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1. UvOD

1.1 o-lipoi¢na kiselina

a-lipoi¢na kiselina (ALA) odnosno 1,2-ditiolan-3-pentanoi¢na kiselina, disulfidni je derivat
oktanske kiseline. Tvori intramolekularnu disulfidnu vezu u oksidiranom obliku, no torzijsko
naprezanje prstena pomice ravnotezu prema redukciji u dihidrolipoi¢nu kiselinu (DHLA)

(Cakatay, 2006). Redukcija a-lipoi¢ne Kiseline prikazana je na Slici 1.
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Slika 1. Struktura oksidiranog (ALA) i reduciranog (DHLA) oblika lipoi¢ne kiseline (preuzeto
iz Kurutas, 2015)

a-lipoi¢na kiselina Sadrzi jedan kiralni centar $to rezultira s dva moguca opticka izomera, R- i

S-enantiomerom koji su prikazani na Slici 2. (Salehi i sur., 2019).
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Slika 2. Prikaz strukture R- i S-enantiomera a-lipoi¢ne kiseline (preuzeto iz Uchida i sur., 2015)

Zivi organizmi (biljke, Zivotinje, ljudi) proizvode aktivni R-enantiomer de novo sintezom u jetri
iz oktanske kiseline i cisteina kao izvora sumpora (Golbidi i sur., 2011). Kemijskom sintezom
iz tiokti¢ne kiseline nastaje racemi¢na smjesa R- i S-izomera u podjednakim koli¢inama, koja
je ujedno i jedini nacin nastajanja S-enantiomera koji se ne nalazi u prirodi. S-enantiomer

inhibira interakcije R-a-lipoi¢ne kiseline S genima, enzimima i proteinima (Salehi i sur., 2019).

Endogena sinteza a-lipoi¢ne kiseline u ljudskom organizmu nedovoljna je za ispunjavanje
energetskih potreba stanica stoga je egzogeni unos nuzan (Salehi i sur., 2019). Zivotinjska tkiva
s ekstenzivnim metaboli¢kim aktivnostima poput srca, bubrega i jetre sadrze velike koli¢ine o-
lipoi¢ne kiseline, kao i biljni izvori: $pinat, brokula, rajcica, grasak, prokulice te rizine mekinje.
Prirodna R-a-lipoi¢na kiselina kovalentno je vezana na lizinske ostatke u obliku lipolizina, dok

je a-lipoi¢na kiselina u suplementima slobodna (Golbidi i sur., 2011).

1.2 Farmakokinetika

Poznato je da stanice sadrze aktivne sustave za transport, iskoristenje i izlu¢ivanje slobodne a-
lipoi¢ne kiseline. U razli¢itim studijama kori$teni su suplementi koji preteZito variraju od 50 do
600 mg a-lipoi¢ne kiseline i primaran su izvor informacija o bioraspolozivosti i cjelokupnoj
farmakokinetici. o-lipoi¢na kiselina se kroz membranu prenosi visestrukim proteinima
nosaCima zbog Cega je gastrointestinalna apsorpcija vrlo varijabilna, a utjecaj hrane na
apsorpciju znacajan (Shay i sur., 2009). U studiji Gleiter i suradnici (1996.) dokazano je da
hrana utjeCe na apsorpciju 1 bioraspolozivost oralne primjene a-lipoi¢ne kiseline, smanjujuci
joj AUC i Cmax Vvrijednosti, stoga se za najbolju u¢inkovitost preporuc¢uje unos suplementa pola

sata prije ili dva sata nakon jela. Apsolutna bioraspolozivost nakon oralne primjene iznosi 20
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do 38% ovisno o izomeru i formulaciji. Unos hranom te biosinteza, dovode do veoma malih
koli¢ina slobodne a-lipoi¢ne kiseline u cirkulaciji, zbog ¢ega je unos visokih doza slobodnog

oblika nuzan za koristenje u terapeutske svrhe (Biewenga i sur., 1997).

Enantioselektivna farmakokinetika rezultira 40-50% vecom koncentracijom R-enantiomera,
naspram S-enantiomera, u plazmi. Unato¢ tome, racemi¢na smjesa je prikladnija za
suplementaciju jer S-enantiomer moze sprijeiti polimerizaciju R-enantiomera, a time i

poboljsati ukupnu bioraspolozivost (Shay i sur., 2009).

Metabolizam a-lipoi¢ne kiseline je ekstenzivan. Primarni metaboli¢ki putevi su B-oksidacija
boc¢nog lanca pentanske kiseline pri ¢emu nastaju bisnorlipoat, tetranorlipoat, [-hidroksi-
bisnorlipoat te S-metilacija ditiolnog prstena pri kojoj nastaju njihovi bis-metilirani merkapto
derivati. Svi navedeni metaboliti, uklju¢uju¢i DHLA dobiven redukcijom, doprinose

antioksidativnom uéinku a-lipoi¢ne kiseline (Biewenga i sur., 1997; Shay i sur., 2009).

a-lipoi¢na kiselina prelazi krvno-mozdanu barijeru te se primarno, ali prolazno nakuplja u jetri,
srcu, skelentim misi¢ima, a potom i u ostalim tkivima. Brzi gastrointestinalni unos i prisustvo
a-lipoi¢ne kiseline u plazmi prati jednako brzi klirens koji utjeCe na transport u tkiva,

glomerularnu filtraciju te bubrezno izlu¢ivanje (Shay i sur., 2009).

1.3 Utjecaj na zdravlje

Metabolicka funkcija endogene a-lipoi¢ne kiseline je proizvodnja energije u mitohondrijima
gdje sluzi kao kofaktor za komplekse piruvat dehidrogenazu (PTH) i a-ketoglutarat
dehidrogenazu pri ¢emu dolazi do NADH-ovisne redukcije u dihidrolipoi¢nu kiselinu (DHLA),
dok u stanicama bez mitohondrija dolazi do NADP-ovisne redukcije u DHLA pomocu
glutationa (GSH) i tioredoksin reduktaze (Jones i sur., 2002).

Brojnim studijama dokazan je Sirok spektar bioloskih uloga a-lipoi¢ne kiseline prikazanih na
Slici 3.



Endogenous

antioxidants
-GSH
- Ascorbic Acid
N
Vascular system Sn €ss response ]
-eNOS - Keap1/Nrf2
- hypertension /7
&
Inflammation &
- NFkappaB \Ietal chelation
Glucose
metabolism
- PI3-Kinase

- Akt

Slika 3. Bioloske uloge a-lipoi¢ne kiseline (preuzeto iz Shay i sur., 2009)

a-lipoi¢na kiselina potentan je bioloski antioksidans, ponajvise zbog svojih amfifilnih
(hidrofilnih 1 lipofilnih) svojstava koja ju ¢ine Siroko rasprostranjenom po organizmu te joj

omogucavaju ispoljavanje antioksidativnog ucinka u citosolu i stanicnim membranama

(Golbidi i sur., 2011).

Kelator je teskih metala, a kao posrednik raznih stani¢nih signalnih puteva utjece na inzulinsku
osjetljivost, unos glukoze, metabolizam lipida te djeluje hipotenzivno, protuupalno i na
vaskularni sustav (Shay i sur., 2009). Zbog svojih antioksidativnih i protuupalnih svojstava
koristi se u lijeCenju kroni¢nih bolesti s oksidativnim stresom kao podlogom poput diabetes
mellitusa tip 2, dijabeticke polineuropatije, multiple skleroze, ateroskleroze, Alzheimerove i

kardiovaskularnih bolesti (Harding i sur., 2012).

Novijim istrazivanjima dokazao se utjecaj ALA na redukciju tjelesne mase, lijecenje raka
Stitnjace, pluca, dojke i crijeva, a u Zivotinjskim modelima i u terapiji glaukoma te osteoporoze

(Gomes i Negrato, 2014).



1.4 Antioksidativna uloga a-lipoi¢ne Kiseline

1.4.1 Patofiziologija oksidativnog stresa

Slobodni radikali su vrlo reaktivni atomi, odnosno molekule s jednim ili viSe nesparenih
elektrona u vanjskoj ljusci. Nastaju kada kisik stupi u interakciju s odredenim molekulama u
stanici, a zbog moguénosti doniranja ili prihvacanja jednog elektrona, ponasaju kao oksidansi

ili reducensi (Liguori i sur., 2018).

Djelomic¢no reducirani oblici kisika zajednicki su opisani kao reaktivne kisikove vrste (ROS),
a dusika kao reaktivne dusikove vrste (RNS). Na Slici 4. prikazani su fizioloski vazni
predstavnici ROS i RNS (Boots i sur., 2008).

Table 1
Typical physiological reactive oxygen and nitrogen species

Radicals Mon-radicals

Reactive oxygen species (ROS)

Superoxide, 05 Hydrogen peroxide, H, 04
Hydrosyl, HO Hypochlorous acid, HOCO
Peroxyl, RO Ozone, 0

Alloxyl, ROY Singlet oxygen, '0;
Reactive nitrogen species (RNS)

Mitric oxide, NO® Mitrous acid, HNO,
Mitrogen dioxide, NO5 Mitrosyl cation, NO'

Mitroxoyl anion, MO~
Peroxynitrite, ONOO™
Alkyl perosynitrites, ROONO

Slika 4. Prikaz fiziolo$ki vaznih reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta (preuzeto iz Boots i
sur., 2008)

Reaktivnost spojeva se razlikuje, stoga spojevi poput H2O2, O>", i NO" reagiraju selektivno s
nekoliko bioloskih molekula, dok "OH i ostali veoma reaktivni spojevi, reagiraju sa svakom
molekulom na koju naidu. Takoder se razlikuju u mjestu njihove reaktivnosti; slobodni radikali
reagiraju gotovo trenutno na mjestu nastanka, dok ne-radikali poput H202> mogu proci bioloske

membrane te $iriti reaktivnost i toksi¢nost (Boots i sur., 2008).



Formiranje ROS i RNS u stanicama posredovano je endogenim i egzogenim izvorima. U
egzogene izvore ubrajamo: zagadenje zraka i vode, duhan, alkohol, teske ili prijelazne metale,
lijekove (npr. ciklosporin, takrolimus, gentamicin i bleomicin), industrijska otapala, kuhanje

(npr. dimljeno meso, otpadno ulje i mast) te zracenje (Liguori i sur., 2018).

Endogeni izvori uklju¢uju enzime metaboli¢nih procesa: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

(NADPH) oksidazu, mijeloperoksidazu (MPO), lipooksigenazu i angiotenzin II.

NADPH oksidaza prevladavaju¢i je izvor superoksidnog aniona (O2") koji nastaje redukcijom
molekularnog Kisika. Superoksidni anion se zatim superoksidnom dismutazom (SOD)
konvertira u vodikov peroksid (H202). H20- tvori visoko reaktivni hidroksilni ion (OHe) koji
reagira s fosfolipidima u stani¢nim membranama i proteinima. U neutrofilima, H2O2 se u
prisutnosti klorida i MPO moze pretvoriti u hipoklornu kiselinu; ROS koji posebno ostecuje

stani¢ne proteine (Liguori i sur., 2018).

Dusikov oksid (NO) proizvodi se iz L-arginina pomocu tri glavne izoforme NO-sintaze (NOS):
endotelna NOS, povezana s vazodilatacijom i vaskularnom regulacijom, neuronska NOS,
povezana s intracelularnom signalizacijom te inducibilna NOS, aktivirana kao odgovor citokina
ili endotoksina. Oz takoder moze reagirati s NO formirajuéi relativno reaktivnu molekulu,
peroksinitrit (ONOO") (Liguori i sur., 2018).

Nepovoljna ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala (oksidansa) 1 antioksidativne obrane
organizma u Korist oksidansa, dovodi do oksidativnih oStecenja. Posljedica takve neravnoteze
je oksidativni stres koji uzrokuje ostecenje lipida, proteina i nukleinskih kiselina (Lobo i sur.,
2010). Pritom dolazi do nepovratnih kemijskih modifikacija, poremecaja fizioloskih funkcija i
redoks signalizacije. Promjene u redoks signalizaciji inducirane su visokim razinama ROS i
RNS te ciljaju aktivnosti proteina u slozenim mrezama kinaza, fosfataza, ionskih kanala,

apoptotskih kaskada te transkripcijskih aktivnosti (Frijhoff i sur., 2015).

Oksidativni stres uvelike utjece na patogenezu: kardiovaskularnih, upalnih i ishemijskih bolesti,
karcinoma, kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a, neurodegenerativnih bolesti (Alzheimerova,
Parkinsonova bolest), dijabetesa, kroni¢ne bubrezne bolesti i jo§ mnogih drugih (Lobo i sur.,

2010; Liguori i sur., 2018).



1.4.2 Biomarkeri oksidativnog stresa

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) definirala je biomarker kao bilo koju tvar, strukturu
ili proces koji se moze izmjeriti u organizmu ili njegovim produktima te pritom predvida ili
utjeCe na ishod ili bolest. Kriteriji koje mora ispunjavati su pokazivanje specifi¢nosti za
odredenu bolest (dijagnosticki), posjedovanje prognosticke vrijednosti te korelacija sa stupnjem
bolesti. Da bi bio klini¢ki relevantan, biomarker mora biti mjerljiv, stabilan, prisutan u lako
dostupnom tkivu te isplativ za reproducibilno mjerenje u velikim razmjerima (Frijhoff i sur.,
2015).

