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1. Dr Jelena Kotur-Stevuljević, redovni profesor, Univerziteta u Beogradu- 
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fakulteta  

za ocenu završene doktorske disertacije pod nazivom "Oksidativno-stresni status u 

krvi i lipoproteinskim frakcijama pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega" 

kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog biohemičara Miljković Milice, 

asistenta na Katedri za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu. Članovi Komisije su pregledali priloženu disertaciju i podnose Nastavno-

naučnom Veću Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeći 

I Z V E Š T A J 

 

A. Sadržaj doktorske disertacije 

Doktorska disertacija je napisana na 154 strane, ima 32 tabele, 30 slika i 236 

literaturnih navoda. Sadržaj doktorske disertacije izložen je u sledećim poglavljima: Uvod, 

Cilj, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zaključci i Literatura. 

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje parametara dislipidemije, oksidativnog 

stresa i inflamacije u krvi pacijenata sa hroničnom bolešću 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 i na remodelovanje ekstracelularnog matriksa (ECM). Takođe cilj je bio i 
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izračunati odgovarajuće skorove dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije kako bi se 

procenio sinergistički efekat ovih procesa kao i efekat koji zajedno ostvaruju na oksidativno-

stresni status  u lipoproteinskim frakcijama kod pacijenata sa različitim stepenom bubrežnog 

oštećenja. 

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci o ispitanicima i primenjenim metodama. U 

istraživanju je učestvovalo117 ispitanika: 77 pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega 

različitog stepena i 40 zdravih ispitanika. Kako bi se stekao detaljniji uvid u povezanost 

ispitivanih parametara dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije sa stepenom težine 

hronične bolesti bubrega ispitanici su bili dodatno razvrstani prema terapeutskom modalitetu 

na: pacijente sa hroničnom bolešću bubrega koji su na konvencionalnoj terapiji lekovima i na 

pacijente sa terminalnom bubrežnom insuficijencijom koji su na hemodijalizi. Istraživanje je 

planirano i sprovedeno prema etičkim principima u skladu sa Helsinškom deklaracijom, a na 

osnovu odobrenja Etičkog komiteta za klinička ispitivanja Farmaceutskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu i Etičkog komiteta za klinička ispitivanja Medicinskog Fakulteta 

Univerziteta u Beogradu. Grupa zdravih ispitanika je sastavljena nakon detaljnog ispitivanja 

njihovog zdravstvenog stanja što je podrazumevalo isključivanje ispitanika koji su bolovali od 

kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih, renalnih, bolesti jetre ili malignih bolesti. Takođe, 

imajući u vidu da su dalja ispitivanja podrazumevala detaljnu analizu lipidnog profila i 

određivanje parametara oksidativno-stresnog statusa, iz studije su isključeni i pacijenti i 

zdrave osobe koji su koristili antihiperlipidemike ili neki vid antioksidativne suplementacije. 

U svim uzorcima krvi određene su koncentracije sledećih biohemijskih parametara: glukoza, 

ukupan holesterol (UH), LDL-holesterol (LDL-h), HDL-holesterol (HDL-h), trigliceridi (TG), 

ukupni proteini, urea, kreatinin i mokraćna kiselina enzimskim metodama na automatskom 

analizatoru Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Razdvajanje HDL i LDL 

lipoproteina na subfrakcije izvršeno je korišćenjem vertikalne gradijent gel elektroforeze na 

nedenaturišućem  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 određivani koncentracija holesterola u membrani eritrocita (RBC-Mh) i 

holesterol vezan za hemoglobin (Hb-h). Pored pomenutih eritrocitnih parametara određivan je 

i nivo methemoglobina (metHb) spektrofotometrijski. Kako bi procenili nivo oksidativnog 

stresa i antioksidativne zaštiite, upotrebom prethodno validiranih spektrofotometrijskih 

metoda u serumu je izmerena koncentracija uznapredovalih produkata oksidacije proteina 
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(AOPP), koncentracija tiobarbiturna kiselina-reagujućih supstanci (TBARS), određen je nivo 

totalnog oksidativnog statusa (TOS), kao i koncentracija ukupnih sulfhidrilnih grupa (ukupne  

SH grupe) i totalnog antioksidativnog statusa (TAS). Takođe, određena je i ravnoteža između 

parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaštite, određivanjem prooksidativno-

antioksidativnog balansa (PAB). U cilju procene statusa enzima PON1 korišćenjem 

odgovarjuće kinetičke metode odredili smo paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u 

serumu, dok su  masene koncentracije PON1 i PON3 izmerene pomoću tehnike enzimskog 

imunoeseja (ELISA, R&D systems, Minneapolis, USA). Arilesterazna aktivnost PON1 u 

