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Uticaj redoks disbalansa i inflamacije na aktivnost enzima paraoksonaze 1 i njegovu
distribuciju na lipoproteinima visoke gustine u sindromu policisti¢nih jajnika —
efekat na kardiovaskularni rizik

Sazetak

Sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS) je najces¢i endokrinoloski poremecaj kod Zena
u reproduktivnom periodu. Pored reproduktivnih poremecaja, ovaj sindrom karakterisu
razlicite kardiometabolicke komplikacije kao $to su gojaznost, insulinska rezistencija (IR),
dislipidemija, oksidativni stres (OS), hroni¢na inflamacija, subklini¢ka ateroskleroza
1 u daljoj budu¢nosti razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB). Nealkoholna masna bolest
jetre (NAFLD) povezana je sa IR i kardiovaskularnim rizikom, ali nije razjaSnjeno da li
PCOS i NAFLD deluju aditivno na kardiovaskularni rizik.

Kljuéni faktori rizika koji kompleksnim mehanizmima deluju u PCOS su
dislipidemija, OS 1 hroni¢na niskostepena inflamacija. U cilju procene zajednickih efekata
ovih faktora rizika u PCOS, definisali smo zbirni skor skora dislipidemije, oksidativno-
stresnog skora i skora inflamacije (DOI skor).

Zene sa PCOS imaju zna¢ajno izmenjen lipidni profil koji se odlikuje kvalitativnim
promenama LDL (lipoprotein male gustine) 1 HDL (lipoprotein visoke gustine) Cestica,
u smislu promene njihove veli¢ine, proteinskog 1 lipidnog sastava. Paraoksonaza 1 (PONT)
je antioksidativni enzim, Cija aktivnost i koncentracija mogu biti smanjene u stanjima OS,
¢ime se dodatno povecava rizik za razvoj KVB.

Cilj ove studije je bio da se proceni rizik za razvoj KVB kod Zena sa PCOS 1 ispita
kombinovani uticaj razli¢itih pojedinacnih faktora rizika koji su prisutni u ovom sindromu
na nivo kardiovaskularnog rizika. Ispitivan je redoks status, prisustvo i vrsta dislipidemije,
nivo inflamacije kao i cirkuliSuca aktivnost enzima PON1 u PCOS, odnosno sposobnost
DOI skora da razlikuje Zene sa PCOS u odnosu na zdrave Zene. Analizirana je distribucija
LDL 1 HDL lipoproteinskih subfrakcija i prvi put u ovoj studiji aktivnost PON1 na HDL 2
1 HDL 3 subfrakcijama kod Zena sa PCOS 1 njihov doprinos proceni rizika za razvoj KVB.

U istrazivanju je ucestvovalo 168 zena sa PCOS i 96 zdravih Zena (kontrolna grupa,
KG). IstraZivanje je sprovedeno u skladu sa etickim standardima datim u HelsinSkoj
deklaraciji 1 obuhvatilo je dve studije.

U prvoj studiji ispitivan je uticaj gojaznosti na kardiovaskularni rizik kod Zena sa
PCOS. Odredivani su antropometrijski parametri, parametri lipidnog statusa, markeri

inflamacije, koncentracije glukoze, transaminaza, polnih, adenohipofiznih hormona,



globulina koji vezuje polne hormone (SHBG) i androgena. Racunat je skor za procenu
rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti (KVRS), indeksi koji se koriste za dijagnozu
nealkoholne masne bolesti jetre (NAFLD) i indeks centralne gojaznosti (ICO). Uocene su
znacajno vise vrednosti KVRS (P<0,05) kod gojaznih PCOS Zena u odnosu na normalno
uhranjenu KG i PCOS grupu. ICO (P<0,001) i svi NAFLD indeksi (HIS, P<0,001; APRI,
P<0,01; LAP, P<0,001 redom) su pokazali znac¢ajnu pozitivnu korelaciju sa KVRS, pri
¢emu se LAP indeks istakao kao pouzdaniji parametar za procenu veceg rizika za KVB
u odnosu na indeks telesne mase (ITM).

U drugoj studiji su odredivani parametri lipidnog statusa, OS (uznapredovali proizvodi
oksidacije proteina (AOPP), totalni oksidativni status (TOS), prooksidativno-
antioksidativni balans (PAB), malondialdehid (MDA), koncentracija ukupnih sulthidrilnih
grupa (SH-grupe), totalni antioksidativni status (TAS) 1 aktivnosti enzima PONI
i superoksid dismutaze (SOD) i C reaktivni protein (CRP). Radunat je i DOI skor. Zene sa
PCOS su imale nize vrednosti HDL-H (koncentracija holesterola u lipoproteinima visoke
gustine) u odnosu na KG (P<0,01), bez znacajnih razlika u vrednostima ostalih lipidnih
parametara, dok su nivoi CRP bili znacajno visi kod zena sa PCOS u odnosu na KG
(P<0,001). Utvrdeni su poviSeni nivoi markera OS, odnosno proizvoda njihovog delovanja
poput AOPP, TOS, MDA (P<0,001) i PAB (P<0,05) i sniZzene vrednosti parametara
antioksidativne zaStite, koncentracije ukupnih SH-grupa 1 antioksidativne aktivnosti PON1
(P<0,001, P<0,05, redom) kod Zena sa PCOS u poredenju sa KG. Svi pojedinacni skorovi:
oksidativno-stresni skor (P<0,001), skorovi dislipidemije (P<0,05) i inflamacije (P<0,001)
su imali znacajno visSu vrednost kod Zena sa PCOS u odnosu na KG. Kao rezultat toga
1 DOI skor je bio zna¢ajno veci kod njih u odnosu na KG (P<0,001), §to ukazuje na znacaj
ovog rezultata u proceni kardiometabolickog rizika u PCOS. Prema rezultatima ROC
analize, oksidativno-stresni skor i DOI skor imaju izuzetne diskriminativne sposobnosti da
razlikuje zene sa PCOS od zdravih zena (AUC>0,9), iako je oksidativno-stresni skor
pokazao bolju dijagnosticku ta¢nost u poredenju sa DOI skorom (P<0,01). Gojaznost je
imala uticaj na vrednosti skorova rizika, posebno na DOI skor (vrednosti DOI skora su bile
znacajno vise kod prekomerno teskih i gojaznih pacijentkinja, P<0,001).

Zatim je ispitivana veli¢ina i distribucija LDL 1 HDL subfrakcija u PCOS, raspodela
PONI1 na HDL subfrakcijama i procenjivan je njihov doprinos riziku za KVB. Normalno
uhranjene 1 gojazne Zene sa PCOS imale su znacajno manju veli¢inu LDL cestica od

normalno uhranjenih i gojaznih Zena u KG (P<0,001), pri ¢emu su gojazne zene sa PCOS



imale najmanje LDL dijametre. Raspodela udela LDL frakcija u obe PCOS grupe je
pokazala manji udeo LDL I (P<0,001), odnosno ve¢i udeo LDL II i III subfrakcija
(P<0,001) u odnosu na normalno uhranjene i gojazne zene u KG. Kod zena sa PCOS
abdominalna gojaznost, dislipidemija, pove¢an OS kao i prisustvo NAFLD su u vezi sa
smanjenjem dijametra LDL Cestica (negativna korelacija veli¢ine LDL Cestica sa odnosom
struk/kuk, P<0,01; LDL-H (koncentracija holesterola u lipoproteinima niske gustine),
P<0,05; AOPP, P<0,05; MDA, P<0,05; LAP, P<0,05; ICO, P<0,05, odnosno pozitivna
korelacija sa HDL-H, P<0,05). Analiza veli¢ine i raspodele HDL subfrakcija kod Zena sa
PCOS i zena u KG je pokazala da se dijametri HDL cestica nisu razlikovali, medutim
normalno uhranjene zene sa PCOS imale su znacajno ve¢i udeo HDL 2 subfrakcija od
normalno uhranjenih i gojaznih zena u KG (P<0,05). Analiza HDL cestica unutar PCOS
grupe pokazala je da su gojazne Zene sa PCOS imale zna¢ajno manje dijametre HDL Cestica
(P<0,05) 1 visi udeo malih HDL 3 subfrakcija od normalno uhranjenih zena sa PCOS
(P<0,05), sto je u skladu sa dosadasnjim saznanjima koja su pokazala smanjenje veli¢ine
HDL cestica kod pacijenata sa vis§im rizikom za KVB. To je potvrdila i negativna korelacija
izmedu veli¢ine HDL Cestica i parametara koji ukazuju na gojaznost, odnosno abdominalnu
gojaznost kod Zena sa PCOS (ITM, P<0,05; odnos struk/kuk, P<0,05; LAP, P<0,05; HIS,
P<0,05 1 ICO, P<0,05). Veli¢ina LDL cestica znacajno se smanjuju sa porastom KVRS
(P<0,01), skora dislipidemije, prooksidativnog 1 oksidativno-stresnog skora (P<0,05) kod
zena sa PCOS. Dijametri HDL cestica 1 ukupni udeo HDL 2 subfrakcija znacajno se
smanjuju sa porastom KVRS (P<0,01; P<0,05 redom) i skora dislipidemije (P<0,01), dok
se ukupni udeo HDL 3 subfrakcija povecava sa porastom KVRS (P<0,05), skora
dislipidemije 1 DOI skora (P<0,05). Svi ovi rezultati ispitivanja veliine 1 raspodele LDL
1 HDL cestica pokazuju da Zene sa PCOS imaju nepovoljniji kardiometabolic¢ki profil
u odnosu na zdrave Zene.

Analiza raspodele PON1 na HDL subfrakcijama nije pokazala znacajne razlike
u distribuciji PON1 na HDL subfrakcijama izmedu zena sa PCOS 1 KG. Gojaznost nije
imala uticaja na raspodelu PON1 na HDL subfrakcijama unutar PCOS grupe. Medutim,
poredenjem zena sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL ¢estica utvrdili smo da je kod Zena
sa malim LDL ¢esticama ukupan udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama bio je znac¢ajno visi
(P<0,001), a ukupan udeo PON1 na HDL 3 subfrakcijama bio znacajno nizi (P<0,01) nego
kod Zena koje imaju LDL cestice ve¢eg dijametra. Korelaciona analiza izmedu udela PON1

na HDL subfrakcijama i markera OS kod Zena sa PCOS pokazala je da je aktivnost PON1



u serumu u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim udelom PONI1 na HDL 2 subfrakcijama
(P<0,01), a u negativnoj korelaciji sa ukupnim udelom PON1 na HDL 3 subfrakcijama
(P<0,01). Ukupni udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama se povecava, dok se ukupni udeo
PON1 na HDL 3 subfrakcijama smanjuje sa porastom antioksidativnog skora kod Zena sa
PCOS (P<0,05). Povecanje oksidativno-stresnog skora je pra¢eno povecanjem ukupnog
udela PON1 na HDL 3 subfrakcijama (P<0,05).

Rezultati studije govore u prilog tome da je gojaznost znacajniji faktor rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti od samog PCOS. Antropometrijski parametri, parametri lipidnog
statusa, fibrinogen, NAFLD indeksi i ICO povecavaju kardiovaskularni rizik kod Zena sa
PCOS. Zene sa PCOS imaju izraZeniji OS, dislipidemiju i hroni¢nu inflamaciju u poredenju
sa zdravim Zenama i mogu se od njih razdvojiti primenom oksidativno-stresnog i DOI
skora. Dobijeni rezultati ukazuju da povecanje telesne teZine moze biti zajednicki faktor
odgovoran za nastanak i1 napredovanje dislipidemije, OS 1 inflamacije kod pacijentkinja sa
PCOS. Raspodela udela LDL subfrakcija ukazuje da u PCOS postoji jaka tendencija ka
razvoju aterogenog tipa dislipidemije, odnosno preraspodeli ka manjim, gus¢éim LDL
Cesticama. Prisustvo OS deluje u istom smeru $to je jos jedan dokaz koji govori u prilog
aterogenijem potencijalu i pove¢anom kardiovaskularnom riziku. Gojazne Zene sa PCOS
imaju znacajno manje dijametre HDL cestica i vi$i udeo malih HDL 3 subfrakcija
u poredenju sa normalno uhranjenim Zenama sa PCOS §to je povezano sa visokim rizikom
za KVB. Na osnovu toga mozemo pretpostaviti da sam PCOS ne uti¢e na profil HDL
subfrakcija, ve¢ da se u osnovi uocenih promena zapravo nalazi gojaznost. Poredenje Zena
sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL cestica pokazuje da je aktivnost PON1 na malim
HDL 3 subfrakcijama zna¢ajno niZa kod Zena sa malim, gustim LDL ¢esticama, Sto je znak
da je antioksidativna sposobnost HDL 3 Cestica smanjena u PCOS u uslovima povecanog
rizika za KVB.

U cilju sveobuhvatnijeg razumevanja PCOS 1 stanja koja su povezana sa njim,
potrebne su buduce prospektivne studije, sa ve¢im brojem pacijenata, koje bi koristile
odgovaraju¢e metodoloske postupke. Takve mere bi osigurale isklju¢ivanje faktora koji bi
mogli uticati na distribuciju i1 aktivnost PON1 na HDL subfrakcijama u PCOS populaciji.
Pored toga, buduce studije ¢e nam pomoc¢i da objasnimo promene u profilu HDL

subfrakcija u PCOS 1 kako ove promene uti¢u na razvoj KVB.
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Impact of redox imbalance and inflammation on activity of paraoxonase 1 and its
distribution in high density lipoprotein in polycystic ovary syndrome - effect on

cardiovascular risk.

Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine disorder in women
of reproductive age. In addition to reproductive disturbance, the syndrome is characterised
by various cardiometabolic complications such as obesity, insulin resistance (IR),
dyslipidemia, oxidative stress (OS), chronic inflammation, subclinical atherosclerosis and
future cardiovascular disease (CVD) development. Despite both IR and cardiovascular risk
being associated with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), some uncertainty remains
whether PCOS and NAFLD act additively on cardiovascular risk.

The key PCOS risk factors that act by complex mechanisms are dyslipidemia, OS and
chronic low-grade inflammation. In order to assess their mutual effects in PCOS a summary
score for dyslipidemia, OS and inflammation (the DOI score) has been proposed.

PCOS patients have a significantly modified lipid profile characterised by qualitative
changes in LDL (low density lipoprotein) and HDL (high density lipoprotein) particles,
in terms of their size, protein and lipid composition. Paraoxonase 1 (PON1), an antioxidant
enzyme, whose activity and concentration is reduced in conditions of OS further increases
the risk of developing CVD.

The aim of this study was to evaluate CVD risk in PCOS patients by determining the
influence of various risk factors alone (oxidative stress status, presence and type of
dyslipidemia, level of inflammation and the activity of PON1) or combined (the DOI score)
to test their ability to discriminate patients from healthy controls. The distribution of LDL
and HDL lipoprotein subfractions was analysed. For the first time, PONI activity was
measured in HDL 2 and HDL 3 subfractions in PCOS patients and its contribution to CVD
risk was determined.

The research included 168 PCOS patients and 96 healthy women (control group) and
was conducted respecting the principles set out in the Declaration of Helsinki. The research
comprised two studies.

The first study commenced by examining the effect of obesity on CVD risk in patients.
Anthropometric parameters, lipid status parameters, inflammatory markers, concentration
of glucose, transaminases, sex and anterior pituitary hormones, sex hormone binding

globulin (SHBG) and androgens were measured. The risk score for the development of



cardiovascular disease (CVRS), indices for NAFLD diagnosis and the index of central
obesity (ICO) were calculated. Significantly higher CVRS (P<0.05) was observed in obese
patients compared to both normal weight groups (patients and healthy controls). ICO
(P<0.001) and all NAFLD-related parameters (HIS, P<0.001; APRI, P<0.01; LAP,
P<0.001 respectively) positively correlated with CVRS. The LAP index was a more reliable
parameter for assessing higher risk for CVD compared to body mass index (BMI).

In the second study, lipid status parameters, as well as oxidative stress status
parameters (advanced oxidation protein products (AOPP), total oxidative status (TOS),
prooxidant-antioxidant balance (PAB), malondialdehyde (MDA), total sulthydryl groups
(SH-groups), total antioxidative status (TAS), activity of superoxide dismutase, (SOD) and
PONI1 enzymes) and C-reactive protein (CRP) were measured. Furthermore, the DOI score
was calculated. HDL-C (high-density lipoprotein cholesterol) was significantly lower in
patients compared to healthy controls (P<0.01). In contrast PCOS patients had significantly
higher CRP (P<0.001). More pronounced oxidative stress markers such as AOPP, TOS,
MDA (P<0.001) and PAB (P<0.05) combined with a concomitant reduction in the
concentration of total SH-groups and lower PON1 antioxidant activity (P<0.001, P<0.05,
respectively) were found in patients compared to healthy controls. All individual scores:
oxy-score (P<0.001), dyslipidemia (P<0.05) and inflammation (P<0.001) were
significantly higher in patients compared to healthy controls. Consequently, the DOI score
was significantly higher in comparison to healthy controls (P<0.001), highlighting the
significance of this result for assessing cardiometabolic risk in patients. According to ROC
analysis, oxy-score and DOI score possessed outstanding discriminative abilities to
segregate patients from healthy controls (AUC>0.9). Interestingly, the oxy-score indicated
better diagnostic accuracy compared to the DOI score (P<0.01). Obesity impacted on risk
score values, particularly on the DOI score (and was significantly higher in overweight and
obese patients, P<0.001).

Particle size and distribution of LDL and HDL subfractions, PON1 distribution within
HDL subfractions and their contribution to CVD risk were assessed in patients. Normal
weight and obese patients had significantly lower LDL particle size compared to normal
weight and obese controls (P<0.001). The smallest LDL diameters were found in obese
patients. Compared to normal weight and obese healthy females, less LDL I subfraction
(P<0.001), but more LDL II and III subfractions (P<0.001) were found in both patient
groups. Abdominal obesity, dyslipidemia, increased OS and NAFLD were associated with



decreased LDL particle size in patients (LDL particle size negatively correlated with waist-
to-hip ratio, P<0.01; LDL-C (low-density lipoprotein cholesterol), P<0.05; AOPP, P<0.05;
MDA, P<0.05; LAP, P<0.05; ICO, P<0.05 but positively correlated with HDL-C, P<0.05).
The analysis of HDL size and HDL subfractions (HDL 2 and HDL 3) distribution showed
that HDL particle size did not differ between patients and healthy controls. However,
normal weight patients had significantly higher HDL 2 subfraction than normal weight and
obese controls (P<0.05). HDL particle size analysis within the PCOS group showed that
obese patients had significantly smaller HDL diameters (P<0.05) and a greater HDL 3
subfraction than normal weight patients (P<0.05). This was consistent with previous
findings that showed a decrease in HDL particle size in patients with higher CVD risk. This
is also confirmed by negative correlation between HDL particle size and obesity
parameters, specifically abdominal obesity in patients (BMI, P<0.05; waist-to-hip ratio,
P<0.05; LAP, P<0.05; HIS, P<0.05 and ICO, P<0.05). LDL particle size significantly
decreased with increased CVRS (P<0.01), dyslipidemia score, pro-oxidative and oxy-
scores (P<0.05) in patients. Also, HDL diameters and total HDL 2 subfraction proportions
were significantly decreased with increase in CVRS (P<0.01, P<0.05 respectively) and
dyslipidemia score (P<0.01), while total HDL 3 subfraction proportions were increased
with increase in CVRS (P<0.05), dyslipidemia and DOI scores (P<0.05). Together the
results of particle size and distribution of LDL and HDL subfractions indicate that patients
have unfavorable cardiometabolic profiles compared to healthy controls.

PONI distribution within HDL subfractions did not differ between patients and
healthy controls. Obesity had no influence on PON1 distribution within HDL subfractions
in patients. However, in patients with small LDL particle size the total proportion of PON1
in HDL 2 subfractions was significantly higher (P<0.001) and the total proportion of PON1
in HDL 3 subfractions was significantly lower (P<0.01) than in patients with large LDL
particle size. Analysis of the proportion of PON1 in HDL subfractions and OS markers in
patients indicated positive correlation between serum PONI activity and total proportion
of PONI in the HDL 2 subfractions (P<0.01), whilst a negative correlation was found
between total proportion of PONI in the HDL 3 subfractions (P<0.01). As patients had
a higher antioxidant score, the total proportion of PONI in the HDL 2 subfractions
increased (P<0.05) while the total proportion of PONT1 in the HDL 3 subfractions decreased
(P<0.05). Increased oxy-score was accompanied by an increase in the total proportion of

PONI1 in the HDL 3 subfractions (P<0.05).



The results demonstrate that obesity is a greater risk factor for the development of
CVD than PCOS. Anthropometric parameters, lipid status parameters, fibrinogen, NAFLD
indices and ICO increase cardiovascular risk in patients. Patients have higher OS,
dyslipidemia and chronic inflammation compared to healthy women and can be segregated
by oxy-score and DOI score. This indicates that weight gain is a common factor responsible
for the onset and progression of dyslipidemia, OS and inflammation in patients. LDL
subfraction distribution indicate that there is a strong tendency towards the development of
atherogenic dyslipidemia, and/or redistribution to smaller, denser LDL particles in PCOS
patients. OS behaves similarly as further evidence supporting atherogenic potential and
increased cardiovascular risk. Obese PCOS patients have significantly smaller HDL
diameters and a higher proportion of small HDL 3 subfractions (associated with a high risk
for CVD) compared to normal weight PCOS patients. Based on this, we can assume that
obesity in PCOS affects the profile of HDL subfractions, while PCOS itself has no effect
on the HDL subfraction profile. A comparison of PCOS women, according to the LDL
particle size, indicated that PON1 activity in small HDL 3 subfractions was significantly
lower in women with small, denser LDL particles, which is a sign that the antioxidant
ability of HDL 3 subfractions is decreased in PCOS in conditions of increased risk for CVD.

For a more comprehensive understanding of PCOS and its related conditions future
prospective studies will be required and performed using appropriate methodological
procedures on a larger number of patients. Such measures would ensure elimination of
factors that could influence the distribution and activity of PON1 in HDL subfractions in
the PCOS population. In addition, the studies will also help us to delineate changes in HDL
subfraction profiles in PCOS, and how these changes influence development of CVD.
Keywords: polycystic ovary syndrome, cardiovascular risk assessment, non-alcoholic fatty
liver disease, oxidative stress, dyslipidemia, inflammation, paraoxonase 1, LDL and HDL
subfractions
Scientific field: Medical Biochemistry
Scientific subfield: Medical Biochemistry
UDC number: 612.123:618.11:[616.1(043.3)
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1. UVOD
1.1. Sindrom policisti¢nih jajnika

Sindrom policisti¢nih jajnika (eng. polycystic ovary syndrome, PCOS) je najces¢i
endokrinoloski poremecaj kod Zena u reproduktivnom periodu (1). Visoka prevalenca
ovog sindroma je u poslednjih nekoliko decenija privukla znacajnu paznju javnosti $to se
odrazava sa viSe od 1 500 000 internet sajtova koji su posveéeni PCOS. Zbog svoje
heterogenosti, nejasnoca u vezi etiologije 1 teSkoc¢a u dijagnostikovanju, PCOS je
kompleksno endokrinolosko stanje. Stein i Leventhal su, 1935. godine, prvi objavili
nalaze 7 gojaznih Zena sa amenorejom, hirzutizmom i sa policisti¢nim izgledom jajnika.
To je bio jedan od prvih detaljnih opisa sindroma, koji se po njima dugo vremena nazivao
1 Stein-Leventhalov sindrom (2, 3). Medutim, joS u V veku p.n.e. Hipokrat je dao prve
opise karakteristika PCOS (2, 3). Godine 1765. Morgagni je opisao izrazito gojaznu Zenu,
staru 74. godine, sa znacima virilizacije (maskulinizacija, razvitak muskih sekundarnih
polnih karakteristika kod Zena) $to je ukazalo na povezanost hiperandrogenizma sa
metabolickim poremecajima. Chereau 1 Rokitansky, 1844. godine, opisuju policisti¢an
izgled jajnika. Nakon toga, Achard i Thiers, 1921. godine, opisuju postmenopauzalne
zene sa Secernom bolesc¢u (dijabetes melitusom) 1 klini¢kim znacima viska androgena
(2, 3). Jean Vague, 1947. godine je prvi ukazao da je abdominalno nakupljanje masti
u znacajnijoj korelaciji sa gojaznosti u odnosu na prekomernu debljinu. Na osnovu toga
uveo je novi termin ,,androidna gojaznost™ i poceo da proucava povezanost ovog tipa
gojaznosti sa razvojem dijabetes melitusa 1 kardiovaskularnih bolesti (4). Zatim, 1976.
godine vezu hiperandrogenizma, insulinske rezistencije (eng. insulin resistance, IR)
1 mrko-crnih hiperkeratoznih promena na vratu i mestima prevoja (lat. acantosis
nigricans) opisuju Kahn i saradnici (5). Od 1980. godine, PCOS se smatra vaznim
reproduktivnim 1 metabolickim poremecajem (6). U objavljenim rezultatima svojih
istrazivanja, Kisselbach 1 saradnici su naglasili postojanje poremecene tolerancije glukoze
(eng. impaired glucose tolerance, 1GT), IR 1 hiperandrogenizma, kod Zena sa
abdominalnom gojaznosc¢u (7). Danas se smatra da su osnovna obelezja ovog sindroma
ovarijalna disfunkcija (oligomenoreja ili amenoreja), klinicki 1i/ili biohemijski
manifestovan  hiperandrogenizam  (hirzutizam/akne 1/ili  hiperandrogenemija)
1 policisti¢an izgled jajnika, uz iskljuenje drugih uzroka ovih poremecaja (1-3).

Ove karakteristicne osobine PCOS manifestuju se u razli¢itom stepenu u svakom
slu¢aju ponaosob, naglaSavaju¢i postojanje razli€itih fenotipova PCOS 1, zapravo,
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objasnjavaju zasto se ovaj endokrinoloski poremecaj definiSe kao sindrom, a ne kao
bolest. Sindrom je skup simptoma koji se ne mogu objasniti delovanjem zajedni¢kog
etioloSkog faktora ili jedinstvenim patofizioloskim mehanizmom. Dalje, s obzirom da
hormoni deluju na skoro sva tkiva, ali u razli¢itom stepenu, sto je uslovljeno funkcijom
njihovih receptora i1 post-receptorskih signalnih puteva, kod hormonskih i metabolickih
poremecaja, u znatnoj meri, dolazi do razlika u klinickom ispoljavanju njihovog dejstva.
Ova situacija se dodatno komplikuje u PCOS gde je modifikovana sekrecija veéeg broja
hormona. Prisustvo hiperandrogenemije, hiperinsulinemije i promena na nivou osovine
hipotalamus-hipofiza-jajnik, kao i poremecene sekrecije adipokina iz masnog tkiva, Sto
utice na razlic¢ita tkiva (masno tkivo, jetru, miSi¢e i jajnike), dovodi do postojanja
razli¢itih fenotipova (8). U pocetku prouc¢avanja PCOS, smatralo se da se jedina posledica
ovog sindroma odnosi na reproduktivnu funkciju (1). Danas se zna da ovaj sindrom
karakteriSu 1 razli¢ite metabolicke, odnosno kardiometabolicke komplikacije kao §to su
gojaznost, IR 1 posledicna hiperinsulinemija, dislipidemija, poremecena tolerancija
glukoze, dijabetes melitus tip 2 (eng. type 2 diabetes mellitus, T2DM), arterijska
hipertenzija, oksidativni stres (eng. oxidative stress, OS), hroni¢na inflamacija,
subklinicka ateroskleroza i u daljoj buduénosti razvoj kardiovaskularnih bolesti, KVB
(eng. cardiovascular disease — CVD) (9-11). S obzirom na sve navedeno, kao i na
¢injenicu da su, najcesce, u pitanju mlade Zene u reproduktivnom dobu, od ogromne
vaznosti je rano postavljanje dijagnoze PCOS, posebno kod onih koje imaju visok rizik
za KVB. Na taj nacin bi se omogucila pravovremena prevencija kardiovaskularnog

morbiditeta kod njih.

1.2. Etiopatogeneza PCOS

Proucavanju PCOS su posvecene brojne studije §to govori o vremenu i uloZzenom
naporu naucnika sa ciljem da se uoce 1 ispitaju najvaznije karakteristike ovog sindroma,
kao 1 pridruzeni, ali niSta manje znacajni metaboli¢ki poremecaji. I pored toga, joS uvek
nije poznat taan patofizioloSki mehanizam nastanka PCOS (12), ali razliCite teorije
navode uticaj genetskih faktora ili faktora okoline na njegovo nastajanje. Od kombinacije
genetskih i1 faktora okoline zavisi i fenotip PCOS koji se moze otkriti u periodu do pojave
puberteta (13). Na primer, gojaznost, jedan od najvaznijih faktora okoline, se u znacajnoj
meri nasleduje 1 pogorSava fenotip PCOS kod osoba kod kojih je PCOS ve¢ genetski

predisponiran (14). ZapaZzanja da biohemijski i metabolicki poremecaji, karakteristi¢ni za



PCOS, postoje i kod muskih srodnika pacijentkinja sa ovim sindromom sugeriSu
postojanje genetske predispozicije (15, 16). Bez obzira na prethodno navedeno, nacin
nasledivanja i odgovorni geni jo$ uvek nisu poznati (17,18). Opste je prihvaceno da do
nastanka sindroma dolazi tokom razvoja fetusa, tj. fetalnog programiranja
metabolicko/endokrinih puteva (metabolizma ugljenih hidrata i sekrecije iz nadbubreznih
zlezda) bez obzira §to se PCOS klinicki manifestuje tek u periodu adolescencije
(13, 19, 20). Kod devojcica rodenih sa manjom telesnom tezinom, koje imaju IR pre
adolescencije, uocena je veca prevalenca ovog sindroma (21). Stres u trudno¢i, kao
1 pojacana aktivnost simpatikusa u majke mogu negativno da uticu na folikularni razvoj
kod potomaka vodec¢i dugoro¢nom oste¢enju funkcije jajnika (22).

U razvoju PCOS prepli¢u se razli¢iti mehanizmi, poput hiperandrogenizma, IR,

poremecaja hipotalamus-hipofiza-jajnik osovine (2) (Slika 1).

