II).
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3.3.5. Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

Princip ove metode se zasniva na dve reakcije: enzimskoj, u kojoj se TMB (3,3,5,5'-
tetrametilbenzidin) oksiduje do plavo obojenog katjona u reakciji sa peroksidimaiz plazme i
neenzimskoj, u kojoj se nastali TBM katjon obezbojava jer reaguje sa antioksidantnim
jedinjenjima iz plazme koji ga redukuju. Vrednosti PAB su odredivane metodom standardne
krive, uz upotrebu rastvora H,O, i mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima, tako da na
pocetku dominira mokraéna kiselina a na kraju H,O, Ove dve komponente su izabrane za
predstavnike prooksidanasa i antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju
aktivnost jedna drugoj prema hromogenu. Dobijeni rezultati se izrazavaju u arbitrarnim
jedinicama koje predstavljgju koncentraciju vodonik-peroksida (HK jedinice po pocetnim
slovima prezimena autora metode Hamidi-Koliakos) (77).

Reagensi

TMB | rastvor: 60 mg TMB (3,3,5,5-tetrametilbenzedina) se rastvori u 10 ml

dimetilsulfoksida (DMSO), rastvor se alikvotira na zapremine od 1,1 ml i ¢uva na -20°C.

TMB katjon: za pripremu TMB katjona 1 ml TMB/DMSO (TMB1) se doda u 50 ml
acetatnog pufera (0,05M, pH 4,5), zatim se doda 175 pL sveze pripremljenog hloramina T
(100 mmol/L), dobro se promesa i inkubira 1 sat na 37°C, na tamnom mestu uz stalno
mesanje. Nakon inkubacije u 50 ml TMB katjona doda se 25 U enzima peroksidaze. Dobijeni

rastvor se pazljivo promesa, podeli u zapremine od 1,1 ml i ¢uva na -20°C.

TMB |l rastvor: 200 pL TMB/DMSO se rastvori u 10 ml acetatnog pufera (0,05M, pH 5,6).
Ovako pripremljen rastvor ngbolje je koristiti odmah ili maksimalno u roku od 2 dana, pri

¢emu se ¢uva na temperaturi od 4°C.

Radni rastvor: 1 ml TMB katjona se doda u 10 ml TMB rastvora Il i 6 minuta se meSa na

sobnoj temperaturi i natamnom mestu. Ovako pripremljen radni rastvor se koristi odmah.

Sandardni rastvor: Standardni rastvori se pripremaju meSanjem razli¢itih odnosa (0-100%) 1

mmol/L H,O;sa 6 mmol/L mokra¢nom kiselinom (rastvorenom u 10 mM NaOH)
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Postupak

10 pl svakog uzorka, standardnog rastvora i slepe probe (destilovana voda) je
pomesano sa 180 pl radnog rastvora u bazenima polistirenske mikrootitracione ploce, koja se
zatim inkubirala 12 minuta na 37° C, na tamnom mestu. Nakon inkubacije reakcija je
prekinuta dodatkom 40 pl 2 mol/L hlorovodoni¢ne kiseline, pri ¢emu se dobijena plava boja

prevelau zutu. Apsorbancija je odmah o¢itavanana ELISA ¢itacu na 450 nm.

3.3.6. Odredivanje koncentracije adipokina
3.3.6.1. Odredivanje koncentracije leptina

Koncentracija leptina u plazmi je odredena upotrebom komercijalnog Leptin
(Sendvic) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) testom prema uputstvu proizvodaca
(DRG Instruments, Marburg, Germany). Princip metode se zasniva na tome da su zidovi
mikrotitracione plo¢e komercijalno obloZeni anti-leptin antitelima u kojima se inkubirgju
standardi, kontrole i uzorci plazme, pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa anti-leptin
antitelo-leptin. Nakon ispiranja dodaje se drugo, antitelo obelezeno biotinom, koje se vezuje
za prethodno nagradeni kompleks, pri ¢emu se formira sendvi¢. Nakon inkubacije i ispiranja
dodaje se streptavidin-peroksidaza, a zatim supstrat tetrametilbenzidin (TMB). Enzimska
reakcija prekida se dodatkom kiseline, a intenzitet promene boje supstrata, koji se meri
spektrofotometrijski na 450 nm, direktno je proporcionalan koncentraciji leptina u uzorcima.
Test sadrzi standarde koji se koriste za konstruisanje standardne krive i1 kontrolne rastvore za

kalbiraciju testa. Analiticka osetljivost metode je 1 ng/ml, amerni raspon od 1-100 ng/ml.

3.3.6.2. Odredivanje koncentracije adiponektina

Koncentracija adiponektina u plazmi odredena je upotrebom komercijalnog Human
total Adiponectin/Acrp30 Immunoassay testom (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA).
Mikrotitraciona ploca je komercijalno oblozena anti-adiponektin antitelima. Nakon dodatka
standarda i uzoraka plazme dolazi do stvaranja kompleksa anti-adiponektin antitelo-
adiponektin. Nakon ispiranja dodaje se drugo, antitelo obelezeno peroksidazom koje se
vezuje za prethodno nagradeni kompleks, pri ¢emu se formira sendvi¢. Nakon inkubacije i
uklanjanja nevezanih antitela, dodaje se supstrat. Enzimska reakcija prekida se dodatkom

kiseline, a intenzitet promene boje supstrata, koji se meri spektrofotometrijski na 450 nm,
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direktno je proporcionalan koncentraciji adiponektina u uzorcima. Analiticka osetljivost
metode je 0,246 ng/ml.

3.4. Statisticka obrada podataka

Normalnost raspodele podataka je proveravana upotrebom Kolmogorov-Smirnov i
Shapiro-Wilk testa. Kontinuirani podaci prikazivani su kao srednje vrednosti i standardne
devijacije, ukoliko je raspodela podataka sledila normalni tok. Kod parametara c¢ija
distribucija nije sledila normalan tok, proveravana je distribucija logaritmovanih vrednosti i
rezultati su prikazivani kao geometrijske sredine i intervali pouzdanosti. Kontinuirani podaci
koji ni nakon logaritamske transformacije nisu pratili normalnu raspodelu prikazani su kao
medijanei interkvartilni rasponi.

Kontinuirane varijable koje slede normalnu raspodelu, kao i kontinuirane varijable
koje nakon logaritmovanja slede normalnu raspodelu, poredene su parametarskim statistickim
testovima: Studentovim t-testom, jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), kao i
kombinovanom analizom varijanse ponovljenih merenja (engl. Mixed model ANOVA).

Varijable koje ne slede normalnu raspodelu poredene su Mann-Whitney i Kruskal-
Wallis statistiCkim testovima. Za neparametarsku anaizu podataka koji su rezultat
ponovljenih merenja koris¢eni su Friedman-ova ANOVA i Wilcoxon-ov test oznaenih
rangova

Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne frekvence, a razlike izmedu njih
testirane su upotrebom A testa.

Za utvrdivanje korelacije izmedu pojedinih parametara kori§¢ena je Spearmanova
neparametarska korel aciona analiza

Minimalni uslov za postojanje statisticki znacajne razlike je definisan verovatno¢om
(p, nivo znacajnosti) manjom ili jednakom 0,05.

Za obradu dobijenih rezultata koris¢eni su racunarski programi MS Excel, SPSS for
Windows 11.5 (Chicago, IL, USA) i MedCalc (version 11.4 Software, Belgium).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA
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4.1. Poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite izmedu

kontrolne grupei grupe pacijenata sa shizofrenijom (SHZ grupa)

U ovom istrazivanju ucestvovalo je ukupno 120 ispitanika, od toga 60 pacijenata sa

shizofrenijom i 60 zdravih ispitanika. Svim ispitanicima uzeti su podaci o starosti, izmerena

im je visina, tezina, procenat masti, obim struka, kao i visina krvnog pritiska. Osnovni

demografski i klinicki podaci ispitanika prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Osnovni demografski podaci ispitanika i klini¢ke karakteristike pacijenata sa

shizofrenijom

‘ Parametar ‘ SHZ grupa ‘ Kontrolna grupa ‘ p

| Broj ispitanika | 60 | 60 |

| Starost (godine) | 401%107 | 387£111 | 0485

| Muskarci, n (%) | 22 (36.7%) | 16 (26.7%) 0239

| Zene, n (%) | 38 (63.3%) | 44 (73.3%) '

| Pusaci, n (%) | 29 (48.3%) | 22 (36.7%) | 0.267
?g'(‘) 3?:2)26‘ shizofrenije 29.83+ 10.11 i i

| DuZina bolesti (godine) | 1002654 | - | -
Doza antipsihotika
e g/F()jan) 354.6 + 281.9 i i

| Klozapin, n (%) | 20 (33.3%) | - | -

| Risperidon, n (%) | 16 (26.7%) | - | -

| Olanzapin, n (%) | 8 (13.3%) | - | -
z/(z)mbl nacija antipsihotika, n 14 (23.3%) ) ]

| Psihostabilizatori, n (%) | 10 (16.7%) | - | -

| Anksiolitici, n (%) - 14(23.3%) | - | -

| Antiholinergici, n (%) | 7 (11.7%) | - | -

HPE-hlorpromazin ekvivalenti; Kontinuirani podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = S.D.

Kategoricki podaci su predstavljeni kao apsolutne frekvence.
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Antropometrijske karakteristike, vrednosti krvnog pritiska, koncentracija glukoze i parametri
lipidnog statusa u kontrolnoj grupi i SHZ grupi prikazani su u tabelama3i 4.

Tabela 3. Antropometrijske karakteristike i vrednosti krvnog pritiska ispitanika

Parametar Kontrolna grupa SHZ grupa p
Sistolni KP, mmHg 120.3+13.7 116.6 + 16.4 0.186
Dijastolni KP, mmHg 795+7.8 80.5+7.8 0.539
Telesnavisina (cm) 173+ 9.6 168 + 24.5 0.144
Telesna tezina (kg) 721+ 142 84.3+17.7 <0.001
ITM (kg/m2) 245+33 279+49 <0.001
Obim struka (cm) 84.0+11.3 96.4 + 13.9 <0.001
Masno tkivo (%) 295+ 7.7 33.4+93 <0.001
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + S.D.

Tabela 4. Koncentracija glukoze i parametri lipidnog statusa i spitanika

Parametar Kontrolna grupa SHZ grupa p
Glukoza (mmol/L)* 5.03 (4.88-5.13) 5.74 (5.49-6.09) <0.001
T-holesterol (mmol/L) 59+13 6.2+ 1.6 0.258
LDL-H (mmol/L) 38+1.1 40+1.3 0.303
HDL-H (mmol/L) 15+04 12+0.3 <0.001
TG (mmol/L)* 1.37 (1.14-1.59) 2.17 (1.77-2.57) <0.001
TG/HDL-H* 1.06 (0.78-1.13) 2.00 (1.57-2.44) <0.001

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = S.D. ili geometrijske srednje vrednosti i interval

pouzdanosti za log-normalnu raspodelu ().




Ispitivane grupe su bile sli¢cnih godina i pola, §to je i ofekivano s obzirom na
kriterijume za ukljuCivanje u istrazivanje. Takode, na osnovu % je utvrdeno da nema
statistiCki znacajne razlike u statusu pusenja izmedu ispitivanih grupa (Tabela 2).
Statistickom analizom utvrdeno je da, izuzev distribucije telesne visine, svi ostali
antropometrijski parametri se znac¢ajno razlikuju izmedu SHZ grupei kontrolne grupe. U
grupi pacijenata sa shizofrenijom, utvrdene su vece vrednosti telesne mase i ITM, kao i
obima struka i procenta masnog tkiva u odnosu na kontrolnu grupu, kao $to je i oc¢ekivano
(Tabela 3). Statistickom analizom biohemijskih parametara utvrdeno je da pacijenti sa
shizofrenijom imaju znac¢ajno vece koncentracije glukozei TG u odnosu na kontrolnu grupu.
Takode, u SHZ grupi utvrdene su znacajno nize koncentracije HDL-H, kao i znacajno veci

odnos TG/HDL-H u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 4).

Da bi se utvrdilo koje statisticke testove treba primeniti prilikom uporedivanja
parametara oksidativno-stresnog statusa kontrolne grupe i SHZ grupe, prvo je primenjena
metoda testiranja raspodel e ovih parametara. Primenom Kolmogorov-Smirnov testa, utvrdeno
je da normalnu raspodelu imaju koncentracije SH grupa, TAS i DZOazne aktivnosti i za
poredenje ovih parametara koriS¢en je Studentov t-test. Vrednosti koncentracija TBKRS,
PAB-ai aktivnosti SOD u kontrolnoj grupi, kao i POazne aktivnosti u obe ispitivane grupe,
ne slede normalnu raspodelu ni nakon logaritamske transformacije raspodela, tako da su ovi
parametri predstavljeni kao medijane 1 interkvartilni rasponi, a za njihovo poredenje koris¢en
je neparametarski Mann-Whitney-ev test. Eksperimentalno dobijeni podaci i statisticki
znacajne razlike prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Parametri oksidativnog stresa, antioksidativne zasStite i aktivnost enzima PON1 u

kontrolnoj grupi i SHZ grupi

‘ Par ametar ‘ Kontrolna grupa ‘ SHZ grupa ‘ p

| TBKRS (umol/L)* | 0.80 (0.76-0.85) | 115(1.06-1.33) | <0.001
| SH grupe (mmol/L) ] 0.62 +0.16 | 060%0.16 | 0594
| TAS (umol/L) | 438 + 161 | 683 +189 | <0.001
| SOD (kU/L)* y 30 (29-32) y 32 (28-37) | 0.8%4
| POaznaaktivnost (U/L)* | 224 (189-416) | 177(156-220) | <0.01
| DZOaznaaktivnost (U/L) | 8976 + 2693 | 67143778 | <001
| PAB (HK U)* | 379 (287-447) | 386(314-582) | 0.158

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + S.D., odnosno kao medijanai interkvartilni raspon ()
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Kao $to se i ocekivalo, rezultati statisticke analize su pokazali da pacijenti sa
shizofrenijom imaju znacajno vece koncentracije TBKRS u odnosu na kontrolnu grupu. lako
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama ukupnih SH grupa, pacijenti sa
shizofrenijom su imali statisticki znacajno vise vrednosti TAS-a u odnosu na kontrolnu
grupu. Na osnovu rezultata statistiCke analize, uoCena je znacajna razlika u aktivnostima
PONI1 izmedu ispitivanih grupa. Naime, POazne i DZOazne aktivnosti bile su znac¢ajno nize
u SHZ grupi u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnosti SOD nisu se statisticki zna¢ajno
razlikovale izmedu grupa. Takode, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrednostima

PAB-a(Tabelab).

U cilju procene statusa antioksidativne zaStite kod svih ispitanika odredivane su i
koncentracije selena, bakra i cinka u plazmi. Na osnovu rezultata Studentovog t-testa,
utvrdena je statisticki znacajno vecéa koncentracija bakra u SHZ grupi u odnosu na kontrolnu
grupu. Takode, koncentracije cinka u SHZ grupi su bile ve¢e u odnosu na kontrolnu grupu
(rezultat na granici statisticke znacajnosti), dok u koncentracijama selena nije utvrdena

statisti¢ki znacajna razlikaizmedu grupa (Tabela 6).