HDL2 i HDL3 lipoproteinskim frakcijama određena je nakon elektroforetskog razdvajanja 

HDL lipoproteina, korišćenjem Trinderove reakcije. U glavnim lipoproteinskim frakcijama 

(VLDL, LDL, HDL) koje su izdvojene na osnovu gustinskog gradijenta pomoću 

ultracentrifuge- Thermo Scientific Sorvall WX+ (Thermo Fisher Scientific, USA) određene 

su koncentracije AOPP, PON1 i PON3. Nivo inflamacije u serumu je određen na osnovu 

koncentracije pentraxina-3 koji je izmeren korišćenjem ELISA metode (ELISA, R&D 

systems, Minneapolis, USA). Koncentracija parametara čija se aktivnost povezuje sa 

remodelovanjem ECM (matriks metaloproteinaza-9 (MMP9), tkivni inhibitor matriks 

metaloproteinaza-1 (TIMP1) i galektina-3) određena je imunohemijski pomoću ELISA 

metode (ELISA, R&D systems, Minneapolis, USA). Rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti 

(KVB) je izračunat na osnovu Framingamskog risk skora (FRS), pri čemu 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 

izračunati na osnovu standardizovanih vrednosti parametara dislipidemije, oksidativnog stresa 

i inflamacije, nakn čega je izračuna DOI (Dislipidemija skor-Oksidativno stresni skor- 

Inflamatorni skor) skor kao zbir pojedinačnih 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 mokraćne kiseline, kao i parametri lipidnog statusa (UH, 

HDL-H, apoA-I, LDL-H, TG). Takođe, zajedno sa ovim podacima prikazan je i FRS kod 

pacijenata i zdravih ispitanika. Zatim su prikazani veličina i relativni udeli LDL subfrakcija u 

svim ispitivanim grupama, kao i Spearmanov-a korelaciona analiza osnovnih biohemijskih 

parametara,  dijametra i distribucije  LDL subfrakcija kod bubrežnih bolesnika. Nakon toga su 

predstavljeni dijametar i relativni udeli HDL subfrakcija kod pacijenata sa smanjenom 
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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 bubrežnih 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 

bubrežnih pacijenata na LDLA i LDLB fenotip. Nakon toga smo uporedili parametare 

oksidativnog stresa (AOPP, TBARS i OS), antioksidativne zaštite (ukupne SH grupe i TAS), 

kao i parametar ravnoteže između oksidativnog stresa i antiksidativne zaštite (PAB) između 

pomenutih grupa. Takođe  parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zaštite 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 zaštite sa parametrima lipidnog statusa. U sledećoj fazi, analiziran je status 

enzima paraoksonaze, tako što su arilesterazna i paraoksonazna aktivnost enzima PON1,kao i 

koncentracije PON1 i PON3, upoređene između 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. Takođe, prikazan je i status 

PON1 pre i posle tretmana hemodijalizom. Nakon toga primenom Spearmanove korelacione 

analize utvrđena  je povezanost parametara koji opisuju status enzima paraoksonaze sa 

biohemijskim parametrima, parametrima lipidnog statusa i parametrima redoks statusa u grupi 

bubrežnih bolesnika. U izolovanim glavnim lipoproteinskim frakcijama (VLDL, LDL i HDL) 

izmerene su vrednosti AOPP u cilju procene nivoa oksidativnog stresa kao i koncentracije 

PON1 i PON3 za procenu antioksidativne zaštite. Dobijeni rezultati su upoređeni između 

ispitivanih grupa, kao i između 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 sledećem koraku koristeći binarnu logističku regresionu 

analizu, ispitivane su prediktivne sposobnosti pojedinačnih  parametara (pentraksina-3, 

galektina-3, MMP-9, TIMP-1,jačine glomerularne filtracije) kao  i kombinacije više različitih 

parametara u cilju procene kardiovaskularnog rizika. Dijagnostička tačnost kombinacija ovih 

parametara je proveravana primenom ROC analize ( eng. receiver operating charachetistic 

curve), a površina ispod krivih je bila mera tačnosti ispitivanih parametara u identifikovanju 

bubrežnih pacijenata sa povećanim rizikom za razvoj KVB. Spearmanova korelaciona analiza 

je korišćena 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 PON1. Uzimajući 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 zaštiti, kao i u nivou  inflamacijie u  daljoj 

analizi su predstavljeni zbirni efekati više različitih faktora rizika preračunavanjem najpre 

pojedinačnih skorova kao što su skor dislipidemije (DS), oksidativno-stresni skor (OS) i 

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

Na kraju disertacije, dati su Zaključci koji proizilaze iz rezultata istraživanja i njihove 

analize. 