Hirzutizam, akne,
muski tip gubitka
kose

I LH I Androgeni Estrogeni

FSH Aromatase

Nadbubrezna
Zlezda

Slika 1. Patofiziologija u PCOS (2)

Jo§ uvek nije razjaSnjeno koji je od pomenutih mehanizama najznacajniji
u patogenezi sindroma, ali svi zajedno Cine tzv. ,,zaCarani krug® (lat. circulus vitiosus)
koji se ponavlja tokom citavog zivota kod ovih Zena. Hiperandrogenizam je osnovna
sekretuju viSak androgena pod bazalnim uslovima ili kao odgovor na stimulaciju
luteiniziraju¢im hormonom (eng. luteinizing hormone, LH) (14), pre svega testosteron,

androstenedion, dehidroepiandrosteron (eng. dehydroepiandrosterone, DHEA),



17-OH progesteron. Ovarijalna hiperandrogenemija nastaje kao posledica povecane
aktivnosti razliCitih steroidogenih enzima u teka celijama jajnika (23). Zajedno, visak
androgena iz jajnika i parakrina interakcija izmedu teka i granuloza ¢elija jajnika pojacava
hiperandrogenemiju i hroni¢nu anovulaciju (androgeni iz teka celija inhibiraju apoptozu
granuloza ¢elija, a potenciraju rast malih folikula) (24, 25).

IR predstavlja prekretnicu u patogenezi i daljem razvoju PCOS. Veéina zena sa
PCOS, nezavisno od gojaznosti, ima IR (2). Dejstvo insulina na jajnik je jedinstveno
1 viSestruko. Zapravo, jajnik istovremeno ispoljava i IR i osetljivost na dejstvo insulina.
Teka Celije jajnika kod Zena sa PCOS su osetljive na insulin-zavisnu steroidogenezu, za
razliku od granuloza ¢elija koje su selektivno rezistentne na insulin-zavistan metabolizam
glukoze (26, 27). Sa jedne strane insulin stimuliSe sekreciju androgena iz jajnika
(direktno i/ili indirektno — povecava LH-posredovanu sekreciju androgena) i doprinosi
hiperandrogenemiji, a sa druge strane suprimira metabolizam glukoze i1 proizvodnju
energije u folikulima ¢ime usporava njihov rast i doprinosi anovulaciji. U PCOS IR
1 kompenzatorna hiperinsulinemija u perifernim tkivima (skeletni misic¢i i adipozno tkivo)
nastaju usled defekta na nivou insulinskog signalnog puta (28). Za razliku od perifernih
tkiva, osetljivost jajnika na dejstvo insulina ostaje normalna. Hiperandrogenemija,
gojaznost 1 IR formiraju ,,zac¢arani krug*“ u kome hiperandrogenemija potencira razvoj
gojaznosti (abdominalne), gojaznost pogorSava IR, a IR, odnosno sekundarna
hiperinsulinemija, odrzava hiperandrogenemiju.

Izmenjeno pulsirajuce lu¢enje gonadotropina, nastalo delovanjem genetskih i faktora
okoline, direktno deluje na jajnike. U slu€aju ovulatornog menstrualnog ciklusa,
u lutealnoj fazi dolazi do povecanja koncentracije progesterona, odnosno povecanja
aktivnosti negativne povratne sprege kojom progesteron izaziva inhibiciju aktivnosti
pulsne sekrecije gonadotropin oslobadaju¢eg hormona (eng. gonadothropine releasing
hormone, GnRH). Hroni¢na anovulacija uzrokuje izostanak pulsne sekrecije progesterona
u lutealnoj fazi menstrualnog ciklusa usled ¢ega je koncentracija progesterona smanjena.
Kao posledica toga, smanjena je aktivnost negativne povratne sprege putem koje
progesteron inhibira GnRH pulsnu sekreciju. Poveéana sekrecija LH u odnosu na
sekreciju folikulostimuliraju¢eg hormona (eng. follicle-stimulating hormone, FSH) je
stimulisana pove¢anom frekvencom pulsne sekrecije GnRH. To na kraju dovodi do
anovulacije (normalne ili sniZene koncentracije FSH dovode do zastoja u rastu

dominantnog folikula) 1 viska androgena (sintezu androgena u jajnicima stimuliSu visoke



koncentracije LH) (24, 29). Koncentracije LH 1 FSH bi trebalo odredivati u folikularnoj
fazi, zbog njihove cikli¢ne sekrecije tokom menstrualnog ciklusa, ili nasumice u slucaju
amenoreje. Zbog poremecene sekrecije gonadotropina, u PCOS je odnos LH/FSH
povecan. Normalno uhranjene Zene sa PCOS imaju povecane vrednosti LH, pa samim
tim 1 odnos LH/FSH. Za razliku od njih, gojazne Zene sa PCOS imaju normalne vrednosti
LH kao i LH/FSH odnos (30), s$to ne iskljucuje dijagnozu PCOS. Medutim, s obzirom da
gojaznost uti¢e na visinu LH pulseva, ali ne i1 na frekvenciju (31), odredivanje LH/FSH

odnosa ne spada u dijagnosticke kriterijume za PCOS.

1.3. Kriterijumi za dijagnozu PCOS

Jasna i sveobuhvatna definicija PCOS je predmet stalne polemike stru¢ne javnosti.
Razne kombinacije simptoma i znakova ovog sindroma su tokom godina rezultirale
postojanjem razli¢itih dijagnostickih kriterijjuma uspostavljenih od strane brojnih
ekspertskih grupa (8). Objavljene su Cetiri definicije PCOS, pocevsi od 1990.godine, koje

i danas predstavljaju kriterijume za postavljanje dijagnoze ovog sindroma (Tabela 1).

Tabela 1. Definicije sindroma policisticnih jajnika

Zahteva prisustvo oba kriterijuma:
NIH/1990 1. Hiperandrogenizam (klini¢ki i/ili biohemijski)
2. Disfunkcija jajnika
Zahteva prisustvo najmanje dva kriterijuma:

Rotterdam 1. Hiperandrogenizam (klini¢ki i/ili biohemijski)
(ESHRE/ASRM) /2003 2. Hroni¢na anovulacija

3. Policisti¢na morfologija jajnika ultrazvu¢no verifikovana
Zahteva prisustvo hiperandrogenizma (klinicki i/ili biohemijski)
i bilo koji od slede¢ih kriterijuma:

AES/2006
1. Hroni¢na anovulacija
2. Policisti¢na morfologija jajnika ultrazvucno verifikovana
Zahteva istovremeno prisustvo:
AES-PCOSS /2009 1. Hiperandrogenizam (klinicki i/ili biohemijski)
2. Disfunkcija jajnika (hroni¢na anovulacija i/ili policisticna

morfologija jajnika ultrazvu¢no verifikovana)
NIH — National Institutes of Health; ESHRE — European Society for Human Reproduction and
Embriology; ASRM — American Society for Reproductive Medicine; AES — Androgen Excess
Society; AES-PCOSS — Androgen Excess Society and PCOS Society (8)
Americki Nacionalni institut za zdravlje (eng. National Institutes of Health, NIH) je

na konferenciji odrzanoj 1990. godine postavio tzv. NIH definiciju PCOS. Prema ovoj,
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najstarijoj, definiciji dijagnosticki kriterijumi za PCOS obuhvataju istovremeno prisustvo
hiperandrogenizma — klinicki (hirzutizam/akne) i /ili biohemijski i hroni¢ne anovulacije
bez obzira na morfologiju jajnika. Pri tome je potrebno iskljuciti druge uzroke navedenih
poremecaja kao Sto su kongenitalna adrenalna hiperplazija, KAH (eng. congenital
adrenal hyperplasia — CAH), tumori nadbubreznih Zlezda, hiperprolaktinemija i sl. Time
je naglaseno da je PCOS metabolicki i reproduktivni poremecaj (32). Medutim, s obzirom
da je policisticna morfologija jajnika (eng. polycystic ovary morphology, PCOM),
potvrdena ultrazvukom, dokazana kod 20-30% Zzena sa ovulatornim ciklusima, bez
hiperandrogenizma (33), veliki broj lekara (posebno evropskih) je smatrao da bi PCOM
trebala biti jedan od kriterijuma za postavljanje dijagnoze PCOS (8).

U Roterdamu 2003. godine, Evropsko udruzenje za humanu reprodukciju
1 embriologiju (eng. European Society of Human Reproduction and Embryology,
ESHRE) 1 Americ¢ko udruZenje za reproduktivnu medicinu (eng. American Society of
Reproductive Medicine, ASRM) konsenzusom su uspostavili nove kriterijjume za
definisanje i dijagnostiku PCOS prema kojima je neophodno prisustvo dva od sledeca tri
simptoma: hiperandrogenizam (klinicki i/ili biohemijski), hroni¢na anovulacija i PCOM
(34). Ipak, ni ova nova definicija, odnosno kriterijumi za dijagnozu PCOS nisu umanyjili
neslaganja izmedu lekara razlicitih specijalnosti, $to je jasno ilustrovano u studiji koja je
sprovedena 2005. godine (35), u kojoj su ucestvovali ginekolozi i endokrinolozi. Vec¢ina
ginekologa je smatrala PCOM glavnim kriterijumom za dijagnozu PCOS, dok je stav
endokrinologa bio da su najvazniji kriterijumi za dijagnozu PCOS hirzutizam
1 anovulacija (35). Roterdamski kriterijumi ne opisuju osnovne karakteristike PCOS,
s obzirom da izjednacavaju PCOM sa prisustvom hroni¢ne anovulacije
1 hiperandrogenizmom prilikom postavljanja dijagnoze. Primenom ove definicije, bitno
se povecao broj zena sa PCOS, kao 1 broj razli¢itih fenotipova ovog sindroma, ukljucujuci
1 Zene sa ovulatornim ciklusima i hiperandrogenizmom, odnosno Zene sa anovulatornim
ciklusima bez hiperandrogenizma (36).

Zbog toga je medunarodna organizacija Drustvo za viSak androgena (eng. Androgen
Excess Society, AES), 2006. godine, predlozila kompromisno reSenje izmedu dva seta
dijagnostickih kriterijuma. Njihova definicija PCOS zahteva obavezno prisustvo
hiperandrogenizma (klini¢kog i/ili biohemijskog) 1 prisustvo anovulacije i/ili PCOM (37).
Drustvo za viSak androgena 1 PCOS drustvo (eng. Androgen Excess Society and PCOS
Society, AES-PCOSS) 2009. godine su zajednicki definisali kriterijume gde je za



dijagnozu PCOS neophodno istovremeno prisustvo hiperandrogenizma (klinickog i/ili
biohemijskog) i ovarijalne disfunkcije i/ili policisti¢nih jajnika (38).

Pri postavljanju dijagnoze sindroma koris¢enjem Roterdamskih ili AES-PCOSS
kriterijuma, takode treba iskljuciti druge moguce uzroke hormonskih poremecaja koji
daju sli¢cnu klinicku sliku (KAH, disfunkcija tireoidne Zzlezde, hiperprolaktinemija,
neoplasti¢na sekrecija androgena, KuSingov sindrom, rezistencija na glukokortikoide kao
1 viSak androgena koji je izazvan lekovima i mnogi drugi poremecaji).

U zavisnosti od primenjenih dijagnostickih kriterijuma prevalenca PCOS je razliCita.
Primenom NIH kriterijuma, prevalenca dijagnostikovanog PCOS iznosi 6—8%, primenom
ESHRE/ASRM kriterijuma raste na 15-25%, dok se primenom AES-PCOSS kriterijuma
kre¢e izmedu 10-15%.

1.4. Karakteristike PCOS

1.4.1. Hiperandrogenizam (klini¢ki i biohemijski)

Hirzutizam je prisutan kod 60—70% zena sa PCOS S§to ga ¢ini naj¢eS¢om klinickom
manifestacijom hiperandrogenizma (2). Pored hirzutizma, klinicki hiperandrogenizam se
moze manifestovati 1 u vidu akni i/ili muskim tipom gubitka kose (38). Za razliku od
hirzutizma, akne 1 muski tip gubitka kose se javljaju u zna¢ajno manjem procentu kod
zena sa PCOS (prevalenca akni je 15-25%) (38). Hirzutizam je pojava dlakavosti kod
Zena na tzv. androgen-osetljivim podrucjima tj. mestima gde se dlake kod Zena normalno
ne pojavljuju (muski tip distribucije dlake) (8). lako je prevalenca hirzutizma u PCOS
visoka, procena stepena hirzutizma je i dalje sporna. Naime, brojne metode za objektivnu
procenu rasta dlake su skupe i1 dugotrajne, pa nisu pogodne za rutinsku klinicku praksu.
Sa druge strane, za procenu hirzutizma, danas je opSte prihvacen metod Ferriman-
Gallwey bodovni sistem (eng. Ferriman-Gallwey score, FG) (39). Ovaj metod stepenuje
rast terminalne dlake na skali od 0 do 4 na 11 anatomskih mesta i koristi zbir od 9 podrucja
za ukupni skor hirzutizma. Vrednost FG skora > 8 ili > 5 se smatra potvrdom hirzutizma
(8). Medutim, ovaj metod ima nekoliko nedostataka, pre svega veoma je subjektivan,
izjednaCava rast dlake na rukama i nogama i licu ili grudima, iako su ova podrucja
razli¢ito osetljiva na dejstvo androgena. Dodatno, starost i etnicka pripadnost uti¢u na

stepen maljavosti zbog razliitog stepena aktivnosti enzima Sa-reduktaze tako da se mogu



ocekivati razli¢ite normalne vrednosti izmedu razli¢itih populacija i starosnih grupa iako
one jo$ uvek nisu definisane (40).

Biohemijski hiperandrogenizam (hiperandrogenemija) je, mozda, najznacajnija
karakteristika PCOS. PoviSen nivo cirkuliSu¢ih androgena se zapaza kod znacajnog
procenta zena sa PCOS. Jajnici 1 nadbubrezne zlezde podjednako sintetiSu testosteron
i androstenedion kod zZena u reproduktivnom periodu (8), za razliku od
dehidroepiandrosteron-sulfata (eng. dehydroepiandrosterone sulfate, DHEAS) koji
isklju¢ivo sintetiSu nadbubrezne zlezde (41). Ova cCinjenica je klini¢ki znacajna posto
odredivanje bazalnih koncentracija androgena moze direktno da ukaze na poreklo
hipeandrogenemije. Pored toga, na nivo androgena uticu i godine starosti, $to je dokazano
postepenim padom njihovih koncentracija tokom vremena (42). Osim toga, nemaju svi
androgeni jednak efekat. Prekursor androstenediona, DHEA, ima najslabiju androgenu
aktivnost, dok je testosteron najvazniji cirkuliSu¢i androgen kod Zena.

Za procenu viska androgena kod Zena preporuceno je odredivanje koncentracije
testosterona (43), pri cemu se njegova koncentracija moze odredivati u bilo kom periodu
menstrualnog ciklusa (44). Medutim, postoji znacajno preklapanje vrednosti testosterona
izmedu PCOS Zena i1 zdrave kontrolne grupe (KG). Ovaj nedostatak osetljivosti je delom
posledica razlika izmedu testova razliCitih proizvodaca kao i1 nedovoljne tacnosti
odredivanja niskih koncentracija testosterona koje postoje kod zena (45). Vecina
laboratorija u kojima se odreduje testosteron koriste direktne imunotestove, bez
prethodne ekstrakcije hormona iz bioloSkog materijala (45, 46). Zapravo, vecéina
imunotestova meri viSe koncentracije testosterona u poredenju sa metodom gasna
hromatografija-masena spektrometrija (GH-MS) ili te¢ne hromatografije 1 tandem
masene spektrometrije (TH-MS/MS) koje predstavljaju zlatni standard u odredivanju
koncentracije steroidnih hormona (47, 48). Ipak, ove metode su jako skupe i1 koriste se
u ograni¢enom broju laboratorija, tako da nisu pogodne u svakodnevnoj klinickoj praksi.
Zbog toga se namece pitanje, da li treba odredivati koncentraciju ukupnog ili slobodnog
testosterona? Najveci procenat testosterona u cirkulaciji je ¢vrsto vezan za globulin
koji vezuje polne hormone (eng. sex hormone-binding globulin, SHBG) (65%)
i slabije vezan za albumin (33%). Faktori koji snizavaju koncentraciju SHBG
(hiperinsulinemija - insulin snizava sintezu SHBG u jetri, gojaznost, hormon rasta
(eng. growth hormone, GH) 1 glukokortikoidi), odnosno faktori koji povecavaju

koncentraciju SHBG (estrogen i tiroksin - T4) uti¢u na nivo ukupnog testosterona (8).



Niska koncentracija SHBG ima izuzetnu dijagnosticku tacnost za postavljanje dijagnoze
PCOS u poredenju sa merenjem serumskih koncentracija androgena $to su pokazale
epidemioloske studije (49).

AES 1 Endokrinolosko drustvo (eng. Endocrine Society) su predlozili kao
najkorisnije za dokazivanje hiperandrogenemije u PCOS, odredivanje koncentracije
slobodnog testosterona primenom visoko osetljivih testova. CirkuliSu¢i nivoi slobodnog
testosterona odrazavaju istovremeno stepen sinteze testosterona u jajnicima
1 nadbubreznim zlezdama kao i udeo testosterona koji je vezan za SHBG. Dakle, u PCOS
koncentracija slobodnog testosterona moze biti povecana uz normalne nivoe ukupnog
testosterona (50). Ipak, analiticka tacnost testova koji se koriste za odredivanje
koncentracije slobodnog testosterona ne preporucuje njegovo odredivanje za procenu
hiperandrogenemije u PCOS (46).

Zbog prethodno navedenih razloga, definisan je indeks slobodnih androgena (eng.

hiperandrogenemije u PCOS (38). Predstavlja odnos ukupnog testosterona i SHBG:

_ Ukupni testosteron (nmol/L)

FAI = 100
SHBG (nmol/L) i

I dalje postoje razli¢ita misljenja u pogledu vrste androgena koje treba odredivati za
procenu hiperandrogenemije u PCOS. Rezultati velikih studija pokazuju da oko 30% Zena
sa PCOS ima povecane koncentracije androstenediona (neposredni prekursor
testosterona, koji nema afinitet za vezivanje za SHBQ) 1 1o§iji metaboli¢ki profil, odnosno
ozbiljniji oblik PCOS (8). S obzirom na poreklo DHEAS (isklju¢ivo ga sintetiSu
nadbubrezne Zlezde) 1 Sto je povecan kod 10% zZena sa PCOS, nije ga neophodno
odredivati rutinski u PCOS. DHEAS je dobar prediktor viska androgena jedino u slucaju

suspektnih androgen sekretujucih tumora (51, 52).



1.4.2. Poremecaj funkcije jajnika

Anovulacija je, 1990. godine, istaknuta kao glavna manifestacija PCOS. Poremecaj
menstrualnog ciklusa, kod Zena sa PCOS, nastaje zbog anovulacije 1 obi¢no se ispoljava
u obliku oligomenoreje ili amenoreje. Oligomenoreja predstavlja menstrualne cikluse koji
traju duze od 35 dana i obi¢no ih ima manje od 6 do 8 godisnje, dok amenoreja predstavlja
odsustvo menstrualnog krvarenja duze od tri meseca, bez prisustva trudnoce (53).
Anovulatorne cikluse 1ima 20-50% zena sa PCOS, sa Kkarakteristikama
hiperandrogenizma i urednim menstrualnim ciklusima (2). Sa druge strane, ¢ak oko 80%
zena sa PCOS ima poremecéene menstrualne cikluse (54, 55). Zbog Cinjenice da kod
devojaka sa PCOS postoji poremecaj uspostavljanja regularnih menstrualnih ciklusa iako
se menarha javlja pravovremeno (36) postavljanje dijagnoze u ovom uzrastu je otezano
ali vaZno zbog ¢injenice da 1 devojke bez PCOS, u tom uzrastu, mogu da imaju neredovne
cikluse i do 5 godina posle menarhe. Definicija hroni¢ne anovulacije u PCOS se zasniva
na: a) isklju¢enju drugih uzroka anovulacije (hiperprolaktinemija, hipotireoidizam, itd.)
1 b) izostankom pika progesterona u lutealnoj fazi menstrualnog ciklusa (8. do 12. dana
pre ciklusa) 1/ili odsustvom Zutog tela (potvrdeno ultazvucnim pregledom jajnika) tokom
3 uzastopna ciklusa (8). Serumska koncentracija progesterona >10 nmol/L potvrduje
skoru ovulaciju. Znacajan broj studija je dijagnostikovao anovulaciju ukoliko su zene
imale manje od 10 menstrualnih ciklusa godisnje. To je rezultiralo velikim brojem laZzno
pozitivnih rezultata (zene koje su imale 8 ciklusa, a koji su bili ovulatorni), odnosno lazno
negativnih rezultata (Zene koje su imale vise od 10 ciklusa tokom godine, a koji su bili
anovulatorni, posebno u slu¢aju ucestalih krvarenja) u ispitivanim PCOS grupama. Opste
je poznato da zdrave Zene, sa redovnim menstrualnim ciklusima, mogu imati 1-2
anovulatorna ciklusa godi$nje. Stavise, s obzirom da abdominalna gojaznost i IR snazno
koreliraju sa anovulacijom, promena iz anovulacije u ovulaciju je dokazana kod Zena sa
PCOS koje su podvrgnute dijetetskom rezimu ishrane koji vodi relativno brzom gubitku
telesne tezine. Stoga je moguce da smanjenje indeksa telesne mase, ITM (eng. body mass

index, BMI) za 5-10% moze ponovo dovesti do pojave ovulacije (56).
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1.4.3. Policisti¢ni jajnici — ultrazvuéne karakteristike

Primenom Roterdamskih kriterijuma iz 2003. godine, postojanje policisti¢nih jajnika
se potvrduje prisustvom > 12 folikula, pre¢nika 2-9 mm ili volumenom jajnika >10 cm?,

u jednom ili oba jajnika (8) (Slika 2).

Slika 2. Normalan i policistican jajnik prikazan transvaginalnom ultrasonografijom
tokom folikularne faze menstrualnog ciklusa

Budu¢i da se PCOM dijagnostikuje metodom transvaginalne ultrasonografije,
merenje zapremine jajnika, odnosno broja folikula i njihove veli¢ine je krajnje
subjektivno 1 zavisi od preciznosti, iskustva i paznje lekara. Sa pojavom ultrasonografije
visoke rezolucije, kod ¢ak vise od 50% mladih Zena sa ovulatornim ciklusima potvrdeno
je >12 folikula, precnika 2-9 mm u jajniku (57). Pitanje broja folikula po jajniku kao
kriterijuma za potvrdu njihove policistiéne morfologije, pa samim tim i dijagnoze PCOS,
pokrenule su i dve skorasnje studije u kojima su poredene zene sa PCOS i zdrava KG
(58, 59). U zakljucku, obe studije predlazu podizanje dijagnostickog praga na >19,
odnosno >26 folikula po jajniku za dijagnostikovanje PCOM. Volumen jajnika
predstavlja dobar surogat marker PCOM, iako u poredenju sa brojem folikula po jajniku
ima nizu osetljivost u razdvajanju Zena sa PCOS u odnosu na KG. Stoga, primena ovog
markera u potvrdivanju PCOM je preporucljiva u slu¢ajevima kada nije moguce primeniti
transvaginalnu ultrasonografiju, npr. u sluaju adolescentkinja (34). Prevalenca
policisti¢nih jajnika zavisi od starosti. Oko 20% Zena u reproduktivnom dobu ima PCOM,
bez znakova hiperandrogenizma i anovulacije, dok je procenat PCOM joS§ i ve¢i kod
adolescentkinja $to se, medutim, reguliSe tokom godina. Na kraju, spontana ovulacija

moze potpuno da normalizuje PCOM, posebno broj folikula.
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1.5. Faktori rizika za kardiovaskularne bolesti u PCOS

Najces¢i uzrok smrtnosti u svetu su KVB. Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije (eng. World Health Organization, WHO) iz 2012. godine 17,5 miliona ljudi
godis$nje umire od KVB, §to predstavlja 31% svih smrtnih slu¢ajeva u svetu (60). Sli¢na
situacija je 1 u Srbiji, gde su tokom 2014. godine uzrok smrti kod 53,3% populacije bile
KVB (61). Da bi se stopa smrtnosti smanjila treba primeniti strategiju koja se sastoji od
nadzora i1 pracenja pacijenata, prevencije 1 smanjenja faktora rizika i poboljSanja
zdravstvene nege kroz ranu detekciju i pravovremenu primenu odgovarajuceg tretmana.

Mnoge studije su pokazale da postoji medusobna povezanost faktora rizika za KVB,
poput abdominalne gojaznosti, dislipidemije, IGT, T2DM, OS, inflamacije i hipertenzije,
sa znacima PCOS (62). Medutim, prisustvo faktora rizika ne znaci automatski i povecan
rizik, pa je veza izmedu PCOS 1 rizika za KVB jo§ uvek nerazjasnjena i predmet
aktuelnih istrazivanja (63). Brojne velike klini¢ke studije jo$ uvek nisu dale podatke
o kardiovaskularnom morbiditetu i mortalitetu u PCOS, verovatno iz razloga $to nisu
obezbedile dugotrajno prac¢enje ovih Zena. Jo§ uvek nije definisan specifican model za
procenu rizika za razvoj KVB u kasnijem Zivotnom dobu za Zene mlade od 40 godina sa
dijagnozom PCOS. Neke studije su pokusale da rizik procene primenom Framingamskog
skora rizika koji predstavlja verovatnocu za razvoj koronarne sr¢ane bolesti u narednih
10 godina. Medutim, rizik nije bio poviSen (<10% verovatno¢e za pojavu koronarne
sr€ane bolesti se smatra niskim rizikom) i nije se razlikovao izmedu PCOS 1 KG (64).
McMahan sa saradnicima je definisao proracun za procenu skora rizika za osobe mlade
od 40 godina, koji koristi tradicionalne faktore rizika: starost, hipertenzija, dijabetes,
niska koncentracija holesterola u lipoproteinima visoke gustine, HDL-H (eng. high-
density lipoprotein cholesterol, HDL-C), visok non-HDL-H (eng. non-HDL cholesterol
— non-HDL-C), gojaznost 1 pusSenje u cilju procene verovatnoce za prisustvo znacajne
aterosklerotske lezije na koronarnim arterijama i abdominalnoj aorti, ¢ime se predvida

rizik za pojavu koronarne sr¢ane bolesti kasnije u toku zivota (65).
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1.5.1. Gojaznost

Odavno je ustanovljeno da gojaznost, posebno abdominalna/visceralna, ima
presudnu ulogu u patofiziologiji PCOS i znacajno doprinosi ozbiljnom KV riziku kod
ovih Zena. Prevalenca gojaznosti u PCOS se krece izmedu 30-75% prema podacima
brojnih studija (66) i moze se objasniti ve¢ pomenutim ,,zacaranim krugom* koji
formiraju gojaznost, IR i hiperandrogenemija.

Abdominalna/visceralna (centralna) gojaznost predstavlja preteranu akumulaciju
masnog tkiva u predelu stomaka i abdomena, a procenjuje se preko obima struka
(eng. waist circumference, WC). Abdominalna gojaznost je koristan klinic¢ki prediktor
metabolickih poremecaja u PCOS, ¢ak i pre njihove pojave (44), a u visokom stepenu
korelira i sa endokrinim i reproduktivnim poremecajima (67). IR 1 hiperinsulinemija koje
su ispoljenije u prisustvu gojaznosti, uzrokuju smanjenu sintezu SHBG u jetri §to rezultira
visim koncentracijama bioloski aktivnih androgena (testosterona), odnosno
hiperandrogenemijom u PCOS (68). Moguce je da od ranog uzrasta, visak androgena
favorizuje razvoj abdominalne gojaznosti i time indirektno nastanak IR (13). Distribucija
masnog tkiva u abdominalnu regiju (abdominalna gojaznost) ne moze u potpunosti da
objasni metaboli¢ke poremecaje koji su prisutni u PCOS, ali se smatra da abdominalna
gojaznost u velikoj meri odreduje PCOS fenotip (69). Masno tkivo je dinamican
endokrini organ koji ucestvuje u sintezi i1 sekreciji vaznih hormona i citokina, kao
1 u regulaciji brojnih metabolic¢kih i inflamatornih procesa (70). Kod Zena sa PCOS,
dokazano je da masno tkivo ima izmenjenu morfologiju, kao 1 funkciju. Adipociti Zena
sa PCOS su hipertrofi¢ni, posebno u slucaju viska androgena (71). Ova hipertrofija
adipocita je ukljuena u inicijaciju niskostepene inflamacije dovode¢i do fenomena
kompresije, hipoperfuzije (smanjene vaskularizacije) masnog tkiva 1 hipoksije
1 posledi¢nog oslobadanja brojnih medijatora inflamacije. Kao rezultat, lokalna
inflamacija dovodi do poremecaja funkcije adipocita, nekroze ¢elija i kona¢no do IR (72),
a kasnije 1 do T2DM 1 drugih KV faktora rizika (73).

Uzrok abnormalne morfologije i funkcije masnog tkiva u PCOS je jo§ uvek
nerazjaSnjen. Dostupni rezultati upucuju na indirektnu ulogu androgena. Androgeni
stimuli$u hipertrofiju adipocita, mehanizmima koji ukljucuju aktivaciju enzima i proteina
koji ucestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata 1 lipida, u nastanku OS 1 diferencijaciji
preadipocita u zrele adipocite. Dodatno, androgeni pojacavaju lipolizu $to dovodi do

povecanog oslobadanja slobodnih masnih kiselina (SMK) (74). Medutim, u bliskoj
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buduénosti trebalo bi temeljnije prouciti unutrasnje defekte u proliferaciji i diferencijaciji

adipocita.

1.5.2. Insulinska rezistencija

Insulinska rezistencija (IR) je stanje u kome ¢elije organizma ne reaguju na prisutnu
koncentraciju insulina tako da insulin ne moze da ostvari svoje metabolicke aktivnosti.
To ima za posledicu poveéanje cirkuliSu¢e koncentracije insulina u cilju realizacije
njegovih metabolickih efekata (75, 76). Insulin je jedini hipoglikemijski hormon
u organizmu koji reguliSe nivo glukoze u krvi putem stimulacije ulaska glukoze u celije
insulin zavisnih tkiva (skeletni misici, sréani mi$i¢ i adipociti), supresije glukoneogeneze
u jetri i lipolize u masnom tkivu. Smatra se da je IR jedan od osnovnih patofizioloskih
mehanizama u PCOS (34). Prevalenca IR je visoka i krece se izmedu 60-80% kod Zena
sa PCOS, odnosno 95% kod gojaznih PCOS Zena (66).

Na Slici 3 prikazano je visestruko dejstvo insulina na razlicita tkiva i organe kod

zena sa PCOS.