Tabela 6. Koncentracije mikroelemenata u kontrolnoj grupi i SHZ grupi

Parametar Kontrolna grupa SHZ grupa P
Selen (ug/L) 81.71+ 15.72 84.30 + 27.69 0.569
Bakar (mg/L) 0.77 £ 0.32 0.97 +0.31 <0.001
Cink (mg/L) 0.98+0.24 1.07+0.26 0.053

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + S.D.
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4.2. |spitivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u odnosu na

prisustvo metaboli¢kog sindroma kod pacijenata sa shizofrenijom

Obzirom na prethodno utvrdene razlike u antropometrijskim i biohemijskim
parametrima, koji su ukazali na povecani obim struka, hiperglikemiju, kao i prisustvo
aterogene didlipidemije u grupi pacijenata sa shizofrenijom, dalje istrazivanje se odnosilo na

ispitivanje njihove udruzenosti u ispitivanim grupama.

Na osnovu IDF kriterijuma utvrdeno je prisustvo metabolickog sindroma kod 31

(51.7%) pacijenta sa shizofrenijom (Slika 10).

51.70%

11.70%

i

SHZ grupa kontrolna grupa

Slika 10. Zastupljenost metabolickog sindroma u ispitivanim grupama

Procentualna zastupljenost razli¢itih komponenti MetS za SHZ grupu i kontrolnu
grupu prikazanaje naslikamal1li 12.
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Slika 11. Zastupljenost komponenti MetS u grupi SHZ grupi
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Slika 12. Zastupljenost komponenti MetS u kontrolnoj grupi
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Na osnovu vrednosti A2 ustanovljeno je da distribucija MetS komponenti nije ista kod
pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi (p<0.001). U grupi pacijenata najzastupljenija
komponenta je abdominalna gojaznost (81,7%), slede snizene vrednosti HDL-H (58,3%) i
povecéane koncentracije TG (51,7%). U kontrolnoj grupi, najzastupljenija komponenta MetS
je takode abdominalna gojaznost (53,3%), a zatim slede povecane vrednosti sistolnog (30%) 1
dijastolnog krvnog pritiska (28,3%). Ucestalost svake komponente MetS, izuzev hipertenzije,

veda je u SHZ grupi u odnosu na kontrolnu grupu.

U cilju ispitivanja uticagja MetS-a na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite pacijenti sa shizofrenijom su podeljeni u dve podgrupe: pacijenti bez metabolickog
sindroma (SHZ bez MetS) i pacijenti sa metabolickim sindromom (SHZ sa MetS). Poredenje
podgrupa pacijenata vrseno je i u odnosu na kontrolnu grupu, koja je obuhvatila ispitanike
bez MetS-a (iz inicijalne kontrolne grupe iskljuceno je 7 ispitanika). Parametri koji slede
normalnu i log-normalnu raspodelu uporedivani su primenom ANOVA testa, a za parametre
koji ni posle logaritmovanja ne slede normalni tok koriS¢en je neparametarski Kruskal-
Wallis-ov test. Osnovni demografski podaci, antropometrijske karakteristike i biohemijski

parametri analiziranih grupa prikazani su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Osnovni demografski podaci, antropometrijske karakteristike i rezultati
biohemijskih analiza za kontrolnu grupu i grupe pacijenatasai bez MetS-a
Parametar Kenireli SHZ bez MetS SHZ saMetS p
grupa
Broj ispitanika 53 29 31
Starost (godine) 36.7+9.9 36.8+9.4 432+109%" <0.05
Duzina bolesti : 83+58 11.9+ 6.9 <0,05
(godine)
Pol (M/Z) 14/39 11/18 11/20 0.496
Pusaéi, n (%) 19 (35.8%) 12 (41.4%) 17 (54.8%) 0.234
Sistolni KP, mmHg 118.6 + 13.1 112.3+14.1 120.6 + 17.6 0.082
Dijastolni KP, mmHg 784+76 76.4+85 84.2 +9.8*" " <0.01
Telesnavisina (cm) 168+ 25.9 174+ 7.7 173+ 11.2 0.371
Telesna tezina (kg) 71.6 + 14.46 78.2 +17.52 89.98 + 16.2° " <0.001
ITM (kg/m2) 242+34 258+ 4.7 30.0 £ 44570 <0.001
Obim struka (cm) 82.4+10.3 885+ 11.6% 103.7 + 11.8°7"" | <0.001
Masno tkivo (%) 289+79 30.7+9.1 35.9+88" <0.01
& 4.90 5.13 5.9
Glukoza (mmol/L.) (4.79-5.00) (4.88-5.32) (5.30-6.34)*#0# | <0.001
T-holesterol 5.61 5.45 6.54 <0.01
(mmol/L)* (5.28-5.96) (5.04-5.89) (5.96-7.18)* """ '
# 351 3.59 4.40
LDL-H (mmol/L) (3.22-3.83) (3.26-3.95) (3.66-4.69) 0.058
# 1.41 1.23 1.11
HDL-H (mmol/L) (1.32-1.51) (111-1.35)* (1.02-1.19)*" <0.001
& 1.11 1.23 2.45
TG (mmol/L) (1.05-1.27) (1.07-1.40) (1.91-3.27)#os | <0.001
I 0.75 1.10 2.11
TG/HDL-H (0.66-0.95) (0.88-1.22) (1.55-2.93) b <0.001
Kontinuirani podaci sa normalnom raspodelom su prikazani kao srednje vrednosti + S.D,

geometrijske srednje vrednosti i interval pouzdanosti za log-normalnu raspodelu (), odnosno kao
medijana i interkvartilni raspon (%) @ statisticki znacajno razliito od kontrolne grupe, ° statisticki
znacajno razli¢ito od SHZ bez MetS *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Tukey's post hoc test) * p<0.05,

#p<0.01, *p<0.001 (Mann-Whitney-ev test)
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Statistickom analizom je potvrdeno da se grupa pacijenata sa MetS-om, osim u
vrednostima sistolnog pritiskai koncentracijama LDL-H, razlikuje u vrednostima svih ostalih
parametara u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, post hoc analizom utvrdeno je da se
pacijenti sai bez MetS-a, razlikuju medusobno u vrednostima obima struka, koncentracijama
glukoze 1 TG, kao Sto je 1 ocekivano. Medutim, iako su koncentracije LDL-H bile vece u
grupi pacijenata sa MetS-om, uo¢ena razlika u odnosu na grupu SHZ bez MetS-a, kao i
kontrolnu grupu nije bila statisticki znacajna. S druge strane, izmedu nizih koncentracija
HDL-H u grupi pacijenata sa MetS-om u odnosu na grupu pacijenata bez MetS-a, nije bilo
statistiCki znaajne razlike. Rezultati ispitivanja uticgja MetS-a na parametre oksidativnog

stresa i antioksidativne zastite ispitivanih podgrupa dati su Tabeli 8.

Tabela 8. Poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite izmedu

kontrolne grupe, SHZ pacijenata sa i bez metaboli¢kog sindroma

Parametar Kontrolna | o7 ey Mets | SHZ saMetS D
grupa
Broj ispitanika 53 29 31
0.80 1.08 125
& <0.001
TBKRS (pmol/L) (0.74-0.85) (0.97-1.25)# | (1.08-1.63) ¥ b
0.082
SH grupe (mmol/L) | 0.60+0.12 0.56+0.13 0.64+0.18
| TAS (umol/L) 443+157 | 598+162% | 771£176% "7 | <0.001
. 295 275 36.0
SOD (kUIL) (28.6-31.0) (22.4-34.0) (29.0-58.5) 0.060
POazna aktivnost 237 190 154
& it <0.01
(UIL) (193-417) (171-321) (121-202)
E)UZ/(L);'Z”a Sklivnost | ga6g 4 2730 7494+3632 5084+3778 %" | 0.001
379 587 304
& 0.05
PAB (HK'U) (289-499) (377-674) * (284-401) ** <

Kontinuirani podaci sa normalnom raspodelom su prikazani kao srednje vrednosti + S.D, odnosno kao
medijana i interkvartilni raspon (%) @ statisti¢ki znaGajno razliGito od kontrolne grupe; ° statisticki
znadajno razli¢ito od SHZ bez MetS; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Tukey's post hoc test); *
p<0.05, #p<0.01, *p<0.001 (Mann-Whitney-ev test).
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Primenom neparametarskog Kruskal-Wallis-ov testa utvrdeno je da se koncentracije
TBKRS, kao parametra oksidativnog stresa, znacajno razlikuju izmedu ispitivanih grupa.
Daljom analizom (upotrebom Mann-Whitney-evog neparametarskog testa) pokazano je da su
koncentracije TBKRS statisti¢ki znacajno vece u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu, kao i dodatno u SHZ grupi sa MetS-om u odnosu na pacijente bez MetS-a, kao $to se i
ocekivalo. Na osnovu rezultata statistiCke analize, moze se uociti znacajna razlika u POaznim
i DZOaznim aktivnostima izmedu tri ispitivane podgrupe. Obe aktivnosti enzima PONI su
bile statisti¢ki znacajno nize u grupi pacijenata sa MetS-om u odnosu na kontrolnu grupu.
Medutim, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u POaznim i DZOaznim aktivnostima u
SHZ grupi bez MetS-a u odnosu na kontrolnu grupu, kao ni i u odnosu na SHZ grupu sa
MetS-om. Nisu uocene statisticki znacajne razlike u aktivnostima antioksidativnog enzima

SOD, kao ni u koncentracijama SH grupa izmedu ispitivanih grupa.

Primenom analize varijanse (ANOVA) pokazana je statisticki znacajna razlika u
nivoima TAS-a ispitivanih grupa. Tukey' s post hoc analizom je utvrdeno da je nivo TAS-a
statisticki znaCajno visi u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, kao i u grupi
pacijenata sa MetS-om u odnosu na pacijente bez MetS-a. Rezultati  Kruskal-Wallis-ovog
neparametarskog testa, a zatim Mann-Whitney-eve post hoc analize, pokazali su da je nivo
PAB-a bio statisticki znacajno veéi u grupi pacijenata bez MetS-a u odnosu na kontrolnu
grupu, kao i u odnosu na grupu pacijenata sa MetS-om. Medutim, nije uoCena statisticki

znacajna razlika u vrednostima PAB-a u grupi pacijenata sa MetS-om u odnosu na kontrolnu

grupu.

Za poredenje koncentracije mikroelemenata u ispitivanim grupama koriS¢ena je
ANOVA, a znacajnost razlike izmedu podgrupa je odredivana Tukey's post hoc analizom.
Poredenjem koncentracija selena utvrdena je neocekivano statisticki znafajno veca
koncentracija u grupi pacijenata sa MetS-om u poredenju sa grupom pacijenata bez MetS-a.
Koncentracije bakra su bile statisticki znacajno vece u grupi pacijenata sa MetS-om u odnosu
na kontrolnu grupu, bez statisticki znacajne razlike izmedu podgrupa pacijenata u zavisnosti
od prisustva MetS-a. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentracijama cinka

izmedu ispitivanih grupa (rezultat na granici statisticke znacajnosti) (Tabela 9).
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Tabela 9. Poredenje koncentracija selena, bakra i cinka izmedu kontrolne grupe, SHZ

pacijenata sa i bez metabolickog sindroma

Par ametar Kontrolnagrupa | SHZ bezMetS | SHZ saMetS p
Selen (pg/L) 81.09 + 16.41 75.38+2049 | 91.24+30.81" | <0.05
Bakar (mg/L) 0.78+0.34 0.92+0.19 1.02 + 0.38*" <0.001
Cink (mg/L) 0.96+0.23 1.06 +0.27 1.08 + 0.26 0.058

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + S.D.

@statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito od kontrolne grupe
® statistidki znagajno razli¢ito od SHZ bez MetS

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Tukey's post hoc test)

4.2.1. Korelacije izmedu parametara oksidativno-stresnog statusa sa pojedina¢nim

komponentama metaboli¢kog sindroma u kontrolnoj grupi i SHZ grupi

Da bi se ispitalo eventualno postojanje korelacije izmedu parametara oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite sa pojedinaénim komponentama MetS-a koriSéena je metoda

Spearman-ove neparametarske korelacione analize.

U kontrolnoj grupi je pokazano da su koncentracije TBKRS u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom glukoze. Koncentracija SH grupa bila je u statisticki znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa obimom struka i koncentracijom glukoze, dok je aktivnost antioksidativnog
enzima SOD statisticki znac¢ajno pozitivno korelirala sa koncentracijama HDL-H. Medutim, u
kontrolnoj grupi neparametarska korelaciona analiza je pokazala da TAS, kao i aktivnost
PONI1, nisu u statisticki znacajnoj korelaciji ni sa jednom od komponenata metabolickog
sindroma. Statisticka analiza je pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju PAB-a sa obimom

struka. Rezultati korelacione analize za kontrolnu grupu prikazani su u Tabeli 10.
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Tabela 10. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza parametara oksidativno-

stresnog statusa sa komponentama MetS u kontrolnoj grupi

TBKRS SH TAS SOD | POaze | DZOaze | PAB
Parametar

(umol/L) | (mmol/L) | (umollL) | (KU/L) | (UIL) | (UL) | (HK U)
gﬁ;;” siruka 0.099 | 0409** | 0037 |0.2900* | -0032 | 0.110 | 0.369**
Glukoza
(mmolrt) 0.268* | 0.421** | 0005 | 0189 |-0.093 | -0.076 | -0.187
TG (mmol/L) 0.100 0.144 0132 | -0.060 | 0122 | 0056 | -0.073
HDL-H .
(mmoliL) 0.012 -0.061 0150 | 0.334* | 0081 | -0.169 | -0.037
SKP (mmHg) -0.054 0.156 0092 | 0128 | 0016 | 0122 | o0.001
DKP (mmHg) 0.101 0.076 -0.063 | 0205 | 0015 | 0015 | -0.001

*p<0.05, **p<0.01; U tabelama su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije

U grupi pacijenata sa shizofrenijom, primenom Spearman-ove neparametarske
korelacione analize, koncentracije TBKRS su takode pokazale znacajnu pozitivnu korelaciju
sa koncentracijama glukoze, ali i sa pove¢anjem broja komponenata metabolickog sindroma
(MetS skor). Koncentracije ukupnih SH grupa bile su u znafajnoj korelaciji sa
koncentracijama glukoze i TG, kao i MetS skorom. Vrednosti TAS-a, kao markera
sveobuhvatne antioksidativne zaStite, su takode bile u statisticki znafajno pozitivnoj
korelaciji sa MetS skorom, kao i pojedinaéno sa obimom struka, koncentracijama TG,
vrednostima sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska. Aktivnost SOD je pozitivno korelirala sa
koncentracijama TG i HDL-H. Takode, utvrdeno je da je aktivnost enzima PON1 prema
diazoksonu u negativnoj korelaciji sa MetS skorom u SHZ grupi. Statisticka analiza je
pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju PAB-a sa koncentracijama glukoze, ali i negativnu
kordlaciju sa TG, kao i sa MetS skorom. Rezultati korelacione andize parametara

oksidativno-stresnog statusa za grupu pacijenata sa shizofrenijom prikazani su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza parametara oksidativno-

stresnog statusa sa komponentama MetS u SHZ grupi

TBKRS SH TAS SOD | POaze DZOaze | PAB
Parametar

(umol/L) | (mmol/L) | (umol/L) | (kU/L) | (UIL) (U/L) (HK U)
MetS skor 0.360" 0.314° 0541™" | 0266 | -0.201 | -0.304" | -0.400"
8;'5" struka -0.045 0.222 0388 | 0055 | -0159 | -0156 | -0.208
Glukoza - . "
(mmol/L) 0.336 0.267 0.247 0.095 | -0.135 | -0.047 | 0.405
TG (mmol/L) 0.149 0.453™" 0.339° | 0.361" | -0.076 | -0.237 -0.274
HDL-H 0.204 0.051 0.183 0.280° | 0.007 -0.097 -0.039
(mmol/L)
SKP (mmHg) -0.077 0.153 0.340° 0.127 | -0.061 | -0.168 -0.130
DKP (mmHg) 0.096 0.102 0.426" 0121 | -0.166 | -0.246 -0.160

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; U tabelama su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije

Rezultati Spearman-ove neparametarske korelacione analize izmedu koncentracija
mikroelemenata plazme sa pojedina¢nim komponentama metabolickog sindroma za
kontrolnu grupu, kao i za grupu pacijenata sa shizofrenijom su prikazani u tabelama 121 13.