Lipidi, nukleinske Kiseline i proteini mogu biti modificirani reaktivnim kisikovim i dusikovim
radikalima ¢ime postaju biomarkeri oksidativnog stresa. Modifikacija moze imati izravan
utjecaj na funkciju ciljnih molekula, poput inhibicije enzima, ili moZze odrazavati lokalni stupanj
oksidativnog stresa. Klini¢ki su naj¢e$¢e koristeni uzorci krvi i mokrace, potom slina te

izdahnuti zrak (Marrocco i sur., 2017).

Produkti lipidne oksidacije siroko su koristeni biomarkeri oksidativnog stresa (Marrocco i sur.,
2017). Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA), posebice linolna i arahidonska kiselina (AA),
veoma su osjetljive na oksidativno oStecenje (Frijhoff i sur., 2015). Peroksidacija lipida
enzimatskim putem katalizana je lipooksigenazom te ciklooksigenazom (COX), a pritom dolazi
do oksidacije AA u prostaglandine, leukotriene, prostaciklin i tromboksan. Oksidacija
posredovana slobodnim radikalima ukljucuje autokataliticku lan¢anu reakciju koju pokrecu
ROS, pretezno hidroksilni (¢HO) i peroksilni (ROO¢) radikali, pri ¢emu dolazi do oduzimanja
vodika u nezasi¢enim vezama te nastajanja ugljik radikala koji dalje reagira s kisikom stvarajuci
lipidni peroksilni radikal (LOOe¢). Zatim on, djelujuéi kao radikal, nastavlja lancanu reakciju
kojom nastaju lipidni hidroperoksidi (LOOH) (Marrocco i sur., 2017). U prisutnosti prijelaznih
metala lipidni hidroperoksidi mogu stvarati lipidni alkoksil (LO¢) ili LOOQe, koji dodatno
odrzavaju lanac oksidacijskih reakcija te dovode do nastanka reaktivnih aldehida, od kojih su
najvise istrazeni malonaldehid (MDA) te trans-4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) (Frijhoff i sur.,
2015).

F2-izoprostani (F2-1soP) kemijski su stabilni izomeri sli¢ni prostaglandinu. Nastaju
oksidacijom PUFA u membranskim fosfolipidima djelovanjem ROS, nakon ¢ega se oslobadaju

u cirkulaciju fosfolipazom (Marrocco i sur., 2017). Razina u cirkulaciji neovisna je 0 bubreznoj



i jetrenoj funkciji stoga F2-1soP predstavljaju pouzdani biomarker cjelokupnog oksidativnog
stresa (Ho i sur., 2013).

3-nitro-tirozin (3-NO-Tyr) je glavni produkt oksidacije tirozina koja se dogada unutar
polipeptidnog slijeda ili na slobodnim tirozinskim ostacima. Modifikacija je posredovana
reaktivnim duSikovim vrstama, pretezito peroksinitritom (ONOQO") 1 duSikovim dioksidom
(NO2"), a moze se odviti na viSe razli¢itih nac¢ina (Marrocco i sur., 2017). Proces nitracije
zapocinje oksidacijom tirozina §to rezultira nastankom tirozinskog radikala. Radikal potom
reagira s dusikovim dioksidom pri ¢emu dolazi do adicije nitro skupine na C-3 tirozina. Nastali

nitrotirozin stabilan je biomarker oksidativnog stresa kod upalnih bolesti (Frijhoff i sur., 2015).

Lipoproteini niske gusto¢e (LDL) oksidativnim modifikacijama stjecu niz vaznih
patofizioloskih aktivnosti; od reguliranja putova povezanih s apoptozom i stani¢nom
signalizacijom do utjecaja na ekspresiju gena modulacijom velikog broja transkripcijskih
¢imbenika (Briine i sur., 2003). Oksidirani LDL (oxLDL) moze nastati neenzimatski ili
reakcijom posredovanom enzimima poput lipooksigenaze (Ho i sur., 2013). PoviSene
koncentracije oxLDL-a u plazmi opazene su kod kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze,
pretilosti, diabetes mellitusa te inzulinske rezistencije (Frijhoff i sur., 2015). lako mjerljiv,
oxLDL nije kvantitativan biomarker oksidativnog stresa zbog heterogenosti oksidativnih
produkata, niske specifi¢nosti za antitijela te raznolikosti u rezultatima dobivenih primjenom

razlicitih testova (Marrocco i sur., 2017).

Oksidacija DNA i RNA dogada se ponajvise u gvaninskom dijelu. Oksidirani nukleozidi
izlucuju se mokra¢om te postaju urinarni biomarkeri. Broj nukleinskih kiselina u odredenom
vremenskom periodu definira brzinu oksidacije DNA i RNA, a time i ukupni oksidativni stres
u organizmu. Dakle, oksidirani nukleozidi najrelevantniji su za mjerenje stanja oksidativnog

stresa u svim tkivima, odnosno cijelom organizmu (Frijhoff i sur., 2015).

Proteini predstavljaju Siroku te veoma podloznu metu za ROS i RNS. Nekoliko
aminokiselinskih ostataka moze se podvrgnuti oksidativnim modifikacijama u kojima dolazi
do: oksidacije ostataka koji sadrze sumpor, hidroksilacije aromatskih i alifatskih skupina,
nitracije tirozinskih ostataka, nitrozilacije i glutationilacije cisteinskih ostataka, kloriranja
aromatskih i primarnih amino skupina te pretvorbe odredenih aminokiselinskih ostataka u
karbonilne derivate. Ukoliko se novonastala promjena ne popravi, utjece na trodimenzionalnu

strukturu, fizikalno-kemijska svojstva proteina te njegovu toksi¢nost. Nepovratne modifikacije



proteina ukljucuju karbonilaciju, nitrozilaciju, kidanje histidinskih i triptofanskih prstenova te
hidrolizu peptidne veze u prisutnosti prolina. Oksidacija proteina moze se odrediti iz uzoraka
krvi i urina, a jos preciznije iz odredenih tkiva i stanica. Proteinski karbonili nastaju razli¢itim
mehanizmima oksidativnog oStecenja zbog Cega je mjerenje njihove koncentracije najvise
koriSten biomarker oksidativnog stresa. Medutim, bioloski i klini¢ki znac¢aj oksidacije proteina
kao biomarkera jos uvijek je ograni¢en dostupnoscu metoda za identifikaciju i kvantifikaciju

oksidativnih modifikacija specifi¢nih proteinskih ostataka (Marrocco i sur., 2017).

Glutation (GSH), proteinski tioli te povrSinski izlozeni ostaci cisteina osobito su osjetljivi na
oksidaciju uzrokovanu ROS-om i RNS-om (Frijhoff i sur., 2015). Oksidacija cisteinskih
ostataka je reverzibilna, a povratak u tiolni oblik omogucuju GSH 1i/ili specifi¢ni enzimi.
Reverzibilna modifikacija proteina vazna je znacajka za antioksidativne obrambene sustave,
pogresno smatanje i agregaciju proteina, redoks regulirane stani¢ne procese te redoks ovisne
enzimske funkcije. Stoga, oOksidacija odabranih cisteinskih ostataka moze rezultirati
regulacijom stani¢nog odgovora na oksidativni stres. GSH je tripeptid koji ima sposobnost
¢is¢enja ROS-a reverzibilnom oksidacijom u GSSG. Redukcija u GSH odvija se pomocu
NADPH i glutation reduktaze, a koli¢ina GSH te omjera GSH/GSSG smanjuje se u stanju
oksidativnog stresa. Sinteza glutationa ovisi o dostupnosti cisteina, zbog ¢ega dovodi u pitanje
njegovo koristenje kao biomarkera oksidativnog stresa. Medutim, mjerenje GSH, GSSG i
njihovog omjera u krvi smatra se indeksom redoks statusa u cijelom organizmu te korisnim

markerom odredenih bolesti (Marrocco i sur., 2017).

Povecane razine ROS-a utjecu na gene ukljuene u regulaciju stani¢nog i sustavnog
oksidativnog stresa. Nuklearni faktor Nrf-2 transkripcijski je faktor koji pokrece poveéanu
ekspresiju stani¢nih antioksidansa kao odgovor na oksidativni stres (Ho i sur., 2013). Keapl,
protein povezan s Nrf-2, sadrzi cisteinske ostatke osjetljive na oksidaciju. Oksidacija uzrokuje
konformacijske promjene koje oslobadaju Nrf-2 te omogucuju njegovu translokaciju u jezgru.
Potom Nrf-2 potice transkripciju i ekspresiju vise od 250 gena ukljucenih u antioksidativni
odgovor organizma koji dovode do aktivacije mnogih antioksidansa i enzima za detoksifikaciju
(glutation transferaze, glutation sintetaze, hem oksigenaze 1, NAPH-oksidoreduktaze...)
(Marrocco i sur., 2017).

Proteinski cisteinski ostaci bitni su i kod drugih oksidacijskih stanja (Frijhoff i sur., 2015).
Reverzibilni proces S-glutationacije dogada se u fizioloSkim uvjetima, unutar redoks signalnih

puteva te kao rezultat antioksidativnhog djelovanja GSH. U procesu dolazi do stvaranja
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disulfidnih mostova izmedu reaktivnih cisteinskih ostataka i glutationa pri ¢emu nastaje disulfid
proteina i glutationa (PSSG). Mjerenje S-glutationilacije funkcionalno vaznih proteina poput
hemoglobina, obecavajuci su biomarkeri oksidativnog stresa (Marrocco i sur., 2017).

Osim navedenih, postoje brojni drugi koristeni te potencijalni biomarkeri oksidativnog stresa.

1.4.3 Antioksidansi

Prooksidans, odnosno reaktivna vrsta, moze uzrokovati oksidativno oSte¢enje lipida, proteina i
nukleinskih kiselina, §to rezultira raznim patolo$kim stanjima i bolestima. Antioksidans je tvar
koja, prisutna u niskim koncentracijama naspram oksidiranog supstrata, zna¢ajno sprjecava ili
odgada oksidaciju supstrata iniciranu prooksidansom. Antioksidativni kapacitet se moze

definirati kao sposobnost spoja da reducira prooksidanse (Prior i Cao, 1999).

Postoje dvije metode procjene razine oksidativnog stresa u organizmu: kvantifikacija aktivnosti
antioksidativnih enzima poput katalaze, glutation peroksidaze ili superoksid dismutaze iz
plazme te neenzimatsko mjerenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta seruma (NEAC, eng.
nonenzymatic antioxidant capacity) (Ho i sur., 2013; Marrocco i sur., 2017). NEAC je definiran

kao mol oksidansa neutraliziran jednom litrom tjelesnih teku¢ina (Marrocco i sur., 2017).

Mijerenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta klasificirano je u dvije skupine s obzirom na
mehanizam: metode temeljene na prijenosu atoma vodika te metode temeljene na prijenosu
elektrona. Vecina testova temeljenih na prijenosu atoma vodika primjenjuje kompetitivnu
shemu u kojoj se antioksidans i supstrat natjecu za termicki generirane peroksilne radikale
dobivene razgradnjom azo-spojeva. Testovi temeljeni na prijenosu elektrona mjere kapacitet
antioksidansa da reducira oksidans koji pritom mijenja boju, a stupanj promjene boje korelira s
koncentracijom antioksidansa. NajkoriSteniji predstavnici ovih metoda su ORAC (eng. oxygen
radical antioxidant capacity) i TEAC (eng. trolox equivalent antioxidant capacity) (Zulueta i
sur., 2009). Osim navedenih, koriste se i TRAP, CUPRAC, FRAP, metoda izbjeljivanja krocina
te mnoge druge (Marrocco i sur., 2017).

Antioksidativna aktivnost ovisi o vrsti oksidativne reakcije te bioloskoj molekuli koju je
potrebno zastititi od oksidacije (Biewenga i sur., 1997). Antioksidansi ispoljavaju djelovanje
doniranjem vodika ili elektrona, c¢is¢enjem radikala, raspadom vodikovog peroksida,

enzimskom inhibicijom, gaSenjem singletnog kisika, keliranjem metala te sinergisticki s drugim
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antioksidansima. Obrambeni antioksidativni sustavi dijele se na enzimatske i neenzimatske, a
nalaze se unutar stanice ili u izvanstaniénom matriksu. Enzimatski sustavi primjenjuju vise
koraka detoksifikacije koji ukljuuju superoksid dismutazu, katalazu, glutation reduktazu,
glutation peroksidazu te glutation-S-transferazu (Lobo i sur., 2010). Neenzimatski
antioksidansi su vitamini E i C, tiolni antioksidansi (glutation, tioredoksin i a-lipoi¢na kiselina),
melatonin, karotenoidi, prirodni flavonoidi te mnogi drugi spojevi. Antioksidansi mogu biti
endogeni ili egzogeni, odnosno uneseni prehranom. Prehrambeni spojevi koji ne neutraliziraju
slobodne radikale, ali pojacavaju endogenu aktivnost takoder se mogu klasificirati kao
antioksidansi. Endogeni antioksidansi imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju stani¢nih funkcija, no
nedostatni su u stanju oksidativnog stresa koje zahtjeva unos egzogenih antioksidansa (Kurutas,
2015).