B. Opis dobijenih rezultata 

Pacijenti  sa oštećenom funkcijom bubrega i kontrolna grupa bili su usklađeni po polu 

i ITM, dok je prosečna starost pacijenata bila veća u odnosu na zdrave ispitanike. Kada su u 

pitanju parametri lipidnog statusa, pacijenti sa HBB i pacijenti na hemodijalizi imali su 

značajno nižu koncentraciju HDL-h u odnosu na kontrolnu grupu, dok se vrednosti TG, LDL-

h, i UH nisu razlikovale. Nakon statističke analize dobijenih rezultata, nije uočena razlika u 

HDL dijametru između zdravih ispitanika i bubrežnih bolesnika. Izmeren relativni udeo većih 

HDL2 subfrakcija je bio viši kod kontrolne grupe, što je dovelo i do  razlike  u odnosu 

HDL2/HDL3 subfrakcija, pri čemu su više vrednosti zabeležene kod zdravih ispitanika. 

U daljoj analizi ispitivanjem razlike u eritrocitnim parametrima između zdravih 

ispitanika i bubrežnih pacijenata sa različitim stepenom oštećenja bubrega, dobijene su 

značajno niže  vrednosti  Hb-h u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, dok je s 

druge strane RBC-Mh  bio povišen kod dijaliznih pacijenata u poređenju sa kontrolnom 

grupom. Ispitivanjem uticaja LDL fenotipa na nivo eritrocitnih parametara, dobijene su 

statistički značajno više vrednosti Hb-h kod zdravih ispitanika u odnosu na pacijente sa 

LDLA fenotipom. Takođe značajno više vrednosti Hb-h, pronađene su kod zdravih kontrola 

sa LDLB fenotipom u poređenju sa bubrežnim pacijentima koji imaju LDL B fenotip. S druge 

strane vrednosti methemoglobina su bile više kod pacijenata sa LDL B fenotipom u poređenju 

sa zdravim ispitanicim koji su imali isti fenotip, dok nije bilo razlike između kontrolne grupe i 

pacijenata sa LDLA fenotipom. Vrednosti RBC-Mh su bile više kod bubrežnih pacijenata sa 

LDLB fenotipom, u odnosu na zdrave ispitanike koji su imali isti fenotip.  

Rezultati ispitivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaštite u serumu 

pokazali su  značajno više vrednosti TOS kod pacijenata sa HBB i dijaliznih pacijenata u 

odnosu na zdrave ispitanike. Slično i koncentracija TBARS je bila viša kod obe grupe 

pacijenata, dok je koncentracija AOPP pokazala značajno više vrednosti kod dijaliznih 
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pacijenata u odnosu na zdrave.  S druge strane, TAS je bio značajno viši kod pacijenata sa 

HBB i dijaliznih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, dok je koncentracija ukupnih SH 

grupa bila snižena u obe grupe pacijenata. Poređenjem po LDL fenotipu, vrednosti TOS i 

TBARS su bile značajno više kod pacijenata sa LDLA fenotipom u poređenju sa kontrolnom 

grupom koja je imala isti fenotip. Rezultati su pokazali i  da bubrežni bolesnici kako sa 

LDLA, tako i sa  LDLB fenotipom imaju viši nivo totalnog antioksidativnog statusa od 

kontrolne grupe sa istim fenotipom, dok su s druge strane, zdravi ispitanici sa LDLA 

fenotipom imali značajno višu koncentraciju ukupnih SH grupa nego odgovarajuća grupa 

pacijenata. 

Statistički značajno niža paraokosonazna i arilesterazna aktivnost izmerena je kod 

pacijenata sa HBB i pacijenata na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike. Takođe, kod 

pacijenata koji su na redovnoj terapiji hemodijaliznom primećena je značajno niža 

paraoksonazna aktivnost enzima PON1 u odnosu na pacijente sa HBB. Poređenjem vrednosti 

koncentracije enzima PON1 i PON3utvrđene su značajno niže koncentracije enzima kod obe 

grupe ispitivanih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Takođe, kod pacijenata na terapiji 

hemodijalizom izmerena je značajno niža koncentracija PON3 u odnosu na pacijente sa HBB. 