U grupi pacijenata sa shizofrenijom, koncentracije selena su bile u pozitivnoj
korelaciji sa MetS skorom, obimom struka, koncentracijama glukoze i trigliceridima, dok je
bakar pozitivho korelirao sa dijastolnim krvnim pritiskom i koncentracijama glukoze. U
kontrolnoj grupi, jedino je uocena pozitivna korelacija bakra sa koncentracijama triglicerida.
Koncentracije cinka, u obe ispitivane grupe, nisu bile u znacajnoj korelaciji ni sa jednom

komponentom metabolickog sindroma.
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Tabela 12. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza koncentracija mikroelemenata

sa komponentama MetS u kontrolnoj grupi

Parametar Selen (ug/L) Bakar (mg/L) Cink (mg/L)
Obim struka (cm) 0.083 -0.139 0.214
Glukoza (mmol/L) 0.210 -0.042 0.094
TG (mmol/L) -0.039 0.310* 0.180
HDL-H (mmol/L) 0.160 0.130 -0.172
SKP (mmHg) 0.094 0.092 0.181
DKP (mmHg) 0.079 -0.017 0.198

*p<0.05, U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije

Tabela 13. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza koncentracija mikroelemenata

sa komponentama MetS u SHZ grupi

Parametar Selen (ug/L) Bakar (mg/L) Cink (mg/L)
MetS skor 0.443** 0.190 0.107
Obim struka (cm) 0.344* 0.207 0.073
Glukoza (mmol/L) 0.319* 0.263* 0.131
TG (mmol/L) 0.525%** 0.114 0.041
HDL-H (mmol/L) -0.179 0.091 -0.064
SKP (mmHg) 0.049 0.228 0.152
DKP (mmHg) -0.011 0.272* 0.165

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije
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4.2.2. Poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u SHZ grupi u

zavisnosti od stepena udruzenosti komponenti metaboli¢kog sindroma

Obzirom na prethodno utvrdenu statisticki znaCajnu korelaciju vecine parametara
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite sa MetS skorom u SHZ grupi, u cilju daljeg
ispitivanja uticgja MetS na razlike u oksidativno-stresnom statusu, uporedivani su parametri
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite izmedu pacijenata sa shizofrenijom u zavisnosti
od broja prisutnih komponenata MetS. U zavisnosti od MetS skora, pacijenti sa shizofrenijom
su podeljeni u Cetiri podgrupe: grupa I (MetS skor <1; n=8), grupa Il (MetS skor=2; n=20),
grupa Il (MetS skor=3; n=16) i grupa IV (MetS skor >4; n=16). U podgrupama pacijenata,
na osnovu MetS skora, raunate su medijane i interkvartilni rasponi za sve ispitivane
parametre oksidativno-stresnog statusa, da bi se izbegle moguce greske nastale usled nacina
raspodele ovih parametara prilikom formiranja navedenih podgrupa, i za statisticku analizu
primenjen je neparametarski Kruskal-Wallis-ov test. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli
14 (dlika 13).

Tabela 14. Poredenje parametara oksidativno-stresnog statusa izmedu pacijenata sa razli¢itim
stepenom udruzenosti komponenti MetS

| I 1 v P
Broj ispitanika 8 20 16 16
169
TBKRS 114 1.07 1.08
(umol/L) (0.78-151) | (0.88-1.21) (0.9-1.34) (122205 | <001
0.74
SH grupe 0.54 0.58 0.49 ) ar,
(mmol/L) (0.45-069) | (0.44-0.65) (0.43-0.64) (0.63:0.88) <0.01
555 652 672 858
TAS (umol/L) | 390.63g) (568-714) (609-783) | (698-1014) "> | 0001
27 27 37 35
SOD (kUL) (20-31) (22-37) (31-58) (22-77) 0.084
285 190 141
Poaze (UIL) (162.073 (155516 (76.210) 194 (99-304) | 0.230
8139 6928 7446 4860
DZOaze (UL) | (5540.11083) | (4732-10067) | (3616-10489) (2309-6364) | 0142
676 569 415 283
PAB (HK U) (402-819) (313-665) (299-616) (236-333) * " | <0.05

Rezultati su predstavljeni kao medijanai interkvartilni raspon. ?statisticki znacajno razlicito od podgrupe I; °
statisticki znagajno razli¢ito od podgrupe II; ° statisti¢ki zna&ajno razli¢ito od podgrupe III “p< 0.05; *"p< 0.01;

"’ p< 0.001 (Mann-Whitney-ev test).
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Neparametarskim Kruskal-Wallis-ovim tesom, poredenjem parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite kod pacijenata sa shizofrenijom, pokazano je da se vrednosti TBKRS,
SH grupa, TAS-a, kao i PAB-a statisti¢ki znacajno razlikuju izmedu razli¢itih podgrupa u
zavisnosti od broja MetS komponenti. Daljom statistickom analizom, primenom Mann-
Whitney neparametarskog testa, utvrdeno je da su koncentracije TBKRS statisti¢ki znacajno
veée kod pacijenata u podgrupi IV u odnosu na pacijente u ostalim podgrupama. S druge
strane, utvrdeno je da su koncentracije ukupnih SH grupa takode statisticki znacajno veée u
podgrupi 1V u odnosu na ostale podgrupe pacijenata. Zatim, nivo TAS-a kod pacijenata u
podgrupi IV je bio statisticki znacajno visSi u odnosu na pacijente u podgrupama I 1 IL
Medutim, statistickom analizom nije pokazano da povecanje broja komponenata
metaboli¢kog sindroma znacajno uti¢e na aktivnost enzimske antioksidativne zastite, kako na
nivo aktivnosti SOD, tako ni na aktivnosti enzima PON1 u analiziranim SHZ grupama. U
skladu sa utvrdenim promenama parametara oksidativnog stresa i neenzimske antioksidativne
zaStite, rezultati Kruskal-Wallis-ovog testa i kasnije Mann-Whitney post hoc analize,
pokazali su da su vrednosti PAB kod pacijenata u podgrupi IV statisti¢ki znacajno nize u
odnosu na ostale podgrupe pacijenata.
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Koncentracije selena, bakrai cinkau plazmi pacijenata sa shizofrenijom u zavisnosti od broja

komponenata MetS-a prikazane su u Tabeli 15.

Tabela 15. Poredenje parametara oksidativno-stresnog statusa izmedu pacijenata sa razli¢itim

stepenom udruzenosti komponenti MetS

P
Parametar | I I \Y;
101.3
62.0 73.6 70.4
Selen (ug/L) (89.8-117.4) <0.001
(48.2-85.1) (62.9-95.0) (54.4-89.6) e b o
0.90 0.91 0.87 1.03
Bakar (mg/L) 0.130
(0.66-1.05) (0.85-1.04) (0.68-1.03) (0.92-1.29)
_ 1.00 1.00 1.10 1.06
Cink (mg/L) 0.691
(0.78-1.29) (0.95-1.13) (0.92-1.28) (0.95-1.13)

Rezultati su predstavljeni kao medijana i interkvartilni raspon (*). statisticki znacajno razli¢ito od
podgrupe |; ° statisticki znagajno razli¢ito od podgrupe II; ® statisti¢ki zna¢ajno razliito od podgrupe

*kk

[11 "P< 0.05; "P< 0.01; ""P< 0.001 (Mann-Whitney-ev test)

Na osnovu rezultata Kruskal-Wallis-ovog testa, a zatim Mann-Whitney-eve post hoc analize,
pokazano je da su koncentracije selena bile statisticki zna¢ajno vece u grupi IV u odnosu na
ostale podgrupe (slika 13). Iako je uo¢eno blago povecanje koncentracije bakra i cinka sa

povecanjem MetS skora ove razlike nisu bile statisticki znacajne (Tabela 13).
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Slika 13. Graficki prikaz odnosa parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod

pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na broj komponenata metaboli¢kog sindroma. Rezultati su

predstavljeni ,,box and whisker* dijagramima.
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4.3. Uticaj suplementacije alfa-liponskom kiselinom na parametre oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite

U okviru ovog dela istrazivanja, ispitivan je uticg suplementacije alfa-liponskom
kiselinom na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u grupi pacijenata sa
shizofrenijom, kao i u grupi zdravih ispitanika. Takode, ispitivan je i uticaj suplementacije
afaliponskom kiselinom na antropometrijske i biohemijske parametre, kao | na
koncentracije mikroelemenata u ispitivanim grupama. Osim toga, odredivane su i
koncentracije leptina i adiponektina u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Antropometrijska
merenja, biohemijske analize i odredivanje svih ispitivanih parametara uradeno je na pocetku,

posle 45 i 90 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom.
4.3.1. Opsti podaci o ispitanicima

Kao $to je napred navedno, istrazivanjem suplementacije afa-liponskom kiselinom je
obuhvaceno 18 pacijenata sa shizofrenijom, kao i 38 zdravih ispitanika. Osnovni demografski
podaci ispitivanih grupa i klini¢ke karakteristike pacijenata sa shizofrenijom prikazani su u
tabeli 16.

Tabela 16. Osnovni demografski i klinicki podaci ispitivanih grupa

‘ ‘ SHZ grupa ‘ Kontrolna grupa P

| Muskarci, n (%) | 8 (44%) | 12 (32%) 0248
| Zene, n (%) | 10 (56%) | 26 (68%) '

| Starost (godine) | 39.7+84 | 41.1+106 | 0.629
| ITM, kg/m® | 26.7+54 | 249+32 | 0.140
| Pusaci, n (%) | 10 (55.6 %) | 15 (39.5 %) | 0258
| Duzina bolesti (godine) | 114+54 | - |-

| CGl-tezina bolesti | 36+0.7 | - |-

| |

| Dozaleka (HPE mg/dan) | 435 + 358

CGl, skala opsteg klinickog utiska; HPE, hlorpromazin ekvivalenti; Kontinuirani podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti £ S.D. Kategoricki podaci su predstavljeni kao apsolutne
frekvence.
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Izmedu ispitivanih grupa nije bilo znacajne razlike u distribuciji godina, pola, statusa pusenja.
Takode, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u bazalnim vrednostima ITM izmedu pacijenata i

kontrolne grupe.

4.3.2. Antropometrijski i biohemijski parametri

Osnovni antropometrijski i biohemijski parametri ispitivanih grupana pocetku studije,
posie 45 dana i posle 90 dana suplementacije afa-liponskom kiselinom prikazani su u
tabelama 171 18.

Tabela 17. Antropometrijski parametri i vrednosti krvnog pritiska: pre, posle 45 i posie 90

dana suplementacije afa-liponskom kiselinom u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa

shizofrenijom
0dan 45 dan 90 dan ‘ S ‘ SxG
ITM, kg/m?
Kontrolna grupa 249+32 248+33 24.4+35" "
<0.05 0.065
SHZ grupa 26.7+5.4 26.6+55 26.6 + 5.4
Masno tkivo, %
Kontrolna grupa 308+7.4 272+87" 258+82"
<0.01 <0.01
SHZ grupa 31.0+£89 325+11.3 30.5+98
Obim struka, cm
Kontrolna grupa 88.1 +10.5 85.7+9.9" 84.1+11.3"
<0.001 0.140
SHZ grupa 98.6 + 15.7*% 96.5 + 16.33% 96.9 + 16,4
SK
Kontrolna grupa 0.82+0.08 0.81+0.07 0.81+0.07
0.106 0.675
SHZ grupa 0.88+0.102 0.87 +0.092 0.88 + 0.09°

Nastavak tabele je na sledecoj strani
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Sistolni KP, mmHg

Kontrolna grupa 124 +14.9 114+ 169" 110+ 1547
<0.001 <0.01

SHZ grupa 113 + 14.4° 113+ 14.8 115+ 139

Dijastolni KP, mmHg

Kontrolna grupa 81.4+85 75.1+10.5%" 76.4+9.2
<0.001 0.828

SHZ grupa 81.8+12.2 741+71 785+ 7.7

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.D. S-uticg suplementacije, SxG-interakcija
suplementacije i grupe. P<0.05 (), p<0.01 () i p<0.001 ("): znadajna razlika u odnosu na 0 dan.
p<0.05 (%), p<0.01 (*) i p<0.001 (**): znakajna razlika u odnosu na 45 dan. p<0.05 (%), p<0.01 (®) i
p<0.001 (**): znacajna razlika izmedu grupa u istom vremenskom intervalu.

lako na pocetku studije, izmedu ispitivanih grupa nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u ITM 1 procentu masnog tkiva, u grupi pacijenata sa shizofrenijom utvrdene su vece
vrednosti obima struka i odnosa struk/kuk u odnosu na kontrolnu grupu. Kombinovana
analiza varijanse ponovljenih merenja je pokazala znaCajnu promenu u periodu
suplementacije alfa-liponskom kiselinom u ITM, procentu masnog tkiva i obimu struka
(p<0.05, p<0.01 i p<0.001, redom). Pokazan je znacajan uticaj interakcije suplementacije i
grupe (p<0.01) na procenat masnog tkiva. Post hoc analiza je pokazala znacajno smanjenje

procenta masnog tkiva u kontrolnoj grupi, ali nei u SHZ tokom perioda suplementacije.

