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IZVESTAJ

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 154 strane, ima 32 tabele, 30 slika i 236
literaturnih navoda. Sadrzaj doktorske disertacije izloZzen je u slede¢im poglavljima: Uvod,

Cilj, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zaklju¢ci i Literatura.

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje parametara dislipidemije, oksidativnog
stresa i inflamacije u krvi pacijenata sa hronicnom boles¢u bubrega (HBB), pacijenata na
dijalizi i zdravih ispitanika. Pored toga ova doktorska disertacija je imala za cilj i ispitivanje
uticaj pomenutih faktora rizika na oksidativno-stresni status u glavnim lipoproteinskim

frakcijama 1 na remodelovanje ekstracelularnog matriksa (ECM). Takode cilj je bio i



izraCunati odgovarajuce skorove dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije kako bi se
procenio sinergisticki efekat ovih procesa kao i efekat koji zajedno ostvaruju na oksidativno-
stresni status u lipoproteinskim frakcijama kod pacijenata sa razliCitim stepenom bubreznog

ostecenja.

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci o ispitanicima i primenjenim metodama. U
istrazivanju je ucestvovalol17 ispitanika: 77 pacijenata sa hronicnom bole$¢u bubrega
razliCitog stepena i 40 zdravih ispitanika. Kako bi se stekao detaljniji uvid u povezanost
ispitivanih parametara dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije sa stepenom tezine
hroni¢ne bolesti bubrega ispitanici su bili dodatno razvrstani prema terapeutskom modalitetu
na: pacijente sa hronicnom boles¢u bubrega koji su na konvencionalnoj terapiji lekovima i na
pacijente sa terminalnom bubreznom insuficijencijom koji su na hemodijalizi. Istrazivanje je
planirano i sprovedeno prema etickim principima u skladu sa Helsinskom deklaracijom, a na
osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinicka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu i Etickog komiteta za klinicka ispitivanja Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Grupa zdravih ispitanika je sastavljena nakon detaljnog ispitivanja
njihovog zdravstvenog stanja $to je podrazumevalo iskljuc¢ivanje ispitanika koji su bolovali od
kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih, renalnih, bolesti jetre ili malignih bolesti. Takode,
imaju¢i u vidu da su dalja ispitivanja podrazumevala detaljnu analizu lipidnog profila i
odredivanje parametara oksidativno-stresnog statusa, iz studije su iskljueni i pacijenti i
zdrave osobe koji su koristili antihiperlipidemike ili neki vid antioksidativne suplementacije.
U svim uzorcima krvi odredene su koncentracije slede¢ih biohemijskih parametara: glukoza,
ukupan holesterol (UH), LDL-holesterol (LDL-h), HDL-holesterol (HDL-h), trigliceridi (TG),
ukupni proteini, urea, kreatinin i mokraéna kiselina enzimskim metodama na automatskom
analizatoru Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Razdvajanje HDL i LDL
lipoproteina na subfrakcije izvrSeno je koriS¢enjem vertikalne gradijent gel elektroforeze na
nedenaturiSu¢em  poliakrilamidnom gradijent gelu (3-31%). Za ispitivanje alternativnog
reverznog transporta holesterola preko eritocita, iz pune krvi pacijenata i zdravih osoba,
primenom centrifugiranja izdvojeni su eritrociti, a potom eritrocitne membrane i hemolizati
eritrocita u kojima su odredivani koncentracija holesterola u membrani eritrocita (RBC-Mh) i
holesterol vezan za hemoglobin (Hb-h). Pored pomenutih eritrocitnih parametara odredivan je
i nivo methemoglobina (metHb) spektrofotometrijski. Kako bi procenili nivo oksidativnog
stresa 1 antioksidativne zasStiite, upotrebom prethodno validiranih spektrofotometrijskih

metoda u serumu je izmerena koncentracija uznapredovalih produkata oksidacije proteina