GENETSKI FAKTORI
+
FAKTORI OKOLINE
1 Sinteza glukoze u jetri ‘ Disfunkcija €;—"‘/’
1 Glukoneogeneza HIPERINSULINEMIJA p-celija w—
1 Glikogenoliza INSULINSKA Pankreas
— REZISTENCIJA (IR)
Jetra G \\
1 TG, | HDL ‘
1 Androgeni TA
Jajnik
Selektivna IR na
1 Markeri inflamacije nivou jajnika:
(1 TNF-o, 1 IL-6) e | Metabolizam
glukoze
Masno tkivo e 1 Steroidogeneza

Slika 3. Visestruki efekti insulinske rezistencije u PCOS (77)
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IR ne zavisi od gojaznosti, s obzirom da i normalno uhranjene 1 gojazne Zene sa
PCOS mogu biti insulin rezistentne u poredenju sa, po tezini, odgovaraju¢om KG. Ipak,
IR je izrazenija kod gojaznih PCOS Zena (3, 77). Kompromitovana sekrecija insulina
podsti¢e povecanu sekreciju androgena iz jajnika 1 nadbubreznih zlezda u PCOS 1 uz
prisutnu gojaznost povecava prevalencu IGT. IR je glavni patogenetski mehanizam koji
u PCOS dovodi do razvoja kardiometabolic¢kih poremecaja, poput IGT, T2DM, aterogene
dislipidemije, OS, hroni¢ne inflamacije, endotelne disfunkcije i drugih. Osnovni
mehanizam koji dovodi do IR u PCOS je defekt u post-receptorskom insulinskom
signalnom putu. Defekt je izraZzen kroz povecanu serin/treonin fosforilaciju supstrata za
insulinski receptor (eng. insulin receptor substrate, IRS), odnosno inhibiranu fosforilaciju
tirozina u IRS 1 posledicnu proteinsku degradaciju IRS (78). Inhibicijom tirozin
fosforilacije IRS, kao i njegovom delimi¢nom razgradnjom, smanjuje se kapacitet IRS da
se veze za receptor za insulin, odnosno smanjena je insulinom posredovana nishodna
aktivacija fosfatidilinozitol 3-kinaze (eng. phosphatidylinositol-3-kinase, P13 kinase).
Time je ometeno prenoSenje signala ka ciljnoj ¢eliji u insulinskom signalnom putu Sto
vodi defektu u dejstvu insulina i/ili poremecenoj sekreciji insulina, smanjenoj ekspresiji
transportera tip 4 za glukozu (eng. glucose transporter type 4, GLUT4) i smanjenom
transportu glukoze u ¢eliju. Posledica svega je IR na nivou perifernih tkiva (skeletni
misi¢i, masno tkivo) (2) (Slika 4). Dokazano je da IR, odnosno kompenzatorna
hiperinsulinemija dovode direktno do hipertrofije endotelnih i glatkih miSiénih celija
u zidu krvnih sudova kod zena sa PCOS. Naime, IR smanjuje sintezu i sekreciju
azot-monoksida (NO), odnosno pojacava njegovu inaktivaciju nakon oslobadanja iz
endotelnih cCelija. Hiperinsulinemija stimuliSe sintezu vazokonstriktora, poput
endotelina-1. Kao rezultat svega, dolazi do povecanja neelasticnosti krvnih sudova
1 smanjenog vazodilatatornog dejstva insulina (79) (Slika 4). U arterijama skeletnih
misic¢a, insulin istovremeno stimuliSe sintezu NO i endotelina-1 1 neravnoteza izmedu
oslobadanja ova dva medijatora moze predstavljati osnovni patofizioloski mehanizam
kojim IR doprinosi razvoju endotelne disfunkcije, vaznog faktora rizika za KVB. Naime,
sinteza NO u endotelnim celijama je posredovana PI3 kinaza-zavisnim insulinskim-
signalnim putem koji ima izrazite sli¢nosti sa metaboli¢kim putem u skeletnim misi¢ima
putem koga insulin reguliSe ulazak glukoze u celije. Endotelne Ccelije sekretuju

vazokonstriktor, endotelin-1, posredstvom posebnog nemetabolickog MAP kinaza-
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zavisnog insulinskog-signalnog puta (eng. mitogen-activated protein kinase — MAP
kinase) (Slika 4).

U stanju metaboli¢ke IR, u endotelu, dolazi do specificnog oste¢enja PI3 kinaza-
zavisnog signalnog puta, dok je MAP kinaza-zavisni signalni put neoste¢en Sto dovodi
do neravnoteze izmedu sinteze NO i sekrecije endotelina-1, odnosno do vazokonstrikcije,

smanjenog protoka krvi i pogorSanja IR (66).

Insulin
M

li

|Rf'1 Insulin receptor Shc
PI3 kinaza Grb-2/Sos
} v
PDK-1 Ras
' v
Akt Rff
' MAP kinaze
Nishodni
efektori Nishodni efektori
v I'd 4
-- eNOS
Translokacija h ] ET-1
GLUT4 NO Povecana
. { mitogeneza Vazokonstrikcija
Preuzimanje glukoze Vazodilatacija
Skeletni Vaskularni Vaskularni
misié endotel endotel

Slika 4. Opste karakteristike insulinskih signalnih puteva, PI3-kinaze i MAP kinaze (80)

Dokazano je da Zene sa PCOS imaju poviSene nivoe endotelina-1 (81). Postoje
1 drugi mehanizmi koji povezuju IR 1 endotelnu disfunkciju, poput povecanog OS, dejstva
razli¢itih hormona 1 citokina iz masnog tkiva.

Poremecaji koji koegzistiraju u PCOS, poput hiperandrogenemije, disfunkcije
masnog tkiva, niskostepene inflamacije, povec¢ane sekrecije markera inflamacije, npr.
faktora nekroze tumora-a (eng. tumor necrosis factor-o, TNF-a) i SMK mogu dodatno

pogorsati IR (82).
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1.5.3. Dislipidemija

Najces¢a kardiometabolicka komplikacija u PCOS je dislipidemija iako tip
1 obim poremecaja variraju. Prema podacima vodi¢a Nacionalnog programa o ucenju
o holesterolu, (eng. National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111,
NCEP ATP III) ¢ak 70% zena sa PCOS ima grani¢ne ili poviSene nivoe lipida (11).
Dislipidemija obi¢no ukljucuje niske koncentracije holesterola u lipoproteinima visoke
gustine, HDL-H, hipertrigliceridemiju i visoke koncentracije holesterola u lipoproteinima
niske gustine, LDL-H (eng. low-density lipoprotein cholesterol — LDL-C). Razli¢iti tipovi
dislipidemije u PCOS su rezultat medusobnog uticaja hiperandrogenizma, IR, faktora
okoline (ishrana, fizicka aktivnost) i genetskih faktora. Kod gojaznih Zena sa PCOS
najcesce je prisutna aterogena dislipidemija, koju karakteriSu hipetrigliceridemija, niske
koncentracije HDL-H 1 poviSene koncentracije malih gustih LDL cestica (eng. small
dense LDL particles, sdLDL), koje su posebno aterogena forma lipoproteina. Ovaj oblik
aterogene dislipidemije, zajedno sa niskostepenom inflamacijom je u korelaciji sa IR
(83, 84), a IR 1 hiperandrogenemija mogu doprineti pove¢anju malih, gustih LDL estica
(85). Prisustvo malih, gustih LDL cCestica, uz normalne koncentracije LDL-H, je udruzeno
sa visokom incidencom koronarne arterijske bolesti (KAB) (11). Zbog medusobnog
preklapanja patofizioloSkih mehanizama gojaznosti 1 IR, prevalenca aterogene
dislipidemije je veca kod gojaznih zena (70% PCOS populacije u SAD-u ima ovaj tip
dislipidemije). Medutim, u zemljama gde preovladuje nizi ITM u PCOS populaciji
(npr. evropskim), ova prevalenca je daleko niza (86). Dislipidemija, koju karakterise
visoka koncentracija LDL-H, ima manju prevalencu u PCOS, na nju manje utice
gojaznost, ali je pod veéim uticajem hiperandrogenemije. Pretpostavlja se da viSak
androgena moze rano da modifikuje veli¢inu LDL Cestica (eng. low density lipoprotein,
LDL) kod Zena sa PCOS (87), omogucavajuci duZzi period za njihovu dalju oksidativnu
modifikaciju $to vodi ka aterogenijem potencijalu ovih Cestica (88). Dodatno, povecane
koncentracije oksidovanog LDL (eng. oxidized LDL, OxLDL), pouzdanog prediktora
KAB, su potvrdene kod Zena sa PCOS, $to upucuje na postojanje veze izmedu izmenjenog

lipidnog metabolizma i OS u PCOS (88).
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1.5.4. Oksidativni stres i inflamacija

Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu povecanog stvaranja reaktivnih
kiseoni¢nih jedinjenja (eng. reactive oxygen species, ROS) 1 ograni¢enog kapaciteta
antioksidativne odbrane. Odlikuje ga ireverzibilno oSte¢enje skoro svih celijskih
komponenti (proteina, lipida i DNK) §to vodi poremecaju funkcije ¢elija (82). Dakle, OS
nastaje usled poremecaja ravnoteze izmedu prooksidativnih i antioksidativnih ¢inioca, $to
vodi prekomernom stvaranju ROS, pa je kao takav ukljuc¢en u patogenezu mnogih bolesti,
poput dijabetes melitusa, ateroskleroze, gojaznosti, IR kao i procesa starenja (89, 90).
Iako je OS vazna karika u patogenezi PCOS (koja i dalje nije u potpunosti razjasnjena),
jos§ uvek nije utvrdeno da li su poveéani nivoi OS u PCOS posledica samog sindroma ili
su povezani sa njegovim potencijalnim komplikacijama. To je delimi¢no posledica
¢injenice da karakteristike PCOS, poput viska androgena, IR, gojaznosti i abdominalne
gojaznosti znacajno doprinose razvoju OS (91).

U PCOS potencijalni izvori ROS su masno tkivo, oksidativno izmenjene masne
kiseline, hiperglikemija, aktivacija razli¢itih enzima: NADPH-oksidaze-Nox enzimi,
ksantin-oksidaze-Xox, dekuplovane endotelne azot-monoksid sintaze (eng.
endothelial nitric oxide synthase, eNOS) i disfunkcija mitohondrija (82). ROS nastaju
u Celijama dejstvom molekula kiseonika 1 predstavljaju heterogenu grupu slobodnih
1 neslobodnih kiseoni¢nih radikala, poput superoksid anjona (O ~), hidroksi radikala
(OH) i vodonik-peroksida (H202). Najvece koli¢ine ROS nastaju u mitohondrijama, kao
posledica ,,curenja* elektrona iz elektronskog transportnog lanca uz ucesce velikog broja
enzima: Nox, superoksid dismutaze (eng. superoxide dismutase, SOD), katalaze
1 glutation peroksidaze (eng. glutathione peroxidase, GPx) (92).

Endotelne Celije su drugi vazan izvor ROS, kao 1 reaktivnih azotnih jedinjenja (eng.
reactive nitrogen species, RNS) (93). RNS nastaju u reakciji NO 1 Oy ~. NO je vazan
regulator vaskularne homeostaze, koji reguliSe tonus glatkih miSiénih ¢elija u zidu krvnih
sudova, krvni pritisak, aktivaciju trombocita i vaskularne signalne puteve (94). SintetiSe
se iz prekursora L-arginina dejstvom enzima eNOS. U stanju OS i povecanog stvaranja
ROS, NO reaguje sa ROS 1 nastaje peroksinitrit (ONOO") kao i druga RNS koja su jaki
oksidansi. ONOO™ je najpotentniji RNS, odgovoran za lipidnu peroksidaciju celijske
membrane kao 1 niz drugih oksidativnih oSte¢enja u ¢elijama. Stoga, NO je istovremeno
1 koristan 1 Stetan molekul. Korisni efekti NO se ogledaju u uklanjanju ROS, sprecavanju

lipidne peroksidacije, posreduje u otklanjanju posledica OS, dovodi do vazodilatacije
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1 time uspostavlja normalan protok krvi, ograni¢ava stvaranje ROS pod dejstvom Nox,
inhibira agregaciju trombocita, a takode, moze da smanji oksidaciju LDL cestica (11).

Ve¢ je pomenuto, da je sinteza NO posredovana PI3 kinaza-zavisnim insulinskim-
signalnim putem u endotelnim ¢elijama, ali u PCOS u stanju IR dolazi do oStecenja ovog
signalnog puta Sto ima za posledicu poremecaj sekrecije NO (95). OS inicira sintezu
ONOO™ koji ostecuje tirozinske ostatke u proteinima i izaziva lipidnu peroksidaciju ¢iji
je krajnji proizvod malondialdehid (eng. malondialdehyde, MDA). Dalje, ONOO™
inhibira aktivnost enzima SOD kao i drugih antioksidativnih molekula ¢ime stimuliSe
stvaranje ROS unutar ¢elije 1 pojacava OS posredovano ostecenje (11).

Masno tkivo, odnosno oksidacija masnih kiselina kao i hiperglikemija, takode
predstavljaju potencijalne izvore ROS u PCOS.

Antioksidansi su hemijska jedinjenja koja prekidaju oksidativne procese u ¢elijama
1 uklanjaju slobodne radikale. Postoje 2 tipa antioksidanasa: enzimski i neenzimski.
U enzimske antioksidanse spadaju klju¢ni enzimi koji neutralisu viSak ROS i RNS: SOD,
katalaza, paraoksonaza-1 (eng. paraoxonase I, PON1), GPx, glutation reduktaza (eng.
glutathione reductase, GR). U neenzimske antioksidanse spadaju egzogeni i endogeni
molekuli sa redukuju¢im osobinama, poput glutationa, vitamina C, A, selena (Se) ¢ija je
uloga da odrzavaju redoks balans (96).

Razli¢ite studije su pokazale da OS =znafajno korelira sa gojaznosScu, IR,
hiperandrogenijom i hroni¢nom inflamacijom (97, 98).

S obzirom da IR ne zavisi nuzno od gojaznosti, iako je prevalenca IR veca kod
gojaznih zena sa PCOS, IR se smatra osnovnim mehanizmom kojim gojaznost doprinosi
razvoju OS. Abdominalno masno tkivo je lipoliticki aktivnije (zbog povecanja
adrenergicnih receptora) 1 istovremeno rezistentnije na antilipoliticko dejstvo insulina §to
dovodi do povecanog nivoa cirkuliSu¢ih SMK. IR podstice OS zato §to hiperglikemija
1 visoka koncentracija SMK dovode do produkcije ROS (99). Kada se visak glukoze ili
SMK apsorbuje u celiju, sintetiSe se velika koli¢ina redukuju¢ih metabolita: piruvat
1 acetil koenzim A, Ac-KoA (eng. acetyl coenzyme A, Acetyl-CoA). Njihov povecan
ulazak u mitohondrije radi dalje oksidacije, dovodi do pojacane aktivnosti elektronskog
transportnog lanca i transfera 1 elektrona $to na kraju vodi povecanoj sintezi ROS (72).
Kod zena sa PCOS, nezavisno od abdominalne gojaznosti, a kao odgovor na
hiperglikemiju, primecena je povecana produkcija ROS u mononuklearnim ¢elijama

putem stimulisane sekrecije inflamatornih markera TNF-a 1 nuklearnog faktora-kapa B
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(eng. nuclear factor kappa B, NF-kB) 1 aktivacije Nox (100). Pored mononuklearnih
¢elija, razlicite izoforme ovog enzima iz endotela, fibroblasta, vaskularnih glatkih
misiénih ¢éelija i sr€anih miSiénih ¢elija doprinose povecanom stvaranju ROS u PCOS
1 znaCajno su povezane sa aterosklerozom 1 hipertenzijom (101). Hiperglikemija
istovremeno menja aktivnost enzimskih antioksidanasa ¢ime otezava OS (98).
Hiperandrogenemija znacajno doprinosi hiperglikemijom-posredovanom OS putem
senzibilizacije leukocita na hiperglikemiju i ushodnom regulacijom ekspresije razlicitih

markera inflamacije Cak i kod mrSavih (vitkih) PCOS Zena (102) (Slika 5) .
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Slika 5. Interakcija izmedu oksidativnog stresa, inflamacije, insulinske rezistencije
i hiperandrogenemije u patofiziologiji PCOS (103)

Ranije studije su takode pokazale da OS igra vaznu ulogu u razvoju IR u PCOS. ROS
imaju kriti¢nu ulogu u procesu inflamacije, jer stimuliSu oslobadanje TNF-a, poznatog
medijatora IR 1 interleukina-6 (IL-6). Proinflamatorni medijatori, za uzvrat, dodatno
pogorSavaju stepen IR. Naime, TNF-a inhibira fosforilaciju supstrata za insulinski

receptor na tirozinskim ostacima, a to vodi smanjenoj ekspresiji GLUT4 i smanjenom

transportu glukoze u ¢eliju, a IL-6 povecava fosforilaciju serina na insulin receptor
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supstratu-1 (IRS-1) (104). Ova saznanja ukazuju na to da IR u PCOS moze da prethodi
nastanku T2DM, koji je dokazano faktor rizika za KVB.

OS je vazna karika u nastanku endotelne disfunkcije u PCOS. Hiperglikemija,
hroni¢na inflamacija i IR stimuliSu povecano stvaranje ROS u endotelnim ¢elijama, koje
prevazilazi kapacitet Celijske antioksidativne odbrane, tj. enzimskih i1 neenzimskih
antioksidanasa. ROS, nastali dejstvom razli¢itih oksidaza, napadaju klju¢ne regulatorne
proteine u endotelnim ¢elijama ¢ime remete njihovu funkciju, odnosno podsti¢u razvoj
vaskularne bolesti 1 ateroskleroze (105).

Hroni¢na niskostepena inflamacija je vazna karakteristika PCOS 1 dokazano je da
ucestvuje u njegovoj patogenezi 1 razvoju (106). Poznato je da inflamacija ucestvuje
u inicijaciji 1 progresiji ateroskleroze i da su hroni¢na inflamacija i OS povezani
u pomenutim patoloskim procesima (107). Brojni dokazi idu u prilog konceptu formiranja
povratnih sprega, gde inflamacija indukuje stvaranje ROS, dok OS pogorSava inflamaciju
(108). Ovi mehanizmi su opisani u endotelu i adipoznom tkivu. Hroni¢na inflamacija
zajedno sa OS ushodno regulise endotelnu disfunkciju i naposletku aktivira formiranje
aterosklerotskog plaka. C reaktivni protein (eng. C-reactive protein, CRP), inflamatorni
marker ¢ije su koncentracije povecane kod Zena sa PCOS, nishodno reguliSe aktivnost
eNOS (inhibira je) ¢ime smanjuje bioraspolozivost NO, a povecava nivoe endotelina-1
1 razli¢itih adhezivnih molekula 1 hemoatraktanata ukazuju¢i na proinflamatorni
1 proaterosklerotski fenotip PCOS (109).

Za procenu OS u PCOS danas se koriste brojni cirkuliSu¢i markeri oksidativnog
ostecenja, tzv. prooksidansi, odnosno proizvodi njihovog delovanja: homocistein —
nezavisni faktor rizika za KVB, MDA — krajnji proizvod lipidne peroksidacije, koji
odrazava oksidativno oSteCenje celije, asimetri¢ni dimetilarginin (eng. asymmetric
dimethylarginine, ADMA) — glavni endogeni inhibitor aktivnosti NOS 1 medijator
endotelne disfunkcije i posledicne ateroskleroze, uznapredovali proizvodi oksidacije
proteina (eng. advanced oxidation protein products, AOPP) — marker oksidacijom
posredovanog oSteCenja proteina 1 mocan medijator inflamacije, prooksidativno-
antioksidativni balans (eng. prooxidant-antioxidant balance, PAB), parametar koji
odrazava istovremeno prisustvo prooksidanasa i antioksidanasa u Zivim sistemima,
totalni oksidativni status (eng. fotal oxidant status, TOS) — agregativan (ukupni) indeks
oksidativnog kapaciteta plazme, kao 1 antioksidansi: totalni antioksidativni status

(eng. total antioxidant status, TAS) — agregativan (ukupni) indeks antioksidativnog
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kapaciteta plazme, SOD — antioksidativni enzim koji konvertuje O2-~u H2O» 1 §titi
¢elije od dejstva ROS, ukupne sulthidrilne grupe (eng. sulfhydryl group, SH-grupe) —
Cistaci slobodnih radikala i PONI — antioksidativni enzim (62). Aktivnost
1 koncentracija PON1 mogu biti smanjene u stanjima OS, ¢ime se dodatno povecava rizik
za razvoj KVB. Ranije studije su pokazale da je smanjena aktivnost PON1 povezana sa
IR (110). OS doprinosi smanjenju aktivnosti PON1 kroz promene redoks statusa
slobodnih sulfhidrilnih grupa proteinskog molekula ovog enzima, posebno sulfhidrilne
grupe aminokiseline cistein koja se nalazi u aktivhom centru enzima (111). Stoga,
neophodno je standardizovati sve markere koji ukazuju na izrazen OS, tj. smanjenu

antioksidativnu zastitu, te na taj na¢in procenjivati nivo OS kod svakog pojedinca.

1.5.5. Heterogenost LDL i HDL ¢estica

Odredeni broj studija se bavio ispitivanjem promena OS i antioksidativne zaStite na nivou
lipoproteinskih subfrakcija (LDL, lipoprotein male gustine, eng. low density lipoprotein
1 HDL, lipoprotein visoke gustine, eng. high density lipoprotein) kod Zena sa PCOS. LDL
1 HDL su prisutne u cirkulaciji u vidu heterogene populacije Cestica (subfrakcija) koje se
razlikuju u pogledu veli¢ine, gustine i lipidnog sastava. Dugogodis$nja proucavanja ovih
lipoproteina uspela su da rasvetle molekularne mehanizme nastanka pojedina¢nih
subfrakcija, pri ¢emu je utvrdeno da su za razliit stepen aterogenog, odnosno
ateroprotektivnog delovanja subfrakcija odgovorne razlike u njihovim fizicko-hemijskim
osobinama. Primenom metode vertikalne elektroforeze na poliakrilamidnom gradijent
gelu, LDL cestice se mogu razdvojiti u Cetiri klase na osnovu razlika u veli¢ini
(dijametru), LDL I-IV (112). Najve¢i dijametar 1 najnizu gustinu ima LDL I subfrakcija,
dok je najmanja i najguséa LDL IV subfrakcija. Heterogenost LDL cestica je posledica
promene u koli¢ini njihovih prekursora ili aktivnosti enzima koji ucestvuju u procesima
metabolizma lipoproteina. Ispitivanje svojstava LDL subfrakcija je dovelo do otkri¢a da
su male, guste LDL cestice (LDL III 1 LDL IV) posebno aterogena forma lipoproteina
u poredenju sa velikim, plutaju¢im LDL ¢esticama (LDL I'1 LDL II) (113). Mnoge Zene
sa PCOS imaju povecane vrednosti ovih aterogenih malih, gustih LDL cestica, odnosno
neklasicni aterogeni lipidni profil ¢ija je prevalenca 47% (114). Prisustvo malih, gustih
LDL cestica, ¢ak 1 uz normalne koncentracije LDL-H je povezano sa 3 do 7 puta ve¢om
ucestaloS¢u koronarne srcane bolesti (115). Ove aterogene Cestice su povezane sa

progresijom ateroskleroze i ranim razvojem KVB. Veliki broj ¢injenica objaSnjava
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njihove aterogene karakteristike. Male, guste LDL Cestice lakSe ulaze u endotelne Celije
zida krvnog suda, podloznije su oksidaciji i imaju smanjenu antioksidativnu zasStitu.
Utvrdeno je da prisustvo PCOS per se predstavlja najvazniji faktor koji utice na nastanak
aterogenog LDL profila (116). Medutim, IR i hiperandrogenemija mogu dovesti do
povecanja udela malih, gustih LDL cestica i samim tim povecati rizik za razvoj KVB
(117). IR inhibira antilipoliti¢ko dejstvo insulina, odnosno menja aktivnost lipoproteinske
lipaze i hepati¢ne lipaze, te stimuliSe lipolizu u masnom tkivu i jetri i dovodi do
hipertrigliceridemije (118). U uslovima hipertrigliceridemije, posledicno se povecava
razmena triglicerida (eng. triglyceride, TG) i1 estara holesterola izmedu razlicitih klasa
lipoproteina. Dolazi do formiranja holesterol estrima bogatih lipoproteina vrlo niske
gustine (eng. very-low-density lipoprotein, VLDL) koji se dalje transformiSu u male,
guste LDL cestice (86) koje se sporije uklanjaju iz cirkulacije (119). Korelacija izmedu
velicine LDL cestica 1 snizenih cirkuliSu¢ih koncentracija SHBG (marker viska
androgena) moZze dovesti do zakljucka da hiperandrogenemija moZe imati rani
modifikujuéi efekat na veli¢inu LDL cestica kod zena sa PCOS, iako je smanjena sinteza
SHBG, takode i posledica IR (87).

HDL ¢estice su najmanji i najgus¢i lipoproteini plazme. HDL predstavlja heterogenu
grupu lipoproteina koji se tehnikom vertikalne elektroforeze na poliakrilamidnom
gradijent gelu mogu razdvojiti na HDL 2 (HDL 2b, HDL 2a) €estice, koje su vece 1 sadrze
viSe holesterola 1 HDL 3 (HDL 3a, HDL 3b 1 HDL 3c) Cestice, koje su manje 1 sadrze
manje holesterola, a bogatije su proteinima (120). Dobro je poznato da HDL ¢estice imaju
antiaterogenu ulogu koja se uglavnom odnosi na njihovo uces¢e u reverznom transportu
holesterola, odnosno procesu uklanjanja holesterola iz perifernih tkiva (121). U ovom
procesu, nascentni HDL koji se sintetiSe u jetri 1 tankom crevu apsorbuje slobodan
holesterol iz perifernih tkiva (€ak i iz makrofaga) i prevodi ga u holesterol-estar radi
skladiStenja unutar HDL u toku transporta. U procesu sazrevanja i remodelovanja HDL
Cestice, pod dejstvom enzima lecitin-holesterol aciltransferaze (eng. lecithin-cholesterol
acyltransferase, LCAT), dolazi do konverzije nascentne, diskoidne Cestice u HDL 3
formu, a zatim u sfernu HDL 2 cCesticu (122). Konverzija HDL 2 u male HDL 3 cCestice
dovodi do preuzimanja estara holesterola u jetru i steroidogene organe. HDL ima 1 anti-
inflamatorne 1 vazoprotektivne efekte, a dodatno, svoj antiaterogeni potencijal ostvaruje
1 mehanizmima koji spreavaju oksidaciju LDL ¢estica. HDL je glavni prenosilac lipidnih

hidroperoksida i oksidovanih holesterol estara do jetre radi eliminacije.
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U uslovima IR, tj. hipertrigliceridemije, menja se sastav HDL subfrakcija. Najpre se
intenzivira proces recipro¢ne razmene estara holesterola i TG izmedu HDL 2 i VLDL
Cestica u prisustvu holesterol-estar transfernog proteina (eng. cholesteryl ester transfer
protein, CETP). Ovako strukturno izmenjene HDL 2 cCestice dalje se konvertuju pod
dejstvom enzima hepaticne lipaze u male, guste HDL 3 Cestice koje su bogate TG. Tako
nastale male HDL 3 ¢estice ne pokrecu novi ciklus reverznog transporta holesterola, ve¢
se ubrzano kataboliSu (123), Sto moze imati uticaja na distribuciju PON1. Takode, IR
moze dovesti do snizenja cirkuliSu¢ih nivoa HDL-H. Uprkos povecanoj sintezi HDL-H,
nivoi HDL u plazmi su sniZeni zbog toga Sto stepen degradacije odnosa apolipoprotein
A-1/HDL-H prevazilazi njegovu povecanu sintezu (124). Uzro¢no-posledi¢nu vezu
izmedu promena u raspodeli HDL subfrakcija i rizika za razvoj KVB ispitivale su brojne
studije tokom proteklih godina. Zakljucak najveceg broja studija je da je povecan rizik za
razvoj KVB povezan sa smanjenom koli¢cinom HDL 2 subfrakcija (125, 126). Danasnje
shvatanje antiaterogenog delovanja HDL podrazumeva funkcionalnost, odnosno kvalitet,
a ne samo relativni udeo HDL subfrakcija. Pokazano je da su male, guste HDL 3 Cestice
funkcionalnije, s obzirom da su bolji akceptori holesterola i snazniji inhibitori apoptoze
endotelnih ¢elija, odnosno da imaju veéi anti-inflamatorni i antioksidativni potencijal od
HDL 2 cestica (127). U prisustvu razlicitih faktora rizika, funkcionalnost HDL 3 cestica
moze biti smanjena $to podrazumeva redukovan antiaterogeni potencijal, $to je najcesce

karakteristika HDL cCestica u aterogenoj dislipidemiji, inflamaciji 1 pojacanom OS (128).