Na pocetku studije, utvrdene su znacajno vise bazalne vrednosti sistolnog KP u
kontrolnoj grupi. Statisticka analiza je pokazala znacajan uticaj suplementacije (p<0.001),
kao i znacajan uticg interakcije suplementacije i grupe (p<0.01) na vrednosti sistolnog KP.
Name, post hoc analizom je utvrdeno znacajno smanjenje sistolnog KP u kontrolnoj grupi,

ali nei u grupi pacijenata sa shizofrenijom (Tabela 17).
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Tabela 18. Osnovni biohemijski parametri: pre, posle 45 i posle 90 dana suplementacije alfa-

liponskom kiselinom u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa shizofrenijom

Odan 45 dan 90 dan S SxG
Glukoza®, mmol/L
Kontrolna grupa 5.15(4.99-5.31) | 5.46(5.29-5.64)" | 5.54 (5.35-5.75)"
- | <0001 | <0.001
SHZ grupa 6.01 (5.40-6.67)* | 5.42(5.17-5.69) 5.29 (5.01-5.58)
T-holesterol, mmol/L
Kontrolna grupa 6.09+1.28 595 +1.27 6.36 + 1.297
0.470 0.071
SHZ grupa 6.36 + 1.38 6.39+1.78 6.18 £ 1.54
HDL -holesterol, mmol/L
Kontrolna grupa 144+0.34 152+044 1.35 + 0.31"
<0.05 0.646
SHZ grupa 1.19+0.35% 1.14+0.33% 1.06 £ 0.39*
L DL -holesterol, mmol/L
Kontrolna grupa 4.13+0.99 4.00+£0.99 449+ 1.02"
0.182 <0.05
SHZ grupa 3.99+0.86 416 + 1.55 396+ 1.30
Trigliceridi®, mmol/L
Kontrolna grupa 1.23(1.09-1.39) 1.16 (0.94-1.44) 1.31(1.13-1.52)
0.810 0.359
SHZ grupa 1.91 (1.18-3.09) | 2.05(1.41-2.99)* | 1.93(1.36-2.74)*
Mokraéna Kiselina, pmol/L
Kontrolna grupa 334+ 145.6 211+942™ 320 + 122.6 "
<0.001 | <0.01
SHZ grupa 333+181.7 315+ 200.1% 309+ 120.4

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija; “- geometrijske srednje vrednosti
i interval pouzdanosti za log-normalnu raspodelu. S-uticaj suplementacije, SxG-uticaj interakcije
suplementacije i grupe. P<0.05 (), p<0.01 () i p<0.001 ("): znadajna razlika u odnosu na 0 dan.
P<0.05 (%), p<0.01 (*) i p<0.001 (**): zna¢ajna razlika u odnosu na 45 dan. P<0.05 (%), p<0.01 (*) i
p<0.001 (*3): znacajna razlika izmedu grupa u istom vremenskom intervalu.
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Pacijenti sa shizofrenijom su imali znacajno veée bazalne koncentracije glukoze
(p<0.001) i TG (p<0.05), kao i znacajno nize koncentracije HDL-H (p<0.05) u odnosu na
kontrolnu grupu. Kombinovanom analizom varijanse ponovljenih merenja, pokazan je
znacajan uticaj suplementacije (p<0.001), kao i znacajna interakcija suplementacije i grupe
(p<0.001) na koncentracije glukoze u serumu. Nakon 45 dana, kao i pose 90 dana
suplementacije alfa-liponskom kiselinom, uoc¢eno je znacajno smanjenje glukoze u SHZ
grupi (p<0.05 i p<0.01, redom, Bonferoni test). Sa druge strane, u kontrolnoj grupi utvrdeno
je znacajno povecanje U koncentracijama glukoze u odnosu na bazalne vrednosti (p<0.05 i
p<0.01, redom, Bonferoni test), iako su ove promene bile u opsegu referentnih vrednosti.
Takode, statistickom analizom je utvrdena znafajna promena u koncentracijama HDL-H
tokom perioda suplementacije. Post hoc analizom, uoceno je znafajno smanjenje
koncentracije HDL-H u kontrolnoj grupi, nakon 90 dana u odnosu na 45 dan suplementacije
(p<0.05). Ove promene u kontrolnoj grupi su pra¢ene poveéanjem koncentracije LDL-H na
kraju perioda suplementacije u odnosu na bazalne vrednosti (p<0.05, Bonferoni test).
Kombinovana ANOVA ponovljenih merenja je pokazala statistiCki znacajan uticg
suplementacije (p<0.001), kao i znacajan uticg interakcije suplementacije i grupe (p<0.01)
na koncentracije mokra¢ne kiseline u serumu. Nakon inicijalnog smanjenja mokraéne
kiseline nakon 45 dana (p<0.001, Bonferroni test), utvrdeno je znacajno povecanje
koncentracija mokraéne kiseline posle 90 dana suplementacije u kontrolnoj grupi (p<0.001,

Bonferroni test), ali nei u grupi pacijenata sa shizofrenijom.
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4.3.3. Parametri oksidativnog stresa

U cilju utvrdivanja uticaja suplementacije LA na nivo oksidativnog stresa, odredivane
su koncentracije TBKRS, AOPP i nivo O, u plazmi.

TBKRS

2

1,5 |
=
= sxx ®0dan
= #H ® 45 dan

05 | ' I =90 dan

0 1 | 1

pacijenti kontrolna grupa

Slika 14. Koncentracije TBKRS pre, 45 danai pode 90 dana suplementacije liponskom kiselinom u
SHZ grupi i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i interval pouzdanosti.

p<0.001 (") znadajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0.01 (*) zna¢ajna razlika u odnosu na 45 dan.

Kombinovana ANOVA ponovljenih merenja je pokazala statisticki znacajan uticg
suplementacije (p<0.001), kao i interakciju suplementacije i grupe (p<0.01) na koncentracije
TBKRS. Nakon 90 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom, utvrden je znacajan pad
koncentracije TBKRS u kontrolnoj grupi u odnosu na koncentracije pre i nakon 45 dana
suplementacije (p<0.001, p<0.01, redom, Bonferroni test), dok promene u grupi pacijenata
sa shizofrenijom nisu bile statisticki znacajne. Grupa pacijenata sa shizofrenijom imala je

statisticki znaCajno veée bazalne koncentracije TBKRS (p<0.001) u odnosu na kontrolnu

grupu.
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Kombinovana ANOVA ponovljenih merenja je takode pokazala znaCajan efekat
interakcije suplementacije i grupe (p<0.01) i na koncentracije AOPP, kao markera
oksidativnog ostecenja proteina. Uoc¢eno je smanjenje koncentracija AOPP u kontrolnoj grupi
nakon 45 i 90 dana suplementacije afaliponskom kiselinom u odnosu na bazalne
koncentracije (p<0.01, p<0.05, redom, Bonferoni test), dok promene u grupi pacijenata sa
shizofrenijom nisu bile statisticki znacajne. Bazalne koncentracije AOPP bile su veée u
kontrolnoj grupi u odnosu na grupu pacijenata sa shizofrenijom, medutim ova razlikanije bila

statisticki znacajna.
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Slika 15. Koncentracije AOPP pre, 45 dana i pose 90 dana suplementacije liponskom kiselinom u
SHZ grupi i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kap geometrijska sredina i interval pouzdanosti.
P<0.01 (") i p<0.05 (') znadajna razlika u odnosu na 0 dan.

U grupi pacijenata sa shizofrenijom utvrdeni su visi bazalni nivoi O," u plazmi u
odnosu na kontrolnu grupu, iako ova razlika nije bila statisti¢ki znac¢ajna. Kombinovanom
ANOVA anaizom ponovljenih merenja nisu utvrdene zna¢ajne promene u nivoima O;" u
plazmi tokom perioda suplementacije afa-liponskom kiselinom, u obe ispitivane grupe (slika
16).
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Slika 16. Koncentracije O, u plazmi pre, 45 dana i posle 90 dana suplementacije LA u grupi
pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredinai 95%
interval pouzdanosti.

4.3.4. Parametri antioksidativne zaStite

Endogena antioksidativna zaStita organizma obuhvata enzimske i neenzimske
antioksidanse. Uticg suplementacije afa-liponskom kiselinom na antioksidativnu zastitu
odredivan je odredivanjem ukupnog sadrzaja SH grupa, aktivnosti enzima SOD i PON1, kao

1 odredivanjem TAS-a. Takode, u obe ispitivane grupe odredivane su i koncentracije selena,
bakrai cinka
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Ukupne SH grupe proteina su integralni deo neenzimske antioksidativne zastite i

imaju vaznu ulogu u odrzavanju redoks ravnoteze u organizmu.

SH grupe
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Slika 17. Ukupni sadrzaj SH grupa pre, 45 danai pose 90 dana suplementacije liponskom kiselinom
U grupi pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina
i 95% interval pouzdanosti. P<0.05 (")znadajna razlika u odnosu na 0 dan; p<0.01 (*)znadajna razlika
u odnosu na 45 dan.

Na pocetku studije utvrdene su znacajno veée koncentracije ukupnih SH grupa
(p<0.01) u grupi pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu grupu. Kombinovana
ANOVA ponovljenih merenja je pokazala statisti¢ki znac¢ajan utica suplementacije (p<0.05)
na koncentracije ukupnih SH grupa. U kontrolnoj grupi, nakon inicijalnog povecanja
(p<0.05), uoceno je znacajno smanjenje koncentracija SH grupa do nivoa bazalnih vrednosti
na kraju studije (p<0.01). Promene u koncentracijama ukupnih SH grupa kod pacijenata sa

shizofrenijom nisu bile statisti¢ki znacajne (Slika 17).
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TAS predstavlja marker sveobuhvatne antioksidativne zaStite u plazmi. Uticg

suplementacije afa-liponskom kiselinom na vrednosti TAS plazme u ispitivanim grupama,

tokom perioda od 90 dana prikazan je nadlici 18.
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Slika 18. TAS pre, 45 dana i pose 90 dana suplementacije afa-liponskom kiselinom u grupi
pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija. P<0.001 (") znacajna razlika u odnosu na 0 dan.

Kombinovana ANOVA ponovijenih merenja je pokazala znaCajan efekat

suplementacije afaliponskom kiselinom (p<0.01), kao i znacajan efekat interakcije

suplementacije i grupe (p<0.05) na vrednosti TAS plazme. Uoceno je znacajno povecanje

TAS u kontrolnoj grupi nakon 45 i 90 dana suplementacije u odnosu na bazalne vrednosti

(p<0.001, p<0.001, redom, Bonferoni test), dok promene u grupi pacijenata sa shizofrenijom

nisu bile statisticki znacajne. Na pocetku studije kod pacijenata sa shizofrenijom su utvrdene

znacajno vise vrednosti TAS plazme (p<0.05) u odnosu na kontrolnu grupu.
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Superoksid dismutaza je metaloenzim koji neutraliSe superoksidni anjon i zajedno sa
ostalim antioksidativnim enzimima, predstavlja primarni nivo antioksidativne zasStite
organizma. Promene aktivnosti SOD u plazmi tokom perioda suplementacije alfa-liponskom
kiselinom u ispitivanim grupama prikazanaje naslici 19.
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Slika 19. Aktivnost SOD pre, 45 dana i posle 90 dana suplementacije afa-liponskom kiselinom u
grupi pacijenata sa shizofrenijom (A) i kontrolnoj grupi (B). Rezultati su predstavljeni ,,box and
whisker* dijagramima; P<0.05 ('), p<0.01 ("), zna¢ajna razlika u odnosu na O dan; p<0.001
(**)znacajna razlika u odnosu na 45 dan (Wilcoxon-ov test oznagenih rangova)

Primenom Friedmanovog neparametarskog ANOVA testa, a zatim Wilcoxono-ovim
testom oznaCenih rangova, pokazano je znacajno smanjenje aktivnosti SOD u grupi
pacijenata sa shizofrenijom nakon 45 dana suplementacije u odnosu na bazalne vrednosti
(p<0.01). Neparametarskom statistickom analizom ponovljenih merenja takode je utvrdena
znacajna promena u aktivnostima SOD i u kontrolnoj grupi tokom perioda suplementacije
(p<0.001). Wilcoxon-ovim neparametarskim testom utvrdeno je napre znacajno povecanje
aktivnosti SOD nakon 45 dana (p<0.01), a zatim nakon 90 dana uoceno je znacajno
smanjenje aktivnosti SOD u odnosu na 45 dan, kao i u odnosu na bazalnu aktivnost (p<0.001,

p<0.05, redom, Wilcoxonov-ov test oznacenih rangova).
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Kao §to je napred pomenuto, PON1 status podrazumeva odredivanje aktivnosti
enzima PON1 prema dva razli¢ita nefizioloSka supstrata, paraoksonu (paraoksonazna,
POazna aktivnost) i diazoksonu (diazoksonazna, DZOazna aktivnost). Promene u statusu
PON1 enzima tokom perioda suplementacije alfa-liponskom kiselinom u ispitivanim

grupama prikazane su naslikama 20 i 21.
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Slika 20. POazna aktivnost pre, 45 danai posle 90 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom u
grupi pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i
95% interval pouzdanosti. P<0.01 (*): znadajna razlika u odnosu na 0 dan. P<0.001 (**) znacajna
razlika u odnosu na 45 dan.

Pre pocetka studije, kao i nakon 45 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom,
pacijenti sa shizofrenijom su imali znacajno manje aktivnosti PON1 prema paraocksonu u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01, p<0.05). Statisticka analiza kombinovane varijanse
ponovljenih merenja je pokazala znacCajne promene u POaznoj aktivnosti tokom perioda
suplementacije (p<0.05), kao i znacajnu interakciju suplementacije i grupe na POaznu
aktivnost (p<0.01). Nakon 90 dana suplementacije, uoceno je znacajno smanjenje PONI1
aktivnosti prema paraoksonu u kontrolnoj grupi, u poredenju sa bazalnom aktivnosc¢u, kao i
aktivnos$cu posle 45 dana suplementacije (p<0.01, p<0.001, redom, Bonferoni test). Promene
POazne aktivnosti, iako je zabelezen trend povecanja aktivnosti, U grupi pacijenata sa

shizofrenijom nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Takode, kombinovana ANOVA ponovljenih merenja je pokazala znacajne promene u

DZ0aznoj aktivnosti tokom perioda suplementacije (p<0.01) (Slika 21.)
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Slika 21. DZOazna aktivnost pre, 45 danai posle 90 dana suplementacije afa-liponskom kiselinom u
grupi pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija. P<0.001 (*): znagajna razlika u odnosu na 0 dan.

Nakon 45 1 90 dana suplementacije, uoceno je znacajno smanjenje PON1 aktivnosti
prema diazaoksonu u kontrolnoj grupi u poredenju sa bazalnom aktivnoséu (p<0.001,
p<0.001, redom, Bonferoni test). lako jei u grupi pacijenata sa shizofrenijom, uoceno blago
smanjenje aktivnosti PON1 aktivnosti prema diazaoksonu, ove promene nisu bile statisticki
znacajne. Tokom perioda suplementacije afa-liponskom kiselinom, DZOazne aktivnosti u
grupi pacijenata sa shizofrenijom su bile statisticki znacajno niZze u odnosu na kontrolnu

grupu (p<0.001, p<0.01, p<0.05, redom, Bonferoni test).

Primenom kombinovane analize varijanse ponovljenih merenja, nisu utvrdene
statisticki znacajne promene u koncentracijama selena, bakrai cinka u periodu od 90 dana, u

obe ispitivane grupe (Slika 22).
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Slika 22. Koncentracije selena, bakra i cinka u plazmi pre, 45 danai posle 90 dana suplementacije
LA u grupi pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Koncentracije selena su prikazane kao
srednja vrednost + S:D., dok su koncentracije cinka i bakra predstavljene kao geometrijska sredinai
interval pouzdanosti.
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4.3.5. Prooksidativno-antioksidativni balans

Promene u vrednostima PAB-a, koji predstavlja parametar ravnoteze izmedu
prooksidanasa i antioksidanasa u plazmi, tokom perioda suplementacije alfaliponskom

kiselinom u ispitivanim grupama prikazane su naslici 23.
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Slika 23. Vrednosti PAB-a pre, 45 dana i posle 90 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom u
grupi pacijenata sa shizofrenijom i kontrolnoj grupi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
S.D.; p<0.001 ("): znagajna razlika u odnosu na 0 dan. p<0.05 (*): znagajna razlika u odnosu na 45

dan.

Na osnovu kombinovane analize varijanse ponovljenih merenja, uocena je statisticki
znac¢ajna interakcija suplementacije i grupe (p<0.01) na vrednosti PAB. U kontrolnoj grupi,
nakon inicijalnog povecanja vrednosti PAB (p<0.001, Bonferoni test), utvrdeno je znacajno
smanjenje nivoa PAB u odnosu na 45 dan suplementacije (p<0.05, Bonferoni test). Izmedu

bazalnih vrednosti PAB-a u ispitivanim grupama nije bilo statisticki znacajne razlike.
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4.3.6. Uticaj suplementacije LA na koncentracijeleptinai adiponektinau SHZ grupi

Leptin i adiponektin imau znacajnu ulogu u regulaciji telesne tezine i insulinske
osetljivosti. Kod pacijenata sa shizofrenijom, poredenjem koncentracija leptina, analizom
varijanse ponovljenih merenja je utvrdeno da se koncentracije ovog adipokina nisu statisticki
znacajno razlikovale tokom perioda suplementacije alfa-liponskom kiselinom. Medutim,
statistiCkom analizom je uo¢ena zna¢ajna promena u koncentracijama adiponektina. Post hoc
analizom utvrdeno je statisticki znacajno povecanje koncentracije adiponektina nakon 90
dana suplementacije u odnosu na bazalne vrednosti (p<0,05, Bonferoni test). Promene u
koncentracijama leptinai adiponektina kod pacijenata sa shizofrenijom tokom suplementacije
afaliponskom kiselinom prikazane su u Tabeli 19.