Određivanjem relativnog udela aktivnosti PON1 na pojedinačnim HDL2 i HDL3 

subfrakcijama, utvrđeno je da relativni udeo aktivnost PON1 bio značajno manje zastupljen 

na HDL2 subklasama bubrežnih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. Nakon statističke 

obrade podataka, ustanovljeno je da je arilesterazna aktivnost PON1 bila statistički značajno 

niža kod bubrežnih bolesnika i na HDL2 i na HDL3 subklasama, iz čega proizilazi da je i 

odnos aktivnosti PON1 na HDL2 i HDL3 subklasama bio smanjen kod pacijenata u odnosu 

na zdrave ispitanike. Takođe, utvrđeno je da nakon dijalize dolazi do značajnog povećanja 

paraoksonazne aktivnosti PON1, dok je arilesterazna aktivnost PON1 bila niža posle dijalize. 

Značajno niža koncentracija PON1 izmerena je kod bubrežnih bolesnika u HDL 

lipoproteinskoj frakciji u odnosu na kontrolnu grupu, dok se vrednosti izmerene u ostalim 

lipoproteinskim frakciji nisu razlikovale između pacijenata i zdravih. Poređenjem 

lipoproteinskih frakcija, koncentracija AOPP  je bila najviša u  VLDL česticama u odnosu na 

ostale lipoproteinske čestice u svim analiziranim grupama. Kao što je i očekivano, u svim 

posmatranim grupama, koncentracije PON1 i PON3 su bile više na HDL lipoproteinskoj 

frakciji u poređenju sa VLDL frakcijama. Koncentracija inflamatornog markera-pentraksina-3 

je bila statistički značajno viša kod bubrežnih bolesnika u poređenju sa zdravim ispitanicima. 

Koncentracija galektina-3 je bila značajno viša u kontrolnoj grupi nego kod bubrežnih 

bolesnika, posebno u poređenju sa pacijentima na hemodijalizi. Koncentracije MMP-9 i 
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TIMP-1 bile značajno više kod bolesnika sa različitim stepenom oštećenja bubrega u odnosu 

na zdrave ispitanike. Nakon statističke analize podataka uočeno je da su vrednosti skora 

dislipidemije, oksidativno-stresnog skora, inflamatornog i zbirnog DOI skora bile značajno 

povišene kod bubrežnih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. ROC analiza je pokazala da 

skor dislipidemije, oksidativno-stresni skor i inflamatorni skor imaju odličnu sposobnost da 

razlikuju pacijente sa bubrežnom bolešću od zdravih ispitanika, dok je DOI skor kao zbir svih 

pomenutih skorova, pokazao izvanrednu sposobnost u razdvajanju pacijenata sa oštećenom 

funkcijom bubrega od zdravih ispitanika.  

C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature 

Brojna istraživanja su pokazala da dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija dovode do 

strukturnih, a samim tim i do funkcionalnih promena na HDL česticama. Naši rezultati su 

potvrdili prethodna istraživanja Alabakovske i saradnika koja ukazuju da je distribucijа HDL 

subklasa pomerenа u pravcu malih gustih HDL3 čestica kod pacijenata sa oštećenom 

funkcijom bubrega (1). Ovi rezultati su u saglasnosti sa ranijim literaturnim podacima koji su 

pokazali da kod pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega, posebno kod pacijenata na 

hemodijalizi postoji problem u maturaciji HDL čestica, uzimajući u obzir značajno sniženu 

aktivnost enzima lecitin-holesterol aciltransferaze (LCAT). Pored toga, prethodne studije su 

pokazale da kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega, postoji i povišena aktivnost 

enzima holesterol estar transfernog proteina (CETP), što može biti još jedan razlog 

povećanom relativnom udelu HDL3 subklasa (2, 3). 

In vitro studije su pokazale da se holesterol može transportovati preko membrana 

eritrocita u slučaju otežanog reverznog transporta holesterola (4). U toku ove studije 

pronađeno je da u membrani eritrocitа bubrežnih bolesnika postoji znаčаjno nižа 

koncentrаcijа RBC-Mh za koji se smatra da  aktivno učestvuje u alternativnom putu 

reverznog transporta holesterola. Prethodne studije su pokazale da eritrociti učestvuju i u 

privremenom uklanjanju slobodnog holesterola iz cirkulacije tako što grade Hb-h kompleks 

(5). U skladu sa tim, značajno niža koncentracija Hb-h u eritrocitima bubrežnih bolesnika 

ukаzuje dа eritrociti pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega imаju lošiji "puferski" 

kapacitet  zа privremeno uklаnjаnje potencijаlno štetnog viškа holesterolа iz krvi. U toku 

daljeg ispitivanja, pronađena većа koncentrаcijа RBC-Mh kod bubrežnih bolesnika sа LDL B 

fenotipom može biti posledicа proаterogenog profilа koji je prisutan kod ovih pacijenata (6). 