Prehrana ovisno o kvaliteti, vrsti, uravnotezenosti i karakteristikama, predstavlja jednog od
najznacajnijih egzogenih etioloskih ¢imbenika oksidativnog stresa (Rahal i sur., 2014).
Pozitivni ucinci prehrane bazirane na vocu i povréu povezuju se s protuupalnim |
antioksidativnim djelovanjem nutrijenata poput karotenoida, biljnih polifenola, vitamina C ili
E te drugih (Holt i sur., 2009). Mediteranska prehrana takoder sadrzi velik broj antioksidansa
zbog Cega snizava oksidativni stres, upalu te rizik od kardiovaskularnih bolesti (Dai i sur.,
2008). Osim pozitivnog utjecaja, prehrana moze djelovati upalno i prooksidativno ¢ak i u
normalnim fizioloskim uvjetima, moze pojacati niz molekularnih reakcija te promijeniti
metabolicko stanje. Prekomjeran unos kalorija abnormalno povecava koli¢inu slobodnih
masnih kiselina, triglicerida i glukoze u krvi §to posljedi¢no dovodi do stvaranja slobodnih
radikala te iniciranja upale. Stoga, nutritivni oksidativni stres moze se opisati kao
postprandijalna neravnoteza izmedu antioksidativne obrane i prooksidativnog optere¢enja kao

posljedica neadekvatne ili prekomjerne opskrbe hranjivim tvarima (Saha i sur., 2017).

Karotenoidi su tetraterpeni s vise od 600 razligitih vrsta. Siroko su rasprostranjeni u biologkom
sustavu te odgovorni za Zutu, naranCastu 1 crvenu pigmentaciju biljaka, Zivotinja 1
mikroorganizama (Young i Lowe, 2018; Sharifi-Rad i sur., 2020). Bioloske aktivnosti
karotenoida su brojne, a medu znacajnijima je gasenje singletnog kisika te hvatanje slobodnih
radikala ¢ime smanjuju oksidativni stres (Sharifi-Rad i sur., 2020). Glavni karotenoidi u
ljudskoj plazmi su a- i B-karoten, likopen, kriptoksantin i lutein (Palace i sur., 1998). $-karoten
je primaran prekursor vitamina A, a nalazi se najviSe u mrkvi, bundevi, Spinatu, mangu i
marelicama (Sharifi-Rad i sur., 2020). Vitamin A ne moze se sintetizirati u ljudskom organizmu

stoga je unos prehranom nuzan (Palace i sur., 1998).
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Vitamin E skupni je naziv za osam vitamina (a-, -, y-, i 8-tokoferol, a-, B-, y- 1 6-tokotrienol)
topljivih u mastima (Lobo i sur., 2010). Pretezno se nalaze u jestivim uljima, oraSastim
plodovima, brokuli i ribi (Sharifi-Rad i sur., 2020). U stani¢nim membranama i drugim lipidno
bogatim strukturama reagiraju s peroksilnim radikalom brze od nezasi¢enih masnih kiselina
¢ime prekidaju lan¢anu reakciju lipidne peroksidacije. lzrazito potentna antioksidativna
svojstva posjeduju svi, a najué¢inkovitiji medu njima je a-tokoferol. Glavni je bioloski lipofilni
antioksidans, a u reakciji s radikalima dolazi do nastanka oksidiranog a-tokoferol radikala koji
se moze reducirati u izvorni oblik askorbinskom kiselinom ili drugim antioksidansima
(Kurutas, 2015).

Vitamin C (askorbinska kiselina) monosaharidni je antioksidans biljaka i zivotinja (Lobo i sur.,
2010). Zbog nemoguénosti sinteze, egzogeni unos je nuzan, a najvece koncentracije sadrzane
Su u citrusnom i bobi¢astom vocu, ananasu, paprikama i tamnozelenom lisnatom povréu
(Egbunai Ifemeje, 2017). Izrazena reduktivna svojstva askorbinske kiseline posljedica su lakog
doniranja elektrona te oksidacije u dehidroaskorbinsku kiselinu (Sharifi-Rad i sur., 2020).
Anionski oblik (askorbat) reagira s ROS i RNS, gasi ih i pritom se pretvara u slabo reaktivni
askorbil radikal (Pizzino i sur., 2017). Time uéinkovito smanjuje oksidativni stres i Cisti
organizam od slobodnih radikala poput superoksidnog aniona, singletnog kisika, vodikovog
peroksida, lipidnih hidroperoksida, hidroksilnih radikala ili hipoklorne kiseline (Sharifi-Rad i
sur., 2020). Osim izravnog antioksidativnog djelovanja, sudjeluje u reakcijama antioksidativnih

enzima te reducira vitamin E i karotenoide (Kurutas, 2015).

Polifenoli su sekundarni metaboliti raznih biljaka koji se na temelju strukture i svojstava dijele
na flavonoide, lignane, fenolne kiseline i stilbene. Identificirano je vise od 8000 polifenolnih
vrsta, od kojih ¢ak polovicu ¢ini skupina flavonoida (Pandey i Rizvi, 2009). Flavonoidi su
derivati benzo-y-pirona koji se u hrani pretezito nalaze u obliku glikozida i polimera (Kurutas,
2015). Mnogi polifenoli poput kvercetina nalaze se u raznim biljnim proizvodima: vocu,
povréu, zitaricama, voénim sokovima, ¢aju, vinu itd., dok su flavanoni i izoflavoni specifi¢ni
za odredene namirnice. U vecini slu¢ajeva hrana sadrzi slozene mjesavine polifenola (Pandey i
Rizvi, 2009). Najpoznatija svojstva polifenola su hvatanje superoksidnih, hidroksilnih i
peroksilnih radikala, kao i inhibicija peroksidacije lipida, keliranje redoks aktivnih metala te
sprjecavanje radikalima posredovanog iscrpljivanja vitamina E i B-karotena (Yavari i sur.,
2015).
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Minerali su, u malim koli¢inama, neophodni kofaktori za antioksidativne aktivnosti odredenih
enzima (Sharifi-Rad i sur., 2020). Bakar i cink kofaktori su bakar-cink superoksid dismutaze
¢ija je uloga uklanjanje superoksidnih radikala (Yavari i sur., 2015). Nutritivni izvori cinka su
nemasno crveno meso, mahunarke, zitarice, orasasti plodovi, sjemenke, mlijeko te razno voce
i povrée (Egbunai Ifemeje, 2017), dok bogate koli¢ine bakra nalazimo u iznutricama, orasastim
plodovima, voéu te zitaricama (Bost i sur., 2016). Selen je neophodan kofaktor glutation
peroksidaze koja uklanja hidrogen peroksid (Yavari i sur., 2015), a najbogatije izvore ¢ine
brazilski orasi i bubrezi, potom slijede rakovi, $koljke, jetra te riba. Njegova dostupnost u tlu
varira, stoga je pSenica dobar izvor selena u Sjevernoj Americi, a zbog deficitarnog tla los u
Europi (Rayman, 2000). Mangan superoksid dismutaza koristi mangan kao kofaktor i uklanja
superoksidne radikale nastale oksidativnom fosforilacijom (Yavari i sur., 2015). Bogat izvor
mangana sadrze Zitarice, oraSasti plodovi, riza te ¢aj (Aschner i Aschner, 2005). Zeljezo je
esencijalni kofaktor katalaze, odgovorne za uklanjanje hidrogen peroksida (Yavari i sur., 2015),
analazi se najvis$e u mesu, ribi, mahunarkama, zZitaricama, orasastim plodovima, povréu te mesu

peradi (Gibson i sur, 2015).

14.4 a-lipoi¢na Kkiselina

a-lipoi¢na kiselina brzo se reducira u aktivniji DHLA oblik pomo¢u NADH ili NADPH u
gotovo svim tkivima (Kurutas, 2015). DHLA pokazuje superiornost u antioksidativnom
djelovanju, a zajedno ¢ine moc¢an redoks par (Shay i sur., 2009). Postoje brojni literaturni podaci
o antioksidativnim u¢incima o-lipoi¢ne Kiseline i DHLA, odnosno o metal keliraju¢im
svojstvima, neutralizaciji slobodnih radikala, regeneraciji endogenih antioksidansa te popravku
oksidiranih ostecenja (Salehi i sur., 2019). Neki od antioksidativnih u¢inaka prikazani su na
Slici 5.
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Slika 5. Prikaz antioksidativnih u¢inaka o-lipoi¢ne kiseline i DHLA (preuzeto iz Islam, 2009)

a-lipoi¢na kiselina bioloski je antioksidans topljiv u vodi i mastima, stoga moze neutralizirati
reaktivne kisikove i dusikove vrste unutar i izvan stanice, a da pritom ne postane radikal. DHLA
moze neutralizirati superoksid i dusikov oksid, a-lipoi¢na kiselina singletni kisik, a oba oblika
sposobna su neutralizirati hidroksilne i peroksilne radikale, hipoklornu kiselinu te peroksinitrit
(Shay i sur., 2009). Kelacijom metala sprjeCava se njihovo posredovanje u proizvodnji
reaktivnih vrsta kisika, ne dovodeci pritom do iscrpljivanja metala. a-lipoi¢na kiselina kelira
uglavnom Cu?*, Pb?*, Zn?* i Mn?*, dok DHLA, pored prethodno navedenih metala, moze
kelirati i Hg?* i Fe** (Gomes i Negrato, 2014).

U antioksidativnoj obrani a-lipoi¢na kiselina sudjeluje 1 neizravno, induciranjem
antioksidativnih enzima poput glutation sintaze ¢ime dolazi do poveéane sinteze GSH (Kurutas,
2015). Takoder, na koncentraciju GSH utjece i povecanjem unosa cistina iz plazme, redukcijom
cistina u cistein koji potom postaje supstrat za sintezu GSH te naposljetku indukcijom
transkripcijskih gena za de novo sintezu GSH. DHLA regenerira endogene antioksidanse
vitamin C i E, reduciraju¢i ih u aktivni antioksidativni oblik (Shay i sur., 2009). Mnogi
eksperimentalni radovi dokazuju da o-lipoicna kiselina i DHLA mogu poboljsati
antioksidativni kapacitet tkiva u razlicitim oblicima oksidativnog stresa (Biewenga i sur.,
1997).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

a-lipoi¢na kiselina (ALA) derivat je oktanoi¢ne kiseline te (uglavnom kao koenzim) sudjeluje
U velikom broju biokemijskih procesa vaznih za odrzavanje oksidoreduktivne homeostaze
(odrzavanju egzogenih antioksidansa u aktivnom obliku, povecavanju intracelularnih
koncentracija reduciranog glutationa itd.). Oksidativni stres nalazi se u podlozi brojnih
kroni¢nih bolesti te su istrazivanja mogucnosti prevencije nastanka i lijeCenja oksidativnog
stresa u fokusu znanosti ve¢ duze vrijeme. Glavni cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj
suplementacije a-lipoi¢nom kiselinom na parametre oksidativnog stresa (ukupni antioksidativni
potencijal) u serumu ispitanica s dijagnozom cervikalne intraepitelne neuroplazije |I.
Istrazivanje je organizirano kao dvostruko-slijepa placebom kontrolirana studija gdje su
pacijentice kroz period od 3 mjeseca dnevno suplementirane sa 600 mg ALA. Paralelno su,
primjenom validiranog semikvantitativnog upitnika o ucestalosti konzumacije namirnica,
utvrdene prehrambene navike pacijentica ukljucenih u studiju. S obzirom na mali broj
istrazivanja ovog tipa, rezultati ove studije predstavljaju vrijedan doprinos trenutnim,
ogranienim saznanjima o mogucnostima primjene ALA kao dodatka prehrani u svrhu

prevencije ili ublazavanja oksidativnog stresa.

15



3. MATERIJALI | METODE

3.1 Plan istrazivanja

Ucinkovitost a-lipoi¢ne Kiseline istrazena je u okviru slijepe, placebom kontrolirane studije na
oko 100 pacijentica (raspon dobi 18-55 godina). Nakon provjere kriterija za isklju¢ivanje i
dobivanja informiranog pristanka, pacijentice su ukljucene u studiju. Sve ispitanice koje su
sudjelovale u istrazivanju imale su promjene u citoloSkom nalazu, dokazane rutinskim
dijagnostickim pregledom u ginekolosko-kolposkopskoj ambulanti. Po zavrSetku istog,
pacijenticama su iz Kubitalne vene standardnim nacinom uzete dvije epruvete krvi zbog
laboratorijskih analiza neophodnih za istrazivanje. Ispitanice su zatim ispunile upitnik o
prehrambenim i Zivotnim navikama (Prilog 1.). Nasumi¢nu raspodjelu pacijentica u tretiranu,
odnosno kontroliranu skupinu provela je educirana osoba (suradnik projekta) metodom blok
randomizacije. Pacijentice su potom dobile Sifrom oznaceno pakiranje sa 180 kapsula te uputu
o koristenju. Razli¢itim Siframa oznacena pakiranja sadrzavala su kapsule s 300 mg a-lipoicne
kiseline (tretirana skupina) ili pomoénu tvar - rizin Skrob (kontrolna skupina) (proizvodnja:
Zada Pharmaceuticals, Tuzla, Bosna i Hercegovina). Sljedec¢ih 90 dana ispitanice su uzimale
po dvije tablete dnevno; ujutro i navecer, uz obrok (kako je navedeno u uputi o koristenju) —
ukupno 600 mg ALA/dne. Nakon isteka zadanog vremenskog perioda, ponovile su
dijagnosticki pregled u ginekolosko-kolposkopskoj ambulanti te su im ponovo standardnim
nacinom iz kubitalne vene uzete dvije epruvete krvi radi dobivanja laboratorijskih nalaza nuZznih
za istrazivanje. Pacijentice su, prilikom ponovljenog posjeta ginekologu, bile duZne vratiti

preostale tablete suplementa u originalnoj ambalaZi kako bi se utvrdila adherencija terapiji.