(AOPP), koncentracija tiobarbiturna kiselina-reagujucih supstanci (TBARS), odreden je nivo
totalnog oksidativnog statusa (TOS), kao i koncentracija ukupnih sulfhidrilnih grupa (ukupne
SH grupe) i totalnog antioksidativnog statusa (TAS). Takode, odredena je i ravnoteza izmedu
parametara oksidativnog stresa i1 antioksidativne zastite, odredivanjem prooksidativno-
antioksidativnog balansa (PAB). U cilju procene statusa enzima PONI koriS¢enjem
odgovarjuce kineticke metode odredili smo paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u
serumu, dok su masene koncentracije PON1 i PON3 izmerene pomocu tehnike enzimskog
imunoeseja (ELISA, R&D systems, Minneapolis, USA). Arilesterazna aktivnost PON1 u
HDL2 i HDL3 lipoproteinskim frakcijama odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
HDL lipoproteina, koris¢enjem Trinderove reakcije. U glavnim lipoproteinskim frakcijama
(VLDL, LDL, HDL) koje su izdvojene na osnovu gustinskog gradijenta pomocu
ultracentrifuge- Thermo Scientific Sorvall WX+ (Thermo Fisher Scientific, USA) odredene
su koncentracije AOPP, PON1 i PON3. Nivo inflamacije u serumu je odreden na osnovu
koncentracije pentraxina-3 koji je izmeren koris¢enjem ELISA metode (ELISA, R&D
systems, Minneapolis, USA). Koncentracija parametara c¢ija se aktivnost povezuje sa
remodelovanjem ECM (matriks metaloproteinaza-9 (MMP9), tkivni inhibitor matriks
metaloproteinaza-1 (TIMP1) i galektina-3) odredena je imunohemijski pomo¢u ELISA
metode (ELISA, R&D systems, Minneapolis, USA). Rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti
(KVB) je izracunat na osnovu Framingamskog risk skora (FRS), pri ¢emu su svi ispitanici
podeljeni u tri grupe, sa malim, umerenim i visokim rizikom za razvoj kardiovaskularnih
bolesti. Skor dislipidemije (DS), oksidativno-stresni skor (OS)i skor inflamacije (IS) su
izraCunati na osnovu standardizovanih vrednosti parametara dislipidemije, oksidativnog stresa
i inflamacije, nakn Cega je izratuna DOI (Dislipidemija skor-Oksidativno stresni skor-

Inflamatorni skor) skor kao zbir pojedinac¢nih skorova.

U poglavlju Rezultati najpre su prikazani osnovni demografski i biohemijski
parametri za sve ispitanike: starost, zastupljenost pola, indeks telesne mase (ITM), sistolni
pritisak, dijastolni pritisak, brzina glomerularne filtracije, koncentracija glukoze,ukupnih
proteina, zatim uree, kreatinina i mokraéne kiseline, kao i parametri lipidnog statusa (UH,
HDL-H, apoA-I, LDL-H, TG). Takode, zajedno sa ovim podacima prikazan je i FRS kod
pacijenata i zdravih ispitanika. Zatim su prikazani veli¢ina i relativni udeli LDL subfrakcija u
svim ispitivanim grupama, kao i Spearmanov-a korelaciona analiza osnovnih biohemijskih
parametara, dijametra i distribucije LDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika. Nakon toga su

predstavljeni dijametar i relativni udeli HDL subfrakcija kod pacijenata sa smanjenom



funkcijom bubrega i zdravih ispitanika. Nakon analize HDL subfrakcja primenjena
Spearmanov-a korelaciona analiza koja je ispitivala povezanost osnovnih biohemijskih
parametara, dijametra i distribucije HDLsubfrakcija kod bubreznih pacijenata. Zatim su
prikazani eritrocitni parametri (koncentracija hemoglobina, relativni udeo RBC-Mh, Hb-h i
metHb) kod pacijenata sa HBB, pacijenata na dijalizi i u kontrolnoj grupi. U cilju ispitivanja
da li LDL fenotip ima uticaj na eritrocitne parametre, podelili smo kontrolnu grupu i grupu
bubreznih pacijenata na LDLA i LDLB fenotip. Nakon toga smo uporedili parametare
oksidativnog stresa (AOPP, TBARS i OS), antioksidativne zastite (ukupne SH grupe i TAS),
kao i1 parametar ravnoteze izmedu oksidativnog stresa i antiksidativne zastite (PAB) izmedu
pomenutih grupa. Takode parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite smo
uporedili i u zavisnosti od LDL fenotipa kod pacijenata i zdravih ispitanika. Primenom
Spearmanove korelacione analize ispitivana je povezanost parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite sa parametrima lipidnog statusa. U sledecoj fazi, analiziran je status
enzima paraoksonaze, tako §to su arilesterazna i paraoksonazna aktivnost enzima PON1,kao i
koncentracije PON1 i PON3, uporedene izmedu ispitivanih grupa. Zatim je prikazan i
relativni udeo aktivnosti PON1 kao i sama aktivnost PON1 na HDL2 i HDL3 subfrakcijama
kod pacijenata sa HBB, pacijenata na dijalizi i u kontrolnoj grupi. Takode, prikazan je i status
PONI1 pre i posle tretmana hemodijalizom. Nakon toga primenom Spearmanove korelacione
analize utvrdena je povezanost parametara koji opisuju status enzima paraoksonaze sa
biohemijskim parametrima, parametrima lipidnog statusa i parametrima redoks statusa u grupi
bubreznih bolesnika. U izolovanim glavnim lipoproteinskim frakcijama (VLDL, LDL i HDL)
izmerene su vrednosti AOPP u cilju procene nivoa oksidativnog stresa kao i koncentracije
PONI1 i PON3 za procenu antioksidativne zaStite. Dobijeni rezultati su uporedeni izmedu
ispitivanih grupa, kao i izmedu lipoproteinskih frakcija. Koncentracije pentraksina-3, zajedno
sa MMP-9, TIMP-1 i galektinom-3 su analizirane u grupi pacijenata sa HBB, pacijenata na
dijalizi i kod zdravih ispitanika.U slede¢em koraku koriste¢i binarnu logisticku regresionu
analizu, ispitivane su prediktivne sposobnosti pojedinacnih  parametara (pentraksina-3,
galektina-3, MMP-9, TIMP-1,ja¢ine glomerularne filtracije) kao i kombinacije vise razli¢itih
parametara u cilju procene kardiovaskularnog rizika. Dijagnosticka tacnost kombinacija ovih
parametara je proveravana primenom ROC analize ( eng. receiver operating charachetistic
curve), a povrsina ispod krivih je bila mera ta¢nosti ispitivanih parametara u identifikovanju
bubreznih pacijenata sa povecanim rizikom za razvoj KVB. Spearmanova korelaciona analiza
je koriS¢ena za ispitivanje povezanosti galektina-3, pentraksina-3,MMP-9 i TIMP-1 sa