Povišenа koncentrаcijа metHb u grupi bubrežnih bolesnika sа LDL B fenotipom može se 

javiti kao posledica povećаne lipidne peroksidacije koja je prisutna u ovoj podgrupi (6). 
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Povišen 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 rezultаti za TBARS i TOS 

su pokаzаli dа čak i pаcijenti sа dominаntno prisutnim povoljnijim LDLA fenotipom imаju 

povećаn nivo TOS i TBARS u poređenju sа zdrаvim ispitаnicimа sа istim fenotipom. Ovаkаv 

rezultаt je u skladu sa prethodnim studijama gde je kod pacijenata sa smanjenom funkcijom 

bubrega takođe izmeren viši stepen lipidne perokdsidacije i posledično viši nivo oksidativnog 

stresa bez obzira na fenotip koji je prisutan (8). S druge strane, znаčаjno niže vrednosti 

ukupnih SH grupа kod pаcijenаtа sа LDLA fenotipom u odnosu na zdrаve ispitаnike sа istim 

fenotipom, su posledica povišenog nivoa TOS u grupi pacijenata koji može biti rаzlog zа 

povećаnu potrošnju ukupnih SH grupа (9). 

Sniženа аktivnost PON1 enzima u serumu obe grupe pаcijenаtа, nedvosmisleno 

ukаzuje nа smаnjenu sposobnost HDL česticа dа učestvuju u sprečаvаnju oksidаtivne 

modifikаcije lipoproteinа i ćelijske membrаne. U prilog ovome govori i sniženа specifičnа 

аktivnost PON1 kojа je zаbeleženа u obe grupe pаcijenаtа. Prethodne studije su pokаzаle dа 

oksidаtivni stres i inflаmаcijа zаjedno sа određenim uremijskim toksinimа mogu promeniti 

sаstаv HDL česticа, što posledično dovodi do smаnjenjа аktivnosti PON1 kod bubrežnih 

pаcijenаtа (10,11). Pored strukturаlnih promenаmа HDL čestica sniženа pаrаoksonаznа i 

аrilesterаznа аktivnost PON1 se objašnjavaju i sniženom koncentracijom аpoA-I koji je 

odgovoran zа stаbilizаciju аktivnosti PON1 (12). Pored svega navedenog,  arilesterazna 

аktivnost PON1 je  bilа znаtno nižа i nа HDL2 i nа HDL3 subfrakcijama kod pаcijenаtа u 

poređenju sа zdravim ispitanicima (13). Ovakav rezultat je u skladu sa ranijim literaturnim 

podacima koji ukazuju da promene u strukturi HDL2 i HDL3 čestica, značajno utiču na 

aktivnost PON1 (14, 15). Pored snižene aktivnosti PON1, sniženа koncentrаcijа u grupi 

pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike prema Lucher i saradnicima, može biti rezultаt 

smаnjene sinteze PON1 proteinа u jetri kojа nаstаje delimično kаo posledicа inhibitornog 

efektа uremijskih toksinа (16). Mali broj studija se bavio promenama na nivou PON3 kod 

pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. Prethodno istraživanje nа životinjаmа je 

pokаzаlo dа nedostаtаk PON3 dovodi do povišenog nivoа superoksidnog аnjonа nа nivou 

mitohondrijа, zаtim do povećаne ekpresije proinflamatornih genа i posledično do povećаnog 

stvаrаnjа аterosklerotskih lezijа (17). Tako da snižena koncentracija PON3 pronađena u obe 

ispitivane grupe pacijenata tаkođe može biti potencijаlni rаzlog za povišen nivo oksidativnog 

stresa kod pacijenata sa HBB i pacijenata na hemodijalizi. Anаlizа distribucije PON1 

аktivnosti nа HDL subklаsаmа je pokаzаlа dа nаkon hemodijаlize postoji znаtno veći 
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procenаt PON1 aktivnosti nа HDL2а česticаmа. Ovakav rezultat je u sаglаsnosti sa studijom 

Gugliucci i saradnika, koji su pronašli dа povećano prisustvo PON1 aktivnosti nа HDL2 

česticama zаprаvo odrаžаvа poboljšаno sаzrevаnje ovih česticа koje se intenzivnije odvija 

nаkon hemodijаlize (18). 