3.2 lIspitanice
3.2.1 Kiriteriji ukljucivanja/iskljucivanja

Kriteriji za ukljuéivanje pacijentica u studiju bili su: histoloska potvrda niskog stupnja
skvamoznih intraepitelnih lezija, seksualno aktivne Zene, raspon dobi 18-55 godina. Za
isklju¢ivanje pacijentica iz studije kriteriji su bili: trudnoca, abortus, menopauza,

histerektomija, maligne bolesti, kroni¢ne upalne bolesti, HPV cijepljenje, dijabetes i
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destruktivna terapija cerviksa. Pacijentice koje su zadovoljile sve navedene kriterije ukljucene

su u studiju te upoznate sa svrthom i na¢inom njenog izvodenja.
3.2.2 Uzimanje uzoraka krvi

Za potrebe laboratorijskih analiza uzete su po dvije epruvete krvi (6 i 9 mL) iz kubitalne vene,
standardnim nac¢inom. Lipidni status (LDL Kkolesterol, HDL kolesterol, trigliceridi) te parametri
upale (sedimentacija, visoko-osjetljivi CRP i fibrinogen) odredeni su neposredno po uzimanju
uzorka krvi. Preostali serum je alikvotiran i pohranjen na -20°C do analiza. Alikvotirani uzorci
seruma KoriSteni su za odredivanje parametara oksidativnog stresa. Antioksidativni potencijal

seruma odreden je spektrofotometrijskom metodom.
3.2.3 Prehrambene i Zivotne navike pacijentica

Ispitivanje prehrambenih 1 zivotnih navika pacijentica provedeno standardiziranim i
validiranim prehrambenim upitnikom (semikvantitativni upitnik o ucestalosti konzumacije
namirnica) uz pomo¢ educiranog osoblja. Prikupljeni podaci pruzili su osnovne informacije o
obrascima prehrane, koristenju dodataka prehrani, unosu antioksidansa, pusenju te fizickoj
aktivnosti pacijentica. Ispitanicama je savjetovano da ne mijenjaju nacin prehrane i stupanj

fizicke aktivnosti tijekom trajanja studije.
3.3 Materijali
3.3.1 Kemikalije

. 2,2'-azobis(2-metilpropionamidin) dihidroklorid-AAPH (Aldrich, St. Louis,

SAD)

. 2-(6-hidroksi-3-o0kso-(3H)-ksanten-9-il) benzojeva kiselina-Fluorescein (Sigma,
Missouri, SAD)

. Kalijev monohidrogenfosfat (Siegfried Handel, Zofingen, Svicarska)

. Kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

. Natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

. Ultracista voda (MiliQ-H20) (Merck, New Jersey, USA)

. (+)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina—Trolox (Sigma,
Missouri, SAD)
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3.3.2 Instrumenti i pribor

* Mikrotitarske ploce s 96 jazica ravnog dna kapaciteta 330 uL, Thermo Scientific 130188
BioLite 96 1/Sleeve

« Analiticka vaga, AB265-S (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

» Vortex mijesalica, VTX-3000L Mixer Uzusio (LMS, Tokio, Japan)

« Multikanalna pipeta RaininPipet-Lite XLS (Mettler Toledo, SAD)

«  pH-metar, 702 SM Titrino (Metrohm AG, Herisau, Svicarska)

« Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VICTOR™ X3 (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)

» Mikropipete

» Eppendorf epruvete

« Falcon kivete

» Ladice

« Odmjerne tikvice

» Staklene ¢aSe

3.4 Metode
3.4.1 ORAC antioksidativni kapacitet

Antioksidativni potencijal seruma pacijentica odreden je modificiranom ORAC metodom (eng.
Oxygen radical absorbance capacity). ORAC test mjeri antioksidativnu inhibiciju oksidacije
izazvane peroksil radikalima i mjera je ukupnog antioksidativnog kapaciteta (Shahidi i Zhong,
2015). U ovom testu, peroksilni radikal dobije se iz hidrofilnog azo spoja AAPH (2,2-azobis-
2-metilimidamid, dihidroklorid) nakon termicke razgradnje u prisutnosti kisika. Stvoreni
radikali reagiraju s fluorescentnom sondom i antioksidansom, a oksidacija slobodnih radikala
fluorescentne sonde mjeri se promjenom njezinog intenziteta fluorescencije. Standardni
antioksidans Trolox (vodotopljivi analog vitamina E), koristi se kao referenca, a ORAC
vrijednosti testiranih antioksidansa kao Trolox ekvivalenti. Dinami¢ko opadanje fluorescencije
sonde u vremenskom periodu izracunava se povrsinom ispod krivulje (AUC), a test se provodi
do gasenja fluorescencije. Usporedujuci integral opadanja fluorescencije uzrokovane uzorkom
i standardom s onim slijepe probe, ORAC test uzima u obzir stupanj i vrijeme inhibicije ¢ime

je poboljsano izracunavanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta.

18



3.4.2 lzrada reagensa

75 mM fosfatni pufer (pH 7,0) priprema se otapanjem 3,1573 g kalijeva dihidrogenfosfata i
2,4908 g kalijeva monohidrogenfosfata u ultracistoj vodi. Potrebna koli¢ina kalijevih soli
izvaze se na analiti¢koj vagi, otopi u ¢asi u manjoj koli¢ini vode (oko 400 mL) te prilagodi pH
dodavanjem otopine natrijevog hidroksida. Mjerenje pH provodi se pomocéu pH-metra, a
otopina natrijevog hidroksida dodaje se dok se ne postigne pH 7,0. Otopina odgovaraju¢eg pH
prelije se u odmjernu tikvicu od 500 mL i dopuni vodom do oznake.

Stock otopina fluoresceina (1 mM) priprema se otapanjem 37,6 mg fluoresceina u 75 mM
fosfatnom puferu. Fluorescein se izvaze i prebaci u odmjernu tikvicu od 100 mL, gdje se otopi
u manjoj koli¢ini pufera pa dopuni do oznake. Cuva se na hladnom (4°C) i mraénom mjestu.
Prije same analize pripremi se 1 M otopina fluoresceina razrjedivanjem fosfatnim puferom te

takoder ¢uva na mra¢nom mjestu u ledenoj kupelji.

Otopina AAPH priprema se na dan analize, otapanjem 610,2 mg AAPH u 15 mL 75 mM
fosfatnog pufera u Falcon kiveti od 15 mL. Kiveta se ¢uva u hladnjaku omotana folijom i vadi

neposredno prije koriStenja u analizi.

Uzorci se odmrznu, razrijede 250 puta ultrac¢istom vodom te vorteksiraju.

3.4.3 Postupak

Cita¢ mikrotitarskih plo¢a postavi se za ocitavanje intenziteta fluorescencije s valnom duljinom
ekscitacije 485 nm te valnom duljinom emisije 530 nm. Uredaj se namjesti tako da mijesa plocu
5 sekundi, pauzira 25 sekundi, potom mjeri fluorescenciju svake jaZice te na kraju pauzira 150
sekundi. Protokol se zatim ponavlja 20 puta, stoga mjerenje jedne ploce traje oko sat vremena.
Analiza se provodi na temperaturi 37°C zbog visoko osjetljive termicke razgradnje AAPH, Sto

zahtjeva desetominutnu inkubaciju reakcijske smjese prije njegovog dodavanja.

Reakcijska smjesa izraduje se na nacin da se u svaku jazicu tamne mikrotitarske ploce pipetira
25 uL razrijedenog uzorka u kvadriplikatu, osim u zadnje 4 jazice posljednjeg reda svake ploce,
gdje se pipetira slijepa proba (25 mM fosfatni pufer). Pomoc¢u multikanalne pipete, u svaku se

jazicu pipetira 150 uLL 1 uM otopine fluoresceina, a nakon desetominutne inkubacije, pipetira

19



se 25 uL otopine AAPH. Zatim zapocinje mjerenje fluorescencije u uredaju prema veé

opisanom protokolu.

U ispitivanju je sudjelovalo 100 ispitanica, kojima je vadena krv prije i poslije 90 dana

suplementacije stoga se mjerenje provodi za ukupno 200 uzoraka seruma u kvadriplikatu.

Pomocu uredaja Citaca izraCunaju se povrsine ispod krivulje (AUC) za svaki uzorak, odnosno
za svaku jazicu mikrotitarske ploce, a dobivena krivulja prikazuje ovisnost intenziteta
fluorescencije o vremenu. Svaki uzorak odgada oksidaciju fluorescentne probe, ovisno o
koli¢ini antioksidansa u uzorku. Dakle intenzitet fluorescencije opada s vremenom, znatno brze
kod slijepe probe nego kod uzorka. ORAC aktivnost izracunava se oduzimanjem povrsine ispod
krivulje slijepe probe od povrsine ispod krivulje uzorka. Time se dobije razlika povrsina ispod
krivulje (netAUC). Vazno je da fluorescencija pri svakom mjerenju padne na nulu kako bi

povrsina ispod krivulje bila to¢no izracunata.

Koriste¢i otopine Troloxa poznatih koncentracija, izradi se bazdarni dijagram ovisnosti
netAUC o koncentraciji Troloxa prikazan na Slici 6. Iz dobivenog dijagrama moze se izracunati

ORAC aktivnost izrazena kao Trolox ekvivalent.

y=58,962x+311,19
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Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti netAUC o koncentraciji Troloxa
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3.5 Statisticka analiza

Analiza je provedena u ¢etveroplikatu te su izracunate srednje vrijednosti, standardne devijacije
i relativne standardne devijacije paralelnih mjerenja. StatistiCka obrada podataka potom je
napravljena koriStenjem programa GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, USA). Testirana
je normalnost raspodjele dobivenih podataka te su na temelju dobivenih rezultata odabrani
statisticki testovi za daljnju obradu. Rezultati su prikazani kao medijani, a usporedba rezultata
provedena je koristenjem Mann-Whitneyevog testa, Fisherovog testa i Student t-testa pri ¢emu

je p<0,05 smatran statisti¢ki zna¢ajnom razlikom.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Utjecaj zivotnog stila na antioksidativni potencijal seruma

U opservacijskom dijelu studije usporedene su pojedine karakteristike zivotnog stila ispitanica
kako bi se istrazio njihov utjecaj na antioksidativni potencijal seruma prije suplementacije a-
lipoi¢nom kiselinom, odnosno placebom. Pacijentice su kategorizirane s obzirom na pusacki
status (pusaci i nepusaci), indeks tjelesne mase (normalan i prekomjeran) te obrazac prehrane,
odnosno unos voca i povréa (I IV kvartil). Prikazane su pomocu srednjih vrijednosti ORAC

antioksidativnog potencijala seruma ispitanica.

4.1.1 Utjecaj pusenja na ukupni antioksidativni potencijal seruma

Za ispitivanje utjecaja pusenja na ukupni antioksidativni potencijal seruma, ispitanice su
podijeljene u dvije skupine; 26 pusaca i 73 nepusaca. Na Slici 7. prikazane su srednje vrijednosti

ORAC antioksidativnog potencijala seruma prije suplementacije za obje skupine.

5253

80001

4976
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40004
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Slika 7. ORAC antioksidativni potencijal seruma za skupinu pusaca te skupinu nepusaca
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Srednja vrijednost ORAC antioksidativnog potencijala u serumu pusaca iznosi 5253 mg TE/L,
a kod nepusaca 4976 mg TE/L. Testirana je normalnost razdiobe dobivenih podataka i
ustanovljeno je da se ne radi o normalnoj razdiobi. Stoga, dva su skupa podataka usporedena
Mann-Whitnejevim testom, a dobivena vrijednost p=0,6976 pokazuje da nema statisti¢ki

znacajne razlike izmedu njih.

4.1.2 Utjecaj indeksa tjelesne mase na antioksidativni potencijal seruma

S obzirom na indeks tjelesne mase (ITM), ispitanice su podijeljene u skupinu su normalnim
ITM (< 25 kg/m?) koju &ini 56 ispitanica te skupinu s prekomjernim ITM (> 25 kg/m?) s ukupno
44 ispitanice. Slika 8. prikazuje srednje vrijednosti ORAC antioksidativnog potencijala seruma

prije suplementacije prikazane kao Trolox ekvivalenti.
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Slika 8. ORAC antioksidativni potencijal seruma za pacijentice s prekomjernim te normalnim
indeksom tjelesne mase

Za ispitanice s ITM < 25 kg/m? iznosi 5165 mg TE/L, a kod ispitanica s ITM > 25 kg/m? iznosi
5245 mg TE/L. Testiraju¢i normalnost razdiobe dobivenih podataka ustanovljeno je da se radi
o normalnoj razdiobi te su dvije skupine podataka usporedene Studentovim t-testom. Vrijednost

p dobivena t-testom iznosi 0,8314 $to znaci da se dva skupa podataka medusobno ne razlikuju.
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4.1.3 Utjecaj obrasca prehrane na antioksidativni potencijal seruma

Od ukupnog broja ispitanica, 35 ih je unosilo > 3 porcije voca i povréa dnevno (I kvartil), dok
je njih 57 unosilo < 3 porcije voca i povréa na dan (IV kvartil). Srednja vrijednost ORAC
antioksidativnog potencijala seruma prije suplementacije za skupinu prvog kvartila iznosi 5169
mg TE/L, a za skupinu ¢etvrtog kvartila 4931 mg TE/L. Vrijednosti su prikazane kao Trolox

ekvivalenti na Slici 9.