1.5.6. Aktivnost enzima PON1 na HDL c¢esticama

Antioksidativna/anti-inflmatorna uloga HDL zavisi od prisustva antioksidativnih
enzima. PON1 je cirkuliSuca esteraza i laktonaza udruZena sa apolipoproteinom Al na
HDL (129). Ve¢ina PONI1 cirkuliSe udruzena sa HDL, medutim male koli¢ine ovog
enzima se nalaze u VLDL (130) i hilomikronima (131). Deakin i sar. (130) su predlozili
da VLDL moze sluziti u prenosu PON1 na HDL. Antioksidativnu aktivnost PON1 na
HDL cesticama ostvaruje hidrolizom lipidnih peroksida u oksidovanim lipoproteinima,
tj. spreCavanjem oksidativne modifikacije lipoproteina, pre svega LDL Cestica (121, 132).
Osim toga, PON1 stimuliSe HDL-posredovanu eNOS zavisnu sintezu NO i olakSava
preuzimanje holesterola iz makrofaga (129, 133). Nekoliko epidemioloskih i kohortnih
studija je dalo ubedljive dokaze za antiaterogenu aktivnost PON1 na HDL cesticama kroz

sprecavanje oksidacije lipida, odnosno smanjenje priliva oksidovanih lipida i holesterola
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1 stvaranje makrofagnih penastih Celija, smanjenu sintezu holesterola u makrofagama
1 stimulaciju isticanja holesterola iz makrofaga. Na taj nacin se ograni¢ava razvoj
aterosklerotskih lezija (129, 133, 134). Neposredno nakon sinteze u jetri PON1 se vezuje
za HDL 3 Cesticu koja se povecava i sa porastom sadrzaja holesterola prelazi u ve¢u HDL
2 Cesticu (135). Medutim razli¢ita patoloska stanja dovode do promene u fizioloSkom
putu reverznog transporta holesterola, Sto utice i na distribuciju PON1 izmedu HDL 2

1 HDL 3.

1.5.7. Nealkoholna masna bolest jetre

U PCOS mnogi faktori, ukljuc¢ujuci metabolicke i endokrine, uti¢u na kardiovaskularni
rizik (136). Nealkoholna masna bolest jetre (eng. non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD) i abdominalna gojaznost zajedno predstavljaju faktore rizika za razvoj KVB
(137). Pored toga, prevalenca NAFLD je veca kod zena sa PCOS, dok abdominalna
gojaznost povecava verovatnocu za razvoj PCOS (138). NAFLD je stanje, koje se
karakteriSe povecanim nakupljanjem masti odnosno triglicerida u jetri. Klju¢nu ulogu
u razvoju NAFLD, pored abdominalne gojaznosti, ima IR. Izmedu koli¢ine masnog tkiva
u jetri i razvoja IR, postoji snazna veza, kako na nivou same jetre, tako i na nivou masnog
tkiva 1 miSi¢a, odnosno na nivou ¢itavog organizma (139). Zlatni standard na osnovu koga
se sa sigurnoS¢u postavlja dijagnoza NAFLD 1 na osnovu koga se utvrduje histoloski
stadijum bolesti je histoloski nalaz biopsije jetre (140). Medutim, cena, invazivnost,
mogucénost uzimanja nedovoljnog i neadekvatnog uzorka tkiva, kao i komplikacije same
metode ograniavaju njeno koris¢enje u rutinskom skriningu radi ranog otkrivanje ovog
oboljenja (141). Upravo zbog toga, razvijeni su skoring sistemi, tj. definisani su indeksi
NAFLD koji koriste antropometrijske mere 1 neke biohemijske parametre za lakSe
postavljanje dijagnoze NAFLD: AST/trombocitni odnos (eng. aspartate aminotransferase
to platelet ratio index, APRI), indeks hepati¢ne steatoze (eng. hepatic steatosis index, HIS),
lipidni akumulacijski proizvod (eng. [lipid accumulation product, LAP), kao
1 antropometrijski indeks centralne gojaznosti (eng. index of central obesity, 1CO)
(142-145). Zna se da je NAFLD povezana sa IR i kardiovaskularnim rizikom, ali nije jasno
da li PCOS 1 NAFLD deluju aditivno na kardiovaskularni rizik. U PCOS veza izmedu
procene kardiovaskularnog rizika i NAFLD 1 abdominalne gojaznosti mozZe se ispitati

pomocu ovih indeksa koji se koriste za dijagnozu NAFLD.
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1.5.8. Arterijska hipertenzija

Arterijska hipertenzija (lat. hypertensio arterialis, HTA) je znaCajan faktor rizika za
KVB. Medutim, HTA nije stalni pratilac PCOS, mada su neke studije potvrdile vecu
prevalencu HTA u PCOS u odnosu na opstu populaciju (146), koja se kre¢e izmedu
10—40% (147). Znacajan uticaj na vrednost krvnog pritiska u PCOS bi mogla imati
gojaznost. Naime, gojaznost i PCOS zajednicki doprinose razvoju HTA, $to se moze
objasniti postojanjem IR koja je karakteristika oba poremecaja. IR dovodi do povecane
retencije natrijuma na nivou bubreznih tubula (postoji korelacija izmedu IR 1 poviSenih
nivoa cirkuliSuceg aldosterona) (148), pa samim tim sekundarno i do povecanja krvnog
pritiska. Hiperandrogenemija, nezavisno od gojaznosti i hiperinsulinemije, moze
doprineti razvoju hipertenzije u PCOS, delujuci na sistem renin-angiotenzin. I na kraju,
povecana aktivnost simpatikusnog nervnog sistema, takode doprinosi razvoju HTA
u PCOS (66).

Sagledavaju¢i povezanost HTA 1 zajedni¢kih karakteristika PCOS, mozemo
zakljuciti da le¢enjem metabolickih poremecaja prisutnih u PCOS moZemo istovremeno

leciti1 HTA, odnosno smanyjiti rizik za razvoj HTA 1 posledi¢no KVB u daljoj budu¢nosti.
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. CILJEVI ISTRAZIVANJA

e Proceniti rizik za razvoj KVB kod Zena sa PCOS primenom skora rizika za KVB
kod osoba mladih od 40 godina i ispitati kombinovani uticaj razlicitih faktora
rizika koji postoje u ovom sindromu na nivo kardiovaskularnog rizika i pojavu
KVB kasnije u toku zivota.

e QOdrediti prisustvo i1 vrstu dislipidemije u krvi Zena sa PCOS u poredenju sa
zdravim Zenama.

e Odrediti nivo inflamacije u krvi Zena sa PCOS u poredenju sa zdravim Zenama.

e Utvrditi da li postoji razlika u parametrima OS i antioksidativne zastite u krvi Zena
sa PCOS u poredenju sa zdravim Zenama.

e Odrediti aktivnost enzima PON1 u krvi Zena sa PCOS 1 uporediti aktivnost ovog
enzima kod Zena sa PCOS 1 zdravih Zena.

e (QOdrediti distribuciju LDL i HDL lipoproteinskih subfrakcija u krvi zena sa PCOS
u poredenju sa zdravim Zenama.

e (Odrediti aktivnost PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama kod zena sa PCOS
1 uporediti ih sa raspodelom PONI1 kod zdravih Zena.

e Proceniti sposobnost skorova rizika (skor dislipidemije, oksidativno-stresni skor,
skor inflamacije 1 njihovog zbirnog skora — DOI skora), aktivnosti PONI1,
zastupljenosti pojedinih LDL i1 HDL subklasa i raspodeli PON1 na HDL

subfrakcijama u PCOS da doprinesu proceni rizika za razvoj KVB.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ispitanice

Ova studija je sprovedena u dva dela. U prvom delu studije smo procenjivali rizik za
razvo] KVB kod Zena sa PCOS na osnovu prisustva/odsustva gojaznosti. Takode,
ispitivali smo kombinovani uticaj razli¢itih faktora rizika koji postoje u ovom sindromu
(antropometrijski 1 lipidni parametri, parametri inflamacije, NAFLD indeksi i ICO) na
nivo kardiovaskularnog rizika i pojavu KVB kasnije u toku Zivota. U drugom delu ove
studije prikupljen je novi uzorak za ispitivanje uticaja dislipidemije, inflamacije, OS,
aktivnosti PON1 (preko racunanja pojedinacnih skorova rizika i DOI skora), odnosno
zastupljenosti pojedinih LDL i HDL subfrakcija i raspodeli PON1 na HDL subfrakcijama
u PCOS 1 proceni njihovog doprinosa riziku za KVB. Dislipidemija je definisana
na osnovu kriterijuma NCEP ATP III (TG>1,7 mmol/L; HDL-H<1,29 mmol/L;
LDL-H>3,4 mmol/L) (149).

U prvom delu studije, ucestvovalo je 100 ispitanica (54 zene sa PCOS i 46 zdravih
Zena) starosne dobi izmedu 18 1 35 godina koje su ispitivane u periodu od januara 2007.
godine do decembra 2007. godine u Dnevnoj bolnici Klinike za internu medicinu KBC
“Dr Dragisa MiSovi¢ — Dedinje* u Beogradu. U drugom delu studije ucestvovale su 164
ispitanice (114 Zena sa PCOS 1 50 zdravih Zena) starosti izmedu 20 1 39 godina, koje su
ispitivane u periodu od oktobra 2015. godine do juna 2017. godine na Klinici za
endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma, Klinickog centra Srbije. Sve Zene
ukljuc¢ene u oba dela ove studije bile su upucene kod endokrinologa zbog poremecaja
menstrualnog ciklusa ili hirzutizma. Dijagnoza PCOS postavljena je na osnovu
Roterdamskih konsenzus kriterijuma iz 2003. godine (8) koji podrazumevaju prisustvo
bilo koja 2 od slede¢a 3 kriterijjuma: hiperandrogenizam (klinicki i/ili biohemijski),
hroni¢na anovulacija (oligomenoreja ili amenoreja) i prisustvo PCOM potvrdeno
transvaginalnim ultrazvukom, wuz isklju¢enje drugih wuzroka hiperandrogenizma,
poremecaja menstruacije 1 infertiliteta. Nijedna pacijentkinja nije uzimala oralnu
kontraceptivnu terapiju, antiandrogene ili lekove koji mogu da uti¢u na regulaciju krvnog
pritiska, nivo lipida ili metabolizam ugljenih hidrata u prethodnih Sest meseci. Biohemijski
hiperandrogenizam je definisan kao koncentracija ukupnog testosterona >2,0 nmol/L 1/ili
FAI > 6. Vec¢ je ranije pomenuto da je oligomenoreja definisana menstrualnim ciklusima
koji traju duze od 35 dana i obi¢no ih ima manje od 8 godiSnje, dok amenoreja predstavlja

odsustvo menstrualnog krvarenja duze od tri meseca, bez prisustva trudnoce (53).
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PCOM podrazumeva prisustvo > 12 folikula, precnika 2—9 mm ili volumen jajnika >10
cm’, u jednom ili oba jajnika.

KG su cinile reproduktivno zdrave zene, koje nisu uzimale kontraceptivna sredstva,
glukokortikoide ili antiandrogene u prethodna 3 meseca, nisu imale poremecaj
metabolizma glukoze (odn. povisenu glikemiju naste, intoleranciju glukoze ili dijabetes),
nisu pusile niti konzumirale alkohol. Primenom odgovarajucih laboratorijskih testova kod
zdravih zena iz KG je iskljueno postojanje hiperprolaktinemije, hipotireoidizma,
neklasi¢nog oblika KAH, KuSingovog sindroma i androgen sekretujucih tumora.

Studija je planirana i odobrena od strane Etickih komiteta KBC “Dr DragiSa
Misovi¢ — Dedinje* i Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma,
Klinickog centra Srbije, kao i Etickih komiteta za klinicka ispitivanja Medicinskog
1 Farmaceutskog fakulteta i sprovedena uz poStovanje principa datih u najnovijem
amandmanu Helsinske deklaracije (Edinburgh, 2000). Sve ispitanice su detaljno upoznate sa
ciljevima studije 1 ukljucene u istrazivanje nakon dobijanja informisanog pisanog pristanka.

Koncentracije biohemijskih parametara su odredene u biohemijsko-hematoloskoj
laboratoriji KBC “Dr Dragisa MiSovi¢ — Dedinje®. Parametri OS i antioksidativne zastite
kao 1 subfrakcije LDL 1 HDL ¢estica, odnosno distribucija PON1 na HDL cesticama su
odredene u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta

u Beogradu.

3.2. Bioloski materijal

Uzorci krvi iz prednje kubitalne vene su uzimani u jutarnjim ¢asovima, posle
dvanaestoCasovnog no¢nog gladovanja, tokom folikularne faze menstrualnog ciklusa
(2. ili 3. dana menstrualnog ciklusa) Zenama sa PCOS i Zenama iz KG ili nasumi¢no
u slucaju teSke oligomenoreje ili amenoreje Zenama sa PCOS. Venepunkcija je izvodena
u leZze¢em poloZaju, a krv uzorkovana u vakutejnere sa gel separatorom, vakutejnere
sa EDTA (etilendiaminotetrasiréetna kiselina, eng. ethylenediaminetetraacetic acid)
1 citratom kao antikoagulansima. Serum i plazma su izdvajani od krvnih ¢elija u roku od
jednog sata, centrifugiranjem 15 minuta na 3000 obrtaja i cuvani u zamrzivacu (-80°C)

do izvodenja analiza.
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3.3. Odredivanje antropometrijskih parametara

Merenje telesne tezine (TT, kg) i telesne visine (TV, m) obavljeno je ujutru, naste,
u laganoj ode¢i, bez cipela. Na osnovu telesne tezine i telesne visine izracunat je ITM

prema Quetelet-ovoj formuli:

kg\ TT(kg)
ITM <W) T TV(m?)

WHO je predlozila uvodenje ITM (ITM-Quetelet-ov indeks) kao najpovoljnijeg
indikatora za procenu stanja uhranjenosti, definisanja i klasifikovanja gojaznosti (150).
Prema izvestaju WHO, ITM za stanje normalne uhranjenosti je 18,5-24,9 kg/m?,
za prekomernu telesnu tezinu-predgojaznost je 25,0-29,9 kg/m?, a za gojaznost je
>30,0 kg/m?. Obim struka izmeren je fleksibilnim metrom, preko najizbocenijeg dela
trbuha ili na sredini izmedu rebarnih lukova i gornje ivice karlicne kosti. Merenje je
vrSeno na kraju ekspiracije. Referentne vrednosti za obim struka su za muskarce ispod 94
cm i za Zene ispod 80 cm. Obim kuka (eng. hip circumference, HC) izmeren je na najSirem
delu zadnjice ili kuka. Odnos struk/kuk (eng. waist-to-hip ratio, WHR) je izracunat
koriS¢enjem vrednosti ova dva obima. Obim nadlaktice (eng. upper arm circumference,
UAC) je obim leve nadlaktice izmeren na srednjoj tacki izmedu vrha ramena 1 vrha lakta.

Arterijski krvni pritisak je, kod svake ispitanice ukljucene u istraZivanje, meren
sfingomanometrom prema preporukama datim u Nacionalnom vodi¢u dobre klinicke
prakse za dijagnostikovanje 1 leCenje arterijske hipertenzije (151). Arterijska
hipertenzija se definiSe kao stanje u kome je sistolni i/ili dijastolni krvni pritisak povisen

(>140 mmHg i/ili >90 mmHg).
3.4. Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara

3.4.1. Parametri inflamacije

Brzina sedimentacije eritrocita je odredena standardnom Westergren metodom
koris¢enjem Becton Dickinson Seditainer vakutejnera (BD, Plymouth, UK).
Koncentracija fibrinogena je odredena u citratnoj plazmi Clauss-ovom metodom na BFT
II analizatoru (Siemens Healthcare GmbH, Germany). Serumske koncentracije CRP-a
odredene su komercijalno dostupnim turbidimetrijskim metodama na biohemijskim
autoanalizatorima Abbott Spectrum (Abbott Diagnostics, Illinois, USA) i Dimension RxL
Max (Siemens Healthcare GmbH, Germany).
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3.4.2. Parametri lipidnog statusa

Koncentracije ukupnog holesterola, HDL-H i TG odredene su komercijalno
dostupnim enzimskim metodama na biohemijskim autoanalizatorima Abbott Spectrum
(Abbott Diagnostics, Illinois, USA) i Dimension RxLL Max (Siemens Healthcare GmbH,
Germany). Koncentracija LDL-H je odredena racunskim putem, koris¢enjem Friedewald-
ove formule (152). Non-HDL-H je izracunat kao razlika ukupnog holesterola i HDL-H,

a aterogeni indeks je izraCunat kao odnos TG/HDL-H.

3.4.3. Parametri funkcije jetre i glukoza

Koncentracije katalitiCke aktivnosti enzima aspartat aminotransferaze (eng.
aspartate aminotransferase, AST) 1 alanin aminotransferaze (eng. alanine
aminotransferase, ALT) su odredene adaptiranim metodama po IFCC-u na biohemijskim
autoanalizatorima Abbott Spectrum (Abbott Diagnostics, Illinois, USA) i Dimension RxL
Max (Siemens Healthcare GmbH, Germany). Koncentracija glukoze je odredena
enzimskom metodom sa glukoza-oksidazom (eng. glucose oxidase, GOD) na Beckman

glukoza analizatoru (Beckman Coulter Inc., Brea, USA).

3.4.4. Hormoni

Testosteron, SHBG, FSH, LH, estradiol (E2), androstenedion i DHEAS su odredeni
u serumu hemiluminescentnim imunoesejom (eng. chemiluminescent immunoassay,
CLIA) na imunoanalizatoru Immulite 1000 (Siemens Healthcare GmbH, Germany).
Racunskim putem odreden je LH/FSH indeks. FAI je izracunat kori§¢enjem formule:
Ukupni testosteron (nmol/L)

FAI = 100
SHBG (nmol/L) i

3.5. Odredivanje skora rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti

Skor rizika za razvoj KVB, KVRS (eng. cardiovascular risk score — CVRS) kod
mladih ljudi (ispod 40 godina) kasnije u toku Zivota racunat je prema McMahan-u 1 sar.
(65), dodavanjem poena za svaki tradicionalni faktor rizika (npr. ITM, niske
koncentracije HDL-H, visoke koncentracije non-HDL-H, puSenje, visok krvni pritisak
1 glikemija naste, kao i godine starosti ispitanica) (Tabela 2). Ovo je prvo istrazivanje

u kome je primenjen KVRS kod Zena sa PCOS.
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Tabela 2. Bodovanje u izracunavanju skora rizika za kardiovaskularne bolesti

Faktori Poeni
Pol, Zenski -1
Pusenje, pusac 1
Hiperglikemija, (glukoza >7,0 mmol/L) 5

non-HDL, mmol/L

<3,37 0
3,37-4,12 2
4,14-4.90 4
4,92-5,67 6
>5,70 8
HDL, mmol/L
<1,036 1
1,036-1,530 0
>1,550 -1
Krvni pritisak
Normalan 0
Visok 4
Starost, godine
15-19 0
2024 5
25-29 10
30-34 15

Maksimalni zbir poena za Zene prema ovom proracunu iznosio je 33 poena. Prema
studiji McMahan 1 sar. (65) skor ve¢i od 17 poena odgovara 20% verovatnoce za razvoj

klini¢ki znacajnih lezija na koronarnim arterijama.
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3.6. Odredivanje ICO i indeksa NAFLD

S obzirom da =zajednicki mehanizmi podsticu razvoj kardiometabolickih
komplikacija u PCOS i NAFLD treba ispitati da li PCOS i NAFLD deluju aditivno na
kardiovaskularni rizik. U skladu sa tim, ispitana je povezanost ICO 1 NAFLD indeksa
1 kardiovaskularnog rizika kod Zena sa PCOS. ICO i NAFLD indeksi (APRI, LAP i HIS)
su racunati preko formula datih u Tabeli 3 gde su predstavljene i grani¢ne vrednosti za

dijagnozu ICO, odnosno NAFLD (APRI, LAP, HIS).

Tabela 3. Izracunavanje ICO i NAFLD indeksa

Indeksi Formule za izracunavanje St

Obim struka [cm]
ICO — >0,53
Telesna visina [cm]

APRI ASTIIU/L] x 100 >1,50
Gornja granica ref.int.za AST[IU/L] X br.tromb.[10°/L] ’
LAP (Obim struka [cm] — 58) X Trigliceridi [mmol/L] >54,2
HIS ALTIIU/L] + ITM(+2 / +2 DM stat >36,0
X —
AST[IU /L] (+2 poena za Zene, +2 poena za status) ,

ref. int. — referentni interval
br. tromb. — broj trombocita

3.7. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Prisustvo 1 nivo OS smo ispitivali odredivanjem slede¢ih parametara: AOPP, TOS,

PAB, i MDA.

3.7.1. Odredivanje AOPP

Za odredivanje AOPP kao markera OS kori$¢ena je metoda koju su postavili Witko-
Sarsat i saradnici (153). Spektralnom analizom razblaZzenog uzorka plazme ili seruma
fosfatnim puferom pH=7,4 u opsegu talasnih duZina 200400 nm wuocava se
karakteristiCan pik oko 340 nm. Dodavanjem siréetne kiseline u razblazen serum
i rastvora kalijum-jodida 1,16 mol/L dolazi do promene apsorbancije koja se meri na 340

nm. Koncentracija AOPP se izraZzava preko ekvivalenata hloramina T koji se koristi za
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izradu standardne krive u koncentracijama 10-100 pmol/L, pri ¢emu njegova

apsorbancija linearno raste sa porastom koncentracije.

3.7.2. Odredivanje TOS u serumu

Za odredivanje TOS koriS¢ena je metoda Erel-a (154). TOS predstavlja ukupan
oksidativni efekat svih oksidujucih supstanci u serumu/plazmi. Kao glavne komponente
TOS u serumu su prisutni H2O2 i lipidni hidroperoksidi. Ukupni oksidansi prisutni
u uzorku oksiduju fero jon-orto-dianizidin kompleks u feri jon. Reakciju oksidacije
olakSavaju molekuli glicerola koji su u znacajnoj koli¢ini prisutni u reakcionom
medijumu. Nastali feri jon zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj
sredini. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski na 560 nm i proporcionalan je
ukupnom sadrzaju oksidacionih molekula u uzorku. Kao standard se koristi vodeni
rastvor H2O2 opsega koncentracije 10-200 umol/L, Sto odgovara linearnosti metode
1 o¢ekivanim koncentracijama u bioloskom materijalu. Rezultati se izrazavaju kao pmol

H>0; ekvivalent/L.

3.7.3. Odredivanje PAB

Za odredivanje PAB kori$¢ena je metoda Alamdarija i saradnika (155). PAB testom
se odreduje koncentracija H>O> u antioksidativnom okruzenju. Hromogen 3,3°5,5'-
tetrametilbenzidin (eng. 3,3"5,5'-tetramethylbenzidine, TMB) reaguje i sa H2O2 1 sa
antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) u isto vreme, obzirom da se nalaze u istoj
sredini. Reakcija H>O> 1 hromogena je enzimski katalizovana enzimom peroksidazom,
pri ¢emu oksidovanjem TMB-a nastaje intenzivno plavo obojeni proizvod. Za razliku od
toga reakcija mokraéne kiseline 1 hromogena je nekatalizovana, hemijska reakcija u kojoj
se TMB katjon redukuje do bezbojnog proizvoda. Intenziteti obojenja standardnih
rastvora su srazmerni odnosu dodatih koli¢ina H>O> 1 mokraéne kiseline. Za pravljenje
standardne krive se koriste rastvori H>O2 i mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima, tako
da na pocetku dominira mokra¢na kiselina, a na kraju H>O>. Ove dve komponente su
izabrane za predstavnike prooksidanasa i antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom
1 ne ometaju aktivnost jedna drugoj prema hromogenu. Vrednosti PAB se izrazavaju u
arbitrarnim jedinicama-HKU (hidrogen-peroksid komplementarne jedinice) koje

predstavljaju procenat H>O; u standardnom rastvoru.
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3.7.4. Odredivanje koncentracije MDA

Koncentracija MDA se odreduje kao tiobarbiturna kiselina-reagujuée supstance
(eng. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) spektrofotometrijskim testom koji
se zasniva na apsorpcionom maksimumu kompleksa malondialdehida i ostalih TBARS

sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm, ¢iji je molarni ekstinkcioni koeficijent 1,56x10°

L/mol/cm (156). (Slika 6)

o
N H
0] 0 NH S N\ Ho =
)J\/H\ - /L ‘
H H O N s N\ \CH—CH=CH/\/N
H OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks

Slika 6. Mehanizam reakcije TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom (157)

3.8. Odredivanje parametara antioksidativne zastite

Nivo antioksidativne zaStite smo ispitivali odredivanjem slede¢ih parametara: TAS,

sadrzaja ukupnih SH-grupa, aktivnosti enzima SOD 1 aktivnosti enzima PON1.

3.8.1. Odredivanje TAS u serumu

Za odredivanje TAS koriS¢ena je metoda Erel-a, uz odredene modifikacije (158).
TAS je odreden spektrofotometrijskom metodom uz upotrebu 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina), (eng. 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid), ABTS) kao hromogena. ABTS je bezbojan 1 pomoc¢u H>O, u kiselom
medijumu (acetatni pufer; pH=3,6), dolazi do oksidacije redukovanog ABTS do ABTS"
katjona, pri ¢emu rastvor dobija karakteristiénu smaragdnu boju. Dodavanjem supstance
sa redukcionom sposobno$¢u, pri ¢emu se sama oksiduje (antioksidans), obojenom
ABTS" katjonu, dolazi do redukcije katjona do bezbojnog ABTS, $to se manifestuje
obezbojavanjem ispitivanog rastvora. Koncentracija ukupnih antioksidanasa u uzorku je
proporcionalna intenzitetu obezbojavanja. Koncentracija prisutnih antioksidanasa
u uzorku odreduje se upotrebom standardne krive. Naj¢eS¢e upotrebljavani standard za
odredivanje TAS je Trolox, hidrosolubilni ekvivalent vitamina E. Dobijeni rezultati

izrazavaju se u mmol/L Trolox ekvivalenta/L.
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3.8.2. Odredivanje koncentracije ukupnih SH-grupa

Koncentracija ukupnih SH-grupa u plazmi odreduje se spektrofotometrijskom
metodom koja se zasniva na reakciji 5,5’ -ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiseline), (eng. 5,5 -
dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB) sa alifaticnim tiolnim jedinjenjima u baznoj
sredini (pH=9,0) pri ¢emu dolazi do stvaranja p-nitrofenol anjona, jarko Zute boje, ¢ija se

apsorbancija meri na 412 nm (159). (Slika 7)

DTHE® O
Y 0
0 . ‘-45_1
o, — & NS + R—5 —=
] s 'ss
o sulfhidrilni molekul
0
i 5‘
- _\_zb M, Ay
R—5 (]

TNEB?
Slika 7. Redukcija Ellman-ovog reagensa slobodnim sulfhidrilnim grupama (160)
3.8.3. Odredivanje aktivnosti enzima SOD u plazmi

Odredivanje aktivnosti ovog enzima u plazmi se izvodi po originalnoj metodi koju
su dali Misra i Fridovich (161), uz odredene modifikacije. Metoda se zasniva na
sposobnosti SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini na
pH=10,2. Adrenalin je prili¢no stabilan u kiseloj sredini. Autooksidacija adrenalina je
inicirana tragovima teSkih metala prisutnih kao necisto¢e u reagensima. Aktivnost ovog
enzima se izrazava u relativnim jedinicama, koje se dobijaju merenjem apsorbancije
nastalog crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva SOD
(kontrola) 1 u prisustvu SOD (analiza). Aktivnost SOD u uzorku se izracunava kao

procenat inhibicije autooksidacije adrenalina.
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3.8.4. Odredivanje aktivnosti enzima PON1

Aktivnost PONI1 je odredivana po metodi Richter-a i Furlong-a (162). Odredivanje
paraoksonazne aktivnosti se zasniva na delovanju PON1 enzima iz seruma na supstrat
paraokson, pri cemu dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola. Brzina te promene
se prati kineticki na 405 nm, $to je karakteristicni apsorpcioni maksimum za p-nitrofenol

koji se u baznoj sredini nalazi u obliku p-nitrofenoksidnog anjona (Slika 8).
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Slika 8. Reakcija koju katalizuje PON1 sa paraoksonom kao supstratom (163)

Svi parametri OS i antioksidativne zasStite odredeni su na automatskom analizatoru
Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan Italy) u laboratoriji Katedre za medicinsku
biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. TOS, TAS, koncentracija ukupnih SH-
grupa, aktivnosti enzima SOD 1 PONI su odredeni nakon optimizacije originalnih

metoda.
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3.9. Odredivanje skora dislipidemije, oksidativno-stresnog, inflamatornog
i DOI skora

Dislipidemija, OS 1 hroni¢na niskostepena inflamacija ubrajaju se u glavne
metabolicke karakteristike PCOS 1 predstavljaju vazne faktore rizika za razvoj KVB.
S tim u vezi, izra¢unali smo pojedinacne skorove za dislipidemiju, OS i inflamaciju, kao
1 njihov zbirni DOI skor. Da bi odredili skor dislipidemije izracunali smo Z skor za svaki
od parametara dislipidemije: LDL-H, TG i HDL-H koriste¢i populacionu srednju
vrednost 1 standardnu devijaciju (SD) dobijene na zdravoj KG. Posle toga, skor
dislipidemije je izracunat iz jednacine: od srednje vrednosti zbira Z skorova za LDL-H

1 TG (lipidni skor rizika) se oduzme Z skor HDL-H (lipidni protektivni skor).

(Zskor LDL-H + Zskor TG)
SKOR DISLIPIDEMIJE = > — Zskor HDL-H
(Zskor LDL-H + Zskor TG)
2

LIPIDNI PROTEKTIVNI SKOR = Zskor HDL-H

LIPIDNI SKOR RIZIKA =

Oksidativno-stresni skor je izracunat kao razlika prooksidativnog skora (skora
oStecenja) 1 antioksidativnog skora (zastitnog skora) koji su definisali Veglia i saradnici
(164). Antioksidativni skor predstavlja srednju vrednost zbira Z skorova
antioksidanasa (TAS, SH-grupa, aktivnhost SOD i PONI1), a prooksidativni skor
predstavlja srednju vrednost zbira Z skorova prooksidanasa (AOPP, TOS, PAB i MDA).

OKSIDATIVNO-STRESNI SKOR = PROOKSIDATIVNI SKOR - ANTIOKSIDATIVNI SKOR
(Zskor AOPP + Zskor TOS + Zskor PAB + Zskor MDA)
4
(Zskor TAS + Zskor SH-grupa + Zskor SOD + Zskor PON1)
4

PROOKSIDATIVNI SKOR =

ANTIOKSIDATIVNI SKOR =

S obzirom na to da smo od inflamatornih markera odredivali samo CRP, skor

inflamacije je Z skor za CRP.

SKOR INFLAMACIJE = Zskor CRP

Na kraju, DOI skor je izracunat kao zbir ovih pojedinaénih skorova.