Tabela 19. Koncentracije leptina i adiponektina na pocetku studije, posle 45 i posle 90 dana

suplementacije alfa-liponskom kiselinom u grupi pacijenata sa shizofrenijom

Odan 45 dan 90 dan p
Leptin 6.89 6.94 6.78 0,968
(ng/mL) (3.92-9.87) (4.15-9.73) (3.72-9.85) '
Adiponektin 8135 10308 12793 <0.05
(ng/mL) (5672-11666) (7712-13777) (9917-16503)* '

Rezultati su prikazani kao geometrijska sredinai interval pouzdanosti

®statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito od 0 dana

*p<0.05, (Bonferoni post hoc test)
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5. DISKUSIJA
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5.1. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije

Oksidativni stres u shizofreniji je predmet velikog broja istrazivanja. Uprkos veoma
razli¢itim rezultatima, koji ukazuju na heterogenu simptomatologiju i tok shizofrenije s jedne,
i kompleksnost mehanizama uklju¢enih u povecanu produkciju slobodnih radikala s druge
strane, sve je veéi broj dokaza koji podrzavaju ulogu oksidativnog stresa u patofiziologiji
shizofrenije (222).

U fizioloskim uslovima najveée koli¢ine slobodnih radikala u CNS nastaju tokom
oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, kao i metabolizmom neurotransmitera,
ukljucujuéi dopamin i glutamat, koji su od posebnog znacaja u patofiziologiji shizofrenije.
Relativno nizak stepen antioksidativne zastite mozga, u poredenju sa drugim organima, ima
zadatak da odrzava redoks ravnotezu i onemoguci Stetno delovanje slobodnih radikala na
mozdane strukture i funkcije. Ovo protektivno delovanje ostvaruje se visestrukim
mehanizmima, koji uklju¢uju udruzeno delovanje antioksidativnih enzima i neenzimskih
antioksidanasa.

Aktuelni pretpostavljeni mehanizmi kojima se pokusava objasniti povecana produkcija
slobodnih radikala u shizofreniji ukljucuju stimulaciju mitohondrijalne aktivnosti kao
posledicu poremecaja homeostaze glukoze, koja predstavlja glavni izvor energije u CNS, s
jedne strane ali i poremecaje na nivou respiratornog lanca elektrona u mitohondrijama, koje
Su posebno osetljive na oksidativna oSteCenja, s druge strane. Poremecaji u oksidativnoj
fosforilaciji dalje, posledi¢no dovode do promena u sintezi i oslobadanju neurotransmitera,
smanjenja reparacije DNK i apoptoze. Takode, poznato je da je shizofrenija povezana sa
imunoloskom disfunkcijom, ukljuéujuci povecanu produkciju inflamatornih citokina (223).
Inflamacija moze dodatno povecati proizvodnju slobodnih radikala, i obrnuto.

Izmenjena enzimska antioksidativna aktivnost, redukovani nivo neenzimskih
antioksidanasa, kao i povecani stepen lipidne peroksidacije utvrden je u akutnoj psihoti¢noj
epizodi ai i kod klini¢ki stabilnih i dugotraino le¢enih pacijenata sa shizofrenijom (87).

Da bi se potvrdila pocetna pretpostavka da se pacijenti sa shizofrenijom nalaze u
stanju hroni¢nog oksidativnog stresa, u ovom istrazivanju je odredivana koncentracija
tiobarbiturna kiselina reaguju¢ih supstanci (TBKRS), zavr$nih produkata lipidne
peroksidacije, koje predstavljgu najces¢e odredivani parametar oksidativnog stresa u
shizofreniji (224). U naSem istrazivanju, pacijenti sa shizofrenijom su imali znacajno vece
koncentracije TBKRS u poredenju sa kontrolnom grupom. Ova rezultat, je u skladu sa
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prethodnim mnogobrojnim studijama koje su proucavale stepen lipidne peroksidacije kod
pacijenata sa shizofrenijom (121). Dodatno, treba ista¢i da medu ispitivanim grupama u
nasem istrazivanju, nije bilo znacajne razlike u statusu pusSenja, obzirom da puSenje, kao i
nacin ishrane, mogu da uti¢u na koncentracije TBKRS (121, 224).

SOD je antioksidativni enzim koji neutraliSe superoksidni anjon prevode¢i ga u
vodonik peroksid. Dosadasnji rezultati studija koje su proucavale ovaj enzim antioksidativne
zastite kod pacijenata sa shizofrenijom su veoma razliciti. Meta-analiza vrednosti parametara
oksidativnog stresa od strane Flatow i saradnika je pokazala da je nivo aktivnosti SOD u
plazmi znatajno povecan u prvoj psihoti¢noj epizodi, ali znacajno smanjen kod klini¢ki
stabilnih pacijenata na antipsihoti¢noj terapiji u odnosu na kontrolnu grupu. S druge strane,
aktivnost SOD u eritrocitima je znacajno smanjena tokom prve psihoti¢ne epizode, relapsa,
kao i u stabilnoj fazi shizofrenije (222). Medutim, postoje i misljenja da veée aktivnosti SOD
u plazmi pacijenata u stabilnoj fazi shizofrenije predstavljgu adaptivni mehanizam
antioksidativne zastite u uslovima povecanog oksidativnog stresa (118). Prema rezultatima
naseg istrazivanja, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u aktivnostima SOD u grupi
pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom. Cinjenica da aktivnost SOD nije pove¢ana
nasuprot poveéanoj lipidnoj peroksidaciji, ukazuje na postepeno iscrpljivanje enzimske
antioksidativne zastite, obzirom da su pacijenti u ovom istrazivanju imali prosecnu dijagnozu
shizofrenije od 10 godina. S druge strane, moguce objaSnjenje se moze traziti 1 u mogucem

kompenzatornom povecanju aktivnosti drugih antioksidanasa.

Kako je nase istrazivanje bilo primarno usmereno na proucavanje oksidativnog stresa
kao jednog od faktorarizika za razvoj ateroskleroze i KVB, a koje su veoma zastupljene kod
obolelih od shizofrenije, u cilju procene efikasnosti enzimske antioksidativne zastite
odredivali smo, pored SOD, i aktivnosti enzima PON1. Ovg antioksidativni enzim se nalazi
u cirkulaciji vezan za HDL cestice 1 ima vaznu ulogu u prevenciji ateroskleroze, jer spreava
oksidativnu modifikaciju LDL, ali i HDL cestica. Poredenjem aktivnosti enzima PON1,
dobili smo znaCajno manje aktivnosti ovog antioksidativhog enzima kod pacijenata sa
shizofrenijom u odnosu na kontrolnu grupu. Pokazano je da je aktivnost PON1 prema oba
nefizioloSka supstrata, paraoksonu i diazoksonu, bila znaCajno niza U grupi pacijenata.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatom prethodnog istrazivanja (225). Nedavna studija,
Mabrouk i saradnika je takode potvrdila znacajno nize aktivnosti enzima PONI1 kod

pacijenata sa shizofrenijom, nezavisno od demografskih i klini¢kih karakteristika (226).
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Kao parametre za procenu aktivnosti neenzimske antioksidativne zasStite, odredivali
smo koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa, kao i totalni antioksidativni status. Proteinske
SH grupe, su veoma osetljive na oksidaciju i postoje dokazi negativne korelacije SH grupa sa
nivoom lipidne peroksidacije i ostalim parametrima oksidativnog ostecenja (227). Takode,
nekoliko istrazivanja je pokazalo znafajno niZe koncentracije neproteinskih SH grupa kod
pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na zdrave ispitanike (116,228). Medutim, nasi rezultati
su pokazali da, iako su koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa bile nesto niZze u odnosu na
kontrolnu grupu, ova razlika nije bila statisticki znacajna. Dobijeni rezultati, kao i za
aktivnost SOD, mogu se objasniti ¢injenicom da jo$ uvek nije doslo do potpunog iscrpljivanja

neenzimske antioksidativne zastite.

S druge strane, poredenjem aktivnosti totalnog antioksidativnog statusa neocekivano
su dobijene statisticki znacajno veée vrednosti TAS u grupi pacijenata sa shizofrenijom u
odnosu na kontrolnu grupu. Uzimajuéi u obzir da SH grupe proteina, mokra¢na kiselina i
vitamin C, ¢ine vise od 90% ukupnog antioksidativnog kapaciteta plazme (219), ovag rezultat
Se moze objasniti potencijalnim povecanjem koncentracija mokraéne kiseline kod pacijenata
sa shizofrenijom. Naime, smatra se da u uslovima oksidativnog stresa, sinteza mokracne
kiseline kao sporednog produkta katabolizma purina, predstavlija adaptivni  zastitni
mehanizam koji $titi organizam od progresivhe mitohondrijalne disfunkcije (79). Medutim,
obzirom da u ovom delu istrazivanja nije odredivana koncentracija mokraéne kiseline ovo su
samo pretpostavke. Rezultati naSeg istrazivanja se razlikuju od prethodnih rezultata, koji
ukazuju na znacajno smanjenje TAS kod pacijenata u stabilnoj fazi shizofrenije, u odnosu na
zdrave ispitanike (144). Prethodno pomenuta meta-analiza pokazala je da je nivo TAS u
serumu/plazmi pacijenata sa shizofrenijom znacajno nizi u prvoj psihoti¢noj epizodi, a da se

zatim znacajno povecava U fazi stabilizacije, kao odgovor na antipsihoti¢nu terapiju (222).

U okviru naseg istrazivanja, odredivali smo i koncentracije mikroelemenata bakra,
cinka 1 selena koji imaju znac¢ajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti kao komponente velikog
brojaenzimai proteina, koji su ukljuceni u regulaciju redoks statusa ¢elije i redoks osetljivih
signalnih puteva. Prema dosadasnjim istrazivanjima, postoje nalazi poremecaja homeostaze
pojedinih mikroelemenata u shizofreniji, uz pretpostavku da bi ove promene mogle biti
vezane za patofizioloske procese u shizofreniji (229, 230). Takode, sli¢no ostalim

parametrima antioksidativne zastite, postoje podaci koji ukazuju na promene u
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koncentracijama pojedinih mikroelemenata u shizofreniji tokom terapije antipsihoticima, iako
su mehanizmi ovih promena nepoznati (231, 232).

U skladu sa rezultatima drugih studija, nasi rezultati su potvrdili ve¢e koncentracije
bakra u plazmi pacijenata sa shizofrenijom (230, 231). Poznato je da bakar predstavlja
znacajan kofaktor velikog broja enzima, ukljucujuéi tirozin i dopamin B-—hidroksilazu koje su
ukljucene u sintezu dopamina i noradrenalina (233). Uzimaju¢i u obzir ovu cinjenicu,
dobijeni rezultati znacajno vece koncentracije bakra u grupi pacijenata sa shizofrenijom, u
odnosu na kontrolnu grupu, mogu se objasniti poremecajem dopaminske neurotransmisije u
shizofreniji. Takode, poznato je da visoke koncentracije bakra kompetitivno antagonizuju
preuzimanje cinka koji je neophodan za sintezu CuZnSOD, Zn-tioneina, enzima uklju¢enih u
sintezu serotonina, kao i mnoge druge esencijane funkcije CNS-a. Visoke koncentracije
slobodnog bakra, mogu katalizovati Fentonovu reakciju i stvaranje toksi¢nog hidroksilnog
radikala. Pored toga, visoke koncentracije bakra inhibirgju ksantin-oksidazu koja je
neophodna za sintezu mokraéne kiseline, koja neutraliSe povecane koncentracije NO i
sprecava oksidaciju vitamina C (katalizovane Cu ili Fe) koji ucestvuje u reakcijama
konverzije dopamina u noradrenalin (234). Medutim, utvrdene koncentracije bakra u plazmi
pacijenata sa shizofrenijom, u nasem istrazivanju, iako statisticki znacajno vec¢e u odnosu na
kontrolnu grupu, bile su u granicama referentnih vrednosti.

Cink je mikroelement koji takode ima esencijalnu ulogu u CNS. Oko 90% ukupne
koli¢ine cinka U mozgu je vezano za metaloproteine. Ostatak se nalazi u sinaptiCkim
vezikulama glutamatergic¢kih neurona i uéestvuje u modulaciji nervne ekscitabilnosti (235).
Rezultati nekoliko istrazivanja su pokazali niske koncentracije Zn u plazmi u akutnoj epizodi
shizofrenije (229, 236). S druge strane, neke studije ukazuju na normalizaCiju sniZenih
koncentracija cinka utvrdenih u akutnoj epizodi, kao odgovor na terapiju antipsihoticima
tokom faze stabilizacije (236,237). Prema rezultatima naSeg istrazivanja, iako su
koncentracije cinka bile vise u grupi pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu
grupu, utvrdena razlika nije bila statisticki znacajna. Ovi dobijeni rezultati, su u skladu sa
prethodnim studijama u kojima nisu utvrdene promene u koncentracijama cinka u plazmi kod
klinicki stabilnih pacijenata naantipsihoti¢noj terapiji (230, 231, 238).

Selen ulazi u sastav selenoproteina koji su esencijalni za odrzavanje redoks
homeostaze, metabolizam tiroidnih hormona, antioksidativnhu za$titu, kao i zaStitu od
inflamacije. Rezultati naseg istrazivanja su potvrdili relativno nizak nivo selena u plazmi u
nasoj populaciji. Srednje koncentracije selena su iznosile 81.7 pg/L u kontrolnoj grupi,
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odnosno 84.3 pg/L u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Medutim, u odnosu na inicijalnu
studiju Maksimovic¢a i saradnika iz 1992. godine, koji su utvrdili prose¢nu koncentraciju
selena u zdravoj populaciji Srbije ispod 45 pg/L (239), nasi rezultati pokazuju znacajno
poboljsanje u koncentracijama selena u plazmi. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
drugih istrazivaca (240, 241) i potvrduju trend povecanja koncentracije selena u plazmi
nakon 2000. godine, kada je kao strateSka mera za poboljSanja sStatusa selena, uvedena
obavezna selenizacija hrane za zivotinje, a uzimajuéi u obzir veliku zastupljenost namirnica
animalnog porekla u ishrani stanovnika Srbije (242). Medutim, ove utvrdene koncentracije
selena u plazmi su jo§ uvek nedovoljne za postizanje optimalne aktivnosti GPx, obzirom da
su nize od 95 pg/L (optimalni raspon: 89-114 ug/L) (243).

S druge strane, veoma je ograni¢eni broj literaturnih podataka o koncentracijama
selena u shizofreniji. Vaddadi i saradnici su utvrdili znacajno nize koncentracije selena u
plazmi i eritrocitima pacijenata sa shizofrenijom, koji su bili naterapiji klozapinom, u odnosu
na zdrave ispitanike, kao i u odnosu na grupu pacijenata koja je bila na terapiji ostalim
antipsihoti¢nim lekovima. Ovi istrazivaci su pretpostavili da niske koncentracije selena mogu
doprineti ozbiljnim sréanim komplikacijama, kao nezeljenim efektima klozapina. Medutim,
obzirom na dizan studije, zakljuceno je da se ne moze iskljuciti mogucnost da su
teraporezistentni pacijenti pre uvodenja klozapina, ve¢ imali sniZzene koncentracije selena
(244). U ovom delu naSeg istrazivanja, nije utvrdena znacajna razlika u koncentracijama
selena izmedu grupa, iako su koncentracije selena u plazmi pacijenata sa shizofrenijom bile
nesto vise u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih
istrazivaca (230, 245).