Ovа studijа je pokаzаlа dа su HDL frаkcije bubrežnih bolesnika znаčаjno oslаbljene u 

pogledu аntioksidаtivne zаštite s obzirom nа to dа je koncentrаcijа PON1 unutаr izolovаnih 

HDL frаkcijа bilа nižа u grupi pаcijenаtа. Takođe značajna pozitivna korelacija između 

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. Ovаkаv rezultаt predstаvljа direktаn dokаz promenjene strukture HDL česticа, koji 

premа nаlаzimа prethodnih studijа nаstаje usled međusobne interаkcije inflаmаcije, 

oksidаtivnog stresа i uremijskih toksinа koji su u velikoj meri prisutni kod bubrežnih 

bolesnika bez obzirа nа stepen oštećenjа funkcije bubrega (19). Anаlizom oksidаtivno-

stresnog stаtusa unutаr glаvnih lipoproteinskih klаsа utvrđeno je dа je koncentrаcijа AOPP 

bilа nаjvećа u VLDL frаkciji kаdа se uporedi sа LDL i HDL frаkcijom u svim grupama. 

Ovakav rezultat je u skladu sa prethodnim studijama koje ukazuju da polinezasićene masne 

kiseline u VLDL frаkcijаmа dаju velike količine lipidnih peroksidа, koji mogu dovesti do 

oksidаcije proteina unutаr VLDL frаkcijа (20). Povišena koncentracija AOPP u LDL frаkciji, 

u odnosu na HDL u svim posmаtrаnim grupаmа ukazuje na povećаnje oksidаtivne 

modifikаcije apoB-100 u  LDL česticama (21). 

U  nаšoj studiji obe grupe pаcijenаtа su imаle veću koncentrаciju pentraksina-3 u 

odnosu nа zdrаve ispitаnike, pri čemu su najviše vrednosti bile prisutne kod pаcijenаtа nа 

dijаlizi. U skladu sa prethodnim studijama pretpostavljamo da prisustvo uremijskih toksina, 

oksidativnog stresa i dislipidemije kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega može biti 

okidač za pojačano stvaranje pentraksina-3  što dovodi do kontinuirаne sistemske inflаmаcije 

niskog stepenа (22). Takođe, Rusnаti i sаradnici 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 što stimuliše sintezu enzima, utiče i na oksidaciju sulfhidrilnih grupa unutar 

enzima i tako aktivira MMP (25). Imajući u vidu da su rezultati naše studije nedvosmisleno 

pokazali da ispitivani pacijenti bez obzira na stepen oštećenja funkcije bubrega imaju visok 

nivo i oksidativnog stresa i inflamacije, može se predpostaviti da su upravo ovi procesi 

odgovorni za povećane koncentracije MMP-9 i TIMP-1. Pored rаvnoteže MMP i TIMP, kojа 
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je direktno odgovorna zа regulaciju degrаdаcije ekstrаcelulаrnog mаtriksа, određene studije 

ukаzuju dа je gаlektin-3 tаkođe bitаn činilаc u ovom procesu (26). U studiji sprovedenoj na 

životinjskim modelima, težinа fibroze uretre je bilа znаčаjno povećаnа kod miševа koji su 

imаli nedostаtаk gena za gаlektin-3 (27). Pored toga, intrаcelulаrni gаlektin-3 sprečava 

apoptozu, tako što u citoplazmi inhibirа аktivаciju kаspаzа.Uzimаjući u obzir sve ove 

činjenice, smаnjenа koncentrаcijа gаlektinа-3 kod pаcijenаtа nа dijаlizi može ukаzаti nа 

povećаnje аpoptotičkih procesа, što dovodi do dubljeg oštećenja bubrega (27).Pored uloge u 

preuređenju ektrаceluаrnog mаtriksа, prethodne studije su pokazale da galektin-3 posreduje u 

preuzimanju oksidovanog LDL-h (28). S obzirom na to da su male guste LDL čestice 

podložnije oksidaciji, bilo je očekivano da postoji veza između galektina-3 i LDL dijametra, 

što je tokom naše studije i potvrđeno. Mali broj studija se bavio ispitivanjem povezanosti 

između galektina-3 i parametara lipidnog statusa, posebno kod pacijenata sa smanjenom 

funkcijom bubrega. 