biohemijskim parametrima, parametrima oksidativno-stresnog statusa i parametrima koji
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opisuju status enzima PONI1. Uzimajuéi u obzir prethodne rezultate koji ukazuju da kod
pacijenata sa HBB i pacijenata na dijalizi postoje brojne promene u parametrima lipidnog
statusa, oksidativnom stresu i antioksidativnoj zastiti, kao i u nivou inflamacijie u daljoj
analizi su predstavljeni zbirni efekati viSe razliCitih faktora rizika prerac¢unavanjem najpre
pojedinacnih skorova kao §to su skor dislipidemije (DS), oksidativno-stresni skor (OS) i

inflamatorni skor (IS), a potom i zbirnog DOI skora.

Na kraju disertacije, dati su Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njihove

analize.
B. Opis dobijenih rezultata

Pacijenti sa oSte¢enom funkcijom bubrega i kontrolna grupa bili su uskladeni po polu
i ITM, dok je prosecna starost pacijenata bila ve¢a u odnosu na zdrave ispitanike. Kada su u
pitanju parametri lipidnog statusa, pacijenti sa HBB i pacijenti na hemodijalizi imali su
znacajno nizu koncentraciju HDL-h u odnosu na kontrolnu grupu, dok se vrednosti TG, LDL-
h, i UH nisu razlikovale. Nakon statisticke analize dobijenih rezultata, nije uocena razlika u
HDL dijametru izmedu zdravih ispitanika i bubreznih bolesnika. Izmeren relativni udeo vecih
HDL2 subfrakcija je bio visi kod kontrolne grupe, $to je dovelo i do razlike u odnosu
HDL2/HDL3 subfrakcija, pri ¢emu su vise vrednosti zabelezene kod zdravih ispitanika.

U daljoj analizi ispitivanjem razlike u eritrocitnim parametrima izmedu zdravih
ispitanika i bubreznih pacijenata sa razli¢itim stepenom oStecenja bubrega, dobijene su
znacajno nize vrednosti Hb-h u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, dok je s
druge strane RBC-Mh bio povisen kod dijaliznih pacijenata u poredenju sa kontrolnom
grupom. Ispitivanjem uticaja LDL fenotipa na nivo eritrocitnih parametara, dobijene su
statisticki znacajno viSe vrednosti Hb-h kod zdravih ispitanika u odnosu na pacijente sa
LDLA fenotipom. Takode znacajno vise vrednosti Hb-h, pronadene su kod zdravih kontrola
sa LDLB fenotipom u poredenju sa bubreznim pacijentima koji imaju LDL B fenotip. S druge
strane vrednosti methemoglobina su bile viSe kod pacijenata sa LDL B fenotipom u poredenju
sa zdravim ispitanicim koji su imali isti fenotip, dok nije bilo razlike izmedu kontrolne grupe i
pacijenata sa LDLA fenotipom. Vrednosti RBC-Mh su bile vise kod bubreznih pacijenata sa
LDLB fenotipom, u odnosu na zdrave ispitanike koji su imali isti fenotip.