Prema dostupnim literaturnim podacima, ovo je prvo istrazivanje u kome je
odredivana vrednost PAB-a u shizofreniji. Ovim relativno novim parametrom oksidativnog
stresa, zapravo se odreduje ravnoteza izmedu oksidativnih i antioksidativnih procesa, §to je
od strane autora metode navedeno kao znaCajna prednost u odnosu na odredivanje i
interpretiranje pojedina¢nih parametara oksidativnog stresa (77). Rezultati dosada$njih
studija pokazuju da PAB pokazuje znacajnu korelaciju sa ostalim parametrima oksidativno-
stresnog statusa. Rezultati naseg istrazivanja, nisu pokazali razlike u nivoima PAB-a izmedu
pacijenata sa shizofrenijom i kontrolne grupe. Ovi rezultati su i o¢ekivani, obzirom na
povecanu lipidnu peroksidaciju, ali 1 znacajno ve¢i nivo TAS kod pacijenata sa
shizofrenijom.
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Na osnovu rezultata dobijenim u ovom delu istrazivanja, moze se zakljuciti da
shizofrenija predstavlja kompleksno hroni¢no oboljenje praceno povecanim oksidativnim
stresom, kao i izmenjenom antioksidativnom zastitom. Adaptivnim mehanizmima
modulisane aktivnosti enzimske i neenzimske antioksidativne zastite, iako verovatno odlazu,
ipak nisu dovoljno efikasne da bi se sprecila oksidativna oSte¢enja u uslovima dugotrgne i

kontinuirane povecane produkcije slobodnih radikala.

5.2. I spitivanje nivoa oksidativnog stresa u odnosu na prisustvo metaboli¢kog sindroma

kod pacijenata sa shizofrenijom

Inicijalni rezultati naseg istrazivanja su potvrdili prisustvo kardiometabolickih fakora
rizika u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Vrednosti obima struka, koji ukazuju na
abdominalnu gojaznost, bile su znacajno vece u grupi pacijenata sa shizofrenijom u odnosu
na kontrolnu grupu (Tabela 2). Takode, pokazali smo znaéajno vece koncentracije glukoze
kod pacijenata sa shizofrenijom (Tabela 3). Uporedivanjem parametara lipidnog statusa
izmedu pacijenata i kontrolne grupe, utvrdene su znacajno nize koncentracije HDL-H i
visoke koncentracije TG u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Oc¢ekivano, vrednosti indeksa
TG/HDL-H, kao indirektnog pokazatelja prisustva aterogenih, malih gustih LDL ¢estica, bile
su statisti¢ki znac¢ajno vece U grupi pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na kontrolnu grupu
(Tabela 3). Ovg rezultat je u skladu sa istrazivanjem Fan i saradnika koji su predlozili
odredivanje odnosa TG/HDL-H kao indikatora insulinske rezistencije u nedijabeti¢nih

pacijenata sa shizofrenijom (246).

Daljom anaizom dobijenih rezultata, utvrdili smo da je prevalenca MetS u grupi
pacijenata sa shizofrenijom bila veoma visoka, i prema IDF kriterijumimaiznosila je 51,3%.
Takode, utvrdili smo i visoku zastupljenost pojedina¢nih komponenata M etS koje su, osim za
vrednosti poviSenog Krvnog pritiska, bile znacajno vise zastupljene U grupi pacijenata sa
shizofrenijom, u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima

drugih istrazivanja koji ukazuju na visoku prevalencu MetS u shizofreniji (41).

Mehanizmi koji dovode do razvoja MetS u shizofreniji su kompleksni i prema
rezultatima dosadasnjih istrazivanja nedovoljno prouceni. lako genetski faktori, kao 1 faktori
vezani za nacin Zivota, svakako mogu doprineti vecoj ucestalosti pojedina¢nih metabolickih
faktora rizika, vecina istrazivanja U ovoOj oblasti izdvaja primenu antipsihotika kao glavni
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faktor rizika za razvoj MetS u shizofreniji. Povecanje telesne tezine i metaboli¢ki poremecaji
su karakteristicni za obe generacije antipsihotika. Generalno, terapija atipi¢nim
antipsihoticima (posebno klozapinom i olanzapinom), visoko efikasnim antipsihoticima obe
generacije kao i polifarmacija izdvgaju se kao najznacajniji faktori rizika za razvoj MetS.
Osim antipsihoti¢ne terapije, razvoju MetS znac¢ajno doprinose duzina bolesti i pusenje (41).
Prema rezultatima aktuelne meta-analize Mitchella i saradnika iz 2011. godine, MetS razvije
oko 1/3 pacijenata sa shizofrenijom, a kao znacajni prediktori za razvoj] MetS posebno su
izdvojeni duzina bolesti i terapija klozapinom, obzirom da MetS razvije vise od polovine
pacijenata koji su na terapiji ovim antipsihotikom (40). Visoka zastupljenost MetS u nasoj
(23,3%) pacijenata leceno kombinovanom antipsihoticnom terapijom, a 10 pacijenata
(16,7%) je dodatno primalo i psihostabilizator, u vidu valproata, koji se takode dovodi u vezu

sa rizikom od poveéanja telesne tezine i insulinskom rezistencijom.

Poveéani rizik od dijabetesa i KVB u MetS, kao rezultat kompleksne interakcije
individualnih faktora rizika, nije u potpunosti razjasnjen. lako je opSte poznato da je glavni
patogenetski mehanizam u osnovi metaboli¢kog sindroma insulinska rezistencija, sve je vise
dokaza da su stanje subhroni¢ne inflamacije i oksidativnog stresa, usko povezani sarazvojem
komplikacija MetS, kao $to su endotelna disfunkcija, hipertenzija, ateroskleroza i dijabetes
melitustip 2 (247-249).

PoSto smo ve¢ prethodno utvrdili da je shizofrenija, patofizioloske stanje praceno
povecanim oksidativnim stresom 1 izmenjenom antioksidativnom zaStitom, daljim
istrazivanjem Zzeleli smo da utvrdimo da 1i postoji razlika u oksidativno-stresnom statusu
izmedu pacijenata sa shizofrenijom u odnosu na prisustvo metabolickog sindroma. Prilikom
uporedivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u grupama SHZ
pacijenata, sa i bez MetS, u odnosu na grupu metaboli¢ki zdravih ispitanika, uo€ili smo
znacajno vece koncentracije TBKRS u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu,
kao §to se 1 o¢ekivalo (Tabela 8). Ovi rezultati potvrduju ¢injenicu da je shizofrenija, sama po
sebi, psihijatrijski poremecaj koji je pracen oksidativnim stresom (222). Medutim,
koncentracije TBKRS su bile dodatno ve¢e u SHZ grupi sa MetS u odnosu na SHZ grupu bez
MetS.
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Iako se ne moze iskljuciti uticaj starosti, odnosno duzine bolesti na ove rezultate,
obzirom da su SHZ pacijenti sa MetS bili znacajno stariji i sa duzom dijagnozom shizofrenije
u odnosu na SHZ grupu bez MetS (Tabela 7), ovi rezultati potvrduju ¢injenicu da je MetS
stanje praceno povecanim sistemskim oksidativnim stresom, odnosno lipidnom
peroksidacijom (250). U prilog ovoj ¢injenici, u naSem istrazivanju utvrdena je pozitivna

korelacija TBKRS sa brojem komponenata MetS u shizofreniji (Tabela 11).

U odgovoru na mitohondrijalnu disfunkciju i spre¢avanje oksidativnog oStecenja, u
ranim fazama MetS dolazi do aktivacije enzimskih i neenzimskih antioksidativnih zastitnih
sistema. Nekoliko studija je utvrdilo veée enzimske aktivnosti SOD u eritrocitima kod
odraslih i dece sa MetS (251, 252). Aktivnosti SOD u plazmi, u naSem istrazivanju, bile su
veée u SHZ grupi sa MetS, u odnosu na SHZ grupu bez MetS, kao i u odnosu na kontrolnu
grupu (p=0,060; Tabela 8).

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je aktivnost enzima PONI1 znacajno niZa
kod SHZ pacijenata sa MetS, u odnosu na kontrolnu grupu, kao §to je i o¢ekivano. Ovaj
rezultat je u skladu sa prethodnim istrazivanjima u kome su takode utvrdene nize aktivnosti

PON1 kod osoba sa MetS (251, 253, 254).

Nasi rezultati su takode pokazali znacajno vece nivoe TAS u SHZ grupi sa MetS u
odnosu na SHZ grupu bez MetS, kao i u odnosu na kontrolnu grupu. U prethodnom
istrazivanju u opstoj populaciji, utvrdeno je da je antioksidativni kapacitet plazme nizi kod
predgojaznih osoba sa MetS u odnosu na zdravu kontrolnu grupu, kao i1 da izmedu
predgojaznih osoba bez MetS i normalno uhranjenih osoba nema razlika u antioksidativnom
kapacitetu plazme (255). Medutim, u drugom istrazivanju je utvrdeno da je nivo TAS kod
gojaznih osoba sa MetS znacajno visi U odnosu na zdrave ispitanike normalne uhranjenosti
(256). Koncentracije ukupnih SH grupa u naSem istrazivanju, bile su neSto vise kod
pacijenata sa MetS, u odnosu na ostal e ispitivane grupe, iako nismo pokazali daje ovarazlika
statisticki znacajna (p=0,082; Tabela 8).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su vece koncentracije selena u SHZ grupi sa
MetS u odnosu na SHZ grupu bez MetS. Ovaj rezultat se razlikuje od prethodnih istrazivanja
u kojima nisu utvrdene razlike u koncentracijama selena u odnosu na prisustvo MetS u opstoj
populaciji (160, 257). Medutim, rezultati nedavne multicentricne IMMIDIET studije su
pokazali vece koncentracije selena kod zena sa MetS (258).
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U prvom delu naseg istrazivanja utvrdili smo povecanu koncentraciju bakra u grupi
pacijenata sa shizofrenijom 1 pretpostavili da se ova promena odnosi na poremecaj u
dopaminskoj transmisiji. Medutim, daljim istrazivanjem smo utvrdili da se koncentracije
bakra nisu znacajno razlikovale u SHZ grupi bez MetS u odnosu na kontrolnu grupu. S druge
strane, utvrdeno je da su koncentracije bakra vece kod pacijenata sa MetS u poredenju sa
zdravim kontrolama. Dobijeni rezultat moze se delimi¢no objasniti uceS¢em bakra u

inflamatornim i oksidativnim procesima povezanim sarazvojem MetS (259).

Poredenjem vrednosti prooksidativno-antioksidativnog balansa, utvrdili smo veéi nivo
PAB kod pacijenata bez MetS u odnosu na zdrave ispitanike sli¢cnih godina, pola i statusa
puSenja. Ova rezultat bi se mogao objasniti veé¢im intenzitetom oksidativhog stresa,
centralnog porekla, imaju¢i u vidu ¢injenicu da u ovoj podgrupi pacijenata, u odnosu na
kontrolnu grupu, osim u vrednostima obima struka i HDL-H, nije bilo znacajnih razlika u
ostalim odredivanim parametrima. U SHZ grupi sa MetS, utvrdili smo znacajno nize
vrednosti PAB u odnosu ha SHZ grupu bez MetS, medutim nije utvrdena razlika u odnosu na
kontrolnu grupu. Ovg rezultat je u suprotnosti sa prethodnim istrazivanjem povezanosti
tradicionalnih faktorarizikai oksidativnog stresa u opstoj populaciji, u kome je pokazano da
vrednost PAB predstavlja znacaj prediktor MetS. Znacajno povecanje PAB u ovom
istrazivanju u odnosu na naSe rezultate, moZe se objasniti razlikama u stepenu uhranjenosti,
kao i godinama. Naime, u istrazivanju Korkamaz i saradnika obuhvacéena je grupa gojaznih
osoba sa MetS (ITM oko 35), prosecne starosti oko 50 godina (256).

Jedan od ciljeva nase studije, bio je daseispitai nivo oksidativnog stresa u zavisnosti
od udruzenosti, odnosno broja komponenata metabolickog sindroma. Daljom analizom
parametara oksidativno-stresnog statusa, pokazali smo da pacijenti sa 4 i vise MetS
komponenti imaju znacajno veéi stepen lipidne peroksidacije u odnosu na pacijente Ssa
manjim brojem MetS komponenti. Ova rezultat je u skladu sa rezultatima nedavne
LIPGENE studije u kojoj je istrazivan nivo oksidativnhog stresa u odnosu na broj
komponenata MetS u opstoj populaciji, i u kojoj je utvrdeno da osobe sa ve¢im brojem MetS
komponenata imaju veci stepen oksidativnog stresa (260). U LIPGENE studiji, takode su
utvrdene i vec¢e enzimske aktivnosti SOD u grupama sa 4 i 5 komponenti MetS, u odnosu na
grupe sa 2 i 3 komponente MetS. Obzirom da su aktivnosti SOD u LIPGENE studiji bile u
znacajnoj korelaciji sa obimom struka, TG i HDL-H, kao i ostalim kardiovaskularnim
faktorima rizika, predlozeno je da odredivanje SOD aktivnosti moZe biti indikator stepena
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oksidativnog stresa u MetS. Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa rezultatom ove
studije, obzirom da smo pokazali trend povecanja aktivnosti SOD sa povecanjem brojem

komponenata M etS u shizofreniji.

Suprotno rezultatima prethodnog istrazivanja u kome je utvrdeno smanjenje PON1
aktivnosti sa povecanjem broja komponenata MetS i istovremenim povecanjem lipidne
peroksidacije (261), nasi rezultati nisu pokazali znacajne razlike u aktivnostima PON1
izmedu grupa sa razlicitim brojem MetS komponenti. Osim lipidnih peroksida, PON1
hidrolizuje vodonik peroksid koji predstavlja glavni ROS u arterijskom zidu. OXLDL cestice
inaktiviraju PON1 reagujuci sa slobodnim SH grupama aktivnog centra enzima PON1. Niska
aktivnost PON1, takode moze reflektovati povecani oksidativni stres u metabolickom
sindromu. Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali negativnu korelaciju DZOazne aktivnosti
sa MetS skorom. Dobijeni rezultati smanjenja PON1 aktivnosti sa pove¢anjem broja MetS
komponenti, ali bez utvrdene statisticki znacajne razlike, mogu Se objasniti ¢injenicom da Se
radi 0 SHZ pacijentima u pocetnim fazama razvoja MetS, kod kojih se jo§ uvek nisu razvile
komplikacije MetS.