DOI skor, kаo zbir skorа dislipidemija, oksidаtivno-stresnog skorа i inflаmаtornog skorа 

predstavlja model preračunavanja aditivnog dejstva rаzličitih, аli međusobno povezаnih 

fаktorа rizikа. Veglia i saradnici (29) su  predložili proračun za oksidativno-stresni skor na 

osnovu standardizovanih vrednosti parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaštite što 

je poslužilo kao osnova za konstruisanje ovog skora. Kаo što je i očekivano, svi pojedinаčni 

skorovi, kаo i zbirni DOI skor bili su znаčаjno viši kod bubrežnih bolesnika u poređenju sа 

zdrаvim ispitаnicimа, što ukаzuje dа se DOI skor može koristiti dа prikаže ukupаn efekаt 

rаzličitih fаktorа rizikа koji su uključeni kаko u progresiju bubrežne bolesti, tаko i u rаzvoj 

аteroskleroze kod pаcijenаtа sа smаnjenom funkcijom bubregа. Tаkođe, rezultаti ove studije 

su pokаzаli dа je vrednost DOI skorа nаjvećа u grupi pаcijenаtа nа dijаlizi, što ukаzuje nа 

nаjjаču interаkciju između dislipidemije, oksidаtivnog stresа i inflаmаcije uprаvo kod 

pаcijenаtа sа terminаlnom bubrežnom insuficijencijom. 

D. Zaključak - obrazloženje naučnog doprinosa doktorske disertacije 

Hronična bolest bubrega predstavlja stanje koje se karakteriše brojnim tradicionalnim i 

netradicionalnim fatorima rizika za razvoj KVB, pri čemu je dokazano da dislipidemija, 

oksidativni stres i inflamacija zahvaljujući međusobnim interakcijama i aditivnom dejstvu 

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

Pored kvantitativnih promena u nivou lipoproteina, dislipidemija kod pacijenata sa 

HBB se karakteriše i promenama u strukturi i funkciji lipoproteinskih čestica. Povišen 

relativni udeo malih gustih HDL3 čestica, pronađen kod pacijenata sa HBB i kod pacijenata 
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na dijalizi, ukazuje na poremećaj u sintezi i sazrevanju, što se nedvosmisleno odražavana 

ulogu ovih čestica u reverznom transportu holesterola. Upravo iz ovih razloga, imajući u vidu 

smanjenu koncentraciju i neadekvatnu ulogu HDLčestica, ova studija se prvi put bavila 

isptivanjem RBC-Mh i Hb-h čija se vrednost povezuje sa alternativnim putem transporta 

holesterola putem eritrocita. Snižen relativni udeo Hb-h i povećan  relativni udeo RBC-Mh  

kod pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega i kod pacijenata na dijalizi otvara mogućnost 

daljeg ispitivanja reverznog transporta holesterola posredovanog eritrocitima. Ova studija se 

prvi put bavila i poređenjem bubrežnih bolesnika i zdravih ispitanika  sa LDLA, odnosno 

LDLB fenotipom, pri čemu je utvrđeno da bez obzira na LDL fenotip pacijenti imaju povećan 

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

Povišen nivo oksidativnog stresa koji posledično 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, snižena koncentracija ukupnih –

SH grupa reflektuje snižen nivo antioksidativne zaštite kod pacijenata sa oštećenom 

funkcijom bubrega. Poređenjem bubrežnih bolesnika i zdravih ispitanika  sa LDLA, odnosno 

LDLB fenotipom, utvrđeno je da bez obzira na prisustvo LDL fenotipa pacijenti imaju 

povišene parametre oksidativnog stresa. Takođe, vrednosti parametara oksidativnog stresa su 

bile više kod pacijenata sa proaterogenim LDLB fenotipom u odnosu na pacijente sa LDLA 

fenotipom. 

Kvantitativne i kvalitativne promene na HDL česticama,kao i prisustvo uremijskih 

toksina dovode do smanjene paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 u serumu, što je 

praćeno niskom koncentracijom PON1 i PON3 kod pacijanata sa hroničnom bolešću bubrega, 

posebno kod pacijenata na dijalizi. U prilog promenjenoj strukturi i smanjenoj 

antioksidativnoj ulozi HDL čestica govori i značajno niža koncentracija PON1 u izolovanim 

HDL frakcijama bubrežnih bolesnika. U ovoj studiji je po prvi put аnаlizirаnа distribucija 

enzima PON1 između rаzličitih HDL subklаsa zаjedno sа аrilesterаznom аktivnošću PON1 nа 

HDL2 i HDL3 subklаsаmа, pri čemu je utvrđeno da postoji znаčаjno veća zаstupljenost 

PON1 аktivnosti nа HDL3 subklаsi pаcijenаtа u poređenju sа zdrаvim ispitаnicimа, dok je 

arilesterazna aktivnost PON1  bila značajno niža i na HDL2 i na HDL3 subfrakcijama kod 

pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega i  kod pacijenata na dijalizi u poređenju sa zdravim 

ispitanicima.Proces hemodijalize je pokazao pozitivan uticaj na paraoksonaznu aktivnost 

PON1 kao i na relativni udeo PON1 aktivnosti na HDL2a subfrakciji koje su bile značajno 

više neposredno posle tretmana dijalizom. S druge strane, arilesterazna aktivnost PON1 u 
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serumu je bila značajno snižena, što se odrazilo i na aktivnost PON1 na HDL2 i HDL3 

subfrakcijama koje su takođe bile niže posle tretmana dijalizom. 