DOI SKOR = SKOR DISLIPIDEMIJE + OKSIDATIVNO-STRESNI SKOR + SKOR INFLAMACIJE
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3.10. Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija

LDL i HDL subfrakcije su razdvojene metodom vertikalne elektroforeze na
nedenaturiSu¢em gradijentu (3—31%) poliakrilamidnog gela, zasnovanoj na originalnoj
metodi Rainwater-a i saradnika (165) koja je optimizovana u laboratoriji Katedre za
medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Postupak elektroforeze
podrazumeva da se pre nanosenja uzoraka gelovi aktiviraju na 290 V u toku 50 minuta,
a uzorci EDTA plazme (30 pL) pomeSaju sa 10 pL 0,1% rastvora bromfenol-plavog
u 40% rastvoru saharoze. Elektroforeza se izvodi pri konstantnom naponu, po odredenom
protokolu. Paralelno sa uzorcima, u posebne trake na gelu, postavljaju se proteinski
standardi koji sluze za kalibraciju gela, na osnovu kojih se vr$i analiza veli¢ine i relativnih
udela LDL 1 HDL subfrakcija. Po zavrsetku elektroforeze, gelovi se skidaju sa vertikalnog
nosaca u kadi, a zatim se traka sa proteinskim standardima odseca sa gela. Gelovi se
fiksiraju sat vremena u 10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline, a zatim sat vremena ispiraju
u 45% rastvoru etanola, pa se boje u rastvoru Sudan black B (Merck, Darmstadt,
Germany), preko no¢i, a zatim odbojavaju u 45% etanolu. Odvojena traka sa proteinskim
standardima se takode fiksira sat vremena u istom rastvoru kao i1 gelovi, a zatim boji
rastvorom Coomassie brilliant blue G-250 bojom (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Odbojavanje se vr§i pomoc¢u smese etanola, sir¢etne kiseline 1 vode. Nakon toga gelovi
stoje preko no¢i u TRIS puferu, pH=8,35 da bi uspostavili prvobitni oblik i veli¢inu,
a zatim se skeniraju (166). Skener Image Scanner III (Amersham Pharmacia Biotech,

Vienna, Austria) je koriS¢en za denzitometrijsko skeniranje gelova (Slika 9).
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Slika 9. Izgled gela sa razdvojenim LDL i HDL subfrakcijama (166)
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LDL cestice se razdvajaju u delu gela koji ima manju koncentraciju poliakrilamida,
odnosno blize katodi, dok HDL ¢estice duze migriraju u elektricnom polju i razdvajaju
se u delu gela koji ima vecu koncentraciju poliakrilamida, tj. blize anodi. Na osnovu
denzitometrijskog prikaza odredeni su dominantni LDL 1 HDL dijametri, koji
predstavljaju veli¢ine Cestica koje odgovaraju najvisim pikovima u LDL 1 HDL regionu,
a na osnovu povrsina ispod pikova odredeni su relativni udeli (%) svake pojedinacne

subfrakcije u ukupnom LDL i HDL profilu ispitanica (Slika 10).
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Slika 10. Denzitometrijski profil LDL i HDL subfrakcija (166)

Identifikacija regiona na gelu koji odgovaraju pojedinacnim LDL 1 HDL
subfrakcijama vr$i se na osnovu poznatih raspona dijametara LDL ¢estica: LDL I (27,2—
28,5 nm), LDL II (25,5-27,2 nm), LDL III (24,2-25,5 nm) i LDL IV (22,0-24,2 nm)
odnosno poznatih raspona dijametra HDL ¢estica: HDL 2b (9,7-12,0 nm), HDL 2a (8,8—
9,7 nm), HDL 3a (8,2-8,8 nm), HDL 3b (7,8-8,2 nm) i HDL 3¢ (7,2-7,8 nm). Relativni
udeo malih, gustih LDL Cestica predstavlja zbir udela LDL II1 1 IV subfrakcija, a relativni
udeo HDL 3 Cestica predstavlja zbir udela HDL 3a, 3b i 3¢ subfrakcija (166).
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3.11. Odredivanje aktivnosti enzima PON1 na HDL subfrakcijama

Za odredivanje enzimske aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama koriSé¢ena je metoda
koju su formulisali Gugliucci 1 saradnici (135). Originalna metoda je optimizovana
u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.
Odredivanje aktivnosti PONI na gelu zasniva se na principu da PON1, zahvaljuju¢i svojoj
arilesteraznoj aktivnosti, razlaze fenilacetat do fenola koji se zatim odreduje Trinderovom
reakcijom u kojoj fenol reaguje sa 4-aminoantipirinom (eng. 4-aminoantipyrine, 4-AAP)
u prisustvu K3Fe(CN)s, pri ¢emu nastaje kompleksno jedinjenje — kvinoneimin, ruzicaste

boje. Nastalo obojenje je proporcionalno aktivnosti PONT1 (Slika 11).

HaC
L CHs
CH3 N .
Ak
NN NH © KsFe(CN)s N
N 2 4 — 5 |
©/ o) OH

4-Aminoantipirin Fenol Kvinoneimin boja

Slika 11. Trinderova reakcija (167)

Nakon razdvajanja lipoproteina metodom vertikalne gradijent gel elektroforeze, koja
je prethodno opisana, gelovi se aktiviraju u 0,1 mol/L Tris puferu pH=8,3 uz dodatak
2 mmol/L CaClo. Nakon aktivacije, gelovi se inkubiraju u sveZem rastvoru za razvijanje
boje koji se sastoji od: 4-AAP 1 K3Fe(CN)s. Inkubacija traje 15 minuta, na sobnoj
temperaturi (25°C), uz blago meSanje, zaSticeno od svetlosti. Enzimska reakcija pocinje
uklanjanjem rastvora za razvijanje boje 1 dodavanjem supstrata, fenilacetata. Nakon
dodavanja fenilacetata i meSanja, ponovo se dodaje rastvor za razvijanje boje i gelovi se
inkubiraju 20 minuta, na sobnoj temperaturi (25°C), uz blago meSanje. U toku ovog
vremenskog perioda, na gelovima se pojavljuju ruzicaste linije koje poti¢u od aktivnosti
PONI na odredenim HDL subfrakcijama. Nakon 20 minuta, na kraju inkubacionog
perioda, reakcija se zaustavlja tako Sto se gelovi ispiraju u hladnom puferu 0,1 mol/L Tris,
5 mmol/l EDTA, pH=8,3 koji ¢e vezati Ca>* i spregiti dalju aktivnost PON1. Neposredno
nakon ispiranja gelovi se skeniraju, a zatim se odreduje relativni udeo aktivnosti PON1 na

HDL subfrakcijama, na nacin koji je prethodno opisan.
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3.12. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvedena je koris¢enjem programa SPSS (IBM, verzija
18.0 SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Normalnost distribucije podataka proveravana je primenom Kolmogorov-Smirnov
testa. Kontinuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost i standardna devijacija
(X£SD) za parametre ¢ija distribucija nije odstupala od normalne, Gaussove distribucije,
odnosno kao medijane i interkvartilni rasponi za parametre koji nisu sledili normalnu
raspodelu. Normalno distribuirane kontinuirane promenljive su uporedivane Student
t-testom ili jednofaktorskom analizom varijanse (eng. analysis of variance, ANOVA) sa
Tukey-Snedecor post hoc testom. Promenljive koje ne prate normalnu raspodelu
poredene su Kruskal-Wallis testom sa Mann-Whitney testom kao post hoc analizom.
Razlike izmedu grupa nakon korekcije za godine starosti ispitivane su analizom
kovarijanse (eng. analysis of covariance, ANCOVA).

Za ispitivanje korelacije izmedu razlic¢itih parametara koji su odredivani u studiji
koriS¢ene su Spearmanova neparametarska korelaciona analiza i Pearsonov koeficijent
korelacije. Istovremeni uticaj dve ili viSe nezavisno promenljivih na jednu zavisno
promenljivu testiran je primenom viSestruke linearne regresione analize (eng. multiple
linear regression, MLR).

ROC analiza (eng. receiver operating characteristic curve, ROC) je koriS¢ena da
testira dijagnosticku tacnost pojedina¢nih parametara (NAFLD indeksi 1 [CO) 1 izabranog
modela u predvidanju pripadnosti Zena sa PCOS jednoj od dve podgrupe prema cut-off
vrednostima  KVRS.  Diskriminativne  sposobnosti  pojedinacnih ~ parametara
1 selektovanog modela su klasifikovane na osnovu vrednosti povrsine ispod ROC krive
(eng. area under the curve, AUC). ROC analiza je koriS¢ena i1 da se ispitaju
diskriminativne sposobnosti pojedinac¢nih skorova (oksidativno-stresnog, inflamatornog
skora 1 skora dislipidemije) i DOI skora za identifikaciju Zena sa PCOS na osnovu
vrednosti AUC. Diskriminativna sposobnost parametra (dijagnosticka ta¢nost) na osnovu
vrednosti AUC moze biti kategorisana kao slaba (0,5<AUC<0,7), zadovoljavajuca
(0,7<AUC<0,), odli¢na (0,8<AUC<0,9) i izvanredna (AUC>0,9).

Kao minimalni uslov za postojanje statisticki znacajne razlike smatrana je

verovatnoca P <0,05.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. 1deo studije

U prvom delu studije ucCestvovalo je 100 ispitanica starosne dobi izmedu 18
1 35 godina koje su ispitivane u Dnevnoj bolnici Klinike za internu medicinu KBC
“Dr Dragisa Misovi¢ — Dedinje* u Beogradu. Ispitanice su podeljene u dve osnovne
grupe, grupu Zena sa dokazanim PCOS (n=54) i KG zdravih Zena (n=46). Svaka grupa
je, na osnovu prisustva/odsustva gojaznosti prema ITM, podeljena na dve podgrupe:
podgrupu normalno uhranjenih (ITM<24,9 kg/m?) i podgrupu s prekomernom
telesnom tezinom ili gojaznos¢éu (ITM>25,0 kg/m?). U Tabeli 4 predstavljeno je
poredenje ispitanica PCOS, KG normalno uhranjenih i gojaznih, redom. Takode,

predstavljeno je i poredenje PCOS 1 KG u okviru iste grupe po ITM kategorijama.

Tabela 4. Podela ispitanica (PCOS i KG) po podgrupama prema ITM

Broj ispitanica po podgrupama prema ITM

Grupe P
ITM<24,9 kg/m? ITM>25,0 kg/m?
29,7+4,64 29,444,08
PCOS (n=32) (n=22) ns
29,2+5,23 29,245,42
KG (n=29) (n=17) ns
P ns ns /

Rezultati su prikazani kao Xx£SD. P iz ANOVA testa, pracenog post-hoc Tuckey-Snedecor
testom.

ns—nesignifikantno — bez statisticki znacajne razlike
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4.1.1. Antropometrijski, biohemijski parametri i hormoni

Antropometrijski, biohemijski parametri i hormoni koji su odredivani kod Zena sa

PCOS i KG Zena prikazani su u Tabelama 5-7.

Tabela 5. Antropometrijski parametri kod Zena sa PCOS i KG Zena podeljenih prema
statusu uhranjenosti

PCOS KG

PCOS KG
normalno gojazne normalno gojazne
Parametar uhranjene uhranjene P
> >
dTM=24,9 (ITM225.0 ITM=<24,9 (ITM225,0

kg/m?)(n=22) kg/m?)(n=17)

kg/m?)(n=32) kg/m?)(n=29)

IT™,
kg/m?
Obim
nadlaktice, 23,6+2,08 33,744,072 25,842,532bbb 32,943 372aa.cce <0,001
cm

19,9+1,83 34,5+5,48% 20,9+1,93bbb 30,944,68%abecc <0001

Obim 71,0£5,17  105,0415,40%3  74.8+7 660 97,5£10,49%accc  <0.001
struka, cm
Obim 854+6,19 12144114528 98 ]+7,520bb  ]]7.0489(mabbbece <0 (0]
kuka, cm
Odnos 0,831£0,038  0,861£0,079  0,763£0,059=abbb () 828+0,074%c  <0,001
struk/kuk

Rezultati su prikazani kao Xx£SD. P iz ANOVA testa, pracenog post-hoc Tuckey-Snedecor
testom.

a,aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od prve grupe (normalno uhranjene Zene sa PCOS)
b,bbb — znacajna razlika trece i/ili Cetvrte grupe od druge grupe (gojazne zene sa PCOS)
ccc — znacajna razlika Cetvrte od trece grupe (KG normalno uhranjenih Zena)

P<0,05, P<0,001

U Tabeli 5 prikazane su vrednosti antropometrijskih parametara kod svih ispitanica.
Nakon post-hoc analize uocavaju se slede¢i rezultati: normalno uhranjene zene sa PCOS
su imale, o¢ekivano, znac¢ajno nizi ITM, obim struka i obim kuka u poredenju sa gojaznim
Zzenama sa PCOS. Medutim, njihov odnos struk/kuk nije bio znacajno razlicit, ali je bio
znacajno visi od vrednosti odnosa struk/kuk KG normalno uhranjenih Zena iako obim
struka 1 ITM izmedu normalno uhranjenih Zena sa PCOS i KG Zena nisu bili statisticki

znacajno razliciti.
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Tabela 6. Opsti biohemijski parametri i parametri lipidnog statusa kod Zena sa PCOS

i KG Zena podeljenih prema statusu uhranjenosti

PCOS PCOS KG KG
normalno e normalno e
Parametar uhranjene (ITM>25,0 uhranjene (ITM>25,0 P
ATMSA49 o oy ATMSH9 )
kg/m?)(n=32) kg/m?)(n=29)

SE, mm/h 8,91+3,541 16,60+9,1602 92444830  15,90+10,690%¢  <0,001
Glukoza, mmol/L 4,48+0,453 4,600,530 4,760,368 5,13+0,396%abbe <0 001
ALT, IU/L 18,1+8,81 25,8+12,782 16,3+8,53% 19,9+5,92 <0,01
AST, IU/L 25,4+8,68 29,6+8,62 24,6+6,27 28,2+5,76 ns
Fibrinogen, g/L. 2,89+0,561 3,69+0,645%2 2 96+(,556P0 3,45+0,701% <0,001
LDL-H, mmol/L 2,89+0,699 3,61+0,882 % 3,11+0,666 3,23:+0,940 <0,05
HDL-H, mmol/L 1,534+0,333 1,1940,245%2  1,4240,235% 1,18+0,198%ac <0,001
TG, mmol/L 0,93140,402  1,810+0,896%  0,797+0,322P% 1 270+0,684b¢ <0,001
Non-HDL-H, 33340772 43411729 3,.5040,684° 3,801,087 <0,01
mmol/L
TG/HDL-H 0,646+0,348  1,640+0,993%2  0,580+0,266°®  1,120+0,640%P<  <0,001
Dislipidemija ¥2=10,3;
ne/da, % 68,2/31,8 9,4/90,6 93,1/6,9 35,3/64,7 <0,05

Rezultati su prikazani kao x£SD. P iz ANOVA testa, pracenog post-hoc Tuckey-Snedecor testom.
ns — nesignifikantno — bez statisticki znacajne razlike

a,aa,aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od prve grupe (normalno uhranjene zene sa PCOS)
b,bb,bbb — znacajna razlika trece i/ili cetvrte grupe od druge grupe (gojazne zZene sa PCOS)

¢ — znacajna razlika cetvrte od trece grupe (KG normalno uhranjenih Zena)

P<0,05, P<0,01, P<0,001

U Tabeli 6 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod svih ispitanica koje
su uCestvovale u ovom istrazivanju. Uoceni su sledeci rezultati: gojazne ispitanice obe
podgrupe (PCOS i1 KG) imale su viSe vrednosti parametara inflamacije u odnosu na
normalno uhranjene ispitanice (brzina sedimentacije eritrocita i fibrinogen). lako su
koncentracije fibrinogena bile u granicama dozvoljenih vrednosti kod svih ispitanica, viSe
vrednosti kod gojaznih Zena sa PCOS 1 zZena iz KG potvrduju povezanost gojaznosti

1 niskostepene inflamacije. Koncentracije glukoze u obe podgrupe Zena sa PCOS i u KG
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grupi normalno uhranjenih Zzena se nisu razlikovale i bile su znacajno nize od
koncentracija glukoze gojaznih Zzena iz KG. Osim toga, gojazne zene sa PCOS imale su
viSe vrednosti ALT u odnosu na ispitanice iz ostalih podgrupa, dok se vrednosti AST nisu
statisticki znacajno razlikovale izmedu podgrupa.

Takode, gojazne ispitanice obe podgrupe imale su snizene koncentracije HDL-H
i poviSene koncentracije TG u odnosu na normalno uhranjene ispitanice, dok je
koncentracija non-HDL-H bila najviSa kod gojaznih PCOS Zena. U skladu sa tim,
gojazne ispitanice su imale 1 viSe vrednosti aterogenog indeksa (TG/HDL-H).
Hipertrigliceridemija (TG>1,7 mmol/L) 1 niske koncentracije HDL-H (HDL-H<1,29
mmol/L) su osnovne karakteristike aterogene dislipidemije (149) koja se najcescée javlja
kod gojaznih zena sa PCOS. Ovaj oblik dislipidemije postoji i ima vecu prevalencu kod

gojaznih zena sa PCOS u odnosu na normalno uhranjene Zene (90,6% vs. 31,8%).
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U cilju ispitivanja hormonskog statusa i potvrde dijagnoze PCOS, kod svih ispitanica
smo odredili koncentracije reproduktivnih hormona, SHBG, androstenediona, DHEAS

iizraCunali FAI (Tabela 7).

Tabela 7. Hormonski status Zena sa PCOS i KG Zena podeljenih prema statusu
uhranjenosti

PCOS

KG

PCOS KG
normalno gojazne normalno gojazne
Parametar uhranjene (ITM>25,0 uhranjene (ITM>25,0 P
(ITM<24,9 ke/m)r22) (ITM<24,9 kg/m) et
kg/m?)(n=32) kg/m?)(n=29)

Testosteron, 20040714 23580797 1,53+0,578 1,660,919 <0,001
nmol/L
SHBG, nmol/L, ~ 352+10,86 38,1429.58  67,3£2547ambb 73 119 Qbbb <() (0]
FSH, U/L 6,65+1,844 6,79+2.957 7,564,996 6,062,829 ns
LH, U/L 92142.867 05143,827  597+3386uabb 2 85+] [Glamabbbe <0001
LH/FSH 1,39+0,373 1,400,493 0,79+0,33125 0,47+0,220 <0,001
Estradiol, 93,5+65,17 00,1444,19  169.749526%  124.8+66,17 <0,001
pmol/L
Androstenedion, ' 5 50 g¢s 35441380  2,01+0,798%abbb 2 (00+() 793mabbb <0001
ng/mL
DHEAS,ng/mL  1697+681 18634841 1426793 13414776 ns
FAI 6,5+2.82 8,3+5,18 2,31 93aabbb 2,341, 8mbbb <0,001

Rezultati su prikazani kao x+SD. P iz ANOVA testa, pracenog post-hoc Tuckey-Snedecor
testom.

ns — nesignifikantno — bez statisticki znacajne razlike

a,aa,aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od prve grupe (normalno uhranjene zene sa PCOS)
b,bb,bbb — znacajna razlika trece i/ili cetvrte grupe od druge grupe (gojazne Zene sa PCOS)

cc — znacajna razlika Cetvrte od trece grupe (KG normalno uhranjenih Zena)

P<0,05, P<0,01, P<0,001

Dobijeni rezultati su pokazali da su nivoi testosterona, androstenediona, LH
1 LH/FSH odnosa bili znacajno visi kod PCOS Zena u odnosu na KG, dok su nivoi SHBG
1 estradiola bili znacajno snizeni. Vrednosti testosterona >2,0 nmol/L 1/ili FAI > 6 su
potvrdile postojanje biohemijskog hiperandrogenizma. Koncentracije FSH 1 DHEAS se

nisu znacajno razlikovale izmedu ispitivanih podgrupa.
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4.1.2. Skor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti

Kako bi se procenio rizik za razvoj KVB kasnije u toku zivota kod Zena sa PCOS,
koristili smo KVRS proracun koji su definisali McMahan 1 saradnici (65). Rezultati su

prikazani na Slici 12.

° 30

C

—_

Q *

>

v

(%] *
©

3 20

2

—_

©

v

NG

cQ

~ o 10

N O

_

©

—

9

w

= i

%]

9 PCOS PCOS KG KG
S normalno gojazne normalno gojazne
%’ uhranjene uhranjene

Slika 12. Vrednosti KVRS po podgrupama PCOS i zdravih zena podeljenih po gojaznosti

*P<0,05 u odnosu na PCOS normalno uhranjene Zene, prema Mann-Whitney U testu

Kori$¢enjem Kruskal-Wallis analize sa Mann-Whitney post hoc testom poredili smo
KVRS ¢etiri podgrupe ispitanica i nasli smo znacajno ve¢e KVRS vrednosti kod gojaznih

PCOS Zena u poredenju sa obe normalno uhranjene grupe (PCOS i KG, P<0,05).
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4.1.3. Uticaj antropometrijskih i biohemijskih parametara koji ne ulaze u
proracun skora rizika za kardiovaskularne bolesti na nivo rizika za

kardiovaskularne bolesti

Na osnovu vrednosti izracunatog KVRS, a uzimajuéi u obzir da je maksimalan broj
poena kod nasih ispitanica iznosio 24, ispitanice su podeljene po KVRS tercilima u tri
grupe: sa niskim (0—11 poena), srednjim (12—17 poena) i visokim rizikom (18-24 poena)
za razvoj KVB. Zatim smo uporedili druge odredivane parametre koji nisu ulazili
u proracun KVRS da bismo zakljucili da li je vrednost KVRS povezana sa vrednostima

tih parametara. Rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Antropometrijski i biohemijski parametri prema KVRS tercilima

Opseg KVRS, poeni

ST b Tercili KVRS P
Nizak (n=37) Srednji (n=39) Visok (n=24)
0-11 12-17 1824

?n':im struaka, 78,0+13,35 83,6+17,82 94,3417,920 <0,01
?n':im nadlaktice, 25,9+4,18 28,345,61 30,8+4,89% <0,01
Odnos struk/kuk 0,800,065 0,810,067 0,850,076 <0,01
AST, IU/L 24,6+4,96 25,4+5,54 31,5411,61%®  <0,01
TG, mmol/L 0,831+0,308 1,16040,733  1,600+0,804%*>  <0,001
TG/HDL-H 0,592+0,270 0,924+0,663  1,450+£0,954%% <0001
Fibrinogen, g/L 2,88+0,628 3,29+0,706° 3,46+0,553% <0,01
E:jggﬂ;mija 100/0 87.2/12.8 45,8/54,2 %2;()3,?)’011;

Rezultati su prikazani kao x+SD. P iz ANOVA testa, pracenog post-hoc Tuckey testom.
a,aa,aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od prve grupe (nizak kardiovaskularni rizik)
b,bb, — znacajna razlika trece od druge grupe (srednji kardiovaskularni rizik)

P<0,05, P<0,01, P<0,001

Kod ispitanica sa niskim KVRS (prvi tercil) uocene su znacajno nize koncentracije
fibrinogena u poredenju sa ispitanicama sa srednjim KVRS (drugi tercil).

Antropometrijski parametri (izuzev obima nadlaktice 1 odnosa struk/kuk), lipidni
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parametri 1 fibrinogen, koji nisu koris¢eni u proracunu KVRS, su pokazali znacajno vise
vrednosti kod ispitanica sa visokim KVRS (tre¢i tercil) u poredenju sa ispitanicama sa
niskim, odnosno srednjim rizikom ¢ime je utvrdena potencijalna veza ovih parametara sa
rizikom za razvoj KVB. Dodatno, ispitanice sa visokim KVRS se nisu razlikovale od
ispitanica sa srednjim rizikom samo u vrednostima obima nadlaktice, odnosa struk/kuk

i fibrinogena.

4.1.4. Uticaj hormonskog statusa na nivo rizika za kardiovaskularne bolesti

Da bi se utvrdio moguc¢i uticaj hormonskog statusa kod PCOS gojaznih i normalno
uhranjenih zena na nivo KVRS sprovedena je visestruka linearna regresiona analiza.
Pocetni model se sastojao od svih odredivanih hormona i koris¢ena je selekcija unazad
(eng. backward selection). Ova analiza je omogucila izbor modela (grupe parametara)
koji sa najviSim procentom odreduju varijabilnost u zavisno promenljivoj, tj. KVRS

(Tabela 9).
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Tabela 9. Visestruka linearna regresiona analiza sa KVRS kao zavisnom promenljivom i vrednostima hormona kao nezavisnim prediktorima

PCOS cela grupa PCOS normalno uhranjene PCOS gojazne
SHBG 0,025 (0,0008—0,0492)* E2 -0,00933(-0,01721—-0,00145)* FSH 0,391 (0,022—0,761)*
FSH 0,419 (0,168—0,671)** DHEAS 0,000887 (0,0000144—0,001759)*
Androstendion 0,800 (0,238—1,364)**
DHEAS -0,001 (-0,002— -0,0002)*
Modifikovan R? 0,398 0,460 0,319

Podaci pokazuju B (IP); B — nestandardizovan beta koeficijent ; IP — interval pouzdanosti; R*— modifikovan koeficijent determinacije R’
*P<0,05, **P<0,01 po MLR analizi
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Najvazniji prediktori vrednosti KVRS za celu PCOS grupu su bili: SHBG, FSH
1 androstenedion (pozitivna korelacija) i DHEAS (negativna korelacija). Modifikovan
koeficijent determinacije, R? je bio 0,398 $to znadi da je skoro 40% varijabilnosti
u vrednosti KVRS u vezi sa izabranim modelom parametara. S druge strane, kod
normalno uhranjenih zena sa PCOS najznacajniji prediktori su bili estradiol (negativna
korelacija) i DHEAS (pozitivna korelacija) sa priblizno 46% uticaja na varijabilnost
KVRS. Kod gojaznih Zena sa PCOS najvec¢i uticaj na kardiovaskularni rizik pokazao je

FSH (pozitivna korelacija) sa oko 30% varijacije uslovljene ovim hormonom.

4.1.5. NAFLD i rizik za kardiovaskularne bolesti
4.1.5.1. Indeksi NAFLDiICO

NAFLD je cesta kod Zena sa PCOS S§to predstavlja dodatan rizik za razvoj KVB.
U cilju procene dodatnog kardiovaskularnog rizika koji poti¢e od prisustva NAFLD
u ovom sindromu, izraCunali smo nekoliko NAFLD indeksa: APRI, LAP i HIS
ukljucujuci i antropometrijski parametar —ICO 1 uporedili njihove vrednosti u ispitivanim
podgrupama primenom Mann-Whitney U testa.

HIS i LAP indeksi i ICO pokazali su zna¢ajno vise vrednosti kod gojaznih zena sa
PCOS u poredenju sa drugim podgrupama, medutim njihove vrednosti se nisu razlikovale

kod normalno uhranjenih Zena sa PCOS 1 zena iz KG (Slike 13-15).
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Slika 13. Vrednosti HIS indeksa u ispitivanim podgrupama

*¥**P<0),001 u odnosu na normalno uhranjene zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
#HP<0,01,##P<0,001 u odnosu na gojazne Zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
&&&P<0,001 u odnosu na gojaznu KG Zena, prema Mann-Whitney U testu

140

120

100

a0

LAP

60

a0

20

—

PCOS
normalno
uhranjene

*k*

PCOS
gojazne

#i#
*i*
&&&
#i#
KG KG
normalno gojazne
uhranjene

Slika 14. Vrednosti LAP indeksa u ispitivanim podgrupama

***P<(),001 u odnosu na normalno uhranjene zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
###P<0,001 u odnosu na gojazne zZene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
&&&P<0,001 u odnosu na gojaznu KG zZena, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 15. Vrednosti ICO u ispitivanim podgrupama

**P<(0,01,***P<0,001 u odnosu na normalno uhranjene zene sa PCOS, prema Mann-Whitney
U testu

##P<0,01,##P<0,001 u odnosu na gojazne zZene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
&&& P<0,001 u odnosu na gojaznu KG Zena, prema Mann-Whitney U testu

Visoke vrednosti HIS 1 LAP indeksa, kao 1 antropometrijskog parametra ICO su
ocekivane kod gojaznih Zena sa ovim sindromom zato §to ovi indeksi ukazuju na
prisustvo gojaznosti, naro¢ito abdominalne gojaznosti i preteranu akumulaciju lipida
u predelu stomaka i abdomena, pa samim tim 1 u jetri (formule za njihovo izracunavanje
koriste parametre ALT, AST, ITM, obim struka, TG). Njihove vrednosti ukazuju na
postojanje metabolickih poremecaja u PCOS, a time i na rizik za razvoj KVB i dokazuju

povezanost NAFLD i1 PCOS.
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Medutim, podgrupe se nisu razlikovale po vrednostima APRI indeksa (Slika 16)
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Slika 16. Vrednosti APRI indeksa u ispitivanim podgrupama



4.1.5.2. Ispitivanje korelacije indeksa NAFLD i ICO sa skorom rizika

za kardiovaskularne bolesti

Medusobni odnos izmedu KVRS i NAFLD indeksa i ICO je procenjen pomocu
Spearmanove neparametarske korelacije.

Svi NAFLD indeksi kao i ICO su pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju sa KVRS
(Slike 17-19).
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Slika 17. Korelacija izmedu HIS indeksa i KVRS u PCOS grupi
Spearmanov neparametarski koeficijent korelacije p= 0,427, (P<0,001)
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Slika 18. Korelacija izmedu APRI indeksa i KVRS u PCOS grupi
Spearmanov neparametarski koeficijent korelacije p= 0,278 (P<0,01)
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Slika 19.Korelacija izmedu ICO i KVRS u PCOS grupi
Spearmanov neparametarski koeficijent korelacije p= 0,417 (P<0,001)

Najjacu pozitivnu korelaciju sa KVRS je pokazao LAP indeks (Slika 20).
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Slika 20. Korelacija izmedu LAP indeksa i KVRS u PCOS grupi
Spearmanov neparametarski koeficijent korelacije p= 0,566 (P<0,001)
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4.1.6. Procena dijagnosticke tacnosti indeksa NAFLD i ICO u predvidanju

rizika za kardiovaskularne bolesti

ROC kriva, konstruisana da bi se uporedile sposobnosti NAFLD indeksa i ICO da
predvide visok KVRS u PCOS (od 18-24 poena, Tabela 8), prikazana je na Slici 21.

Poredenje je vrSeno koris¢enjem AUC za svaki parametar (Tabela 10).
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Slika 21. Graficki prikaz ROC krive pojedinacnih NAFLD indeksa i ICO

Tabela 10. Povrsina ispod krive za pojedinacne NAFLD indekse i ICO

Testirane varijable AUC (SE) 95% Interval pouzdanosti P
ICO 0,751 (0,052) 0,648-0,853 <0,001
LAP 0,776 (0,053) 0,673-0,879 <0,001
HIS 0,757 (0,051) 0,657-0,858 <0,001
APRI 0,757 (0,057) 0,644-0,869 <0,001

AUC — povrsina ispod krive; SE — standardna greska

Na osnovu vrednosti AUC, svi parametri imaju dobru dijagnosticku tacnost
u predvidanju visokog kardiovaskularnog rizika kod Zena sa PCOS. Razlika izmedu

pojedinih AUC nije bila statisticki znacajna.
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4.1.7. Procena dijagnosticke ta¢nosti selektovanog modela u predvidanju

rizika za kardiovaskularne bolesti

Konstruisali smo model koga su ¢inila tri NAFLD indeksa (LAP, HIS i APRI)
1 antropometrijski parametar — ICO koriste¢i prediktivne verovatnoc¢e dobijene

logisti¢kom regresionom analizom (Slika 22, Tabela 11).
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Slika 22. Graficki prikaz ROC krive modela integrisanih parametara NAFLD i ICO

Tabela 11. Povrsina ispod krive za model integrisanih parametara (ICO, LAP, APRI
i HIS indeksa)

Testirane varijable AUC (SE) 95% Interval pouzdanosti P
Model 0,815 (0,056) 0,705-0,925 <0,001
AUC - povrsina ispod krive; SE — standardna greska

Izabrani model, sastavljen od NAFLD indeksa i ICO, je pokazao odli¢nu
dijagnosticku ta¢nost u izdvajanju PCOS pacijenata sa visokim rizikom za razvoj KVB

(AUC>0,8 predstavlja odli¢nu dijagnosticku tacnost).