Rezultati nase studije su pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju selena u plazmi sa
obimom struka, koncentracijama glukoze i TG. Uporedivanjem grupa pacijenata sa
shizofrenijom u odnosu na broj komponenti MetS dobili smo znacajno vece koncentracije
selena u grupi paicijenata sa ngvecim MetS skorom. Ovg rezultat se moze objasniti
potencijanim pove¢anjem aktivnosti GPx sa povecanjem broja komponenata MetS (260), ili
povecanom ekspresijom selenoproteina P. Selenoprotein P (SeP) je sekretorni glikoprotein
koji sadrzi 22%-65% selena u plazmi, u zavisnosti od nutritivnog statusa selena (262). SeP
ima centralnu ulogu u homeostazi selena obzirom da uti¢e na retenciju selena u organizmu i
utice na distribuciju selena iz jetre do ekstrahepatic¢nih tkiva (263). Mozak ima posebno
izrazen afinitet za selenoprotein P, obzirom da se u njemu produkuju velike koli¢ine vodonik
peroksida, adaje selen neophodan za aktivnost GPx i TrxR. Tokom deficita selena, utvrdena
je sekvestracija selena u mozgu, §to dodatno potvrduje njegovu znacginu funkciju u CNS
(264). Kanazawa i saradnici su pokazali da je ekspresija SeP povecana u krvi i mozgu
pacijenata sa shizofrenijom i bipolarnim poremecajem (265). S druge strane, poznato je daje
ekspresija SeP povecanai do 8 puta kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 u poredenju
sa zdravim ispitanicima (266). Smatra se da SeP dovodi do ushodne regulacije glukoneogenih
enzima, kao i dainaktivira AMPK, koja je regulator sinteze i sekrecije insulinau B ¢elijama
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pankreasa (267). Speackamann i saradnici su utvrdili da tretman metforminom dovodi do
dozno zavisne nishodne regulacije ekspresije gena za selenoprotein P na eksperimentalnim
zivotinjama (268). Takode, pokazano je da SeP, modulacijom inflamatornih i redoks
osetljivih signalnih putevaima znac¢ajnu ulogu u diferencijaciji adipocita (269). U studiji koja
je obuhvatila osobe sa razli¢itom tolerancijom glukoze, pokazano je da je nivo SeP povezan
sa insulinskom rezistencijom, i nakon korekcije za razlike u odnosu na godine, pol i ITM.
Serumske koncentracije SeP su bile znatgino vece kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip
2 ili predijabetesom u odnosu na osobe sa normalnom tolerancijom na glukozu. Dodatno,
predgojazne i gojazne osobe su imale takode znatajno vece koncentracije SeP. Ovi istrazivadi
su zakljucili da su koncentracije SeP povec¢ane kod osoba sa poreme¢enom glikoregulacijom i
da SeP ima znacginu ulogu u nastanku oboljenja sa insulinskom rezistencijom, kao §to su
aterosklerozai dijabetes melitustip 2 (266).

Ako pretpostavimo da koncentracije selena u plazmi u nasem istrazivanju, reflektuju
koncentracije SeP, koji predstavlja glavni transportni protein selena u plazmi, onda utvrdena
znatano veca koncentracija selena u plazmi u grupi SHZ pacijenata sa ngve¢im MetS
skorom, delimi¢no objasnjava i dobijene znacgjno vece koncentracije SH grupa, kao i nivoe
TAS u ovoj grupi pacijenata sa shizofrenijom.

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom delu istrazivanja, moze se zakljuciti da je
prisustvo bolesti glavni uzrok oksidativhog stresa kod pacijenata sa shizofrenijom, ali da
razvoj MetS ¢ini ovg proces intenzivnijim. Povetanje oksidativhog stresa, praceno je
adaptivnim povecanjem enzimske i neenzimske antioksidativne zastite. Medutim, utvrdene
aktivnosti ngjvece antioksidativne zastite s jedne ai istovremeno i najvedi stepen lipidne
peroksidacije u grupi sa 4 i vise MetS komponenti s druge strane, govori u prilog da
endogena antioksidativna zastita ipak nije dovoljna da spreci stetno delovanje slobodnih
radikala. Ovi rezultati ukazuju na potencijalni znacg dijetarnih antioksidanasa, odnosno
njihov povecani unos balansiranom ishranom ili pojedinacno putem suplemenata.

Takode, u skladu sa konceptom koji podrzava veci broj istrazivaca, a prema kome
oksidativni stres predstavlja rani dogada) u razvoju komplikacija MetS, sprovodenje
preventivnin mera u cilju redukcije faktora koji doprinose njegovom nastanku u ranim

fazamarazvoja MetS, ima esencijalan znacg.
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5.3.Uticaj suplementacije alfa-liponskom kiselinom na parametre oksidativnog stresa i

antioksidativne zasStite kod obolelih od shizofrenije i zdravih ispitanika

Metabolicki sindrom, kao Sto je ve¢ pomenuto, predstavlja udruzenost faktora rizika
koji povecavaju rizik od koronarne bolesti i dijabetes melitusa tip 2. Uprkos predlozenim
brojnim nefarmakoloSkim merama, koje uklju¢uju primenu razliCitih dijetarnih rezima
ishrane, prestanak pusenja, ograniceni unos alkohola i povecanje nivoa fizicke aktivnosti, ali i
primeni odgovaraju¢ih farmakoloskih mera, epidemioloski podaci ukazuju na globalno
povecanje prevalence MetS i njegovih komplikacija, reflektujuc¢i multifaktorsku osnovu ovih
oboljenja, ai i ukazuju¢i na problem nedovoljne komplijanse koja je znacajan faktor
izostanka optimalnog efekta prevencije. S druge strane, nekoliko izolovanih nutrijenata i
bioloski aktivnih sastojaka hrane, prepoznato je da ima potencijalni Klini¢ki znacaj u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji hroni¢nih bolesti, u ¢ijoj osnovi se nalaze oksidativni stres
i inflamacija. Ovi nutrijenti ukljucuju antioksidativne vitamine (C i E), vitamin D,
konjugovanu linolnu kiselinu, omega-3-masne kiseline, minerale (hrom i magnezijum), alfa-
liponsku kiselinu, dijetna vlakna, kao i bioloski aktivne sastojke hrane kao $to su flavonoidi i
fitoestrogeni (270). lako in vitro istrazivanja, studije na eksperimentalnim Zivotinjama, kao i
interventne klinicke studije, ukazuju na potencijalni klinicki znacaj dijetarnih antioksidanasa,
rezultati velikih randomizovanih klini¢kih istrazivanja i meta-analize to uglavhom ne
potvrduju. Dodatno, isti¢e se rizik od primene visokih doza antioksidanasa. Kao glavni
razlozi izostanka potvrde ocekivanog pozitivnog delovanja antioksidanasa u istrazivanjima
koja ukljucuju veliki broj ispitanika, navodi se odsustvo adekvatnih laboratorijskih
kriterijuma za ukljudivanje ispitanika u istrazivanje, problem definisanja optimalne duZzine
suplementacije, kao i izbor optimal ne suplementirane doze.

Prema na$im saznanjima, ovo je prvo istrazivanje uticaja suplementacije alfa-
liponskom kiselinom na parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod pacijenata
sa shizofrenijom, a takode i jedna od malobrojnih studija ispitivanja efekata suplementacije
LA u zdravoj populaciji. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se LA/DHLA redoks par smatra
jednim od najsnaznijih bioloskih antioksidativnih sistema, sposobnost LA da prolazi krvno-
mozdanu barijeru i povecava nivo endogenih antioksidanasa, posebno GSH, koji predstavlja
glavni endogeni antioksidans u CNS, kao i potencijalne pozitivne metabolicke efekte,
pretpostavili smo da suplementacija LA moZe imati potencijalno povoljne efekte kao dodatak
antipsihoti¢noj terapiji kod klinicki stabilnih pacijenata sa shizofrenijom (271, 272).
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lako se LA smatra relativno bezbednim antioksidansom, bez izrazenih nezeljenih
efekata, doza od 500 mg je izabrana na osnovu rezultata prethodnih istrazivanja koja su
pokazala da LA ima bolju biolosku raspolozivost i da je bezbednija ukoliko se primeni u
umerenim koli¢inama (273). Takode, imali smo u vidu i aktuelna saznanja da antioksidansi u
visokim koncentracijama mogu ispoljiti prooksidativni efekat ili dovesti do neutralizacije
fizioloSkih koncentracija ROS koje su neophodne za odrzavanje uobicajenih ¢elijskih
aktivnosti (274).

Rezultati studija na eksperimentalnim zivotinjama su pokazali da LA dovodi do
smanjenja telesne tezine (275-277). lako precizan mehanizam ovog delovanja LA nije
utvrden, pretpostavlja se da je povezan sa supresijom apetita, odnosno inhibicijom aktivnosti
AMPK u hipotalamusu.

Ovag efekat LA na gubitak telesne tezine, potvrden je i rezultatima nekoliko klini¢kih
studija. Carbonelli i saradnici su pokazali da suplementacija LA (800 mg/dan) tokom 4.
meseca dovodi do znacajnog gubitka masnog tkiva (~7-9%), smanjenja ITM (~ 3 jedinice) i
obima struka (~8 cm) kod predgojaznih i gojaznih osoba (278). Zatim, drugi istrazivaéi su
pokazali da 1800 mg LA/dan dovodi do umerenog gubitka telesne mase (2,1%) kod gojaznih
osoba tokom 20 nedelja suplementacije (279). U pilot istrazivanju, Kim i saradnika koje je
obuhvatilo 5 pacijenata sa shizofrenijom, utvrdeno je da suplementacija LA (1200 mg/dan) u
periodu od tri meseca, znacajno umanjuje antipsihoticima izazvano povecanje telesne mase
kod pacijenata sa shizofrenijom (176). Ovi rezultati su potvrdeni i u istrazivanju Ratliif-ai
saradnika koji su takode utvrdili smanjenje telesne mase (-2,2 kg + 2,5 kg) nakon 10 nedelja
suplementacije sa 1200 mg LA/dan kod 12 nedijabeti¢nih pacijenata sa shizofrenijom (280).
Rezultati nase studije su pokazali da je suplementacija sa 500 mg/dan LA dnevno tokom 90
dana, dovela do znacajnog smanjenja ITM, procenta masnog tkiva, obima struka u kontrolnoj
grupi, bez utvrdenih promena u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Uzimajuéi u obzir rezultate
prethodnih istraZivanja, moze se zakljuciti da suplementacija LA u koli€¢ini od 500 mg/dan
tokom 90 dana, dovodi do smanjenja telesne mase i gubitka viscelarnog masnog tkiva kod
zdravih osoba, ali da je ova doza LA nedovoljna da bi se ovg efekat ispoljio kod pacijenata
sa shizofrenijom.

Rezultati studija na eksperimentalnim Zivotinjama, pokazuju da LA poboljsava lipidni
status (281, 282), snizavanjem koncentracija T-holesterola, LDL-H i TG, odnosno
povecanjem koncentracija HDL-H, iako nije poznato dali je ova efekat posledica redukcije
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telesne tezine ili nezavisan efekat suplementacije LA. Medutim, rezultati klini¢kih studija
uglavnom ne potvrduju ove rezultate. Gianturco i saradnici su utvrdili znacajno povecéanje
HDL-H, kao i umereno smanjenje LDL-H kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2, nakon
primene 400 mg LA/dan (283). Medutim, Chang i saradnici nisu uodili razlike u T-
holesterolu i ox-LDL nakon primene 600 mg LA/dan u poredenju sa kontrolnom grupom
(284). Takode, nisu utvrdene promene u lipidnom statusu gojaznih osoba nakon 20-nedeljne
suplementacije sa 1200 mg, odnosno 1800 mg LA (279), kao ni kod osoba sa metaboli¢kim
sindromom nakon suplementacije 600 mg LA/dan tokom 12 meseci (285). Uprkos ¢injenici
da je gubitak telesne tezine povezan sa poboljSanjem lipidnog statusa, rezultati naSeg
istrazivanja su pokazali smanjenje HDL-H uz povecanje koncentracija T- holesterola, kao i
LDL-H u kontrolnoj grupi nakon 90 dana suplementacije, u odnosu na 45 dan
suplementacije. Moguce objaSnjenje za ove rezultate, moZe biti smanjena aktivnost
lipoproteinske lipaze tokom aktivnog gubitka telesne tezine koja je utvrdena u prethodnim
istrazivanjima (286, 287).

Rezultati naSe studije su pokazali da je suplementacija LA dovela do znacajnog
smanjenja koncentracije glukoze kod pacijenata sa shizofrenijom. Ovgj rezultat je u skladu sa
prethodnim saznanjima da LA poboljSava preuzimanje glukoze u perifernim tkivima i
poboljsava insulinsku rezistenciju (288). Pretpostavljeni mehanizmi ovog delovanja LA na
osnovu rezultata in vitro istrazivanja i studija na eksperimentalnim zivotinjama, ukljucuju
stimulaciju aktivnosti AMPK u perifernim tkivima, kao 1 povecanu ekspresiju receptora za
adiponektin u masnom tkivu. Osim snizenih koncentracija glukoze, rezultati naSeg
istrazivanja su pokazali povecane koncentracije adiponektina nakon 90 dana suplementacije
LA u grupi pacijenata sa shizofrenijom. Poznato je da su koncentracije adiponektina
smanjene kod gojaznih osoba, osoba sa metabolickim sindromom, kao i osoba obolelih od
dijabetesa tipa 2 (289) i da su u korelaciji sa stepenom insulinske rezistencije, obzirom da
insulin inhibira oslobadanje adiponektina. S druge strane, poznato je da adiponektin ima
znaCajnu ulogu u definisanju insulinske senzitivnosti. Vezivanjem za specificne
adiponektinske receptore u misi¢ima i u jetri, adiponektin aktivira AMPK (290). Noviji
podaci pokazuju da adiponektin pored AMPK, stimulise i PGC-lo (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor y-coactivator 1a) kao i antioksidativne enzime (291). Takode,

poznato je da su nivoi adiponektina u plazmi, kao i njegova ekspresija u masnom tkivu,
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smanjeni u uslovima povecanog oksidativnog stresa, posebno nivoa superoksidnog anjona

0, (154).

Dobijeni rezultat povecane koncentracije adiponektina nakon suplementacije LA u
nasem istrazivanju, U Skladu je sa prethodnim istrazivanjima efekata LA na sekreciju
adiponektina kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 (292). Medutim, suprotni su od rezultata
istrazivanja Manning-a | saradnika, koji nisu utvrdili promene u koncentracijama
adiponektinai inflamatornih adipokina kod pacijenata sa MetS (285). Takode, treba istaci da
u naSem istrazivanju nisu utvrdene promene u telesnoj tezini, kao ni i u koncentracijama
leptina u SHZ grupi, obzirom da je poznato da redukcija telesne mase dovodi do povecanja

koncentracija adiponektina (293).

Suprotno dobijenim rezultatima smanjene koncentracije glukoze kod pacijenata sa
shizofrenijom, u kontrolnoj grupi smo utvrdili povec¢ane koncentracije glukoze kao odgovor
na suplementaciju LA, iako su uo¢ene promene bile u opsegu referentnih vrednosti. Moguce
objasnjenje za ovaj rezultat je Cinjenica da antioksidansi mogu suprimirati stvaranje H,O»
koji ima ulogu sekundarnog glasnika, i uestvuje u aktivaciji insulin signalnog puta. U nasem
istrazivanju, utvrdili smo znacajno smanjenje SOD, koja ucestvuje u stvaranju H,O,, nakon
45 dana suplementacije u kontrolnoj grupi ispitanika. Prethodnim istrazivanjem je utvrdeno
da kombinacija visokim dozama antioksidativnih vitamina dovodi do insulinske rezistencije
(294).

Statistickom analizom utvrdili smo znacajne razlike u bazalnim nivoima oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite izmedu grupe pacijenata sa shizofrenijom i kontrolne grupe. U
SHZ grupi, utvrdene su vece koncentracije TBKRS, kao §to je i o¢ekivano. Prema nasim
Saznanjima ovo je prvo istrazivanje u kome je odredivan AOPP, kao marker oksidativnog
oSte¢enja proteina kod pacijenata sa shizofrenijom. Medutim, nisu utvrdene razlike u
bazalnim koncentracijama AOPP izmedu grupa. Prethodne klinicke studije pokazale su
izrazenu antioksidativnu aktivnost LA koja se manifestuje smanjenjem lipidne peroksidacijei

oksidativnog ostecenja proteina kod zdravih ispitanika (295, 296).