Rezultati ispitivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u serumu
pokazali su znacajno vise vrednosti TOS kod pacijenata sa HBB i dijaliznih pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike. Sli¢no i koncentracija TBARS je bila visa kod obe grupe

pacijenata, dok je koncentracija AOPP pokazala znaCajno viSe vrednosti kod dijaliznih
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pacijenata u odnosu na zdrave. S druge strane, TAS je bio znacajno visi kod pacijenata sa
HBB i dijaliznih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, dok je koncentracija ukupnih SH
grupa bila snizena u obe grupe pacijenata. Poredenjem po LDL fenotipu, vrednosti TOS i
TBARS su bile znacajno vise kod pacijenata sa LDLA fenotipom u poredenju sa kontrolnom
grupom koja je imala isti fenotip. Rezultati su pokazali i da bubrezni bolesnici kako sa
LDLA, tako i sa LDLB fenotipom imaju visi nivo totalnog antioksidativnog statusa od
kontrolne grupe sa istim fenotipom, dok su s druge strane, zdravi ispitanici sa LDLA
fenotipom imali znacajno viSu koncentraciju ukupnih SH grupa nego odgovarajuca grupa
pacijenata.

Statisticki znaCajno niza paraokosonazna i arilesterazna aktivnost izmerena je kod
pacijenata sa HBB i pacijenata na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike. Takode, kod
pacijenata koji su na redovnoj terapiji hemodijaliznom primecena je znaCajno niza
paraoksonazna aktivnost enzima PON1 u odnosu na pacijente sa HBB. Poredenjem vrednosti
koncentracije enzima PON1 i PON3utvrdene su znacajno nize koncentracije enzima kod obe
grupe ispitivanih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, kod pacijenata na terapiji
hemodijalizom izmerena je znacajno niza koncentracija PON3 u odnosu na pacijente sa HBB.
Odredivanjem relativnog udela aktivnosti PONI na pojedinacnim HDL2 i HDL3
subfrakcijama, utvrdeno je da relativni udeo aktivnost PON1 bio znacajno manje zastupljen
na HDL2 subklasama bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. Nakon statisticke
obrade podataka, ustanovljeno je da je arilesterazna aktivnost PONI bila statisticki znacajno
niza kod bubreznih bolesnika i na HDL2 i na HDL3 subklasama, iz ¢ega proizilazi da je i
odnos aktivnosti PON1 na HDL2 i HDL3 subklasama bio smanjen kod pacijenata u odnosu
na zdrave ispitanike. Takode, utvrdeno je da nakon dijalize dolazi do znacajnog povecanja
paraoksonazne aktivnosti PON1, dok je arilesterazna aktivnost PONT1 bila niza posle dijalize.
ZnaCajno niza koncentracija PON1 izmerena je kod bubreznih bolesnika u HDL
lipoproteinskoj frakciji u odnosu na kontrolnu grupu, dok se vrednosti izmerene u ostalim
lipoproteinskim frakciji nisu razlikovale izmedu pacijenata i zdravih. Poredenjem
lipoproteinskih frakcija, koncentracija AOPP je bila najvisa u VLDL cesticama u odnosu na
ostale lipoproteinske Cestice u svim analiziranim grupama. Kao §to je i oCekivano, u svim
posmatranim grupama, koncentracije PON1 i PON3 su bile vise na HDL lipoproteinskoj
frakciji u poredenju sa VLDL frakcijama. Koncentracija inflamatornog markera-pentraksina-3
je bila statisticki znacajno visa kod bubreznih bolesnika u poredenju sa zdravim ispitanicima.
Koncentracija galektina-3 je bila znacajno visa u kontrolnoj grupi nego kod bubreznih

bolesnika, posebno u poredenju sa pacijentima na hemodijalizi. Koncentracije MMP-9 i
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TIMP-1 bile znacajno vise kod bolesnika sa razli¢itim stepenom oSte¢enja bubrega u odnosu
na zdrave ispitanike. Nakon statisticke analize podataka uoceno je da su vrednosti skora
dislipidemije, oksidativno-stresnog skora, inflamatornog i zbirnog DOI skora bile znacajno
povisene kod bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. ROC analiza je pokazala da
skor dislipidemije, oksidativno-stresni skor i inflamatorni skor imaju odli¢nu sposobnost da
razlikuju pacijente sa bubreznom boles¢u od zdravih ispitanika, dok je DOI skor kao zbir svih
pomenutih skorova, pokazao izvanrednu sposobnost u razdvajanju pacijenata sa oSte¢enom

funkcijom bubrega od zdravih ispitanika.
C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature

Brojna istrazivanja su pokazala da dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija dovode do
strukturnih, a samim tim i do funkcionalnih promena na HDL c¢esticama. Nasi rezultati su
potvrdili prethodna istrazivanja Alabakovske i saradnika koja ukazuju da je distribucija HDL
subklasa pomerena u pravcu malih gustih HDL3 cestica kod pacijenata sa oStecenom
funkcijom bubrega (1). Ovi rezultati su u saglasnosti sa ranijim literaturnim podacima koji su
pokazali da kod pacijenata sa hronicnom bole$¢u bubrega, posebno kod pacijenata na
hemodijalizi postoji problem u maturaciji HDL ¢estica, uzimajuéi u obzir znacajno snizenu
aktivnost enzima lecitin-holesterol aciltransferaze (LCAT). Pored toga, prethodne studije su
pokazale da kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega, postoji i povisena aktivnost
enzima holesterol estar transfernog proteina (CETP), Sto moze biti jo§ jedan razlog

povecanom relativnom udelu HDL3 subklasa (2, 3).

In vitro studije su pokazale da se holesterol moze transportovati preko membrana
eritrocita u slucaju oteZzanog reverznog transporta holesterola (4). U toku ove studije
pronadeno je da u membrani eritrocita bubreznih bolesnika postoji znacajno niza
koncentracija RBC-Mh za koji se smatra da aktivno ucestvuje u alternativnom putu
reverznog transporta holesterola. Prethodne studije su pokazale da eritrociti ucestvuju i u
privremenom uklanjanju slobodnog holesterola iz cirkulacije tako $to grade Hb-h kompleks
(5). U skladu sa tim, znacajno niza koncentracija Hb-h u eritrocitima bubreznih bolesnika
ukazuje da eritrociti pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega imaju loSiji "puferski”
kapacitet za privremeno uklanjanje potencijalno Stetnog viska holesterola iz krvi. U toku
daljeg ispitivanja, pronadena veca koncentracija RBC-Mh kod bubreznih bolesnika sa LDL B
fenotipom moze biti posledica proaterogenog profila koji je prisutan kod ovih pacijenata (6).
Povisena koncentracija metHb u grupi bubreznih bolesnika sa LDL B fenotipom moze se

javiti kao posledica povecane lipidne peroksidacije koja je prisutna u ovoj podgrupi (6).



Povisen nivo oksidativnog stresa kod pacijenata sa HBB i kod pacijenata na dijalizi u
skladu je sa prethodnim studijama, koje ukazuju da je pored disbalansa u redoks statusu,
prisutan i smanjen klirens prooksidativnih supstanci (7). Dobijeni rezultati za TBARS i TOS
su pokazali da ¢ak i pacijenti sa dominantno prisutnim povoljnijim LDLA fenotipom imaju
povecan nivo TOS i TBARS u poredenju sa zdravim ispitanicima sa istim fenotipom. Ovakav
rezultat je u skladu sa prethodnim studijama gde je kod pacijenata sa smanjenom funkcijom
bubrega takode izmeren visi stepen lipidne perokdsidacije i posledi¢no visi nivo oksidativnog
stresa bez obzira na fenotip koji je prisutan (8). S druge strane, znacajno niZe vrednosti
ukupnih SH grupa kod pacijenata sa LDLA fenotipom u odnosu na zdrave ispitanike sa istim
fenotipom, su posledica povisenog nivoa TOS u grupi pacijenata koji moZe biti razlog za
povecanu potros$nju ukupnih SH grupa (9).

Snizena aktivnost PON1 enzima u serumu obe grupe pacijenata, nedvosmisleno
ukazuje na smanjenu sposobnost HDL cestica da ucestvuju u spreCavanju oksidativne
modifikacije lipoproteina i ¢elijske membrane. U prilog ovome govori i snizena specificna
aktivnost PON1 koja je zabeleZena u obe grupe pacijenata. Prethodne studije su pokazale da
oksidativni stres i inflamacija zajedno sa odredenim uremijskim toksinima mogu promeniti
sastav HDL cestica, Sto posledicno dovodi do smanjenja aktivnosti PON1 kod bubreznih
pacijenata (10,11). Pored strukturalnih promenama HDL cestica sniZzena paraoksonazna i
arilesterazna aktivnost PON1 se objasnjavaju i sniZzenom koncentracijom apoA-I koji je
odgovoran za stabilizaciju aktivnosti PON1 (12). Pored svega navedenog, arilesterazna
aktivnost PON1 je bila znatno niza i na HDL2 i na HDL3 subfrakcijama kod pacijenata u
poredenju sa zdravim ispitanicima (13). Ovakav rezultat je u skladu sa ranijim literaturnim
podacima koji ukazuju da promene u strukturi HDL2 i HDL3 ¢estica, znacajno uti¢u na
aktivnost PON1 (14, 15). Pored snizene aktivnosti PON1, sniZzena koncentracija u grupi
pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike prema Lucher i saradnicima, moze biti rezultat
smanjene sinteze PON1 proteina u jetri koja nastaje delimi¢no kao posledica inhibitornog
efekta uremijskih toksina (16). Mali broj studija se bavio promenama na nivou PON3 kod
pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. Prethodno istrazivanje na zivotinjama je
pokazalo da nedostatak PON3 dovodi do poviSenog nivoa superoksidnog anjona na nivou
mitohondrija, zatim do povecane ekpresije proinflamatornih gena i posledi¢no do povecanog
stvaranja aterosklerotskih lezija (17). Tako da snizena koncentracija PON3 pronadena u obe
ispitivane grupe pacijenata takode moze biti potencijalni razlog za poviSen nivo oksidativnog
stresa kod pacijenata sa HBB i pacijenata na hemodijalizi. Analiza distribucije PONI1