*
6000~ 5169

*
4931

40004
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Slika 9. ORAC antioksidativni potencijal seruma za pacijentice iz | IV kvartila s obzirom na

unos voca i povréa

*statisticki zna¢ajna razlika (p<0,05)

Srednja vrijednost ORAC antioksidativnog potencijala u serumu ispitanica s unosom voca i
povréa unutar prvog kvartila znacajno je veca u usporedbi sa srednjom vrijednosti ORAC
antioksidativnog potencijala seruma ispitanica s najnizim unosom voca i povr¢a, koje se nalaze
u skupini Cetvrtog kvartila. S obzirom da se testiraju¢i normalnost razdiobe dobivenih podataka
ustanovila normalna razdioba, dvije skupine podataka usporedene su koristenjem Studentovog
t-testa. Vrijednost p=0,0059 dokazuje da se dva skupa podataka medusobno znac¢ajno razlikuju
(p<0,05) te da unos vocéa i povréa zamjetno utjeCe na antioksidativni potencijal seruma

ispitanica.
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4.2 Utjecaj suplementacije a-lipoicnom Kkiselinom na ORAC antioksidativni

potencijal seruma

4.2.1 Karakteristike ispitivane i kontrolne skupine

U interventnom dijelu studije usporedene su karakteristike ispitivane i kontrolne skupine kako
bi se utvrdilo postoji li izmedu njih statisticki znaCajna razlika koja moze utjecati na
antioksidativni potencijal seruma ispitanica. Usporedba je provedena na temelju podataka o
dobi, indeksu tjelesne mase, pusackom statusu te uzimanju dodataka prehrani. U Tablici 1.
prikazane su vrijednosti pojedinih karakteristika ispitivane i kontrolne skupine, a svi navedeni
podaci prikupljeni su iz prehrambenog upitnika (Prilog 1.).

Tablica 1. Karakteristike ispitivane i kontrolne skupine

Ukupan broj ispitanica 50 50
Pusaci 15 11
Nepusaci 35 39
Uzimanje dodataka prehrani 16 19
Bez dodataka prehrani 34 31
Medijan dobi 36 godina 42,5 godine
Medijan indeksa tjelesne mase 23,88 kg/m? 24,48 kg/m?

4.2.2 Usporedba ispitivane i kontrolne skupine s obzirom na dob

Dob skupine se odreduje, a potom i usporeduje pomoc¢u medijana. Kod ispitivane skupine
medijan iznosi 36 godina, a kod kontrolne 42,5 godine. Slika 10. prikazuje normalnost razdiobe
podataka kojom je utvrdeno da se ne radi o normalnoj razdiobi. Za usporedbu je stoga koristen
Mann-Whitnejev test, a dobivena p vrijednost iznosi 0,034. Temeljem dobivenih podataka,
uocena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolne i ispitivane skupine s obzirom

na dob ispitanica.
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Slika 10. Normalnost razdiobe podataka (A) te usporedbe ispitivane i kontrolne skupine s

obzirom na dob (B)

4.2.3 Usporedba ispitivane i kontrolne skupine s obzirom na indeks tjelesne mase

Medijan ITM-a ispitivane skupine iznosi 23,88 kg/m?, a kontrolne 24,48 kg/m?. Testirana je
normalnost razdiobe podataka prikazana na Slici 11., kojom je utvrdeno da se radi o normalnoj
razdiobi. Za usporedbu podataka, takoder prikazanu na Slici 11., koriSten je Student t-test. P

vrijednost t-testa iznosi 0,5732 Sto znaci da nema statisticki znacajne razlike s obzirom na ITM

skupina.
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Slika 11. Normalnost razdiobe podataka (A) te usporedbe ispitivane i kontrolne skupine s

obzirom na indeks tjelesne mase (B)

4.2.4 Usporedba ispitivane i kontrolne skupine s obzirom na pusacki status te uzimanje
dodataka prehrani

Kontrolna skupina sadrZi 11 puSaca te 19 ispitanica koje redovito uzimaju dodatke prehrani.
Sukladno tome, 39 ispitanica nisu pusaci i1 31 ispitanica ne uzima dodatke prehrani. U
ispitivanoj skupini nalazi se 15 puSaca i 16 ispitanica koje koriste dodatke prehrani, dok 35
ispitanica nisu pusaci te njih 34 ne uzima dodatke prehrani. Na Slici 12. graficki su prikazani
navedeni podaci. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine s obzirom na pusacki status (A) te
uzimanje dodataka prehrani (B) provedena je koristenjem Fisherovog testa koji je pokazao da

se skupine ne razlikuju s obzirom na promatrane parametre (p=0,4945 (A) i p=0,6753 (B)).
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Slika 12. Broj pusSaca i nepusaca (A) te ispitanica koje uzimaju i ne uzimaju dodatke prehrani

(B) u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

28



4.2.5 Utjecaj suplementacije a-lipoi¢nom kiselinom na ORAC antioksidativni potencijal

seruma

Ukupni ORAC antioksidativni potencijal seruma izmjeren je kontrolnoj skupini prije i poslije
suplementacije placebom te ispitivanoj skupini prije i poslije suplementacije a-lipoi¢énom
kiselinom. Dobiveni medijani ORAC vrijednosti antioksidativnog potencijala seruma prikazani
su na Slici 13. te za ispitivanu skupinu iznose 5083 mg TE/L prije suplementacije, a 4519 mg
TE/L poslije suplementacije. Medijan ORAC vrijednosti antioksidativnog potencijala seruma

kontrolne skupine prije suplementacije iznosi 4949 mg TE/L, a poslije 5124 mg TE/L.
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Slika 13. Medijani ukupnog ORAC antioksidativnog potencijala seruma kontrolne skupine
prije (A) i poslije (B) suplementacije placebom te ispitivane skupine prije (A) i poslije (B)

suplementacije a-lipoi¢nom kiselinom
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Za usporedbu podataka provedeno je testiranje normalnosti razdiobe te utvrdeno da razdioba
nije normalna. Stoga je usporedba medijana ORAC vrijednosti ispitivane i kontrolne skupine
prije (A) te nakon suplementacije (B) provedena Mann-Whitnejevim testom. Vrijednosti
p=0,6253 prije suplementacije i p=0,4463 nakon suplementacije dokazuju da ne postoje

statistiCki znacajne razlike izmedu medijana ORAC vrijednosti ispitivane i kontrolne skupine.

Na Slici 14. prikazana je promjena ukupne ORAC vrijednosti antioksidativnog potencijala
seruma (izraCunata kao postotak pocetne vrijednosti) nakon suplementacije o-lipoicnom

kiselinom u ispitivanoj te placebom u kontrolnoj skupini.
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Slika 14. Promjene ORAC vrijednosti antioksidativnog potencijala seruma ispitanica poslije

suplementacije u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

Testiraju¢i normalnost razdiobe podataka utvrdena je normalna razdioba 1 koristen je Student
t-test. Dobivena vrijednost p=0,2048 pokazuje da nema statisticki znacajne razlike te da su
promjene nakon suplementacije bile jednake u ispitivanoj i kontrolnoj skupini. Dakle,
suplementacija o-lipoicnom kiselinom nema utjecaja na ukupni antioksidativni potencijal

seruma ispitanica.
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4.3 Rasprava

Cimbenici okoli3a i na¢in Zivota uvelike utjeu na unos egzogenih slobodnih radikala prisutnih
u zraku, hrani i vodi (Caliri i sur., 2021). Zbog toga su u ovom radu provedene usporedbe

pacijentica s obzirom na pusSacki status, prehranu te indeks tjelesne mase.

Prva usporedba odnosila se na pusacki status pacijentica u kojoj nije zamijeéena statisticki
znacajna razlika izmedu vrijednosti ORAC antioksidativnog potencijala u skupinama pusaca i
nepusaca. Duhanski dim sadrzi brojne Stetne spojeve, ukljucuju¢i ROS i RNS, stoga pusenje
uzrokuje kroni¢ni oksidativni stres diSnog sustava, naruSavajuci pritom i stanje u ostatku
organizma. Oksidativno oSte¢enje moze biti izravna reakcija s reaktivnim tvarima u dimu ili
posljedica sekundarne reakcije potaknute dimom (Ozguner i sur., 2005). Identificirane su dvije
glavne faze dima: faza katrana (Cestica) i faza plina. Obje faze bogate su slobodnim radikalima;
ROS, RNS te ne-radikalima. Analizom faza procijenjeno je da svaki dim cigarete sadrzi
priblizno 1014 slobodnih radikala u fazi katrana te 1015 radikala u plinskoj fazi. Radikali
plinske faze su reaktivniji i kratkotrajni, ali ipak dolazi do reakcije s prirodnim endogenim
oksidansima nastalim tijekom oksidativnog praska induciranog fagocitima koji su posljedica
upalnog odgovora na iritaciju uzrokovanu dimom cigarete (Elsayed i Bendich, 2001). Radikali
faze katrana uglavnom su manje reaktivni kompleksi kinon-hidrokinon redoks sustava, no
stvaraju superoksidni anion koji posljedi¢no dovodi do nastanka peroksinitrita, H2O2 i visoko
reaktivnog hidroksilnog iona. U dimu se nalaze i metali apsorbirani iz tla tijekom rasta biljke,
od kojih mnogi sudjeluju u redoks reakcijama te stvaraju¢i ROS pridonose oksidativnom stresu
(Caliri 1 sur., 2021). Karademirci 1 suradnici (2018.) ispitivali su utjecaj pusenja na zdrave
muskarce te otkrili da je TAS (total antioxidant status) statisticki bio nizi, a TOS (total oxidant
status) 1 OSI (TOS/TAC vrijednost) znacajno visi u skupini puSaca. Sukladno tome, vrijednosti
vitamina C i E opadale su s povecanjem dnevnog broja cigareta, a najnizi rezultat imala je
skupina pusaca s konzumacijom vise od 31 cigarete dnevno. Jedan od biomarkera lipidne
peroksidacije je njen krajnji produkt malonaldehid (MDA) (Ozguner i sur., 2005). U studiji
Ozguner 1 suradnici (2005.) izmjerene su povisene razine MDA u plazmi puSaca Sto dokazuje
da je kod njih povecan proces lipidne peroksidacije. Pusaci su imali smanjene razine
antioksidansa melatonina u usporedbi sa skupinom nepuSaca. Vrijednosti antioksidativnih
enzima superoksid dismutaze 1 glutation peroksidaze u hemolizatima bile su povecane kod
pusaca ukazujuci na to da je enzimski antioksidativni odgovor pojacan zbog prisutnih radikala.

Ipak, u studiji Beschasnyi i1 suradnici (2021.) uoceno je da dugoro¢no pusenje dovodi do
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smanjenja antioksidativnog odgovora organizma tijekom oksidativnog stresa. Aktivnosti
superoksid dismutaze i katalaze u eritrocitima znatno su smanjene kod ispitanika koji aktivno
puse tri ili vise godina. Koncentracije MDA kod pusSaca bile su poviSene u usporedbi s
koncentracijama nepusaca i u ovoj studiji. Slijedom navedenog, vidljivo je da pusenje ima
utjecaj na oksidativni status i antioksidativni potencijal, $to u ovom diplomskom radu nije
dokazano. Glavne pretpostavke za nedosljednost rezultata su mala skupina ispitanica, mjerenje

samo jednog parametra te osjetljivost metode odredivanja antioksidativnog statusa.