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali znacajno Smanjene koncentracije TBKRS,
zavr$nih produkata lipidne peroksidacije, u kontrolnoj grupi nakon 90 dana suplementacije.
Ova promena je bila znacajna u odnosu na bazalne koncentracije ali i u odnosu na
koncentracije utvrdene 45 dana suplementacije. Promene u koncentracijama AOPP, kao
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markera kasnog oksidativnog oSteCenja proteina, su pratile utvrdene promene u stepenu
lipidne peroksidacije u kontrolnoj grupi. U grupi pacijenata sa shizofrenijom, medutim nisu
utvrdene promene u koncentracijama TBKRS i AOPP tokom perioda suplementacije. Na
osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je suplementacija LA imala protektivan
antioksidativan efekat kod zdravih ispitanika, ai ne i u SHZ grupi. Dobijene razlike u
efektima suplementacije LA, izmedu kontrolne i SHZ grupe, pokazuju da doza LA od 500
mg verovatno nije bila dovoljna da spre¢i oksidativna oSteCenja u uslovima oksidativnog
stresa visokog intenziteta.

Antioksidativni zastitni sistem obuhvata enzimske i neenzimske antioksidanse. SOD
je primarni enzim antioksidativne zastite odgovoran za eliminaciju Oz . U naSem
istrazivanju, bazalne aktivnosti SOD su bile nesto vece u grupi pacijenata sa shizofrenijom.
Ovo povecanje aktivnosti SOD u SHZ grupi je u saglasnosti sa istrazivanjima drugih
istrazivaca (106, 130). Takode, paralelno sa poveé¢anjem SOD aktivnosti utvrdili smo i veée
koncentracije O," u SHZ grupi, iako ovo povecanje nije bilo statisticki zna¢ajno. Ovaj
rezultat potvrduje pretpostavku, da je aktivnost SOD kompenzatorno povecana kao odgovor
na povecanu produkciju O," . Tokom suplementacije LA, pokazali Smo znacajno smanjenje u
aktivnostima SOD u obe ispitivane grupe. Moguce objasnjenje za ove rezultate je da tokom
suplementacije antioksidansom dolazi do smanjenja produkcije O," i kompenzatornog
smanjenja aktivnosti SOD. Ako pretpostavimo, da je aktivhost SOD povezana sa
metabolickim faktorima rizika u grupi pacijenata sa shizofrenijom (260), uoceno smanjenje
aktivnosti SOD u SHZ grupi, moglo bi se objasniti smanjenjem nivoa glukoze u serumu.

Takode, rezultati naseg istrazivanja su pokazali znacajno smanjenje aktivnosti enzima
PON1 tokom perioda suplementacije u kontrolnoj grupi. Ovaj rezultat se moze objasniti
delimi¢no uocenim smanjenjem HDL-H nakon 45 dana suplementacije, ali i mogucéim
kompenzatornim smanjenjem aktivnosti PON1 kao posledicom povecanja neenzimske
antioksidativne zastite.

Utical suplementacije LA na neenzimsku antioksidativnu zastitu pracen je
odredivanjem vrednosti TAS, ukupnih SH grupa, mokra¢ne kiseline i koncentracija
mikroelemenata u plazmi. Rezultati su pokazali znacajno povecanje nivoa TAS u kontrolnoj
grupi. Paralelno sa povec¢anjem ukupnih SH grupa, potvrdeno je znacajno povecanje u nivou
TAS u kontrolnoj grupi nakon 45 dana suplementacije LA, u poredenju sa bazalnim

koncentracijama. Medutim, nakon 90 dana suplementacije LA uoceno je znacajno smanjenje
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SH grupa u kontrolnoj grupi. Ove promene su pratene promenama u koncentracijama
mokrac¢ne kiseline, kao i promenama u nivoima PAB u kontrolnoj grupi.

Iako prethodna istrazivanja u in vitro eksperimentalnim uslovima pokazuju direktno
antioksidativno delovanje LA i DHLA, neutralizacijom ROS ili heliranjem metalnih jona,
postoje dokazi da u in vivo bioloskim sistemima LA deluje indirektno, regeneracijom
endogenih antioksidansa i/ili indukovanjem mehanizama druge faze antioksidativne zastite,
promenom redoks statusa celije (187). Takode, postoje dokazi da DHLA regeneriSe
askorbinsku iz dehidroaskorbinske kiseline i indirektno vitamin E, kao i da povecava
koncentracije intracelularnog GSH i koenzima Q10 (207). Imajuci u vidu ¢injenicu da TAS
reflektuje aktivnost svih antioksidanasa u plazmi, veéi nivo TAS u kontrolnoj grupi nakon 90
dana suplementacije, uprkos znacajnom smanjenju SH grupa, nakon 45 dana suplementacije,
moze se objasniti povecanjem niskomolekularnih antioksidanasa u plazmi. Takode, obzirom
na pretpostavku da LA povecava sintezu glutationa, povecanjem ekspresije y-glutamilcistein
ligaze koja uéestvuje u sintezi glutationa, kao i povecanjem celularnog preuzimanja cisteina,
koji predstavlja prekursor za sintezu glutationa (198), moze se pretpostaviti da uocene
promene u sadrzaju SH grupa mogu biti rezultat razmene tiolnih komponenti izmedu plazme
1 ¢elija. S druge strane, pretpostavlja se da suplementacija LA moZe dovesti do oslobadanja
gvozda, koje stimuliSe autooksidaciju tiolnih grupa. Ova reakcija moze biti dodatno
poboljsana askorbatom (297). Takode, moze se pretpostaviti da povecanje mokraéne kiseline
nakon 45 dana suplementacije, predstavlja adaptivni odgovor u cilju prevencije produkcije
ROS | stabilizacije drugih antioksidanasa kao §to su tiolna jedinjenja i vitamin C (298).

Na kragju, na osnovu dobijenih rezultata i u ovom delu istrazivanja, moze se takode
zakljuciti da pacijenti sa shizofrenijom imau kompenzatorno povecanu aktivnost
antioksidativne zastite, kao odgovor na povecani oksidativni stres. Suplementacija afa
liponskom kiselinom (500 mg/dan) tokom 90 dana dovela je do pozitivnih metaboli¢kih
efekata, poboljsanja nivoa glukoze i koncentracija adiponektina, ali nije bila dovoljna da
spre¢i oksidativna oStecenja, U grupi pacijenata sa shizofrenijom. Dodatne, dozno zavisne i
placebo kontrolisane studije su neophodne da bi se potvrdio potencijalni znacaj

suplementacije LA kod pacijenata sa shizofrenijom.
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6. ZAKLJUCCI
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U skladu sa postavljenim ciljevima studije, na osnovu rezultata ispitivanja mozemo zakljuditi

sledece:

e Shizofrenija je psihijatrijsko oboljenje koje je povezano sa povecanom produkcijom
slobodnih radikala i oksidativnim stresom. Klini¢ki stabilni pacijenti sa shizofrenijom, na
terapiji antipsihoticima, imaju kompenzatorno povecane kapacitete antioksidativne
zastite. Ipak, i pored toga oboleli od shizofrenije, imaju veéi stepen oksidativnog

oStec¢enja u odnosu na zdrave, osobe bez psihijatrijskih oboljenja, sliénog pola i godina.

e Oboleli od shizofrenije imaju vecu zastupljenost abdominalne gojaznosti, hiperglikemije,
didipidemije, kao i vecu prevalencu metabolickog sindroma u odnosu na zdrave
ispitanike, sliénog pola i godina. Udruzenost pojedinac¢nih faktora rizika, u okviru
metaboli¢kog sindroma, dodatno povecava nivo oksidativnog stresa kod pacijenata sa

shizofrenijom, $to moze dovesti do smanjenja kapaciteta antioksidativne zastite.

e Suplementacija alfa-liponskom kiselinom, u koli¢ini 500 mg dnevno tokom 90 dana, nije
imala uticagja na stepen oksidativnog osteéenja (prikazano kroz TBKRS i AOPP), kao ni
na aktivnost neenzimske antioksidativne zastite kod obolelih od shizofrenije. Nakon 45
dana, pokazano je smanjenje aktivnosti SOD, dok se aktivnost enzima PON1 tokom

perioda suplementacije ne menja kod obolelih od shizofrenije.

e Suplementacija afa-liponskom kiselinom, u koli¢ini 500 mg dnevno tokom 90 dana,
uticala je kako na smanjenje oksidativnog ostecenja (prikazano kroz TBKRS i AOPP),
tako i na povecanje neenzimske antioksidativne zastite (prikazano kroz TAS) kod zdravih
ispitanika. Nakon 45 dana suplementacije alfa-liponskom kiselinom kod zdravih
ispitanika pokazano je povecanje aktivnosti SOD i koncentracije ukupnih SH grupa, a
zatim njihovo smanjenje nakon 90 dana suplementacije. Rezultati su pokazali smanjenje
aktivnosti enzima PON1 tokom perioda suplementacije alfa-liponskom kiselinom kod
zdravih ispitanika.

e Suplementacija alfa-liponskom kiselinom, u koli¢ini 500 mg dnevno tokom 90 dana,
povoljno deluje na redukciju telesne mase, obima struka i procenta masnog tkiva kod

zdravih ispitanika, ali nei kod obolelih od shizofrenije.
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e Koncentracije glukoze su smanjene nakon 45 dana, odnosno 90 dana suplementacije alfa-
liponskom kiselinom kod pacijenata sa shizofrenijom, ali su pove¢ane nakon 90 dana

suplementacije kod zdravih ispitanika.

e Suplementacija alfa-liponskom kiselinom nije uticala na koncentracije leptina, ai je

dovela do povecanja koncentracije adiponektina u grupi pacijenata sa shizofrenijom.
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Mpunor 1.

M3jaBa 0 ayTopCTBY

Motnucanu-a BbojaHa b. Bunosuh

6poj uHaekca _ 44/06

Usjamyjem
[a je AOoKTOopCKa gucepTauuja noa HacrosoMm

“YTuuaj cynnemMeHtaumje anca-nMNOHCKOM KUCESIMHOM Ha napameTpe
OKCMAATUBHOI CTpeca W aHTUOKCMAaTMBHe 3awTute Koa obonenux of
cxmnsodpeHmje”

e pe3ynTaT concTBeHOr UCTpaXXnsavkor paaa,

e [a npegnoxeHa guceprauuja y LenvHu H1 y aenosuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujarwe 6unNo Koje AunNNoMe npema CTyaujCKAM nporpamumma  apyrx
BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pes3yniTaTyh KOPeKTHO HaBegeHu n

e [a HuCam KpLumo/na ayTopcka npaBa ¥ KOPUCTUO WHTEneKTyarnHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc aokTopaHTa

Y Bbeorpagy, 15.05.2014.
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npeaume ayTtopa BojaHa b. Bugosuh

bpoj nHaekca 44/06

Cryamjckn nporpam [okrTopcke akagemcke cryavje us 6pomatonoruie

Hacnoe paga “Yruuaj cynnemeHTtauuje anda-nMNOHCKOM KUCENTMHOM Ha
napameTpe OKCUMAATMBHOI CTpeca M aHTMOKCUAATMBHE 3awTuTte Kog obonenux
on cxusodpeHuje’

MeHntopu: ap cu. bpwxuta hophesuh, BaHpeaHu npodpecop, YHUBEP3UTET Y
Beorpaay-®apmaueyTtckv dakynteTt

Aap cu. CphaH MunosaHoBuh, goueHT, YHuBepauteT y beorpagy-
MeauumHcku dbakynteT

MotnucaHn/a BojaHa Bugoeuh

UsjaBrbyjem pa.je wtamnaHa sepsvja MOr JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA enekTPOHCKO]
BEpanju Kojy cam rnpegao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBepaurterta y beorpaay.

[ossorbasam ga ce objaBe Moju NWYHWM Nojaun BesaHu 3a fobuvjarbe akagemckor
3Barba AOKTOPa Hayka, Kao LITO CYy UMe U Npe3ume, roanHa n Mecto pofherwa u gaTtym
oabpaHe paga.

OBn nu4yHWM nopaun mory ce o06jaBUTM Ha MpPEeXHUM CcTpaHuuama gurutanHe
6ubnunoTexe, y enekTpoHcKoM katanory n y nybnukauunjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc AoKTOpaHTa
Y beorpaay, 15.05.2014.
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Mpunor 3.

U3jaBa 0 kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Cseto3zap Mapkosuh* pa y [urutanHu
penosutopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKy AucepTauujy nog,
Hacnosom:

“YTuuaj cynnemeHtauumje anda-nUNoOHCKOM KUCENIMHOM Ha napameTtpe
OKCMOATUMBHOI CTpeca W aHTUOKCMAATMBHE 3aliTute Kop obonenux opf
cxusodpeHuje”

Koja je Moje ayTopCKo Aero.

AucepTauujy ca cBUM NpuriosumMa npegao/na cam y enekTpoHCKOM ¢hopmaTy norogHoM
3a TpajHO apXuBMpar-e.

Mojy BOKTOpCKY AucepTaumjy noxparweHy y JurntanHu penosuTopujym YHuBepsuteTa
y beorpagy mory ga kopucrte CBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHoM tuny
nuuyeHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyquo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjarnHo
@ AyTOopcTBO — HEKOMEpLmnjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUMjanHOo — AENUTN NOA UCTUM YCAOBUMA
5. AYTODCTBO; 6e3 npepane

6. AyTOPCTBO — [1€MUTW NOJ UCTUM YCHOBMMA

(Monumo fa 3aoKpyXuTe caMo jegHy of WecT noHyReHux NuueHuUW, KpaTak onuc
nvueHUmM Aat je Ha nonefjuHmn nucra). '

MoTtnuc aokTopaHTa

V/&fm’/c/ @%ay

Y beorpagy, 15.05.2014.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBarte yMHOXaBare, AUCTPUOYUMjy U jaBHO caonwTtaeame
aena, v npepage, ako ce HaBege vme aytopa Ha HauvH oapefeH of cTpaHe aytopa
Unu gasaola nNuueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je Hajcnobognuja og cBux
nuueHum.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [losBorbasaTte yMHOXaBawe, ancTpubyumnjy n jaBHo
caonwiTaBarwe Aera, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH oapeRheH oA
CTpaHe ayTopa wnv gasaoua nuuesue. OBa nuueHua He [03BorbaBa KomepuwujanHy
ynotpeby aena.

3. AytopctBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepape. [lo3sorbaBarte yMHOXaBawe,
ancTpnbyumjy 1 jaBHO caonwitTasawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unNu
ynotpebe gena y CBOM fOeny, ako ce HaseAe WMe aytopa Ha HauuH ogpefeH of
cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He 403BOrbaBa KomepuwujanHy
yrnoTpeby aena. Y oAHOCY Ha cBe octane nuueHue, OBOM NULIEHLOM Ce OrpaHu4yaBa
Hajsehun 06um npasa kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMmepuujanHo — penuTu nog wuctum ycnosuma. [losBorbasaTte
yMHOXaBare, AucTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe aena, v npepaae, ako ce Haseae
nMme aytopa Ha HauuH ogpefeH op CTpaHe ayTopa wWnu [aBaoua NUUEHUE U ako ce
npepaga AuWCTpubyuMpa nog WCTOM wnu CNWYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa KoMmepuuvjanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbagaTe ymHOXaBawe, AMCTPUOyuujy u jaBHO
caonwiTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa unu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaeBefe vme aytopa Ha Hauvh ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu aasaoua
nuueHue. OBa nuueHUa A03Borbasa komepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - [EenuTh noj WCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
anctpubyuujy v jaBHO caonwiTaBamke Aena, u npepaae, ako ce Hasene uMme aytopa Ha
HauuH ogapefleH opf CTpaHe ayTopa uMnuM faBaoua NUUEHUE W ako ce npepajga
anctpubywpa noa WUCTOM wnu CnNvd4HOM nnueHuyoMm. Oa nuvueHua p[ossorbasa
KomepuujanHy ynotpefy pgena v npepapa. CnvdHa je codpTBEpCKMM nuUueHUama,
OAHOCHO NUuEeHUaMa OTBOPEHOT Koaa.