aktivnosti na HDL subklasama je pokazala da nakon hemodijalize postoji znatno veci
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procenat PONT1 aktivnosti na HDL2a ¢esticama. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa studijom
Gugliucci 1 saradnika, koji su pronasli da poveéano prisustvo PON1 aktivnosti na HDL2
Cesticama zapravo odrazava poboljSano sazrevanje ovih Cestica koje se intenzivnije odvija
nakon hemodijalize (18).

Ova studija je pokazala da su HDL frakcije bubreznih bolesnika znacajno oslabljene u
pogledu antioksidativne zastite s obzirom na to da je koncentracija PON1 unutar izolovanih
HDL frakcija bila niza u grupi pacijenata. Takode znacajna pozitivna korelacija izmedu
koncentraje AOPP u HDL frakciji i relativne distribucije HDL3 subfrakcija ukazuje na
strukturne promene unutar HDL3 subfrakcija kod pacijenata sa HBB i kod pacijenata na
dijalizi. Ovakav rezultat predstavlja direktan dokaz promenjene strukture HDL cestica, koji
prema nalazima prethodnih studija nastaje usled medusobne interakcije inflamacije,
oksidativnog stresa i uremijskih toksina koji su u velikoj meri prisutni kod bubreznih
bolesnika bez obzira na stepen oSte¢enja funkcije bubrega (19). Analizom oksidativno-
stresnog statusa unutar glavnih lipoproteinskih klasa utvrdeno je da je koncentracija AOPP
bila najve¢a u VLDL frakciji kada se uporedi sa LDL i HDL frakcijom u svim grupama.
Ovakav rezultat je u skladu sa prethodnim studijama koje ukazuju da polinezasi¢ene masne
kiseline u VLDL frakcijama daju velike koli¢ine lipidnih peroksida, koji mogu dovesti do
oksidacije proteina unutar VLDL frakcija (20). Povisena koncentracija AOPP u LDL frakeiji,
u odnosu na HDL u svim posmatranim grupama ukazuje na povecanje oksidativne
modifikacije apoB-100 u LDL cCesticama (21).

U nasoj studiji obe grupe pacijenata su imale vecu koncentraciju pentraksina-3 u
odnosu na zdrave ispitanike, pri ¢emu su najvise vrednosti bile prisutne kod pacijenata na
dijalizi. U skladu sa prethodnim studijama pretpostavljamo da prisustvo uremijskih toksina,
oksidativnog stresa i dislipidemije kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega moze biti
okida¢ za pojacano stvaranje pentraksina-3 S§to dovodi do kontinuirane sistemske inflamacije
niskog stepena (22). Takode, Rusnati i saradnici su ukazali na povezanost ekspresije
pentraksina-3 sa procesom reorganizacije matriksa i angiogeneze (23). Naime, pored
inflamacije, prethodne studije su pokazale da i oksidativni stres ima bitnu ulogu u indukciji
ekspresije gena i sintezienzima MMP-9 (23, 24). Naime, pokazano je da oksidativni stres
pored toga Sto stimuliSe sintezu enzima, uti¢e i na oksidaciju sulfhidrilnih grupa unutar
enzima i tako aktivira MMP (25). Imajuéi u vidu da su rezultati nase studije nedvosmisleno
pokazali da ispitivani pacijenti bez obzira na stepen ostec¢enja funkcije bubrega imaju visok
nivo i oksidativnog stresa i inflamacije, moze se predpostaviti da su upravo ovi procesi

odgovorni za povecane koncentracije MMP-9 i TIMP-1. Pored ravnoteze MMP i TIMP, koja