Statisticki znacajna razlika ipak je uocena kod usporedbe ispitanica s razli¢itim unosom voca i
povrca. Skupina ispitanica koje su konzumirale 3 ili viSe porcija voca i povréa dnevno imale su
vece vrijednosti ORAC antioksidativnog potencijala seruma naspram skupine koja je unosila
manje od 3 porcije dnevno. Razlog tomu je bogat antioksidativni sastav voca i povrca, koji ovisi
0 uvjetima rasta, preradi te skladistenju namirnica (Sies i sur., 2005). Stovise, sastav prehrane
osim na antioksidativne mehanizme moze utjecati i na intenzitet oksidativnog oStecenja $to,
barem djelomic¢no, objasnjava odnos prehrane i nekih kroni¢nih bolesti kao $to su ateroskleroza,
diabetes mellitus te rak. Najces¢e preporucen obrazac prehrane za prevenciju kroni¢no
degenerativnih bolesti je mediteranska dijeta (Vetrani i sur., 2013). Studija Luisi i suradnici
(2019.) proucila je odnos mediteranske dijete obogacene visoko kvalitetnim ekstra
djevicanskim maslinovim uljem na oksidativni stres. Nakon tromjese¢nog perioda,
polifenolima bogata prehrana smanjila je kolicine MDA i produkta oksidativnog oSte¢enja 8-
hidroksi-2'-deoksigvanozina u kontrolnoj (ITM < 25 kg/m?) te ispitivanoj (ITM > 25 kg/m?)
skupini. Dijeta bogata vlaknima s niskim udjelom masti primijenjena je na pretilim muskarcima
(ITM > 35 kg/m?) u studiji Roberts i suradnici (2002.). Nakon 21 dana kontrolirane dijete i
svakodnevne tjelovjezbe izmjerene su nize serumske vrijednosti biomarkera oksidativnog
stresa (8-izoprostaglandin F2a). Korelacija izmedu antioksidativnog statusa i dnevnog unosa
voca i povrca ispitana je u studiji Bacchetti i suradnici (2019.) na zdravim ispitanicima s
normalnim ITM-om. Utvrdeno je da pove¢ana konzumacija voca i povréa smanjuje plazmatske
razine markera peroksidacije lipida (ox-LDL i lipidni hidroperoksidi), a pove¢ava koncentraciju
karotenoida u plazmi te antioksidativni kapacitet plazme kod oba spola (izmjeren ORAC
metodom). Sli¢na studija koju su proveli Holt i suradnici (2009.) na zdravim adolescentima,
pokazala je inverzan utjecaj prehrane bogate vocem i povréem na biomarkere oksidativnog
stresa (F2-izoprostan). U nesto drugacijoj studiji Chai i suradnika (2019.), ispitan je utjecaj
uzimanja 480 mL soka od visanja, kroz 12 tjedana, na starije pacijente koji ve¢ unose 5 porcija

voca i povréa na dan. Plazmatske vrijednosti oxXLDL-a i MDA ispitivane skupine smanjile su
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se za 11% 1 3%, a uoCene su i nize razine urinarnih biomarkera oksidativnog stresa (8-hidroksi-
2'-deoksigvanozin i 8-hidroksigvanozin). Zdravim ispitanicima su Bacchetti i suradnici (2015.)
prehranu nadopunili s 250 g je¢émeno povrtne juhe (40% je¢ma, 60% pigmentiranog povrca) U
periodu od 12 tjedana. Dobiveni podaci prikazali su snizenje markera lipidne peroksidacije u
plazmi i znafajno povecéanje ukupnog ORAC antioksidativnog potencijala plazme. Razne
studije provedene su i na pacijentima s odredenim zdravstvenim tegobama, pa tako imamo
studiju Barati Boldaji i suradnika (2019.) s ispitanicima na hemodijalizi. Pacijenti su dobivali
100 mL soka od nara tri puta tjedno nakon svake hemodijalize. Poslije prvih 8 tjedana
konzumacije soka uslijedila je pauza od 4 tjedna, a nakon drugih 8 tjedana izmjerena je niza
koncentracija serumskog MDA te vecéa vrijednost ukupnog antioksidativnog kapaciteta
naspram pocetka studije. Rezultati ovog diplomskog rada u skladu su s prethodno navedenim
studijama koje su pokazale da je unos voca i povréa povezan s nizim razinama oksidativnog

stresa i ja¢im antioksidativnim odgovorom organizma.

Pretilost, koju karakterizira povecanje tjelesne tezine s prekomjernim nakupljanjem masti,
moze inducirati sistemski oksidativni stres i, ukoliko potraje, moze smanjiti aktivnost
antioksidativnih enzima. WHO definira prekomjernu tjelesnu tezinu kao indeks tjelesne mase
od 25,0 do 29,9 kg/m?, a pretilost kao ITM > 30 kg/m? (Fernandez-Sanchez i suradnici, 2011).
Eksperimentalni dokazi sugeriraju da su izvori oksidativnog stresa brojni, a ukljucuju
hiperglikemiju, hiperleptinemiju, povecanu stopu stvaranja slobodnih radikala, neadekvatnu
antioksidativnu obranu, povecanu razinu misiénih lipida, povecanu misi¢nu aktivnost,
promjenu mitohondrijske funkcije, endotelnu disfunkciju i kroni¢nu upalu (Di Domenico i sur,
2019). U studiji Tabur i suradnici (2010.) usporedene su serumske TAC i OSI vrijednosti
pretilih pacijenata (ITM > 30 kg/m?) s kontrolnom skupinom (ITM < 25 kg/m?) te su dobivene
TAC vrijednosti bile nize kod pretilih ispitanika, a OSI vrijednosti vise naspram kontrolne
skupine. Dokazana je i negativna korelacija TAC s ITM te pozitivna korelacija OSI s ITM
ispitanika. Chrysohoou i suradnici (2007.) sli¢nu su studiju proveli na puno veéem broju
zdravih ispitanika (preko 3000) i takoder uodili korelaciju indeksa tjelesne mase s
koncentracijom TAC. Dobiveni rezultati serumske TAC vrijednosti bili su 6% nizi u skupini
pretilih muSkaraca te ¢ak 10% nizi u skupini pretilih Zena u usporedbi s rezultatima kontrolne
skupine. Nakupljanje masti igra kljuénu ulogu u patogenezi sistemskog oksidativnog stresa vec¢
od pedijatrijske dobi, $to je vidljivo u studiji Faienza i suradnici (2012.). Nakon usporedbe s
kontrolnom skupinom, djeca i adolescenti u pretiloj skupini imali su ve¢i dROM (diacron

reactive oxygen metabolites) koji je bio u izravnoj korelaciji s ITM te nizi BAP (biological
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antioxidant potential) u inverznoj korelaciji s ITM. lzmjerene vrijednosti biomarkera
oksidativnog stresa pokazuju da je pretilost neovisni ¢imbenik rizika za peroksidaciju lipida u
djece i adolescenata. Olusi je u studiji (2002.), osim izravne povezanosti indeksa tjelesne mase
i koncentracije MDA u plazmi, dokazao i da trajanje pretilosti ima zna¢ajan utjecaj na aktivnost
antioksidativnih enzima koja posljedi¢no dovodi do njihovog iscrpljivanja. Skupini pretilih
ispitanika izmjerene su nize aktivnosti eritrocitne bakar-cink superoksid dismutaze te glutation
peroksidaze u usporedbi s kontrolnom skupinom, a vrijednosti enzimskih aktivnosti bile
inverzno povezane s indeksom tjelesne mase. U ovom radu usporedene su serumske vrijednosti
ORAC antioksidativnog potencijala ispitanica prekomjerne tjelesne mase (ITM > 25 kg/m?) s
vrijednostima ispitanica normalne tjelesne mase (ITM < 25 kg/m2) te proturje¢no navedenim
studijama, nije postojala statisticki znaCajna razlika izmedu skupina. Moguéi razlozi su
premalen broj pacijentica uklju¢enih u studiju (n=3) te usporedba pacijentica normalne tjelesne
tezine s onima prekomjerne tjelesne tezine (ITM > 25 kg/m?), a ne pretilim pacijenticama (ITM
> 30 kg/m?).

Suplementacija o-lipoicnom kiselinom, u ovom radu, nije dovela do povecanja
antioksidativnog potencijala seruma. Statisti¢ki je utvrdeno da su promjene ORAC vrijednosti
nakon suplementacije bile jednake u ispitivanoj i kontrolnoj skupini. Moguéi uzroci ovih
rezultata su promatranje samo jednog parametra oksidativnog stresa, rezim doziranja te mala
ispitivana skupina. lako brojne in vitro studije dokazuju antioksidativni ucinak o-lipoi¢ne
kiseline, in vivo ispitivanja zasad daju razne rezultate ovisno o provedbi same studije. Marangon
1 suradnici (1999.) uvidjeli su da 600 mg ALA dnevno kroz 2 mjeseca sniZava vrijednosti
urinarnog F2-izoprostana i biomarkere lipidne peroksidacije u zdravih ispitanika. Studija Bobe
i suradnika (2020.), provedena na pacijentima s prekomjernim ITM-om i poviSenim
trigliceridima, izmjerila je vecu ekspresiju antioksidativnih gena te niZe urinarne razine F2-
izoprostana nakon uzimanja 600 mg R-ALA dnevno u periodu od 6 mjeseci. Takoder, 600 mg
ALA dnevno kroz 3 mjeseca dovelo je do statisticki znacCajnog porasta serumske SOD
aktivnosti u pacijenata sa starosnom makularnom degeneracijom, prema studiji Sun i suradnici
(2012.). Intravenska primjena 600 mg ALA kroz 5 dana ispitana je u studiji Li i suradnici
(2013.), a uocene su znacajno nize razine biomarkera oksidativnog stresa i njihova medusobna
korelacija (8-izoprostaglandin F2a, aldehid dehidrogenaza 2). U novijoj studiji Sun i suradnika
(2017.), dvotjedna intravenska primjena 600 mg ALA kod dijabetickih bolesnika dovela je do
znaajnog smanjenja MDA te povecanja SOD u ispitivanoj skupini. Rezultati nekih

istrazivanja, poput ovog diplomskog rada, ne dokazuju in vivo antioksidativni utjecaj a-lipoicne
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kiseline. Studija Baumgartner i suradnici (2017.) ispitala je utjecaj 600 mg ALA dnevno kroz
3 Cetverotjedna perioda (s Cetverotjednim pauzama izmedu svakog perioda) kod pacijenata s
diabetes mellitusom tip 2 ili s poremeéenom tolerancijom glukoze te uocila da nije doslo do
znacCajnih promjena MDA, TEAC antioksidativnog kapaciteta i drugih parametara oksidativnog
stresa. Ahmadi i suradnici (2013.) takoder su uo¢ili da 600 mg ALA dnevno kroz 2 mjeseca
nema utjecaja na biomarkere lipidne peroksidacije kod pacijenata na hemodijalizi. Sukladno
navedenom, rezultati dobiveni u istrazivanju ovog diplomskog rada, u skladu su s nekim
dosadasnjim istrazivanjima. Kako bi se to¢nije utvrdio antioksidativni utjecaj a-lipoi¢ne
kiseline, potrebno je provesti jos$ studija koje bi ukljucivale promjene u dozi, na¢inu primjene i
trajanju suplementacije. Klinicka istrazivanja dokazala su da ¢ak 2400 mg ALA dnevno nema
prijavljenih nuspojava u odnosu na placebo te da je sigurna suplementacija 1800 mg ALA

dnevno u periodu od 6 mjeseci (Shay i sur., 2009).
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5. ZAKLJUCAK

Utjecaj parametara zivotnog stila na antioksidativni potencijal seruma ispitanica:

©)

(@]

Pusenje ne utjeCe znacajno na antioksidativni potencijal seruma ispitanica
ispitan ORAC metodom (5253 mg TE/L (pusaci) i 4976 mg TE/L
(nepusaci); p=0,6976).

Antioksidativni potencijal seruma bio je usporediv kod pacijentica s
normalnim (ITM < 25 kg/m?) i prekomjernim (ITM > 25 kg/m?) indeksom
tjelesne mase (5165 mg TE/L i 5245 mg TE/L; p=0,8314).

lako je brojnim studijama dokazano da puSenje i indeks tjelesne mase mogu
znacajno utjecati na parametre oksidacijskog stresa, to ovom studijom nije
pokazano. Uzrok navedenome su premali broj ispitanica te ¢injenica da je
studiji koristena samo jedna in vitro metoda za pracenje oksidativnog stresa.
Unos voéa i povréa prehranom znacéajno utjece na antioksidativni potencijal
seruma ispitanica prat¢en ORAC metodom (ispitanice u prvom kvartilu
unosa 5169 mg TE/L, a ispitanice u ¢etvrtom Kvartilu unosa 4931 mg TE/L;
p=0,0059). Navedeni podaci su u skladu sa zaklju¢cima istrazivanja drugih

autora.

Utjecaj suplementacije ALA na antioksidativni potencijal seruma ispitanica pracen ORAC

medodom:

o

Kontrolna 1 ispitivana skupina pacijentica medusobno se nisu razlikovale s
obzirom na parametre Zivotnog stila, dob, ITM ili obrasce prehrane §to
ukazuje na kvalitetnu randomizaciju.