4.2. 1I deo studije

Drugi deo studije se bavio ispitivanjem redoks statusa, dislipidemije 1 inflamacije

kod Zena sa PCOS. Njihov uticaj u sindromu procenjen je izraCunavanjem pojedinacnih
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skorova rizika 1 DOI skora. Takode, ispitivana je distribucija LDL i HDL subfrakcija
u PCOS, raspodela PON1 na HDL subfrakcijama i procenjivan je njihov doprinos riziku
za KVB. Do danas je publikovan znac¢ajan broj studija koje se bave proucavanjem redoks
statusa u PCOS (91, 168-170) . Sa druge strane, manji je broj studija koje govore u prilog
odredivanju lipoproteinskih subfrakcija u sindromu (171, 172), a distribucija enzima
PON1 na HDL subfrakcijama jo§ uvek nije ispitivana u ovoj populaciji pacijenata.
U drugom delu ove studije ucestvovale su 164 ispitanice (114 zena sa PCOS i 50 zdravih
zena) starosti izmedu 20 i 39 godina, koje su ispitivane na Klinici za endokrinologiju,
dijabetes 1 bolesti metabolizma, Klinickog centra Srbije. U ovom novom uzorku prvo
smo redoks status zena sa PCOS poredili sa statusom zdravih zena iz KG. Odredivanje
redoks statusa podrazumeva odredivanje parametara OS — prooksidanasa ili proizvoda
njihovog delovanja kao i1 parametara antioksidativnog statusa — elemenata enzimske
1 neenzimske antioksidativne zastite. S tim ciljem, ispitanice su podeljene u dve osnovne
grupe, grupu Zena sa dokazanim PCOS (n=114) i KG zdravih Zena (n=50) postujuci

prethodno definisane kriterijume za ucesce u studiji.
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4.2.1. Socio-demografski, klinicki i biohemijski parametri

U Tabeli 12 prikazane su vrednosti socio-demografskih i biohemijskih parametara

u PCOS 1 KG.

Tabela 12. Osnovni socio-demografski i biohemijski parametri kod pacijentkinja sa

PCOS i KG zena
Parametar (ﬁfl(;i) (:ig)) P
ITM, kg/m’ 24,2 (21,2-29,7) 22,1 (20,7-23,5) <0,01
Starost, godine 25,5 (22,0-29,2) 28,0 (23,7-30,0) 0,177
SKP, mmHg 120 (110-125) 110 (103—120) <0,01
DKP, mmHg 75,0 (70,0-80,0) 74,5 (65,7-80,0) 0,371
Ukupni holesterol, mmol/L 4,76 (4,14-5,31) 4,98 (4,38-5,50) 0,232
LDL-H, mmol/L 2,84 (2,19-3,28) 2,81 (2,53-3,12) 0,789
HDL-H, mmol/L 1,40 (1,10-1,80) 1,60 (1,32-1,95) <0,01

TG, mmol/L 0,840 (0,657—1,420) 0,930 (0,712—1,370) 0,745

Non-HDL-H, mmol/L 3,24 (2,57-3,93) 3,39 (2,87-3,76) 0,653

TG/HDL-H 0,644 (0,387-1,200) 0,503 (0,401-0,876) 0,173

CRP, mg/L 1,90 (0,70—3,70) 0,55 (0,40—1,00) <0,001

Rezultati su prikazani kao medijane i interkvartilni raspon (25-75 percentila). Parametri su
poredeni koris¢enjem Mann-Whitney U testa.
SKP — sistolni krvni pritisak; DKP — dijastolni krvni pritisak

S obzirom da je raspodela podataka odstupala od normalne, poredenje medijane
parametara u grupama izvrSeno je primenom Mann-Whitney U testa i uo€eni su sledeci
rezultati: Zene sa PCOS su imale znacajno niZe vrednosti HDL-H u poredenju sa KG Zena,
ali su te vrednosti ipak bile u granicama preporucenih vrednosti (vrednosti HDL-H bile
su >1,29 mmol/L $to predstavlja grani¢no rizicnu vrednost za KVB prema NCEP ATP
IIT) (149). Nize vrednosti HDL-H kod Zena sa PCOS mogu ukazati na po€etni poremecaj
metabolizma lipida koji jo§ uvek ne predstavlja rizik za KVB. Za razliku od HDL-H,
vrednosti holesterola, non-HDL-H, LDL-H 1 TG se nisu razlikovale izmedu grupa. Nije

postojala znacajna razlika ni u vrednostima aterogenog indeksa (TG/HDL-H) izmedu
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ispitivanih grupa, iako je vrednost medijane bila visa kod PCOS zena. Koncentracija CRP
je bila znacajno visa kod zena sa PCOS u poredenju sa KG. lako su u pitanju generalno

niske koncentracije CRP, uocava se trend ka povecanju koncentracije ovog inflamatornog

markera kod Zzena sa PCOS.

4.2.2. Redoks status
Parametri OS — prooksidansi, odnosno proizvodi njihovog delovanja (AOPP, TOS,
PAB i MDA) i antioksidansi (PON1, SH-grupe, TAS 1 SOD) kod Zena sa PCOS 1 Zena iz

KG su prikazani na Slikama 23-30.
Prooksidansi (AOPP,TOS, PAB i MDA) su bili statisticki znacajno visi kod Zena sa

PCOS u odnosu na zene iz KG (Slike 23-26).
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Slika 23. Koncentracije AOPP kod Zena sa PCOS i KG
**%P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 24. Koncentracija TOS kod Zena sa PCOS i KG
***¥P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 25. Koncentracija PAB kod zena sa PCOS i KG

*P<0,05 u odnosu na zZene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

63



MDA [umol/L]
.

2 *kk
0
PCOS KG

Slika 26. Koncentracija MDA kod Zena sa PCOS i KG
***¥P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

Pored toga, zene sa PCOS su imale znacajno nizu aktivnost PON1 i smanjene

koncentracije ukupnih SH-grupa, parametara antioksidativne zastite, u poredenju sa KG

(Slike 27 i 28).
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Slika 27. Aktivnost PON1 kod zZena sa PCOS i KG
*P<0,05 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 28. Koncentracija ukupnih SH-grupa kod Zena sa PCOS i KG
***¥P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

Antioksidansi (TAS i SOD) nisu pokazali statisticku razliku izmedu zena sa PCOS
i zena iz KG (Slike 29 i 30).
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Slika 29. Koncentracija TAS kod zena sa PCOS i KG
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Slika 30. Aktivnost SOD kod Zena sa PCOS i KG

4.2.3. Skorovi dislipidemije, oksidativnog stresa, inflamacije i DOI skor

Kako bi procenili uticaj 1 stepen oksidativnog stresa, dislipidemije 1 inflamacije kao
sinteze nekoliko razli¢itth elemenata izra¢unali smo oksidativno-stresni skor, skor
dislipidemije i skor inflamacije. Da bismo procenili zbirni efekat sva tri prethodno
pomenuta skora izra¢unali smo njihov zbir 1 predstavili ga u vidu DOI skora. Vrednosti

svih skorova su prikazane na Slikama 31-36.
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Slika 31. Prooksidativni skor kod Zena sa PCOS i KG
***P<0,001 u odnosu na zZene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 32. Antioksidativni skor kod Zena sa PCOS i KG
***¥P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 33. Oksidativno-stresni skor kod Zena sa PCOS i KG
***xP<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

Oksidativno-stresni skor je izracunat kao razlika dva skora — prooksidativnog
i antioksidativnog skora. Zene sa PCOS su imale znagajno vi$e vrednosti oksidativno-
stresnog skora u poredenju sa Zenama iz KG (prooksidativni skor je bio visi, dok je

antioksidativni skor bio nizi kod PCOS Zena) (Slike 31-33).
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Slika 34. Skor dislipidemije kod Zena sa PCOS i KG
*P<0,05 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu
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Slika 35. Skor inflamacije kod zZena sa PCOS i KG
**%P<(,001 u odnosu na zZene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

Takode, vrednosti skora dislipidemije i skora inflamacije su bile viSe kod zena sa

PCOS u poredenju sa KG (Slike 34 1 35).
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Slika 36. DOI skor kod zena sa PCOS i KG
***¥P<0,001 u odnosu na zene sa PCOS, prema Mann-Whitney U testu

U skladu sa prethodnim rezultatima pojedinac¢nih skorova i DOI skor je pokazao
statisticki znacajno vise vrednosti kod zena sa PCOS u odnosu na KG Zena (Slika 36).
Praenjem nivoa statisticki znacajnih razlika izraCunatih skorova uocava se da

preovladuje uticaj oksidativnog stresa i inflamacije u odnosu na dislipidemiju u PCOS

grupi.
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4.2.4. Ispitivanje korelacije izmedu razlicitih skorova

S obzirom na to da se pojedinacni skorovi koje smo koristili za procenu tri razlicita
kardiovaskularna faktora rizika raCunaju iz potpuno raznorodnih parametara smatrali smo
da bi od znacCaja bilo da testiramo njihovu povezanost primenom Spearmanove

korelacione analize i rezultati su prikazani u Tabeli 13.

Tabela 13. Korelacija izmedu oksidativno-stresnog, skora dislipidemije i inflamatornog
skora

Skorovi Skor dislipidemije Skor inflamacije
Oksidativno-stresni skor 0,397*** 0,252**
Skor dislipidemije / 0,365%***

p —Spearmanov neparametarski koeficijent korelacije
*EP<0,01, ***P<0,001

Interesantno je da su svi pojedinacni skorovi koji odslikavaju veli¢inu dislipidemije,
inflamacije 1 OS, racunati od potpuno razli¢itih i nesrodnih parametara, bili medusobno
u korelaciji i da je ta korelacija bila pozitivha. Nominalne vrednosti pojedinac¢nih
koeficijenata korelacije nisu visoke, jer se radi o potpuno raznorodnim parametrima
izvedenim iz parametara koji su odredivani u Zivim sistemima (ljudskom organizmu), ali
statistiCki test je pokazao znacajne korelacije. Oksidativno-stresni skor pokazao je najjacu
1 najznacajniju pozitivnu korelaciju sa skorom dislipidemije (P<0,001), kao 1 znacajnu
pozitivnu korelaciju sa skorom inflamacije (P<0,01). Takode, jaka pozitivna korelacija je

postojala izmedu skora dislipidemije i skora inflamacije (P<0,001).

4.2.5. Uticaj gojaznosti, lipidnog statusa i parametara oksidativnog stresa

na vrednosti skorova

Visestruka linearna regresiona analiza je primenjena sa ciljem da se proceni uticaj
vie razliitih parametara na varijabilnost svakog od skorova. Kombinacije parametara su
birane tako da ulaze samo oni parametri iz kojih odredeni skor nije racunat. Kori$¢ena je

selekcija unazad 1 prikazani su parametri koji ulaze u najbolji model (Tabela 14).
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Tabela 14. Visestruka linearna regresiona analiza prediktora oksidativno-stresnog skora, skorova inflamacije i dislipidemije

Oksidativno-stresni skor

Parametar
B (SE)

ITM, kg/m?

Ukupni holesterol,

mmol/L 1,843(0,394)

HDL-H, mmol/L -2,911(0,806)
AOPP, pmol/LL

TOS, pmol/L

MDA, pmol/L

Modifikovan R?

95% 1P

ns

(1,062-2,623)***

(-4,509— -1,313 )%+

ns

ns

ns

0,228

Skor inflamacije

B (SE)

0,080(0,013)

0,123 (0,057)

(0,055-0,105)%**

ns

ns

ns

ns

0,270

95% 1P

(0,009-0,236)*

Skor dislipidemije

B (SE) 95% TP

0,144 (0,022) (0,100-0,188)***

ns

ns

0,049 (0,007) (0,035-0,062)%**

-0,018(0,007)  (-0,032— -0,005)**

0,271(0,108) (0,0058-0,4840)*

0,539

B — nestandardizovan beta koeficijent; SE — standardna greska; 95% IP — Interval pouzdanosti; R*— modifikovan koeficijent determinacije R’;
ns — nesignifikantno — bez statisticki znacajne razlike
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 po MLR analizi
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Glavni prediktori vrednosti oksidativno-stresnog skora kod zena sa PCOS su bili
holesterol (pozitivna korelacija) i HDL-H (negativna korelacija). Modifikovan koeficijent
determinacije R? je iznosio 0,228 §to znaci da je priblizno 23% varijabilnosti u vrednosti
oksidativno-stresnog skora u vezi sa izabranim modelom parametara. Najvazniji
prediktori skora inflamacije su bili ITM i MDA (oba sa pozitivhom korelacijom) sa 27%
varijacije uslovljene ovim parametrima. Najveéi uticaj na skor dislipidemije su imali
ITM, AOPP, MDA (pozitivna korelacija) i TOS (negativna korelacija). Ovaj model

parametara objasnjava 54% uticaja na varijabilnost u vrednosti skora.

4.2.6. Procena dijagnosticke tacnosti skorova u identifikaciji Zena sa PCOS

U cilju procene sposobnosti svih skorova da razdvoje zZene sa PCOS od zdravih Zena,
primenili smo ROC analizu (Slika 37), a dijagnosti¢ku ta¢nost skorova smo uporedivali

koriste¢i njihove vrednosti AUC (Tabela 15).

—— Referentna linija
Oksidativno-stresni skor

------- DOI skor

....... Skor inflamacije

Osetljivost

= Skor dislipidemije

0.0 0.3 0.5 0.8 1.0
1-Specificnost

Slika 37. ROC kriva izracunatih skorova kao markera PCOS
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Tabela 15. Povrsina ispod krive za izracunate skorove nakon konstrukcije ROC krive

Testirane varijable AUC (SE) 95% Interval pouzdanosti P
Oksidativno-stresni 0,996 (0,002) 0.992-1,001 <0,001
skor
DOI skor 0,972 (0,009)* 0,953-0,990 <0,001
Skor inflamacije 0,751 (0,037) aaa.bbb 0,679-0,823 <0,001
Skor dislipidemije 0,603 (0,041) aaa.bbb 0,522—0,685 <0,05

AUC — povrsina ispod krive; SE — standardna greska; P iz ROC analize — znacajnost specificne krive
aa,aaa — znacajna razlika od oksidativno-stresnog skora

bbb — znacajna razlika od DOI skora

P<0,01, P<0,001

Oba skora, oksidativno-stresni i DOI skor su imali ve¢e AUC (AUC>0,9)
u poredenju sa skorovima inflamacije i dislipidemije, §to znaci da ova dva skora pokazuju
izuzetnu diskriminativnu sposobnost, odnosno dijagnosticku ta¢nost u razdvajanju Zena
sa PCOS. Ovo je podrzano visokom osetljivoséu (97%) 1 specifi¢noséu (97%)
oksidativno-stresnog skora kao i visokom osetljivoséu (88%) i specificnosc¢u (88%) DOI
skora na nivou grani¢ne vrednosti. Interesantno, oksidativno-stresni skor je pokazao bolju

dijagnosticku tacnost u razdvajanju PCOS Zena (P<0,01) u odnosu na DOI skor.

4.2.7. Vezaizmedu gojaznosti i skorova rizika za kardiovaskularne bolesti

S obzirom da je viSestruka linearna regresiona analiza pokazala da je ITM vazZan
prediktor skora inflamacije i skora dislipidemije, ispitali smo kako gojaznost utice na
sve skorove rizika kod zena sa PCOS. Stoga, podelili smo grupu Zena sa PCOS na tri
podgrupe prema vrednostima ITM. Prva podgrupa se sastojala od Zena sa normalnom
telesnom tezinom (ITM<24,9 kg/m?). Drugu podgrupu su ¢inile Zene sa prekomernom
telesnom tezinom — predgojazne (ITM=25,0-30,0 kg/m?), a tre¢u gojazne Zene

(ITM>30,0 kg/m?) (Tabela 16).
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Tabela 16. Vrednosti skorova rizika u PCOS podgrupama povezanim sa gojaznoscu

Parametar

(n=55) (n=24)
Skor dislipidemije -1,29 (-2,34—-0,09) 1,13 (0,19—2,71) %=
Skor inflamacije -0,23 (-0,80-0,93) 0,79 (-0,04-1,13)®
Oksidativno-stresni skor 9,37 (7,17-13,40) 12,31 (9,88-15,91)*
DOI skor 7,92 (5,05-12,48) 14,30 (11,54-19,77)**

a,aa,aaa — znacajna razlika od prve grupe (PCOS Zene sa normalnom telesnom tezinom)
b — znacajna razlika od druge grupe (PCOS Zene sa prekomernom telesnom tezinom)
P<0,05, P<0,01, P<0,001
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PCOS, ITM<24,9 kg/m> PCOS, ITM=25,0-30,0 kg/m’

PCOS, ITM>30,0 kg/m?
(n=35)

1,74 (0,39-2,81) @
1,25 (0,75—1,67) @b
10,88 (7,79-14,17)

14,56 (9,31-18,01)

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001



PCOS zene normalne telesne tezine su imale znafajno nize vrednosti skorova
dislipidemije i inflamacije, kao 1 DOI skora u odnosu na prekomerno teske i gojazne zene
sa PCOS, dok se oksidativno-stresni skor nije razlikovao u odnosu na gojazne Zene (zene
normalne telesne tezine i gojazne Zene su imale slicne vrednosti), ve¢ samo u odnosu na
zene sa prekomernom telesnom tezinom. Vrednosti skorova rizika izmedu Zena sa
prekomernom telesnom tezinom i gojaznih zena nisu se razlikovali, izuzev inflamatornog

skora koji je bio znacajno visi kod gojaznih Zena sa PCOS.

4.2.8. Distribucija LDL i HDL subfrakcija

Jedan od postavljenih ciljeva ove disertacije bio je 1 odrediti distribuciju LDL i HDL
subfrakcija kod zena sa PCOS u odnosu na zdrave Zene iz KG.

Zbog kompleksnosti analiza koristili smo mlade Zene iz postoje¢e KG (n=23) na
kojima je primenjena standardizovana metoda za razdvajanje LDL 1 HDL subfrakcija
u cilju poredenja sa Zenama sa PCOS. Posto su Zene u PCOS grupi bile mlade od Zena
u KG (PCOS: 26,3+5,1 godina vs. KG: 35,7+4,8 godina; P<0,001), sva dalja poredenja
su izvrSena nakon korekcije za razliku u godinama (ANCOVA test). Kako je raspodela
parametara koji se ticu LDL 1 HDL subklasa odgovarala normalnoj raspodeli koris¢ene

su parametarske statistiCke metode.
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4.2.8.1.

Analiza LDL subfrakcija

Velicina i relativni udeli LDL subfrakcija kod Zena sa PCOS i u KG prikazani su

u Tabeli 17.

Tabela 17. Velicina i raspodela LDL subfrakcija u PCOS i KG

Parametar

LDL dijametar, nm

LDL I, %

LDL II, %

LDL III, %

LDL IV, %

Male, guste LDL, %

Rezultati su prikazani kao x£SD. Parametri su poredeni koris¢enjem Student t-testa.

PCOS
(n=114)

26,83+1,32

21,4432

25,5443

20,8+2,9

32,3+5,5

53,246,0

KG
(n=23)

28,38+0,65

33,5+6,8

15,0+£7,9

16,0+3,1

35,6+9,7

51,549,1

P

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,137

0,410

Zene sa PCOS su imale zna¢ajno manje dijametre LDL &estica od Zena u KG. Iako

se ukupan udeo malih gustih LDL cestica nije znacajno razlikovao izmedu posmatranih

grupa, analizom raspodele pojedina¢nih LDL subfrakcija utvrdili smo karakteristicnu

preraspodelu ka manjim LDL ¢esticama u grupi sa PCOS. Konkretno, kod Zena sa PCOS

relativni udeo LDL I subfrakcija je bio zna€ajno manji, dok je istovremeno udeo LDL II

1 malih LDL III subfrakcija bio znacajno veci nego u KG.

76



Inicijalna analiza je zatim ponovljena uzimaju¢i u obzir stepen uhranjenosti (ITM)

zena sa PCOS (Tabela 18).

Tabela 18. Velicina i raspodela LDL subfrakcija kod gojaznih i normalno uhranjenih

zena sa PCOS i KG
PCOS
Parametar Normalno uhranjene Gojazne
(ITM<24,9 kg/m?  (ITM>25,0 kg/m?)
(n=55) (n=59)

LDL dijametar, nm 27,00+1,34%2 26,63+1,28%2
LDL I, % 21,243,1% 21,6+3,3%
LDL II, % 25,244,2% 25,844, 4%
LDL III, % 21,1£2,7%2 20,5+3,0%2
LDL 1V, % 32,5+5,1 32,1+5,9
Male, guste LDL, % 53,6+5.5 52,7+6,6

KG
(n=23)

28,38+0,65

33,5+6,8

15,0<£7,9

16,0+3,1

35,649,7

51,549,1

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,088

0,406

Rezultati su prikazani kao x£SD. Parametri su poredeni ANOVA testom, pracenog post-hoc

Tuckey-Snedecor testom.
aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od KG
P<0,001

Rezultati su pokazali da najmanje LDL dijametre imaju gojazne zene sa PCOS

(ITM>25,0 kg/m?). Obe grupe PCOS Zena imale su znacajno manje udele LDL 1, a veée
udele LDL II i LDL III subfrakcija nego Zene u KG.
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Nakon §to smo uzeli u obzir i stepen uhranjenosti zena u KG, utvrdili smo da
1 normalno uhranjene i gojazne Zene sa PCOS imaju statisticki znac¢ajno manju veli¢inu
LDL ¢estica od normalno uhranjenih i gojaznih Zena u KG. Kod obe grupe zena sa PCOS
utvrden je zna¢ajno manji udeo LDL I, a ve¢i udeo LDL I1 i LDL III subfrakcija u odnosu

na gojazne i normalno uhranjene zene u KG (Tabela 19).

Tabela 19. Velicina i raspodela LDL subfrakcija kod normalno uhranjenih i gojaznih
zenau PCOS i KG

PCOS KG
p ; Normalno Gojazne Normalno Gojazne p
arametar . .
(‘;l}ﬁ'l’;x (ITM>25,0 (‘;';‘;3[‘22‘*:‘; (ITM>25,0
o kg/m?) o kg/m?)
kg/m?) (n=59) kg/m’) (n=4)
(n=55) (n=19)

LDL dijametar,nm  27,00+1,34%° 26,63+],28 %> 28 31+0,67 28,68+0,55 <0,001

LDL I % 21,243, ]2aa.bbb 21,643,3%abb 34,3+7,3 29,741,5  <0,001
LDL I1, % 25,244 2aaabb 25,844, 4aaa.bbb 15,0+£7,9 14,9489  <0,001
LDL III, % 21,142, 72320 20,543,0%ab 16,043,3 15,8421 <0,001
LDL 1V, % 32,545,1 32,1+£5,9 34,749,9 39,649,2 0,081
Male guste LDL, % 53,645,5 52,7+6,6 50,7+9,4 55,4+7,4 0,328

Rezultati su prikazani kao x+SD. Parametri su poredeni ANOVA testom, pracenog post-hoc
Tuckey-Snedecor testom.

aa,aaa — znacajna razlika bilo koje grupe od KG normalno uhranjene

b,bb,bbb — znacajna razlika bilo koje grupe od KG gojazne

P<0,05, P<0,01, P<0,001
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4.2.8.2. Ispitivanje Korelacija veli¢ine i udela LDL subfrakcija sa
antropometrijskim i biohemijskim parametrima i parametrima

oksidativnog stresa

U nastavku je ispitivana korelacija veli¢ine LDL cCestica sa antropometrijskim
1 biohemijskim parametrima u PCOS grupi (Tabela 20). Veli¢ina LDL cestica bila je
u negativnoj korelaciji sa odnosom struk/kuk. Koncentracija HDL-H je bila u pozitivnoj,

a koncentracija LDL-H u negativnoj korelaciji sa dijametrima LDL cestica.

Tabela 20. Korelacije velicine LDL Cestica sa antropometrijskim i biohemijskim
parametrima u grupi sa PCOS

Parametar LDL dijametar, nm
ITM, kg/m? -0,127
Odnos struk/kuk -0,242™"
HDL-H, mmol/L 0,198"
LDL-H, mmol/L -0,193*
CRP, mg/L -0,030

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
'P<0,05, ""P<0,01
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U Tabeli 21 su prikazani rezultati korelacione analize izmedu veliCine i relativnih

udela LDL subfrakcija sa parametrima OS i antioksidativne zastite u PCOS.

Tabela 21. Korelacije velicine i LDL subfrakcijama sa parametrima oksidativnog stresa

u grupi sa PCOS
Parametar

PON1, U/L
SOD, U/L
SH-grupe, mmol/L
TAS, mmol/L
PAB, U/L
TOS, pmol/L
AQOPP, pmol/LL

MDA, pmol/L

LDL dijametar,
nm

-0,024
-0,125
-0,069
0,121

-0,109
-0,055
-0,214"

-0,179"

LDL I,
%

-0,039
-0,048
0,179 "
0,235°
-0,287"
0,060
0,062

-0,084

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.

"P<0,05, “P<0,01

LDL II,

%

0,030

-0,063

0,004

0,158

-0,154

-0,019

-0,037

-0,073

LDL 111,

%

0,092
0,068
0,217
-0,090
0,175
-0,068
0,002

-0,072

LDL 1V,

%

-0,001
0,055
-0,015
-0,228"
0,258™
0,042
0,012

0,183"

Ova analiza je pokazala da su kod Zena sa PCOS manji dijametri LDL cestica

u korelaciji sa visim vrednostima AOPP 1 MDA. Relativni udeo LDL I subfrakcija je bio

u pozitivnoj korelaciji sa TAS, a u negativnoj korelaciji sa PAB. Koncentracija ukupnih

SH-grupa je negativno korelirala sa udelom LDL I, a pozitivno sa udelom LDL III

subfrakcija. Relativni udeo malih LDL IV subfrakcija je bio u pozitivnoj korelaciji sa

PAB, a u negativnoj korelaciji sa TAS. Sem toga, ve¢i udeo LDL IV subfrakcija je bio

u korelaciji sa viSim koncentracijama MDA.
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4.2.8.3.

Ispitivanje korelacija veli¢éine LDL

i indeksima NAFLD

subfrakcija sa ICO

U nastavku smo analizirali korelaciju veli¢ine LDL subfrakcija sa ICO i NAFLD

indeksima. Utvrdili smo da je veli¢ina LDL Cestica u znacajnoj negativnoj korelaciji sa

ICO (r =-0,195; P<0,05) i sa LAP indeksom (r= -0,195; P<0,05). Rezultati su prikazani

na Slikama 38 i 39.

LDL dijametar (nm)

LDL dijametar (nm)

28,007

26,00 se e * .
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Slika 39. Korelacija velicine LDL cestica sa LAP indeksom u PCOS grupi (r=-0,195;

P<0,05)
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4.2.8.4. Ispitivanje korelacija veli¢ine i udela LDL subfrakcija i skorova

za procenu kardiovaskularnog rizika

Analizirali smo korelaciju izmedu ispitivanih karakteristika LDL cestica i KVRS
u grupi sa PCOS. Najpre smo utvrdili da jedino veli¢ina LDL cestica korelira sa KVRS.
Analiza je pokazala da postoji znacajna korelacija izmedu visih vrednosti KVRS i manjih

dijametara LDL cestica (r =-0,249; P<0,01).
Tabela 22. Korelacije velicine i LDL subfrakcijama sa izracunatim skorovima rizika u
grupi sa PCOS

LDL dijametar, LDL I, LDLII, LDLIII, LDLIV,
Parametar

nm % % % %
Skor dislipidemije 0,224" 0,048 0219° 0,004 0,178
Prooksidativni skor -0,240° 0,013 0,041 0,019 0,051
Antioksidativni skor 0,012 0,130 0,182° 0,087  -0,250
g{l;sridaﬁ“‘“'s“es“i 0,.212° 0,023 0,117 0018 0,122
Skor inflamacije -0,030 0,242" 0,070 0,106 -0,222"
DOI skor 0,131 0,015 0,008 0047  -0,016

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<0,05, **P<0,01

U Tabeli 22 su dati rezultati ispitivanja korelacije izmedu karakteristika LDL
Cestica 1 izraCunatih skorova rizika (skorova dislipidemije, inflamacije, prooksidativnog,
antioksidativnog i oksidativno-stresnog skora i DOI skora). Manja veli¢ina LDL cestica
je bila u korelaciji sa viSim skorom dislipidemije, kao i sa viSim vrednostima
prooksidativnog 1 oksidativno-stresnog skora. Relativni udeo LDL I subfrakcija je
pozitivno korelirao sa skorom inflamacije, dok je udeo LDL II subfrakcija pozitivno
korelirao sa skorom dislipidemije i sa antioksidativnim skorom. Udeo LDL IV subfrakcija
je bio u pozitivnoj korelaciji sa skorom dislipidemije, a u negativnoj korelaciji sa
antioksidativnim skorom i skorom inflamacije. DOI skor nije korelirao ni sa jednom od

ispitivanih karakteristika LDL cestica.
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4.2.8.5. Analiza HDL subfrakcija

U Tabeli 23 dat je uporedni prikaz veli¢ine i raspodele HDL subfrakcija kod Zena
sa PCOS 1 u KG. U poredenju sa KG, Zene sa PCOS su imale znacajno visi relativni udeo
HDL 2b i HDL 2a subfrakcija, a nizi udeo HDL 3b i HDL 3c subfrakcija. Dijametri HDL

Cestica se nisu razlikovali.