Povišen nivo inflamacije prisutan kod pacijenata sa HBB, posebno kod pacijenata na 

dijalizi odražava se kroz povišene vrednosti pentraksina-3. 

Intenzivan proces remodelovanja ECM, koji se dešava usled povrede tkiva bubrega, je 

potvrđen kroz povišene koncentracije MMP-9, TIMP-1 i galektina-3, pri čemu neadekvatna 

kontrola ovog procesa u uslovima povišenog oksidativnog stresa može doprineti progresiji 

bolesti bubrega, posebno kod pacijenata na dijalizi gde su promene ovih paramaetara bile 

posebno izražene.   

S obzirom nа činjenicu dа bubrežni pаcijenti imаju više trаdicionаlnih i 

netrаdicionаlnih fаktorа rizikа koji doprinose rаzvoju аteroskleroze, potencijаlnа kliničkа 

upotrebа izračunatog DOI skorа, ogledа se u većoj osetljivosti zbirnog DOI skor u odnosu na 

pojedinаčne pаrаmetre koji se koriste zа njegovo izrаčunаvаnje. Posebno je vаžno istаknuti, 

upotrebu ovog skorа u otkrivаnju mаlih rаzlikа između bubrežnih bolesnika u pogledu rizika 

od KVB. Pored togа, izračunavanje skorа dislipidemije, oksidаtivno-stresnog skorа i skorа 

inflаmаcije može biti korisno u proceni koji proces je dominаntno prisutаn u grupi pаcijenаtа 

i sаmim tim može služiti kаo vodič zа dаlje preventivne mere, koje treba primeniti kаko bi se 

smаnjili rаzličiti kаrdiovаskulаrni fаktori rizikа. 
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cholesterol adduct in renal patients with different LDL phenotypes. 

International urology and nephrology 2016; 48:1683-1690 (IF 1,692; rang 

časopisa M23 (54/77) u kategoriji Urology and Nephrology) 

 

2. Milica Miljković, Aleksandra Stefanović, Nataša Bogavac-Stanojević, Sanja  

Simić-Ogrizović, Jerka  Dumić, Darko  Černe, Zorana Jelić-Ivanović, Jelena 

Kotur-Stevuljević. Association of Pentraxin-3, Galectin-3 and Matrix 

Metalloproteinase-9/TIMP-1 with Cardiovascular Risk in Renal Disease 

Patients. Acta Clinica Croatica 2017; 56: 673-680 (IF 0,452; rang časopisa 

M23 (139/154) u kategoriji Medicine, General & Internal) 

 

3. Milica Miljković, Aleksandra Stefanović, Sanja Simić-Ogrizović, Jelena 

Vekić, Nataša Bogavac-Stanojević,  Darko Černe, Petra Kocbek, Janja Marc, 

Zorana Jelić-Ivanović, Vesna Spasojević-Kalimanovska, Jelena Kotur-

Stevuljević. Association of dyslipidemia, oxidative stress, and inflammation 

with redox status in VLDL, LDL, and HDL lipoproteins in patients with renal 

disease. Angiology 2018;2018:1-10 (IF 3,022; rang časopisa M22 (25/65) u 

kategoriji Peripheral Vascular Disease) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

F. Mišljenje i predlog 

Na osnovu svega izloženog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja 

značajan naučni doprinos za oblast medicinske biohemije. Istraživanje međusobne 

povezanosti i uticaja koji dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija ostvaruju na 

lipoproteinske čestice predstavlja prvo kliničko ispitivanje aditivnog efekta ovih procesa kod 

pacijenata sa hroničnom bolešću bubrega i kod pacijenata na dijalizi. Rezultati ove doktorske 

disertacije doprinose boljem razumevanju uloge koju promenjene lipoproteinske čestice imaju 

u nastanku kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. 

Rezultati ove doktorske disertacije publikovani su u tri rada u međunarodnim časopisima 

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

Predlažemo Nastavno-naučnom Veću Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu da prihvati ovaj izveštaj i uputi ga Veću naučnih oblasti medicinskih nauka, radi 

dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom "Oksidativno-

stresni status u krvi i lipoproteinskim frakcijama pacijenata sa hroničnom bolešću 

bubrega ", kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog biohemičara Miljković Milice. 
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