Suplementacija ALA nije znacajno utjecala na antioksidativni potencijal
seruma pacijentica — ni u kontrolnoj ni u tretiranoj skupini nisu primijecene
statisticki znacajne razlike ORAC vrijednosti prije i nakon suplementacije.
Broj studija koje se bave istrazivanjem ucinkovitosti ALA u prevenciji
oksidativnog stresa vrlo je ograni¢en. Neke studije su pokazale znacajan
uc¢inak, a druge ne, ovisno o rezimu doziranja i promatranom parametru

oksidativnog stresa.
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7. SAZETAK

Podlogu brojnih kroni¢nih bolesti ¢ini oksidativni stres, odnosno stanje neravnoteze izmedu
stvaranja slobodnih radikala (oksidansa) i antioksidativne obrane organizma u korist oksidansa.
Stoga je adekvatan unos egzogenih antioksidansa vazan doprinos prevenciji i/ili lijecenju
bolesti povezanih s oksidativnim stresom. a-lipoi¢na kiselina (ALA) je zbog svojih visestrukih
bioloSkih uloga (neutralizacija slobodnih radikala, regeneracija endogenih antioksidansa,
popravak oksidiranih oStecenja, kelacija metala, itd.) i dobre raspodjele u organizmu mocan
antioksidans. Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj suplementacije a-lipoicnom
kiselinom na ukupni antioksidativni potencijal seruma pacijentica s dijagnozom cervikalne
intraepitelne neuroplazije. Istrazivanje je provedeno kao dvostruko-slijepa placebom
kontrolirana studija u kojoj su pacijentice kroz period od 3 mjeseca dnevno suplementirane sa
600 mg ALA. Modificiranom ORAC metodom izmjeren je antioksidativni potencijal seruma
te usporeden utjecaj odredenih parametara zivotnog stila i prehrambenih navika pacijentica.
Uoceno je da unos voca i1 povréa (3 ili viSe porcija dnevno) prehranom znacajno povecava
antioksidativni potencijal seruma pacijentica. Suprotno tome, nije uocena razlika
antioksidativnog potencijala seruma pacijentica s obzirom na pusenje i indeks tjelesne mase.
Suplementacija a-lipoiénom kiselinom nije znacajno utjecala na vrijednosti ORAC
antioksidativnog potencijala. Trenutno je dostupan vrlo ograni¢en broj znanstvenih studija koje
pokazuju oprecne rezultate vezano uz ucinkovitost ALA u prevenciji oksidativnog stresa te je

u tom kontekstu potrebno provesti dodatna istrazivanja.
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SUMMARY

The basis of many chronic diseases is oxidative stress; that is, a state of imbalance between the
creation of free radicals (oxidants) and the body's antioxidant defense, in favor of oxidants.
Therefore, optimizing the intake of antioxidans is crucial in the context of prevention and/or
treatment of oxidative stress-related diseases. a-lipoic acid (ALA) is a powerful antioxidant due
to its multiple biological roles (neutralization of free radicals, regeneration of endogenous
antioxidants, repair of oxidized damage, metal chelation, etc.) and adequate distribution in the
body. The aim of this thesis was to examine the influence of supplementation with a-lipoic acid
on the total antioxidant potential in the serum of patients diagnosed with cervical intraepithelial
neuroplasia. The research was conducted as a double-blind placebo-controlled study in which
patients were supplemented with 600 mg of ALA daily for a period of 3 months. Using the
modified ORAC method, the antioxidant potential of serum was measured and the influence of
certain parameters of the lifestyle and eating habits of the patients was compared. It was
observed that the intake of fruits and vegetables (3 or more portions per day) significantly
increased the antioxidant potential of female patients. On the contrary, no difference was
observed in the antioxidant potential of female patients related to smoking and body mass index.
Supplementation with a-lipoic acid did not significantly affect the ORAC serum values. The
effectiveness of ALA in the prevention of oxidative stress has not been properly investigated
and the number of available studies is limited. Therefore, further research is needed in order to
get better insight into antioxidant efficiency of ALA.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Prehrambeni upitnik
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane je dizajniran kako bi prikupio podatke o

uobic¢ajenom unosu (konzumaciji) hrane i pi¢a ispitanika. Pitanja se odnose na specifi¢ne

namirnice i vrstu hrane odnosno pica te veli¢ine porcija hrane kako bi procijenili koliko Cesto,

u prosjeku se odredena hrana odnosno pi¢e konzumira u proteklih mjesec dana.

UPUTE ZA ISPUNJAVANJE UPITNIKA:

1. Odgovoriti na svako pitanje najto¢nije moguce. Ukoliko niste sigurni,
probajte procijeniti. Bolje je probati pogoditi nego ostaviti pitanje

neodgovoreno.

2. Na neka pitanja je potrebno odgovoriti nadopunjavanjem, na neka
zaokruzivanjem slova ispredodgovora, a na neka stavljanjem krizi¢a u stupac

ispod to¢nog dogovora.

Ukoliko Vas tocan odgovor nije ponuden, molim Vas da upisete to¢an odgovor

koji vrijedi zaVas na praznu crtu ispod odredenog pitanja.

3. Prije prelaska na sljedecu stranicu, molim Vas da odgovorite na sva

pitanja na prethodnoj stranici.
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OPCI UPITNIK

1. Ime i prezime/Inicijali(Sifra):
2. Danasnji datum:
3. Datum rodenja:
4, Spol: M L1 Z[]
5. Stupanj obrazovanja:
" | osnovna skola [] fakultet, prvostupnik
|| 3-godisnja srednja $kola [ fakultet, magistar struke
[ 1 4-godisnja srednja $kola [ magistar / doktor znanosti
" | via gkola (veleudiliste) [] ostalo
6. Broj osoba u domacinstvu:
0 1 2 3 4 5
7. Da li ste trenutno na dijeti s ciljem smanjenja tjelesne mase? DA NE
8. Da li bolujete od neke bolesti? DA NE
9. Da li redovito uzimate
lijekove? DA NE

Ako da, koje?

10. Da li ste alergi¢ni na neku hranu? DA NE

Ako da, na koju?

11. Da li pusite? DA NE



Ako da, koliko dnevno?

12. Da li konzumirate alkohol? DA NE

Ako da, koliko tjedno?

13. Da li se bavite tjelesnom
aktivnosti? DA NE

Ako da, kojom?

Koliko puta tjedno?

Koliko prosjecno traje?

14. Da li imate neki poseban naé¢in prehrane (npr. vegetarijanac,
vegan...)? DA NE

Ako da, koji?

Koliko dugo slijedite taj na¢in prehrane?

Zasto ste se odlucili za alternativan naéin prehrane?

15. Koju koli¢inu vidljive mast uklonite sa mesa prije konzumacije?

a) svu vidljivu mast b) vecinu vidljive masti c) malu koli¢inu vidljive masti
d) ne uklanjam vidljivu mast  e) ne jedem meso

16. Koliko ¢esto koristite pojedinu vrstu masnoéa za pecenje/przenje hrane?
. 4-6x 2-3X . 4-6x 2-3X .
svaki dan tjedno tjedno 1x tjedno mjesecno | mjesecno nikad
Maslac
Margarin

Svinjska mast

Maslinovo ulje

Druga biljna
ulja

17. Koliko ¢esto koristite pojedinu vrstu biljnih ulja prilikom
pripreme hrane (ukoliko koristite biljna ulja)?
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svaki 4-6X 2-3X 1x tiedno 4-6x 2-3X nikad
dan tjedno tjedno ] mjeseéno | mjesecno
Maslinovo ulje
Suncokretovo
ulje
Laneno ulje
Bucino ulje
Druga biljna ulja
18. Koliko ¢esto sami pripremate svoje obroke?
a) svaki dan b) 4 —6x tjedno c¢) 1 - 3xtjedno d) < 1x tjedno e) nikada
19. Koliko puta tjedno jedete hranu koja je pripremljena izvan vlastitog
doma?

a) > 1 obrok dnevno

d) 3 - 5x tjedno

b) 1 obrok dnevno
e) 1 -3 x tjedno

g) nikada

20. Koliko ¢ajnih Zlica Sec¢era dodajete u svoju hranu ili pi¢a dnevno?
¢ajnih Zlicica

21. Na koji nacin najc¢esée konzumirate

dorucak radnim danom? (1 = rijetko ili nikad, 2 =
srednje Cesto, umjereno 3 = najéesce)

c) 5— 7x tjedno
f) <1 x tjedno

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
C) u autu na putu do posla 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) za radnim stolom na poslu 1 2 3
f) u fotelji, gledajuci TV ili radeci nesto 1 2 3
g) u krevetu 1 2 3
22. Na Kkoji nacin najéesce konzumirate ruc¢ak radnim danom?

(1 =rijetko ili nikad, 2 = srednje Cesto, umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u Zurbi

C) u restoranu

d) u hodu

e) za radnim stolom na poslu

f) u fotelji, gledajuéi TV ili radeci nesto

g) u krevetu

1
1
1

e

NN DNDNDNDNDDNDDND
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23. Na koji na¢in najcesc¢e konzumirate veceru radnim danom?
(1 =rijetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
C) u restoranu 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji, gledaju¢i TV ili rade¢i neSto 1 2 3
f) u krevetu 1 2 3
24, Na koji nacin najcesce konzumirate doruc¢ak vikendom?
(1 =rijetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)
a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
C) U restoranu 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji, gledajuci TV ili rade¢i neSto 1 2 3
f) u krevetu 1 2 3
25. Na Kkoji nacin naj¢es¢e konzumirate ruc¢ak vikendom?
(1 = rijetko ili nikad, 2 = srednje Cesto, umjereno 3 = najcesce)
a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
C) u restoranu 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji, gledaju¢i TV ili radeéi nesto 1 2 3
) u krevetu 1 2 3
26. Na koji nacin najcesc¢e konzumirate veceru vikendom?
(1 =rijetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najéesce)
a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
C) u restoranu 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji, gledaju¢i TV ili rade¢i nesto 1 2 3
f) u krevetu 1 2 3
27. Kojom brzinom najcesé¢e konzumirate obroke (u prosjeku)?
(1 = rijetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)
a) vrlo brzo (unutar 10 minuta) 1 2 3
b) brzo ( 10 — 20 minuta) 1 2 3
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) umjereno brzo (20 — 30 minuta) 1
d) sporo (preko 30 minuta) 1

28. Koliko obroka najé¢esée konzumirate dnevno?
(1 =rijetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)

a) jedan glavni obrok 1 2 3
b) dva obroka (bez meduobroka) 1 2 3
C) tri obroka (bez meduobroka) 1 2 3
d) 4 obroka (glavni i meduobroci) 1 2 3
d) 5 obroka (glavni i meduobroci) 1 2 3
e) vise od 5 obroka dnevno 1 2 3
29. Koliko redovito konzumirate doru¢ak?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan

C) 3-4 puta na tjedan

d) 5-6 puta na tjedan

e) svaki dan

30. Koliko redovito konzumirate ruc¢ak?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan

C) 3-4 puta na tjedan

d) 5-6 puta na tjedan

e) svaki dan

31. Koliko redovito konzumirate veceru?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan

c) 3-4 puta na tjedan

d) 5-6 puta na tjedan

e) svaki dan

ANTROPOMETRIJSKA MJERENJA

32. Tjelesna masa (kg):

33. Tjelesna visina (cm):
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PREHRAMBENI UPITNIK

U posljednji mjesec dana koliko ¢esto ste konzumirali sljedece namirnice?

svaki
dan

4-6 /
tjedan

2-3/
tjedan

1/
tjedan

2-3/
mjesec

1/mjesec

nikada

ZITARICE

38. Zobena kasa

39. Zitarice za dorudak s
viaknima

40. Zitarice za doruéak
(Cornflakes, Nesquik....)

41. Kukuruzna Krupica

42. Tjestenina/riza od cjelovitog
Zrna

43.Tjestenina/riza (bijela)

44.Kukuruzni kruh

45.Integralni kruh

46 Bijeli kruh

47.Lisnata tijesta/pekarski
proizvodi*

48.JeCam

49.Proso

50.Heljda

51.Kokice

POV

RCE

52.Zeleno lisnato povrée*

53.Rajfica, svjeza

54.Krastavci, svjezi

55.Luk, crveni

56.Luk, bijeli (CeSnjak)

57.Gljive, svjeze

58.Salata (zelena, kristal,
endivija)

59.Tikvice, zelene

60.Patlidzani

61.Rajcica, konzervirana

62.Konzervirano
povrce (krastavci,
oljive, kukuruz)

63.Smrznuto povrée
(Spinat, brokula, cvjetaca...)

64.Kupus, svjezi

65.Kupus, Kiseli

66.Krumpir, kuhani
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67.Krumpir, peceni U peénici

68.Pommes frittes

VOCE

69.Citrusi
(naranca, mandarina, grejp,
limun)

70.Jabuke, kruske

71.Banane

72.Jagode, grozde, borovnice

73.Bobicasto voce, svjeze
(borovnice,
kupine, maline)

74.Tre$nje, viSnje, Sljive

75.Ananas, svjezi

76.Konzervirano voée
(ananas, marelice)

77.Suhe S$ljive, suhe smokve

78.0rasasti plodovi (bademi,
orasi, ljeSnjaci)

79.Lubenica, dinja

MAHUNARKE | LEGUMINOZE

80.Bob

31.Grah

82.Grasak, svjezi

83.Grasak, smrznuti

84.Mahune

35.Perad, bez koze

MESO,

RIBA,

JAJA

86.Bijela morska riba, svjeza

87.Plava morska riba, svjeza

88.Rakovi, svjezi
(Skampi, jastog)

89.Skoljke, svjeze

90.Divlja¢

91.Smrznuti morski plodovi

92.Crveno meso

03.Malo masni mesni naresci
(pureca/pile¢a Sunka)

94.Kulen, vratina, prsut, suhe
kobasice

05.Hrenovke

96.Pecene kobasice

97.1znutrice

98.Tuna u konzervi

99.Tuna, svjeza

100. Jaje, sa Zumanjkom

101. Jaje, samo bjelanjak
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MLIJEKO | MLIJECNI PROIZVODI

102. Mlijeko, 0.9% m.m.
103. Mlijeko, 1.5% m.m.
104. Mlijeko, 2.8% m.m.
105. Mlijeko, punomasno
(>3.5% m.m.)

106. Jogurt, tekuéi

107. Jogurt, punomasni
108. Jogurt, voéni

109. Kiselo vrhnje

110. Svjezi kravlji sir

111. Sir, posni

112. Sir, polumasni
(ementaler, mozzarella,
parmezan)

113. Feta sir

114. Sir, punomasni
(cheddar, trapist, edamer,
roquefort)

115. Sirni namaz

MASNOCE

116. Margarin

117. Ulje (suncokret, soja, sezam)
118. Majoneza

119. Ulje, maslinovo

120. Maslac

121. Cokolada, mlije¢na
122. Cokolada, tamna
123. Biskvit

124. Keksi

125. Kava, instant

126. Kava, turska

127. Caj, biljni

128. Caj, voéni

129. Gazirana pi¢a

130. Cokoladno mlijeko

131. Sok od povréa, svjeze
iscjeden

132. Sok od voca, svjeze iscjeden
133. Voéni sok, 50% voca

134. Voéni sok, 100% voéa

135. Cedevita

136. Mineralna, negazirana voda
137. Mineralna, gazirana voda
138. Izotoni¢ni napitci
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139. Daliuzimate
multivitaminske preparate?