Tabela 23. Velicina i raspodela HDL subfrakcija u PCOS i KG

PCOS KG

Parametar (n=114) (n=23) P
HDL dijametar, nm 10,44+0,87 10,24+0,99 0,381
HDL 2b, % 51,6£10,0 46,7+11,1 <0,05
HDL 2a, % 21,1+6,2 18,0+3,3 <0,01
HDL 3a, % 12,2+43.8 13,5+3,6 0,127
HDL 3b, % 6,4+3,2 9,1£3.,6 <0,001
HDL 3¢, % 8,5+4,1 11,0+4,4 <0,05

Rezultati su prikazani kao x+SD. Parametri su poredeni koris¢enjem Student t-testa.

Ukupan udeo HDL 2 subfrakcija kod Zena sa PCOS je bio znacajno ve¢i, a udeo

HDL 3 subfrakcija manji, nego kod zena u KG (Slika 40).
100
90 *
80
70
60

EPCOS mkG

50
40
30
20

Relativni udeo [%]

10
0

HDL 2 [%] HDL 3 [%]

Slika 40. Relativni udeli HDL 2 i HDL 3 subfrakcija u PCOS i KG.
*P<0,01 u odnosu na KG
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Nakon §to smo uradili analizu u odnosu na stepen uhranjenosti zena sa PCOS
1 korekciju za razlike u godinama starosti izmedu PCOS 1 KG, razlika u relativnim
udelima HDL 2a subfrakcija nije viSe bila znacajna (Tabela 24). Ova analiza je jos
pokazala da normalno uhranjene Zene sa PCOS imaju visi udeo HDL 2b subfrakcija od
zena u KG, a da razlika izmedu gojaznih Zena i Zena u KG nije statisticki znacajna. Obe
grupe Zena sa PCOS imale su znacajno nizi udeo HDL 3b i HDL 3c¢ subfrakcija od zena
u KG.

Kada su veli¢ina 1 relativni udeli HDL subfrakcija analizirani unutar PCOS grupe,
Student t-testom utvrdena je znacajna razlika izmedu gojaznih i normalno uhranjenih
zena sa PCOS. Naime, gojazne zene sa PCOS su imale znacajno manje dijametre HDL
Cestica (P<0,05) 1 visi udeo HDL 3b subfrakcija od normalno uhranjenih zena sa PCOS

(P<0,05).

Tabela 24. Velicina i raspodela HDL subfrakcija kod gojaznih i normalno uhranjenih
Zena sa PCOS i KG

PCOS
. . KG
Parametar Normalno uhranjene Gojazne
(ITM<249 kg/m?)  (ITM>25,0 kg/m?) (" 2
(n=55) (n=59)
HDL dijametar, nm 10,62+0,79 10,24+0,91 10,24+0,99 0,05
HDL 2b, % 52,8+10,6% 50,3+9,3 46,7+11,1  <0,05
HDL 2a, % 20,9+7,6 21,4+4,3 18,0+3,3 0,069
HDL 3a, % 11,543,3 13,1+4,2 13,5£3,6  <0,05
HDL 3b, % 6,3+3,2% 6,5+3,2% 9,1+£3,6 <0,01
HDL 3¢, % 8,5+4,6° 8,5+3,6° 11,0+4,4  <0,05

Rezultati su prikazani kao x+SD. Parametri su poredeni ANOVA testom, pracenog post-hoc
Tuckey-Snedecor testom.

a,aa — znacajna razlika bilo koje grupe od KG

P<0,05, P<0,01
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Na Slici 41 prikazan je ukupan udeo HDL 2 i HDL 3 cCestica kod Zena sa PCOS
u odnosu na stepena uhranjenosti 1 kod Zena u KG. Relativni udeli HDL subfrakcija su se
znacajno razlikovali izmedu posmatranih grupa. Najvisi udeo HDL 2, a najmanji udeo

HDL 3 subfrakcija imale su normalno uhranjene zene sa PCOS.

100

90 x m PCOS normalno uhranjene . m PCOS gojazne  ®mKG
*

80
70
60
50
40
30

*% *

Relativni udeo [%]

20
10
0

HDL 2 [%] HDL 3 [%]

Slika 41. Relativni udeli HDL 2 i HDL 3 subfrakcija kod normalno uhranjenih i
gojaznih zena sa PCOS i Zena u KG

*P<0,05,**P<0,01 u odnosu na KG

Uzeli smo u obzir i stepen uhranjenosti zena u KG i uporedili veli¢inu i raspodelu
HDL subfrakcija (Tabela 25), kao i ukupne udele HDL 2 i HDL 3 cestica izmedu
posmatranih grupa (Slika 42). Utvrdili smo da obe grupe Zena sa PCOS imaju statisticki
znacajno manji udeo HDL 3b subfrakcija od gojaznih Zena u KG (Tabela 25). Iako je
ANCOVA test ukazao da postoji razlika u HDL dijametrima i relativnim udelima HDL
3¢ subfrakcija izmedu grupa, u post hoc analizi nisu utvrdene znacajne razlike.

Poredenje ukupnih udela HDL 2 i HDL 3 ¢estica pokazalo je da normalno uhranjene
zene sa PCOS imaju znacajno veci udeo HDL 2 subfrakcija od normalno uhranjenih
1 gojaznih Zena u KG. Takode, relativni udeli HDL 3 subfrakcija kod normalno uhranjenih

1 gojaznih Zena sa PCOS bili su zna¢ajno nizi nego kod gojaznih zena u KG.
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Tabela 25. Koncentracija i raspodela HDL subfrakcija i viednosti HDL-H kod normalno uhranjenih i gojaznih zena sa PCOS i KG

PCOS KG
Parametar Normalno uhranjene Gojazne Normalno uhranjene Gojazne
(ITM<24,9 kg/m?) (ITM>25,0 kg/m?) (ITM<24,9 kg/m?) (ITM>25,0 kg/m?)
(n=55) (n=59) (n=19) (n=4)

HDL-H, mmol/L 1,710,470 1,24+0,32 1,67+0,35°% 1,42+0,22
HDL dijametar, nm 10,62+0,79 10,24+0,91 10,03+0,90 11,37+0,61
HDL 2b, % 52,8+10,6 50,3+9,3 47,7+£10,8 41,7+13,2
HDL 2a, % 20,9+7,6 21,4443 18,1434 17,6£2.5
HDL 3a, % 11,5+£3,3 13,1+4,2 13,34£3,2 14,6£5,8
HDL 3b, % 6,3+3,2 % 6,5+3,2% 8,4+3,3 12,6+3,4
HDL 3¢, % 8,5+4,6 8,5+3,6 10,5+4,3 13,6+4,8

Rezultati su prikazani kao x+SD. Parametri su poredeni ANOVA testom, pracenog post-hoc Tuckey-Snedecor testom.
aa — znacajna razlika bilo koje grupe sa grupom KG gojazne

bbb — znacajna razlika bilo koje grupe sa grupom PCOS gojazne

P<0,01, P<0,001
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Slika 42. Relativni udeli HDL 2 i HDL 3 subfrakcija kod normalno uhranjenih
i gojaznih zena sa PCOSi u KG.

a — razlika sa KG normalno uhranjene; b — razlika sa KG gojazne.
P<0,05



4.2.8.6. Ispitivanje korelacija veli¢cine HDL cestica i relativnih udela
HDL subfrakcija sa antropometrijskim i biohemijskim parametrima

i parametrima oksidativnog stresa

Vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelacije izmedu velicine HDL Cestica
i relativnih udela HDL subfrakcija sa antropometrijskim i biohemijskim parametrima
u PCOS grupi prikazane su u Tabelama 26 1 27. Veli¢ina HDL cestica bila je u negativnoj
korelaciji sa ITM i odnosom struk/kuk. Veci dijametri HDL cCestica bili su u korelaciji sa

visom koncentracijom HDL-H (Tabela 26).

Tabela 26. Korelacije velicine HDL Cestica sa antropometrijskim i biohemijskim
parametrima u grupi sa PCOS

Parametar HDL dijametar, nm
ITM, kg/m’ -0,201°
Odnos struk/kuk -0,234"
HDL-H, mmol/L 0,206

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<0,05

Koncentracija HDL-H je bila u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 2b,
a u negativnoj korelaciji sa udelima HDL 3a i HDL 3b subfrakcija. Relativni udeo HDL
3a Cestica je pozitivno korelirao sa koncentracijom TG. Udeo HDL 2a subfrakcija bio je

u pozitivnoj korelaciji sa ITM (Tabela 27).
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Tabela 27. Korelacije HDL subfrakcija sa antropometrijskim i biohemijskim
parametrima u grupi sa PCOS

HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b, HDL 3c,

Parametar o, o o, A %
ITM, kg/m’ -0,175 0,187 0,179 0,097 0,066
HDL-H, mmol/L 0,303™ -0,147 -0,381°"" -0,213" -0,106
TG, mmol/L -0,133 0,082 0,208" 0,093 0,021

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<0,05, **P<0,01, *** P<0,001.

Rezultati korelacione analize izmedu relativnih udela HDL subfrakcija sa
parametrima OS 1 antioksidativne zastite u PCOS su prikazani u Tabeli 28. Utvrdili smo
da je PAB u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 2b, a u negativnoj korelaciji
sa udelom HDL 2a subfrakcija. Aktivnost SOD je pozitivno korelirala sa udelom HDL

3b Cestica, a koncentracija MDA sa relativnim udelom HDL 3a subfrakcija.

Tabela 28. Korelacije HDL subfrakcijama sa parametrima oksidativnog stresa u grupi
sa PCOS

Parametar HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b, HDL 3c,
% % % Y% %
SOD, U/L -0,090 -0,160 0,055 0,187 0,166
PAB, U/L 0,201" 0,369 -0,169 0,026 -0,006
MDA, pmol/L -0,087 -0,160 0,225° 0,023 0,074

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<(),05, *** P<0,00]
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4.2.8.7. Ispitivanje korelacije veli¢ine HDL destica i relativnih udela

HDL subfrakcija sa ICO i indeksima NAFLD

Dijametri HDL cestica su bili u znacajnoj negativnoj korelaciji sa LAP 1 HIS
indeksima NAFLD kao i ICO (Tabela 29). Pored toga, utvrdili smo i znacajnu pozitivnu
korelaciju izmedu relativnog udela HDL 3a subfrakcija i ICO (r = 0,184; P<0,05),
odnosno LAP indeksa (r = 0,228; P<0,05).

Tabela 29. Korelacije velicine HDL Cestica sa indeksima NAFLD i ICO u PCOS grupi

Parametar HDL dijametar, nm
ICO -0,210"
LAP -0,212°
HIS -0,210"

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<(),05
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4.2.8.8. Ispitivanje korelacije velicine HDL d{estica i relativnih udela

HDL subfrakcija sa skorovima za procenu kardiovaskularnog rizika

Zatim smo ispitivali da li veli¢ina i relativni udeli HDL subfrakcija kod Zena sa
PCOS koreliraju sa skorovima za procenu kardiovaskularnog rizika. Najpre smo
analizirali povezanost sa KVRS 1 utvrdili da su dijametri HDL cestica i relativni udeli
HDL 2b subfrakcija u negativnoj, a da je udeo HDL 3a Cestica u pozitivnoj korelaciji sa

KVRS (Tabela 30).

Tabela 30. Korelacije velicine i relativnih udela HDL subfrakcija i KVRS u grupi sa
PCOS

Parametar KVRS
HDL dijametar, nm 0,248
HDL 2b, % -0,190°
HDL 2a, % 0,162
HDL 3a, % 0,190
HDL 3b, % 0,100
HDL 3¢, % 0,076

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<0,05, **P<0,01

Ispitivane karakteristike HDL cCestica bile su zna¢ajno povezane sa vrednostima
skora dislipidemije. Naime, HDL dijametri (r = -0,201; P<0,05) i relativni udeli HDL 2b
(r=-0,265; P<0,01) subfrakcija su bili u negativnoj, a udeli HDL 3a (r = 0,344; P<0,001)
1 HDL 3b (r = 0,193; P<0,05) subfrakcija u pozitivnoj korelaciji sa skorom dislipidemije.
Veli¢ina 1 relativni udeli HDL subfrakcija nisu korelirali sa prooksidativnim,
antioksidativnim, niti sa oksidativno-stresnim skorom. Takode, nisu dokazane znacajne
korelacije izmedu karakteristika HDL cestica sa skorom inflamacije. Relativni udeo HDL

3a subfrakcija je pozitivno korelirao sa DOI skorom (r = 0,228; P<0,05).
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4.2.8.9. Analiza raspodele aktivnosti enzima PON1 na HDL

subfrakcijama

Jedan od ciljeva ove disertacije bio je i ispitivanje raspodele aktivnosti enzima
PON1 na HDL subfrakcijama u PCOS. S obzirom na specificnost primenjene
metodologije, kao i1 osetljivost enzima PONI1 na uslove u kojima se reakcija odvijala,
uspesnu detekciju PONI na gelu postigli smo u 106 uzoraka (101 uzorak zena sa PCOS
1 5 uzoraka zena u KG).

Uporedna analiza distribucije PON1 na HDL subfrakcijama kod zena sa PCOS
iu KG je prikazana u Tabeli 31. lako se moZze uociti tendencija da zene u KG imaju veci
udeo PONI1 na HDL 2b i HDL 2a cesticama, razlike nisu bile statisti¢ki znacajne, §to je
najverovatnije posledica malog broja zdravih Zena u KG. Ovaj trend se jo$ bolje uocava
poredenjem ukupne zastupljenost PON1 na veim (HDL 2) i manjim (HDL 3)
subfrakcijama izmedu ispitivanih grupa, mada bez statisticki znacajne razlike (Slika 43).
Ukupan udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama u grupi sa PCOS iznosio je 75,8+10,7%,
dok je udeo u KG bio 80,6+5,6%. U skladu sa tim, ukupan udeo PON1 na HDL 3
subfrakcijama kod Zena sa PCOS bio je 24,2+10,7%, a kod Zena u KG 19,445,6%
(P=0,324).

Tabela 31. Raspodela PON 1 na HDL subfrakcijama u PCOS i KG

Parametar PCOS KG P

n 101 5 /
PON1 HDL 2b, % 51,6+10,7 54,0+7,0 0,625
PON1 HDL 2a, % 24,1+5,7 26,6+2,8 0,348
PON1 HDL 3a, % 11,8+£5,1 10,3+1,6 0,518
PON1 HDL 3b, % 6,4+3,2 4,9+1,7 0,324
PON1 HDL 3¢, % 6,1+5,0 4,242.5 0,412

Rezultati su prikazani kao x+SD. Parametri su poredeni koriséenjem Student t-testa.
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Slika 43. Relativni udeli aktivnosti PONI na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama u PCOS
i u KG. Na slici su prikazane srednje vrednosti u obe grupe.

U PCOS grupi nije bilo znacajnih razlika u ukupnoj aktivnosti i distribuciji PON1

na HDL subfrakcijama izmedu normalno uhranjenih i gojaznih Zena (Tabela 32).

Tabela 32. Aktivnost i raspodela PONI na HDL subfrakcijama kod normalno

uhranjenih i gojaznih Zena sa PCOS

Parametar

PON1, U/L

PON1 HDL 2b,%

PON1 HDL 2a,%

PON1 HDL 3a,%

PON1 HDL 3b,%

PON1 HDL 3c¢,%

Rezultati su prikazani kao Xx£SD. Parametri su poredeni koris¢enjem Student t-testa.
Aktivnost PONI prikazana je kao medijana i interkvartilni raspon (25-75 percentila) i

PCOS
Normalno uhranjene Gojazne
(ITM<24,9 kg/m?) (ITM>25,0 kg/m?)
(n=53) (n=48)

231 (145-527)

51,8+11,4

24,0+5,0

11,8+5,8

6,1+3,4

6,2+4.9

poredena koris¢enjem Mann-Whitney U testa.

231 (176-472)

51,4+10,0

24,3+6,4

11,8+4,3

6,7+3,0

5,945,1

0,923

0,837

0,844

0,949

0,361

0,765
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Na Slici 44 prikazani su prosecni udeli aktivnosti PON1 na HDL 2 1 HDL 3
subfrakcijama kod normalno uhranjenih i gojaznih Zena sa PCOS. Nismo utvrdili
znacajne razlike u udelu PON1 na HDL 2 (normalno uhranjene zene: 75,9+11,4% vs.
gojazne Zene: 75,6+10,1%), te tako ni u udelu PON1 na HDL 3 subfrakcijama (normalno
uhranjene Zene: 24,1+11,3% vs. gojazne Zene: 24,4+10,1%; P=0,920) izmedu

posmatranih grupa.
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Slika 44. Relativni udeli aktivnosti PONI na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama kod
normalno uhranjenih i gojaznih zena sa PCOS. Na slici su prikazane srednje vrednosti
u obe grupe

Imajuciu vidu da PONT1 stiti LDL Cestice od oksidacije, kao i ¢injenicu da su LDL
Cestice manjeg dijametra podloznije oksidativnoj modifikaciji, u nastavku smo uporedili
ukupnu aktivnost i distribuciju PON1 na HDL subfrakcijama kod Zena sa PCOS,

u zavisnosti od toga da li imaju dominantno male (LDL dijametar <25,5 nm), odnosno

velike LDL ¢estice (LDL dijametar >25,5 nm). Rezultati su prikazani u Tabeli 33.
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Tabela 33. Raspodela aktivnosti i udela PONI na HDL subfrakcijama kod Zena sa
PCOS u zavisnosti od velicine LDL Cestica

PCOS
Parametar LDL dijametar LDL dijametar P
<25,5 nm >25,5 nm
(n=86) (n=15)
PONT1, U/L 313 (216-586) 233 (165-527) 0,279
PON1 HDL 2b,% 56,2114 50,9+£2.4 <0,001
PON1 HDL 2a,% 24,9+43 24,0+5,9 0,565
PON1 HDL 3a,% 10,6+2,9 12,0£5.4 0,357
PON1 HDL 3b,% 4,6+£2,8 6,6+3,2 <0,05
PON1 HDL 3¢,% 3,7£2,5 6,5+5,2 <0,01

Rezultati su prikazani kao Xx£SD. Parametri su poredeni koris¢enjem Student t-testa.
Aktivnost PONI prikazana je kao medijana i interkvartilni raspon (25-75 percentila) i
poredena koris¢enjem Mann-Whitney U testa

Utvrdili smo da je aktivnost PON1 na HDL 2b subfrakcijama znacajno visa kod Zena
sa PCOS koje imaju LDL c¢estice manjeg dijametra. Takode, aktivnost PON1 na HDL 3b
1 HDL 3c subfrakcijama je bila zna¢ajno niZa kod Zena sa malim gustim LDL cesticama,
nego kod zena ¢ije su LDL Cestice veceg dijametra. Ukupna aktivnost PON1 se nije
statisticki razlikovala kod Zena sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL Ccestica

(Tabela 33).
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Slika 45. Relativni udeli aktivnosti PONI na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama kod Zena sa
PCOS, u zavisnosti od velicine LDL cestica. Na slici su prikazane srednje vrednosti u
obe grupe.

*P<0,05

Ukupan udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama kod Zena sa PCOS i malim LDL
Cesticama (81,1+5,8%) bio je znacajno visi nego kod zena sa ve¢im LDL Cesticama
(74,9£11,1%; P<0,05). Sledstveno, ukupan udeo PON1 na HDL 3 subfrakcijama kod
zena sa PCOS i1 malim LDL ¢esticama (18,9+£5,8%) bio je znacajno nizi nego kod Zena

koje imaju LDL ¢estice veéeg dijametra (25,1+11,1%). Rezultati su prikazani na Slici 45.

4.2.8.10. Ispitivanje korelacije raspodele udela enzima PON1 na HDL
subfrakcijama sa antropometrijskim i biohemijskim parametrima,

indeksima NAFLD i kardiovaskularnim skorom rizika

U ispitivanoj PCOS grupi relativni udeli PON1 na HDL subfrakcijama nisu
korelirali ni sa jednim antropometrijskim ili biohemijskim parametrom, niti sa NAFLD
indeksima 1 ICO. U skladu sa prethodnim nalazima, nismo utvrdili zna¢ajnu povezanost

distribucije PON1 na HDL subfrakcijama sa KVRS.
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4.2.8.11. Ispitivanje korelacije udela enzima PON1 na HDL

subfrakcijama sa parametrima oksidativnog stresa

Rezultati korelacione analize izmedu udela PON1 na HDL subfrakcijama i markera
OS kod zena sa PCOS su prikazani u Tabeli 34. Aktivnost PON1 u serumu bila je
u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelima PONI1 na HDL 2b i HDL 2a cesticama,
a u negativnoj korelaciji sa relativnim udelima na HDL 3a, HDL 3b i HDL 3¢
subfrakcijama. Relativni udeo PON1 na HDL 2a ¢esticama bio je u pozitivnoj korelaciji
sa koncentracijom ukupnih SH-grupa, dok je udeo PON1 na HDL 3b ¢esticama pozitivno
korelirao sa TAS i TOS, a negativno sa PAB. Udeo PON1 na HDL 3c subfrakcijama bio

je u pozitivnoj korelaciji sa TOS.

Tabela 34. Korelacije izmedu PONI na HDL subfrakcijama i parametra OS u PCOS
grupi

PONI1
Parametar
HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b, HDL 3c,
% % % % %
PON1, U/L 0,204" 0,335™ -0,312™ -0,332™ -0,194
SH-grupe, mmol/L -0,024 0,233" 0,083 -0,103 0,012
TAS, mmol/L -0,035 0,033 -0,032 0,226" -0,107
PAB, U/L 0,077 -0,032 -0,007 -0,296™ 0,112
TOS, pmol/L -0,141 -0,107 0,070 0,207" 0,207"

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
'P<0,05, ""P<0,01
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4.2.8.12. Ispitivanje korelacije raspodele udela enzima PON1 na HDL

subfrakcijama sa izra¢unatim skorovima rizika

Na kraju smo analizirali povezanost distribucije PON1 na HDL subfrakcijama sa
izraCunatim skorovima rizika kod zena sa PCOS (Tabela 35). Ova analiza je pokazala da
je antioksidativni skor u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom PONI na HDL 2a
Cesticama, a u negativnoj korelaciji sa udelom PON1 na HDL 3c ¢esticama. Pored toga,
utvrdili smo da su vrednosti oksidativno-stresnog skora u pozitivnoj korelaciji sa udelom

PON1 na HDL 3c¢ subfrakcijama.

Tabela 35. Korelacije PONI na HDL subfrakcijama sa izracunatim skorovima rizika u
PCOS grupi

PON1
Parametar
HDL 2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, HDL 3c,
% % % % %
Skor dislipidemije -0,116 0,060 0,148 0,055 0,010
Prooksidativni skor -0,126 -0,022 0,107 0,022 0,183
Antioksidativni skor 0,067 0,325 ™ -0,140 -0,115 -0,179"
Oksidativno-stresni skor -0,113 -0,083 0,088 0,023 0,191"
Skor inflamacije -0,012 0,047 0,003 0,009 0,003
DOI skor -0,138 -0,023 0,068 0,023 0,132

Prikazani su rezultati Pearsonove korelacione analize.
*P<0,05, **P<0,01

Ukupan udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama je bio u pozitivnoj korelaciji (r = 0,228;
P<0,05), odnosno ukupna zastupljenost PON1 na HDL 3 subfrakcijama je bila

u negativnoj korelaciji sa antioksidativnim skorom (r =-0,228; P<0,05).
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5. DISKUSIJA

U ovom istrazivanju analiziran je uticaj OS i inflamacije na aktivnost enzima PON1
1 njegovu distribuciju na lipoproteinima visoke gustine kod Zena sa PCOS, odnosno
njihov efekat na kardiovaskularni rizik. Takode, u ovom istrazivanju procenjivan je rizik
za razvoj KVB kod zena sa PCOS primenom skora rizika za KVB kod osoba mladih od
40 godina 1 ispitan je kombinovani uticaj razli€itih faktora rizika koji postoje u ovom

sindromu na nivo kardiovaskularnog rizika i pojavu KVB kasnije u toku Zivota.

5.1. Procena kardiovaskularnog rizika u PCOS

Kardiovaskularne bolesti su naj¢es¢i uzrok smrtnosti u svetu na Sta ukazuju
alarmantni podaci WHO iz 2012. godine po kojima je 31% smrtnih slu¢ajeva u svetu
posledica ovih bolesti (60). U Srbiji je taj procenat i veci prema podacima iz 2014. godine
1 iznosi 53,3% (61). Medusobna povezanost faktora rizika za KVB, poput abdominalne
gojaznosti, dislipidemije, IGT, T2DM, OS, inflamacije i hipertenzije, sa znacima PCOS
je dokazana u brojnim studijama (62). Jo§ uvek nije definisan specifi¢an model za
procenu rizika za razvoj KVB u kasnijem Zivotnom dobu za Zene mlade od 40 godina sa
dijagnozom PCOS. Neke studije su pokusale da rizik procene primenom Framingamskog
skora rizika, ali rizik nije bio povisen (<10% verovatnoce za pojavu koronarne sréane
bolesti se smatra niskim rizikom) i nije se razlikovao izmedu PCOS 1 KG (64). McMahan
sa saradnicima je definisao proracun za procenu skora rizika za osobe mlade od 40 godina,
KVRS, koji koristi tradicionalne faktore rizika (starost, hipertenzija, dijabetes, nizak
HDL-H, visok non-HDL-H, gojaznost, puSenje) u cilju procene verovatnoce za prisustvo
znacajne aterosklerotske lezije na koronarnim arterijama, ¢ime se predvida rizik za pojavu
koronarne sr¢ane bolesti kasnije u toku Zivota (65).

Da bismo procenili rizik za razvoj KVB kod Zena sa PCOS, prvo smo uporedili
vrednosti odredivanih parametara kako bismo uocili one sa znacajnom razlikom izmedu
ispitivanih podgrupa. Nasi rezultati su pokazali da gojazne Zene imaju viSe vrednosti
antropometrijskih parametara i markera inflamacije (fibrinogen, brzina sedimentacije
eritrocita). U Tabeli 6 se vidi da je koncentracija fibrinogena i brzina sedimentacije
eritrocita najviSa kod gojaznih Zena sa PCOS, ali se te viSe vrednosti uocavaju i kod
gojaznih Zena iz KG. lako su koncentracije fibrinogena bile u granicama dozvoljenih
vrednosti kod svih ispitanica, postojanje trenda viSih vrednosti kod ispitanica sa ve¢im

ITM potvrduje da je gojaznosti pracena niskostepenom inflamacijom. Fibrinogen je
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pozitivan reaktant akutne faze i predstavlja nezavisan faktor rizika za KVB (173). Studija
Jiisar. (174) je pokazala da se fibrinogen moze koristiti kao dijagnosti¢ki biomarker za
ranu fazu PCOS, narocito kod mladih Zena sa viskom kilograma. Medutim, druge studije
nisu uocile razliku u koncentracijama fibrinogena izmedu normalno uhranjenih Zena sa
PCOS i normalno uhranjene KG zena iste starosti (175). Nasi rezultati su takode pokazali
da se vrednosti parametara inflamacije statisti¢ki ne razlikuju izmedu grupa sli¢ne telesne
tezine. Parametri lipidnog statusa su pokazali znaCajne razlike izmedu gojaznih
1 normalno uhranjenih ispitanica obe podgrupe, tj. gojazne ispitanice imale su snizene
koncentracije HDL-H 1 poviSene koncentracije triglicerida u odnosu na normalno
uhranjene ispitanice. U skladu sa tim, gojazne ispitanice su imale i viSe vrednosti
aterogenog indeks (TG/HDL-H). Koncentracija non-HDL-H bila je najvisa kod gojaznih
zena sa PCOS. Hipertrigliceridemija 1 niske koncentracije HDL-H su osnovne
karakteristike aterogene dislipidemije koja se najces¢e javlja kod gojaznih zena sa PCOS
(11) §to smo potvrdili ve¢om prevalencom dislipidemije kod Zena iz ove podgrupe
u odnosu na normalno uhranjene Zene sa PCOS (90,6% vs. 31,8%).

Osim toga, uocili smo da postoji znacajna razlika u nivoima hormona izmedu
zdravih zena 1 Zena sa PCOS. Kao §to je ocekivano, Zene sa PCOS su imale znacajno vise
koncentracije androgena (testosteron, androstenedion) i FAIL, 1 znaCajno nize
koncentracije SHBG u odnosu na KG (176). Takode, vrednosti LH 1 LH/FSH odnosa su
bile znacajno vise u obe PCOS podgrupe u poredenju sa kontrolnim podgrupama (Tabela
7). U PCOS, sekrecija LH je favorizovana u odnosu na sekreciju FSH §to je posledica
konstantno povecane frekvence pulsne sekrecije GnRH, i ovaj poremecaj sekrecije
gonadotropina, odnosno inverzni odnos FSH 1 LH, se moze videti kod 75% Zena sa ovim
sindromom (38).

Za procenu rizika za razvoj KVB koristili smo modifikovan KVRS (Tabela 2) (65)
zato Sto je klasi¢na procena rizika za koronarnu sr€anu bolest uobicajena praksa kod
ciljane, odrasle populacije, a dokazi za uspeSnu primenu klasi¢nih skorova rizika kod
mladih osoba nisu dostupni, osim za one sa familijarnom hiperholesterolemijom (177).
Maksimalni mogu¢i zbir poena za Zene prema ovom proracunu iznosio je 33 poena, dok
je maksimalan broj poena kod nasih ispitanica iznosio 24.Vrednosti KVRS vece od 17
poena ukazuju da postoji 20% verovatnoce za nastanak klinic¢ki znacajnih lezija na levoj
prednjoj silaznoj arteriji 1 desnoj koronarnoj arteriji. Klinicki znacajne lezije na levoj

koronarnoj arteriji su lezije Cetvrtog i petog stepena prema kriterijumima Americkog
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udruzenja za srce (eng. American Heart Association, AHA) (65, 178). Nakon racunanja
KVRS i utvrdivanja Cinjenice da nema znacajne razlike u skoru rizika izmedu obe
podgrupe gojaznih ispitanica (PCOS 1 KG), dok je znac¢ajna razlika bila prisutna izmedu
gojazne PCOS podgrupe i normalno uhranjenih podgrupa ispitanica (PCOS 1 KG) (Slika
12), postavlja se pitanje koliki uticaj na kardiovaskularni rizik ima sam PCOS, a koliki
uticaj zapravo potice samo od gojaznosti. Ciljne lezije na desnoj koronarnoj arteriji su
one koje pokrivaju 9% ili viSe intime zida krvnog suda (65). Orio i sar. (179) su primetili
da mlade zene sa PCOS imaju povec¢anu masu leve komore i dijastolnu disfunkciju Sto
nije povezano sa telesnom tezinom, i na osnovu toga ukazali da su zene sa PCOS
kandidati za rani razvoj KVB. Kada se kao kriterijumi za procenu kardiovaskularnog
rizika kod zena sa PCOS koriste bilo koji biohemijski parametri kojima se procenjuje
rizik od aterotromboze ili vaskularne inflamacije, u poredenju sa, po tezini i godinama
odgovaraju¢om KG, studija Bickerton 1 sar. (180) nije pronaSla znacajne razlike. Elting
1 sar. su pokazali da je viSa prevalenca hipertenzije povezana sa gojazno$c¢u (181), dok su
Chen i sar. pokazali da je hiperandrogenemija ¢ak i kod mladih zena sa PCOS udruzena
sa hipertenzijom nezavisno od IR, ITM i dislipidemije (182). Uzimajuci u obzir rezultate
prethodno objavljenih studija, u ovom delu naSe studije smo ispitali uticaj pojedinacnih
faktora (antropometrijskih 1 biohemijskih koji nisu ulazili u proracun KVRS) na vrednost
KVRS u obe podgrupe zena sa PCOS, kao 1 raspodelu faktora po tercilima KVRS,
odnosno njihov uticaj na povecanje rizika za KVB (Tabela 8).