8



je direktno odgovorna za regulaciju degradacije ekstracelularnog matriksa, odredene studije
ukazuju da je galektin-3 takode bitan Cinilac u ovom procesu (26). U studiji sprovedenoj na
zivotinjskim modelima, tezina fibroze uretre je bila zna¢ajno povecana kod miSeva koji su
imali nedostatak gena za galektin-3 (27). Pored toga, intracelularni galektin-3 sprecava
apoptozu, tako Sto u citoplazmi inhibira aktivaciju kaspaza.Uzimaju¢i u obzir sve ove
¢injenice, smanjena koncentracija galektina-3 kod pacijenata na dijalizi moze ukazati na
povecanje apoptotickih procesa, $to dovodi do dubljeg ostecenja bubrega (27).Pored uloge u
preuredenju ektraceluarnog matriksa, prethodne studije su pokazale da galektin-3 posreduje u
preuzimanju oksidovanog LDL-h (28). S obzirom na to da su male guste LDL cCestice
podloznije oksidaciji, bilo je ocekivano da postoji veza izmedu galektina-3 i LDL dijametra,
Sto je tokom naSe studije i potvrdeno. Mali broj studija se bavio ispitivanjem povezanosti
izmedu galektina-3 i parametara lipidnog statusa, posebno kod pacijenata sa smanjenom
funkcijom bubrega.

DOI skor, kao zbir skora dislipidemija, oksidativno-stresnog skora i inflamatornog skora
predstavlja model preracunavanja aditivnog dejstva razlicitih, ali medusobno povezanih
faktora rizika. Veglia i saradnici (29) su predlozili prora¢un za oksidativno-stresni skor na
osnovu standardizovanih vrednosti parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite Sto
je posluzilo kao osnova za konstruisanje ovog skora. Kao §to je i ocekivano, svi pojedinacni
skorovi, kao i zbirni DOI skor bili su znacajno visi kod bubreznih bolesnika u poredenju sa
zdravim ispitanicima, $to ukazuje da se DOI skor moZe koristiti da prikaze ukupan efekat
razlicitih faktora rizika koji su ukljuceni kako u progresiju bubrezne bolesti, tako i u razvoj
ateroskleroze kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. Takode, rezultati ove studije
su pokazali da je vrednost DOI skora najveca u grupi pacijenata na dijalizi, Sto ukazuje na
najjacu interakciju izmedu dislipidemije, oksidativnhog stresa i inflamacije upravo kod

pacijenata sa terminalnom bubreznom insuficijencijom.
D. Zakljucak - obrazloZenje nauc¢nog doprinosa doktorske disertacije

Hronicna bolest bubrega predstavlja stanje koje se karakteriSe brojnim tradicionalnim i
netradicionalnim fatorima rizika za razvoj KVB, pri ¢emu je dokazano da dislipidemija,
oksidativni stres i inflamacija zahvaljuju¢i medusobnim interakcijama i aditivnom dejstvu

predstavljaju faktore koji znacajno doprinose nastanku i progresiji ateroskleroze (30).

Pored kvantitativnih promena u nivou lipoproteina, dislipidemija kod pacijenata sa
HBB se karakteriSe i promenama u strukturi i funkciji lipoproteinskih Cestica. Povisen

relativni udeo malih gustih HDL3 Cestica, pronaden kod pacijenata sa HBB i kod pacijenata
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na dijalizi, ukazuje na poremecaj u sintezi i sazrevanju, §to se nedvosmisleno odrazavana
ulogu ovih ¢estica u reverznom transportu holesterola. Upravo iz ovih razloga, imajuci u vidu
smanjenu koncentraciju i neadekvatnu ulogu HDLcestica, ova studija se prvi put bavila
isptivanjem RBC-Mh i Hb-h ¢ija se vrednost povezuje sa alternativnim putem transporta
holesterola putem eritrocita. SniZzen relativni udeo Hb-h i povecan relativni udeo RBC-Mh
kod pacijenata sa hroni¢nom boles¢u bubrega i kod pacijenata na dijalizi otvara moguénost
daljeg ispitivanja reverznog transporta holesterola posredovanog eritrocitima. Ova studija se
prvi put bavila i poredenjem bubreZznih bolesnika i zdravih ispitanika sa LDLA, odnosno
LDLB fenotipom, pri ¢emu je utvrdeno da bez obzira na LDL fenotip pacijenti imaju povecan

nivo holesterola u membrani eritorcita i sniZzen nivo holesterola vezanog za hemoglobin.

Povisen nivo oksidativnog stresa koji posledicno dovodi do lipidne peroksidacije i
oksidacije proteina kod pacijenata sa HBB i pacijenata na dijalizi, u ovoj studiji je dokazan
visokim vrednostima TBARS, AOPP i TOS. S druge strane, sniZena koncentracija ukupnih —
SH grupa reflektuje snizen nivo antioksidativne zastite kod pacijenata sa oStecenom
funkcijom bubrega. Poredenjem bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika sa LDLA, odnosno
LDLB fenotipom, utvrdeno je da bez obzira na prisustvo LDL fenotipa pacijenti imaju
povisene parametre oksidativnog stresa. Takode, vrednosti parametara oksidativnog stresa su
bile vise kod pacijenata sa proaterogenim LDLB fenotipom u odnosu na pacijente sa LDLA

fenotipom.