Ako da, koje?

Koliko tjedno?
A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise

E) drugo

140.  Ne ukljucujuéi multivitaminske preparate, da li uzimate jedan od nize navedenih

dodataka prehrani?

1) Vitamin A DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1godine B)2-4godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina E)
drugo

Ako da, koliko tjedno?

A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10ilivise  E)

drugo

U kojoj dozi?

A) <8000 IU B) 8000-12000 IU  C) 13000-22000 IU D) >23000 IlU E)
drugo
ii) Vitamin C DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1godine B)2-4godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina E)
drugo

Ako da, koliko tjedno?

A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise E)

drugo

56



U kojoj dozi?

A) < 400 mg B) 400-700 mg C)750-1250mg D) > 1300 mg
drugo

iii)  Vitamin Bs DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1godine B)2-4godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina E)

Ako da, koliko tjedno?

A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10ili vise E) drugo

E)

drugo

U kojoj dozi?
A) <10 mg B) 10-39mg C)40-79mg D)>80mg E) drugo

iv) Vitamin E DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1 godine B) 2-4 godine C)5-9godina D) 10ili

vise godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise

E) drugo

U kojoj dozi?

A) < 100 IU B) 100-250 IU C) 300-500 1U D) > 500 IU
E) drugo

v) Vitamin D DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1godine B)2-4godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina

E) drugo

Ako da, koliko tjedno?
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A) 2 ili manje

E) drugo

U kojoj dozi?

A) <5 mcg

vi) Kalcij
Ako da, koliko dugo?
A) 0-1 godine

E) drugo

Ako da, koliko tjedno?
A) 2 ili manje
E) drugo

U kojoj dozi?

B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise

B) 5—10 mcg C) 10 — 20 mcg D) > 20 mcg E) drugo

DA NE
B) 2-4 godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina
B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise

A) <400 mg B) 400-900 mg C) 901-1300 mg D) > 1300 mg
E) drugo

vii)  Zeljezo DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1godine B)2-4godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina

E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A) 2 ili manje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise

E) drugo

U kojoj dozi?

A) <51 mg B) 51 — 200 mg C) 201 - 400 mg D) > 401 mg
E) drugo

viii)  Magnezij DA NE

Ako da, koliko dugo?
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A) 0-1 godine
E) drugo

Ako da, koliko tjedno?
A) 2 ili manje

E) drugo

B) 2-4 godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina

D) 10 ili vige

U kojoj dozi?

A) <200 mg
E) drugo

B) 200-400 mg C) 401-900 mg

ixX) Cink
Ako da, koliko dugo?
A) 0-1 godine

E) drugo

B) 2-4 godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina

Ako da, koliko tjedno?
A) 2 ili manje

E) drugo

D) 10 ili vise

U kojoj dozi?
A) <25 mg

E) drugo

B) 25-74 mg C) 75— 100 mg D) > 101 mg

141. Dali redovito uzimate neke druge suplemente/dodatke prehrani?

Ako da, koje?

Koliko dugo?

Koliko ¢esto (tjedno)?

U kojoj dozi?




Odaberite uobi¢ajenu veli¢inu serviranja za 1 obrok:

142. ZITARICE:

A)35 g B) 85¢g

C)

143. KUKURUZNA KRUPICA

A) 100 g B) 200 g

C)

144, TJESTENINA/RIZA

A) 100 g B) 200 g C) 350 g

D)
145. KRUH




A)40g B)80g C)120¢

D)
146. LISNATA TIJESTA / PEKARSKI PROIZVODI
A)50g B) 120 g C) 300 g
D)

147. JECAM / PROSO / HELJDA

C)

148. KOKICE " :

e ; jin? }3 @ }3‘ .;«“"

{3 LA ’* 4.1 i;l .,«\}7
A B 5‘”9“ "y, :
B ,_2:_‘“3’(' 2_‘ wd ‘2-4 ,\ﬁﬂ -

A) 100 g B) 200 g C)350¢

149. ZELENO LISNATO POVRCE
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D)

150. RAJCICA, SVIEZA

A)80g
C)
151. KRASTAVAC, SVJIEZI
A)80g
C)
152. LUK, CRVENI

A)80g

D)

B) 120 g

153. LUK, BIJELI

A)15g
C)

B) 180 g

B) 180 ¢
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154, GLJIVE, SVJEZE

A) 100 g

C)

155. SALATA, ZELENA, KRISTAL, ENDIVIJA

A)15 g B)35¢

C)
156. TIKVICE, SVJEZE

A) 100 g B) 200 g

C)

157. PATLIDZANI
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B) 200 g

C)
158. RAJCICA, KONZERVIRANA
1)%a paketa (125 ml) B) 14 paketa (250 ml) C) 1 pakiranje (500 ml)
D) drugo
159. KONZERVIRANO POVRCE (krastavci, gljive, kukuruz.....)
A)Y4i konzerve (125 g) B) 4 konzerve (250 g) C) 1 konzerva (500 g)
D) drugo
160. KUPUS
9 5 Y
¥ S G i v
w g
A-« ? T ‘:’vlo.
A (100 g) B (200 g)
C)
161. KRUMPIR
ﬂ’ ey
< el
[ - =
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A) 15049

D)

162.

A)1 komad

163.

A) 1 komad

164.

A)l komad

165.

1) salice
166.

dl)

A)%: alice

167.

A)Y; Salice

168.

A)1 kriska

169.

B) 300 g C) 500 g

CITRUSI (naran¢a, mandarina, grejp, limun)

B) 2 komada C) komada

JABUKE, KRUSKE

B) 2 komada C) komada
BANANE
B) 2 komada C) komada

JAGODE, GROZDPE, BOROVNICE (1 $alice = 2,5 dl)

B) 1salica C)1'%salica D)2 Salice E) salica

BOBICASTO VOCE, SVJEZE (borovnice, kupine, maline) (1 $alica = 2,5

B) 1salica C)1'%salica D)2 Salice E) salica

TRESNJE, VISNJE, SLJIVE (1 falica = 2,5 d)

B) 18alica C)1%38alica D)2 salice E) Salica

ANANAS, SVJEZI

B) 2 kriske  C) Y2 ananasa D) 1 ananas E) ostalo

KONZERVIRANO VOCE (ananas, marelice)

A)Yi konzerve B) ' konzerve C) 1 konzerva D) ostalo
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170. SUHE SLJIVE, SUHE SMOKVE

A)2-3 komada B) 10 komada C) ostalo

171. ORASASTI PLODOVI (bademi, orasi, lje$njaci)
A)2-3 komada B) 10 komada C) ostalo

172. LUBENICA, DINJA

A)1 kriska B) 2 kriske  C) 3 kriske D) %: komada E) ostalo

173. BOB, GRAH, GRASAK

|~ u

A) 50 g B) 125 g

D)

174. MAHUNE

A) 50g B) 125¢
D)

C) 200 g)
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175.

MESO, PERAD, RIBA, IZNUTRICE

176.

A) 100 g
C)

177.

A)20¢g

D)

RAKOVI, SKOLJKE

MESNI NARESCI

B)75¢

B) 200 g

C)125¢g
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178. HRENOVKE, KOBASICE

A) 1 hrenovka/kobasica B) 2 hrenovke/kobasice
C) hrenovke/kobasice
179. JAJA
A) 1 komad B) 2 komada C) 3 komada
D) komada
180. MLIJEKO, JOGURT, KISELO VRHNJE
A) 1dl B) 2 dI C) 13alica 25dl) D)% L
F)
181. SVJEZI KRAVLJI SIR, POSNI SIR
A)25¢g B)50g
D)
182. SIR, PUNOMASNI | POLUMASNI
A) 20 g B)50g

E)1L

C) 100 g
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D)

183. SIRNI NAMAZ

A) 1 ¢ajna Zlicica B) 2 ¢ajne Zlicice

C) ¢ajne zlicice

184. ULJE

A) jusnih Zlica B) 1 $alica (2,5 dl)

C)

185. MASLAC, MARGARIN, MAJONEZA
A) 1 ¢ajna Zlicica B) 2 ¢ajne Zlicice

C) ¢ajne Zlicice

186. COKOLADA

A) redova  B) % ¢okolade (50 Q)
D)

187. BISKVIT

A) 1 komad B) 2 komada

188. KEKSI

A) 1 komad B) 2 komada

C) 1 ¢okolada (100 g)

C) komada

(03] komada
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189. KAVA (Hi¢ica instant ili turske kave), KAKAO, CAJ (u rinfuzi),
CEDEVITA

A) 1 ¢ajna Zlicica B) 2 ¢ajne Zlic¢ice C) ¢ajnih
Zlicica

190. CAJ (u vreéicama)

A) 1 vredica B) 2 vreéice C) vredica

191. GAZIRANA PICA, SOKOVI, GAZIRANA | NEGAZIRANA VODA,
COKOLADNO MLIJEKO

A) 1 ¢asa (2,5dl) B) 2 ¢ase (500 ml) C)

192. IZOTONICNI NAPITAK

A) % boce (2,5 dI) B) 1 boca (500 ml) C)

70



Temeljna dokumentacijska kartica
Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Studij: Farmacija
Zavod za kemiju prehrane
Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Hrvatska

UTJECAJ OBRAZACA PREHRANE I SUPLEMENTACIJE A-LIPOICNOM
KISELINOM NA ORAC ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET SERUMA

Ivana Draskovié
SAZETAK

Podlogu brojnih kroni¢nih bolesti €ini oksidativni stres, odnosno stanje neravnoteze izmedu
stvaranja slobodnih radikala (oksidansa) i antioksidativne obrane organizma u korist oksidansa.
Stoga je adekvatan unos egzogenih antioksidansa vazan doprinos prevenciji i/ili lijeenju bolesti
povezanih s oksidativnim stresom. a-lipoi¢na kiselina (ALA) je zbog svojih visestrukih bioloskih
uloga (neutralizacija slobodnih radikala, regeneracija endogenih antioksidansa, popravak
oksidiranih oStecenja, kelacija metala, itd.) 1 dobre raspodjele u organizmu moc¢an antioksidans. Cilj
ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj suplementacije o-lipoi¢nom kiselinom na ukupni
antioksidativni potencijal seruma pacijentica s dijagnozom cervikalne intraepitelne neuroplazije.
Istrazivanje je provedeno kao dvostruko-slijepa placebom kontrolirana studija u kojoj su pacijentice
kroz period od 3 mjeseca dnevno suplementirane sa 600 mg ALA. Modificiranom ORAC metodom
izmjeren je antioksidativni potencijal seruma te usporeden utjecaj odredenih parametara zivotnog
stila i prehrambenih navika pacijentica. Uo¢eno je da unos voca i povréa (3 ili vise porcija dnevno)
prehranom znacajno povecava antioksidativni potencijal seruma pacijentica. Suprotno tome, nije
uocena razlika antioksidativnog potencijala seruma pacijentica s obzirom na puSenje 1 indeks
tjelesne mase. Suplementacija a-lipoicnom kiselinom nije zna¢ajno utjecala na vrijednosti ORAC
antioksidativnog potencijala. Trenutno je dostupan vrlo ograni¢en broj znanstvenih studija koje
pokazuju opre¢ne rezultate vezano uz ucinkovitost ALA u prevenciji oksidativnog stresa te je u tom
kontekstu potrebno provesti dodatna istraZivanja.
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SUMMARY

The basis of many chronic diseases is oxidative stress; that is, a state of imbalance between the
creation of free radicals (oxidants) and the body's antioxidant defense, in favor of oxidants.
Therefore, optimizing the intake of antioxidans is crucial in the context of prevention and/or
treatment of oxidative stress-related diseases. a-lipoic acid (ALA) is a powerful antioxidant due to
its multiple biological roles (neutralization of free radicals, regeneration of endogenous antioxidants,
repair of oxidized damage, metal chelation, etc.) and adequate distribution in the body. The aim of
this thesis was to examine the influence of supplementation with a-lipoic acid on the total antioxidant
potential in the serum of patients diagnosed with cervical intraepithelial neuroplasia. The research
was conducted as a double-blind placebo-controlled study in which patients were supplemented with
600 mg of ALA daily for a period of 3 months. Using the modified ORAC method, the antioxidant
potential of serum was measured and the influence of certain parameters of the lifestyle and eating
habits of the patients was compared. It was observed that the intake of fruits and vegetables (3 or
more portions per day) significantly increased the antioxidant potential of female patients. On the
contrary, no difference was observed in the antioxidant potential of female patients related to
smoking and body mass index. Supplementation with a-lipoic acid did not significantly affect the
ORAC serum values. The effectiveness of ALA in the prevention of oxidative stress has not been
properly investigated and the number of available studies is limited. Therefore, further research is
needed in order to get better insight into antioxidant efficiency of ALA.
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