Kvantitativne i kvalitativne promene na HDL cesticama,kao i prisustvo uremijskih
toksina dovode do smanjene paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 u serumu, §to je
prac¢eno niskom koncentracijom PON1 i PON3 kod pacijanata sa hronicnom bole$¢u bubrega,
posebno kod pacijenata na dijalizi. U prilog promenjenoj strukturi i smanjenoj
antioksidativnoj ulozi HDL cestica govori i znac¢ajno niza koncentracija PON1 u izolovanim
HDL frakcijama bubreznih bolesnika. U ovoj studiji je po prvi put analizirana distribucija
enzima PON1 izmedu razli¢itih HDL subklasa zajedno sa arilesteraznom aktivno$¢u PON1 na
HDL2 i HDL3 subklasama, pri ¢emu je utvrdeno da postoji znacajno veca zastupljenost
PONI1 aktivnosti na HDL3 subklasi pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima, dok je
arilesterazna aktivnost PON1 bila znacajno niZza i na HDL2 i na HDL3 subfrakcijama kod
pacijenata sa hroni¢nom boles¢u bubrega i kod pacijenata na dijalizi u poredenju sa zdravim
ispitanicima.Proces hemodijalize je pokazao pozitivan uticaj na paraoksonaznu aktivnost
PONI1 kao i na relativni udeo PON1 aktivnosti na HDL2a subfrakciji koje su bile znacajno

viSe neposredno posle tretmana dijalizom. S druge strane, arilesterazna aktivnost PON1 u
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serumu je bila znacajno snizena, §to se odrazilo i na aktivnost PON1 na HDL2 i HDL3

subfrakcijama koje su takode bile nize posle tretmana dijalizom.

Povisen nivo inflamacije prisutan kod pacijenata sa HBB, posebno kod pacijenata na
dijalizi odrazava se kroz povisene vrednosti pentraksina-3.

Intenzivan proces remodelovanja ECM, koji se deSava usled povrede tkiva bubrega, je
potvrden kroz povisene koncentracije MMP-9, TIMP-1 i galektina-3, pri ¢emu neadekvatna
kontrola ovog procesa u uslovima poviSenog oksidativnog stresa moze doprineti progresiji
bolesti bubrega, posebno kod pacijenata na dijalizi gde su promene ovih paramaetara bile
posebno izraZene.

S obzirom na CcCinjenicu da bubrezni pacijenti imaju viSe tradicionalnih i
netradicionalnih faktora rizika koji doprinose razvoju ateroskleroze, potencijalna klinicka
upotreba izracunatog DOI skora, ogleda se u vecoj osetljivosti zbirnog DOI skor u odnosu na
pojedinacne parametre koji se koriste za njegovo izraCunavanje. Posebno je vazno istaknuti,
upotrebu ovog skora u otkrivanju malih razlika izmedu bubreznih bolesnika u pogledu rizika
od KVB. Pored toga, izracunavanje skora dislipidemije, oksidativno-stresnog skora i skora
inflamacije moZze biti korisno u proceni koji proces je dominantno prisutan u grupi pacijenata
i samim tim moze sluziti kao vodi¢ za dalje preventivne mere, koje treba primeniti kako bi se

smanyjili razliciti kardiovaskularni faktori rizika.
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F. MiSljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja
znaCajan naucni doprinos za oblast medicinske biohemije. Istrazivanje medusobne
povezanosti i uticaja koji dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija ostvaruju na
lipoproteinske Cestice predstavlja prvo klini¢ko ispitivanje aditivnog efekta ovih procesa kod
pacijenata sa hroni¢nom boles¢u bubrega i kod pacijenata na dijalizi. Rezultati ove doktorske
disertacije doprinose boljem razumevanju uloge koju promenjene lipoproteinske ¢estice imaju
u nastanku kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega.
Rezultati ove doktorske disertacije publikovani su u tri rada u medunarodnim ¢asopisima

kategorije M22 (jedan rad) i M23(dva rada).

Predlazemo Nastavno-naucnom Vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati ovaj izveStaj i uputi ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka, radi
dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom "Oksidativno-
stresni status u Krvi i lipoproteinskim frakcijama pacijenata sa hroni¢nom boleséu

bubrega ", kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog biohemicara Miljkovi¢ Milice.
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