Utvrdili smo da su Zene sa PCOS sa visokim vrednostima KVRS (tre¢i tercil) imale
najvise vrednosti obima struka, obima leve nadlaktice i odnosa struk/kuk $to predstavlja
najvisi rizik za KVB povezan sa gojaznoS¢u. Prema najnovijim smernicama, povecan
kardiovaskularni rizik postoji kod Zena sa PCOS koje imaju bilo koji od slede¢ih faktora
rizika: gojaznost, dislipidemiju, pusenje, hipertenziju, IGT 1 porodi¢nu istoriju ranih KVB
(183). Dodatno, utvrdili smo da je kod Zena sa PCOS sa visokim KVRS dislipidemija,
dijagnostikovana prema kriterijumima NCEP ATP III (TG>1,7 mmol/L; HDL-H<1,29
mmol/L; LDL-H>3,4 mmol/L) (149), prisutna u najve¢em procentu. Dislipidemija je
najcesc¢a kardiometabolicka komplikacija u PCOS. Javlja se kod oko 70% PCOS Zena
koje imaju grani¢ne ili povisene vrednosti lipida, a najces¢e se manifestuje u formi
aterogene dislipidemije (hipetrigliceridemija i niska koncentracija HDL-H) (9, 11).

Radi utvrdivanja moguceg uticaja hormonskog statusa u PCOS na nivo KVRS kod

svih zena sa PCOS, gojaznih ili normalno uhranjenih, sprovedena je viSestruka linearna
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regresiona analiza (Tabela 9). Negativna korelacija estradiola (p<0,05) sa KVRS kod
normalno uhranjenih zena sa PCOS potvrdila je da i u ovoj PCOS podgrupi estrogen
verovatno ispoljava protektivan efekat na kardiovaskularni sistem (184, 185). FSH je
pokazao pozitivnu korelaciju sa KVRS kod svih Zena sa PCOS, kao i kod gojaznih Zena
kada se izdvojeno posmatraju. Kod premenopauzalnih zena, povecanje koncentracije
FSH iznad 7 IU/L je povezano sa znacajnim poveéanjem nivoa ukupnog holesterola
i LDL-H i time povecanim kardiovaskularnim rizikom (186). Hiperandrogenemija je
prisutna kod Zzena sa PCOS, ali je povezanost DHEAS i kardiovaskularnog rizika u PCOS
diskutabilna. Goodarzi i sar. (187) su zakljucili da poviseni nivoi DHEAS izgleda imaju
protektivni uticaj na kardiovaskularni sistem, odnosno smanjuju kardiovaskularni rizik
kod zena sa PCOS, iako je uloga DHEAS u moduliranju ovog rizika i dalje nepoznata.
Dodatno, Carmina i Lobo su utvrdili da su Zene sa PCOS sa poviSenim vrednostima
DHEAS uglavnom imale povoljnije metabolicke i1 kardiovaskularne parametre (188).
U ovom delu studije potvrdili smo postojanje negativne korelacije izmedu KVRS
i DHEAS kod svih Zena sa PCOS, dok je kod normalno uhranjenih zena sa PCOS ipak
postojala pozitivna korelacija DHEAS i KVRS. Sa druge strane, Schaffrath i sar. (189),
iako se primarno nisu bavili PCOS, nisu dokazali povezanost koncentracije polnih
hormona

1 kardiovaskularnih bolesti koriste¢i multivarijantnu analizu. U istoj studiji se, takode
navodi da se, u studijama koje su se bavile PCOS kao primarnim problemom, SHBG
1 DHEAS izdvajaju, jer su inverzno povezani sa subklinickim KVB, ali su ta istraZivanja
bila ogranicena primenom studije poprecnog preseka ili samo malim brojem Zena koje su
bile ukljuCene u studiju (189). Nasuprot tome, naSa studija je pokazala pozitivhu
korelaciju koncentracije SHBG 1 KVRS kod svih Zena sa PCOS, §to se ne moze objasniti

pretragom dostupne literature.
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5.1.1. NAFLD i uticaj na kardiovaskularni rizik

NAFLD i abdominalna gojaznost zajedno predstavljaju faktore rizika za razvoj KVB
(137). U patogenezi NAFLD ucestvuju razli¢iti faktori, ali izgleda da gojaznost i IR
predstavljaju kljucne faktore koji doprinose njenom nastanku (190). Delimi¢no
zahvaljujuéi tome, pacijenti sa NAFLD imaju visok rizik za razvoj i T2DM i KVB (191).
S obzirom na zajednicke mehanizme koji podsticu razvoj kardiometaboli¢kih
komplikacija i u PCOS 1 kod Zena sa NAFLD, kao i ve¢u prevalencu NAFLD kod Zena
sa PCOS, razjaSnjenje njihovog odnosa je klini¢ki veoma vazno jer su oba poremecaja
Cesta i njihova koegzistencija moze povecati rizik i za T2DM i za KVB (192). Zbog toga
smo u ovom delu studije pokusali da procenimo dodatni kardiovaskularni rizik koji potice
od prisustva NAFLD u ovom sindromu koriS¢enjem nekoliko NAFLD indeksa kao 1 ICO
(Tabela 3).

Ukljucivanjem NAFLD indeksa u studiju i njihovim povezivanjem sa KVRS, uo¢ili
smo izdvajanje LAP indeksa kao pouzdanijeg parametra za procenu veceg rizika za KVB.
Ovaj zakljucak nije iznenadujuci, s obzirom na to da se LAP indeks pokazao boljim od
ITM za identifikaciju rizika za razvoj KVB (193). LAP indeks se bazira na odredivanju
obima struka, markera abdominalne gojaznosti i serumske koncentracije TG, markera
sadrzaja cirkuliSu¢ih lipoproteina te odrazava povecanu akumulaciju lipida oko
unutrasnjih organa kod odraslih osoba. Stoga, LAP indeks odrazava kontinuirani
metaboli¢ki 1 kardiovaskularni rizik. Gojazne Zene sa PCOS imale su vise vrednosti LAP
indeksa u odnosu na gojazne zene u KG (Slika 14). Zna¢ajno povecanje vrednosti LAP
indeksa kod Zena sa PCOS ukazuje na postojanje metabolickih poremecaja u ovom
sindromu (194). Stavise, mnoge studije su potvrdile da vise vrednosti LAP ukazuju na
prisustvo IR, metaboli¢kog sindroma 1 IGT kod Zena sa PCOS (194-196). Stoga, LAP
predstavlja jednostavan, integrisani marker kardiovaskularnog i metaboli¢kog rizika
u PCOS.

Antropometrijski parametar — ICO, kojim se utvrduje prisustvo abdominalne
gojaznosti, je bio znacajno visi kod gojaznih Zena sa PCOS u odnosu na sve ostale
studijske podgrupe (Slika 15). Takode, odnos struk/kuk kod normalno uhranjenih Zena sa
PCOS je bio znacajno visi u odnosu na normalno uhranjenu kontrolnu podgrupu zena
iako se njthovi ITM nisu znacajno razlikovali (Tabela 5). Carmina 1 sar. u svom radu su
istakli da Zene sa PCOS imaju viSe abdominalnog masnog tkiva iako pokazuju sli¢ne

koli¢ine ukupne masti kada se porede sa KG nakon podeSavanja telesne tezine (197).
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Masno tkivo u zidu abdomena 1 visceralno masno tkivo su metabolicki aktivna tkiva,
osetljivija na dejstvo kateholamina u poredenju sa insulinom. Abdominalna gojaznost je
povezana sa IR, netolerancijom na glukozu, dijabetesom, pove¢anom produkcijom
androgena i smanjenom sintezom SHBG. Pokazano je da, u globalu, postoji korelacija
povecanog sadrzaja abdominalnog/visceralnog masnog tkiva sa kardiometabolickim
faktorima rizika poput IR, dislipidemije, hipertenzije i metabolickog sindroma (197). Ovu
vezu sa rizikom za KVB potvrdila je pozitivna korelacija ICO i KVRS (Slika 19). Stavige,
ICO 1 NAFLD indeksi su pokazali dobru dijagnosticku tacnost u izdvajanju zena sa PCOS
sa povecanim kardiovaskularnim rizikom (Slika 21, Tabela 10). Abdominalna gojaznost
je specifi¢niji kardiovaskularni faktor rizika za PCOS od gojaznosti koja nije tog tipa.
S obzirom na to da je jasna veza izmedu ICO i KVRS, moze se zakljuciti da ICO povezuje
PCOS 1 kardiovaskularni rizik.

Indeksi APRI 1 HIS su se pokazali kao dobri prediktori opSteg kardiovaskularnog
rizika, narocito u kombinaciji sa LAP indeksom 1 ICO (Slike 21 122, Tabele 101 11). Za
izraCunavanje ovih indeksa koristili smo vrednosti aminotransferaza, sa najviSom
aktivno$¢u ALT kod gojaznih zena sa PCOS (Tabela 6), odnosno najviSom aktivnos$éu
AST u tre¢em tercilu skora kardiovaskularnog rizika (Tabela 8). APRI indeks je direktno
proporcionalan koncentraciji AST §to ukazuje da je i AST posredno povezan sa rizikom
za KVB. Nekoliko studija se bavilo procenjivanjem sposobnosti aminotransferaza da
predvide kardiovaskularni rizik. Monami 1 sar. su pokazali da postoji korelacija poviSenih
koncentracija AST sa poviSenim rizikom za KVB (198). Ovo ukazuje da pomenute
parametre treba pratiti, jer je PCOS kompleksan poremecaj sa zna¢ajnim metabolickim
promenama koje mogu voditi daljem oSte¢enju kardiovaskularnog sistema koje nije
primarno uzrokovano samim sindromom.

Prvi deo studije, ¢iji je predmet bila veza PCOS 1 kardiovaskularnog rizika, nije
pokazao da prisustvo samog PCOS doprinosi ve¢em riziku za razvoj KVB od gojaznosti,
ali jeste dokazao uticaj odredenih faktora (antropometrijski parametri — obim struka,
odnos struk/kuk, ICO, lipidni parametri, NAFLD indeksi) na povecanje
kardiovaskularnog rizika kod Zena sa PCOS. Stavise, za procenu kardiovaskularnog

rizika u PCOS predloZena je kombinacija odredivanja NAFLD indeksa i ICO.
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5.2. Procena dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije i aktivnosti enzima

PON1

Dislipidemija, pove¢an OS i hroni¢na inflamacija su klju¢ni kardiometabolicki
faktori rizika u PCOS koji, putem slozenih mehanizama pomenutih u uvodu, mogu
dovesti do oSteé¢enja u regulaciji funkcije teka celija jajnika i endotelne disfunkcije §to
dovodi do hiperandrogenizma, anouvulacije i rane ateroskleroze (11). U ovom drugom
delu studije, koriS¢enjem specificnih biohemijskih indeksa, prvo smo ispitivali
sposobnost dislipidemije, OS, odnosno aktivnosti PON1, i inflamacije, izrazene kao DOI
skor da razlikuje zene sa PCOS sklone razvoju kardiometabolickih komplikacija od
zdravih Zena.

Kao §to je ve¢ pomenuto, dislipidemija udruZena sa IR je najces$¢i metabolicki
poremecaj kod Zena sa PCOS, iako se stepen i vrsta dislipidemije razlikuju medu njima
(11). Odlikuju je znatno snizene koncentracije HDL-H, lipoproteina koji je izdvojen kao
najjaci metabolicki prediktor koronarne sr¢ane bolesti (199) i hipertrigliceridemija, koja
je prisutna i u mladoj i u starijoj starosnoj grupi (200, 201). Medutim, pojedini istrazivaci
nisu potvrdili postojanje razlike u nivoima cirkuliSuéih lipida kod Zena sa PCOS
u poredenju sa, po tezini, odgovaraju¢om KG (202).

U naSem istrazivanju, Zene sa PCOS su imale niZe vrednosti koncentracije HDL-H
u odnosu na KG, ali su te vrednosti ipak bile u granicama preporucenih vrednosti prema
NCEP ATP III (149), bez znac¢ajnih razlika u vrednostima koncentracije TG, non-HDL-
H 1 vrednosti aterogenog indeksa (TG/HDL-H) (Tabela 12). Osim toga, koncentracije
ukupnog holesterola i LDL-H nisu bile poviSene kod Zena sa PCOS (Tabela 12). Postoje
velike razlike izmedu studija u pogledu koncentracija LDL-H kod Zena sa PCOS.
Nekoliko studija je pokazalo da Zene sa PCOS imaju poviSene koncentracije LDL-H
1 promene u kvalitetu LDL Ccestica (86, 116, 203). Kao $to je napomenuto u uvodnom
delu, LDL cestice su prisutne u cirkulaciji u vidu razli¢itih subfrakcija koje se razlikuju
po veliini, gustini i aterogenosti. Male, guste LDL Cestice su aterogenije u odnosu na
velike, plutajuée LDL cestice i kod zena sa PCOS postoji kontinuirano povecanje
aterogenosti LDL cestica pra¢eno smanjenjem njihove veli¢ine (11, 203). Medutim, sve
gore pomenute studije ukljucivale su pre svega prekomerno teske 1 gojazne Zene sa PCOS.
Korejska studija (204) je otkrila da nema znacajnih kvantitativnih ili kvalitativnih
promena LDL profila kod normalno uhranjenih Zena sa PCOS. Rezultati meta analize

(205) su pokazali da su koncentracije LDL-H bile znacajno poviSene kod Zena sa PCOS,
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ali 1 da na te koncentracije uticu mnogi faktori, ukljuc¢ujuci etni¢ko poreklo, kompleksnost
sindroma (anovulatorni vs. ovulatorni), na¢in ishrane i ITM. Ipak, nakon izra¢unavanja
skora dislipidemije, uocili smo znacajno viSu vrednost skora kod zena sa PCOS u odnosu
na KG Zena, mada je samo koncentracija HDL-H bila znacajno niza kod zena sa PCOS,
dok se vrednosti drugih lipidnih parametara nisu razlikovale izmedu ispitivanih grupa
(Slika 34). HDL Ccestice sprecavaju oksidaciju LDL cestica 1 imaju antiaterogena
1 anti-inflamatorna svojstva. Pokazano je da zene sa PCOS imaju ne samo snizene
koncentracije HDL-H, ve¢ i izmenjen kvalitet HDL cestica (206). Snizeni udeo HDL 2
subfrakcije (HDL subfrakcija sa najizraZenijim antiaterogenim svojstvima) je zapazen
kod Zena sa PCOS (199). Mozemo pretpostaviti da snizena koncentracija HDL-H
1 izmenjen sastav HDL Cestica predstavljaju pocetni korak u razvoju dislipidemije u ovom
sindromu. Stavise, to bi moglo, takode, uticati i na produbljivanje OS i inflamacije kao
posledice snizenog antioksidativnog i anti-inflamatornog kapaciteta HDL Cestica,
odnosno niskih koncentracija HDL-H.

Dokazano je da je inflamacija ukljucena u inicijaciju i progresiju ateroskleroze i da
izmedu hroni¢ne inflamacije i OS postoji bliska veza u patogenezi samog procesa (107).
Mehanizam formiranja povratnih sprega, gde inflamacija indukuje stvaranje ROS, dok
OS pogorsava inflamaciju opisan je u endotelu 1 adipoznom tkivu (108). Gojaznost utice
na kardiovaskularni rizik kod Zena sa PCOS na taj nacin Sto dovodi do hroni¢ne
niskostepene inflamacije pracene povecanjem inflamatornih markera u cirkulaciji (CRP,
TNF-a1IL-6) (207). Vrednosti ovih inflamatornih markera i I'TM su u direktnoj korelaciji
kod Zena sa PCOS, s obzirom da prekomerno teSke i gojazne Zene sa PCOS imaju
znaCajno viSe koncentracije ovih markera u poredenju sa, po tezini, odgovaraju¢im
kontrolama (208). Koncentracija CRP, inflamatornog biomarkera i snaZznog nezavisnog
prediktora budu¢ih KVB, povisena je kod Zena sa PCOS (209) Sto su i nasi rezultati
pokazali (Tabela 12). Nivoi CRP su bili zna¢ajno visi kod Zena sa PCOS u odnosu na KG,
ali su te vrednosti bile ispod 3,5 mg/L Sto ukazuje na niskostepenu inflamaciju i trenutno
mali rizik za KVB. Dodatno, poviSena koncentracija serumskog CRP povezana je sa
endotelnom disfunkcijom, koja je kriticna spona izmedu hroni¢ne niskostepene
inflamacije 1 KVB (ateroskleroze) (109). U skladu sa tim, skor inflamacije, izracunat
u nasem istrazivanju, bio je znac¢ajno visi u PCOS grupi u poredenju sa KG (Slika 35).

Oksidativni stres je prepoznat kao nepozeljan faktor prisutan u razli¢itim patoloskim

stanjima ukljucuju¢i PCOS. Serumske koncentracije prooksidanasa i antioksidanasa su
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izmenjene kod Zena sa PCOS §to uzrokuje redoks disbalans i produbljivanje OS. Zene sa
PCOS imaju poviSene nivoe markera OS poput MDA, krajnjeg proizvoda lipidne
peroksidacije, koji odrazava oksidativno oStec¢enje lipidnog sadrzaja celije. AOPP,
marker oksidacijom posredovanog oste¢enja proteina i snazan medijator inflamacije,
TOS, agregativan indeks prooksidativnog kapaciteta plazme 1 PAB, parametar koji
odrazava istovremeno prisustvo prooksidanasa i antioksidanasa u zivim sistemima, imaju
takode poviSene vrednosti u PCOS (62, 169, 210). Rezultati ovog dela nase studije su bili
u skladu sa navedenim podacima (Slike 23-26). Zene sa PCOS imaju snizene vrednosti
parametara antioksidativne zaStite, kao S§to su PONI (antioksidativni enzim)
i koncentracija ukupnih SH-grupa (Cistaci slobodnih radikala) (62, 211). Prva studija koja
je ukazala na smanjenu aktivnost PON1 kod Zena sa PCOS je bila studija Dursun 1 sar.
(212). Autori su naveli da snizenje serumske aktivnosti PON1 moZze povecati podloznost
ka IR 1 aterosklerotskoj bolesti srca kod Zena sa PCOS. Jo§ jedna studija je, takode,
pokazala da je antioksidativna aktivnost PON1 smanjena kod zena sa PCOS i navela da
je naglasen OS kod njih mozda povezan sa razvojem ateroskleroze kasnije u toku zivota
(213). Nase zene sa PCOS su imale snizenu antioksidantnu aktivnost PON1 kao i snizenu
koncentraciju ukupnih SH-grupa u odnosu na zdrave zene (Slike 27 1 28). Tacan
mehanizam koji dovodi do sniZenja aktivnosti PON1 u PCOS nije poznat. SniZena
aktivnost PON1 moze doprineti OS zbog toga Sto je PONI1 antioksidativni enzim koji
sprecava oksidaciju lipoproteina hidrolizuju¢i aterogene proizvode nastale oksidativnom
modifikacijom lipida (62). S druge strane i OS doprinosi smanjenju aktivnosti PON1 kroz
promene redoks statusa slobodnih sulthidrilnih grupa proteinskog molekula ovog enzima,
posebno sulthidrilne grupe aminokiseline cistein koja se nalazi u aktivnom centru enzima
(111). Da bi procenili OS koristili smo oksidativno-stresni skor, sveobuhvatni indeks OS
dobijen prora¢unom u kome su kori§¢ene koncentracije parametara redoks statusa koji su
direktno odredivani u ovoj studiji (164).

S obzirom da je PCOS multifaktorsko oboljenje, kombinovanjem tri faktora koji su
zajednicki za PCOS 1 za KVB, dislipidemije, OS i inflamacije, izracunali smo DOI skor
(zbir skora dislipidemije, oksidativno-stresnog skora i skora inflamacije). Kao §to smo
oc¢ekivali, svi pojedinacni skorovi su bili povecani kod zena sa PCOS u odnosu na KG
(Slike 33-35). S obzirom na to da su vrednosti sva tri skora kod zena sa PCOS bile
povecane, DOI skor je bio znacajno veci kod njih u odnosu na KG, ukazujuéi na znacaj

ovog rezultata u proceni kardiometaboli¢kog rizika kod zena sa PCOS.
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Pokazano je da postoji pozitivna korelacija gojaznosti sa IR 1 OS kod Zena sa PCOS
(214). OS je ukljuCen u patogenezu gojaznosti uglavnom podsticanjem hroni¢ne
inflamacije i disfunkcije masnog tkiva (215). Stavise, izgleda da zajedno disfunkcija
masnog tkiva i gojaznost podsticu dislipidemiju, hroni¢nu inflamaciju i OS. Masno tkivo
ima izmenjenu morfologiju, kao i funkciju kod zena sa PCOS. Izmenjena morfologija
i funkcija masnog tkiva uzrokuju njegovu smanjenu vaskularizaciju i posledi¢nu
hipoksiju koja podsti¢e lokalnu niskostepenu inflamaciju (216) koja dovodi do razvoja
lokalne i sistemske IR. IR se smatra osnovnim mehanizmom kojim gojaznost doprinosi
razvoju OS. Abdominalno masno tkivo je lipoliticki aktivnije (zbog povecanja
adrenergic¢nih receptora) i istovremeno rezistentnije na antilipoliticko dejstvo insulina §to
dovodi do povecanog nivoa cirkuliSu¢ih SMK. IR podstice OS zato $to hiperglikemija
1 visoka koncentracija SMK dovode do produkcije ROS (99).

S obzirom na povezanost dislipidemije, OS 1 inflamacije, njihov medusobni odnos
smo ispitali Spearmanovom korelacionom analizom (Tabela 13). Rezultati su jasno
pokazali da postoji jaka pozitivna korelacija oksidativno-stresnog skora i skora
dislipidemije i1 znacajna pozitivha korelacija oksidativno-stresnog skora i1 skora
inflamacije. Dodatno, zapazena je i jaka pozitivna korelacija skora dislipidemije i skora
inflamacije. Da bi se ispitao medusobni uticaj gojaznosti, lipidnih i parametara OS na
vrednosti skorova kod zena sa PCOS, primenili smo viSestruku linearnu regresionu
analizu. Kao glavni prediktori oksidativno-stresnog skora kod Zena sa PCOS izdvojili su
se ukupni holesterol (pozitivna korelacija) i HDL-H (negativna korelacija) §to je u skladu
sa eksperimentalnim istrazivanjima koja sugeriSu da su povecane koncentracije ukupnog
holesterola 1 sniZene koncentracije HDL-H u serumu povezane sa povecanom
produkcijom ROS, odnosno OS 1 ranim razvojem ateroskleroze (107). NajvazZniji
prediktori skora inflamacije u PCOS grupi su bili ITM 1 MDA (oba sa pozitivnom
korelacijom) $to se slaze sa rezultatima studije Artimani i sar. (211) koji pokazuju
postojanje znacajne korelacije MDA 1 inflamatornih citokina (TNF-a i IL-6). Nezavisni
faktori skora dislipidemije bili su ITM, AOPP i MDA (pozitivna korelacija) 1 TOS
(negativna korelacija) (Tabela 14). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima studije
Wu 1 sar. (217) koji nalaze znacajno viSe vrednosti AOPP i MDA kod pacijenata sa

dislipidemijom, dok veza TOS sa dislipidemijom ne moze da se objasni.
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Primenjena ROC analiza (Slika 37) je pokazala da oksidativno-stresni skor i DOI
skor imaju izuzetne diskriminativne sposobnosti, odnosno dijagnosti¢ku tacnost da

razdvoje zZene sa PCOS od zdravih zena (Tabela 15).

5.2.1. Uticaj gojaznosti na skorove rizika

Uticaj gojaznosti na vrednosti parametara OS, inflamacije i dislipidemije je ispitivan
u velikom broju studija (218). U nasoj studiji, ITM se pokazao kao nezavisni prediktor
skorova dislipidemije i inflamacije, nasuprot oksidativno-stresnom skoru ¢iji su nezavisni
prediktori bili ukupni holesterol i HDL-H. Iz tog razloga, ispitali smo kako gojaznost
uti¢e na vrednosti svih skorova rizika kod zena sa PCOS. Rezultati naSeg istrazivanja
oc¢ekivano su pokazali da su prekomerno teske i gojazne zene sa PCOS imale znacajno
viSe vrednosti skorova dislipidemije i inflamacije, kao 1 DOI skora u odnosu na normalno
uhranjene Zene (Tabela 16).

Kao $to je ranije re¢eno, masno tkivo je dinamican endokrini organ koji ucestvuje
u sintezi i sekreciji vaznih hormona i citokina, kao i1 u regulaciji brojnih metabolickih
1 inflamatornih procesa (70). Ve¢ je spomenuto da su funkcionalne abnormalnosti
adipocita primecene kod Zena sa PCOS. Ove abnormalnosti mogu doprineti blagoj
inflamaciji 1 OS usled hipertrofije adipocita nastale izlaganjem viSku androgena (82).
Hipertrofi¢ni adipociti su identifikovani kao izvor proinflamatornih citokina koji su
snazni stimulatori sinteze ROS 1 razvoja niskostepene inflamacije (11).

Sveukupno, na$i rezultati ukazuju na to da bi povecanje telesne teZine moglo
predstavljati zajednicki faktor odgovoran za nastanak i produbljivanje dislipidemije, OS

1 inflamacije u PCOS.
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5.3. Heterogenost LDL i HDL cestica

5.3.1. Distribucija LDL lipoproteinskih subfrakcija

Zene sa PCOS imaju poveéan kardiovaskularni rizik $to je dosledno potvrdeno
u razli¢itim geografskim podru¢jima i medu razli¢itim etnickim grupama (219).
U poredenju sa zdravim Zenama, one imaju povecanu prevalencu kardiovaskularnih
faktora rizika poput IR, hiperinsulinemije, abdominalne gojaznosti, dislipidemije,
hipertenzije (183) i dodatno izmenjene markere klinicke i subklinicke ateroskleroze,
ukljucujucéi serumske markere (poput CRP-a, LDL-H, HDL-H 1 drugih), debljinu intime
medije karotidnih arterija, koronarni arterijski skor kalcijuma (136).

Skorasnja proucavanja su pokazala da Zzene sa PCOS imaju znafajno izmenjen
lipidni profil koji se odlikuje kvalitativnim promenama LDL-a u vidu poveéanih
vrednosti aterogenih malih, gustih LDL ¢estica, odnosno povecanim koncentracijama TG
1 snizenim koncentracijama HDL-H. Ovakav lipidni profil je poznat kao lipidna trijada,
»aterogeni lipoproteinski fenotip® (eng. atherogenic lipoprotein phenotype, ALP) ili LDL
B fenotip 1 predstavlja tip dislipidemije koji doprinosi povecanom riziku za KVB (220).
Kao §to je ranije ve¢ pomenuto, LDL se sastoji od viSe razli¢itih subfrakcija koje se
razlikuju po veli€ini, gustini, lipidnom sastavu, metabolickim funkcijama i aterogenosti:
velike LDL 1, srednje LDL II, male LDL III i veoma male LDL IV subfrakcije (113).
Razli¢ite studije su pokazale da Zene sa PCOS mogu imati smanjenu veli¢inu LDL Cestica
zbog povecane vrednosti malih, gustih LDL Cestica (114, 117, 221).

Heterogenost lipoproteinskih subfrakcija (LDL 1 HDL) analizirana je kod 114 Zena
sa PCOS 1 23 zdrave Zene koje su Cinile KG.

Iako rezultati naSe studije nisu pokazali znacajnu razliku u koncentraciji TG izmedu
zena sa PCOS 1 KG Zena, zene sa PCOS su imale zna¢ajno manje dijametre LDL cCestica
od zena u KG. Medutim, ukupan udeo malih gustih LDL cestica nije se znacajno
razlikovao izmedu posmatranih grupa, ali analizom raspodele pojedinacnih LDL
subfrakcija utvrdili smo karakteristicnu preraspodelu ka manjim, aterogenijim LDL
Cesticama u grupi sa PCOS. Kod zena sa PCOS relativni udeo velikih LDL I subfrakcija
je bio znacajno manji, dok je istovremeno udeo srednjih LDL II i malih LDL I
subfrakcija bio znacajno veci nego u KG (Tabela 17). Man;ji dijametri LDL cestica su
posledica znacajnog smanjenje udela velikih LDL I subfrakcija uz istovremeno povecanje
udela srednjih LDL II i malih LDL III subfrakcija u PCOS grupi $to je u skladu sa
rezultatima drugih studija (87, 114, 117). Utvrdene razlike u distribuciji LDL subfrakcija
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u nasoj studiji mogle bi se pripisati uticaju 1 drugih faktora rizika, poput nacina ishrane,
stepena gojaznosti 1 distribucije masnog tkiva.

Inicijalnu analizu veli¢ine i udela LDL subfrakcija u obe ispitivane grupe smo
ponovili uzimajuci u obzir, prvo, stepen uhranjenosti samo Zena sa PCOS (Tabela 18),
a zatim 1 stepen uhranjenosti Zena iz KG (Tabela 19). Normalno uhranjene i gojazne Zene
sa PCOS su imale znacajno manju veli¢inu LDL cestica od normalno uhranjenih
1 gojaznih zena u KG (Tabela 19), pri ¢emu su gojazne zene sa PCOS imale najmanje
LDL dijametre (Tabele 18 1 19). Raspodela udela LDL frakcija u obe PCOS grupe je
pokazala manji udeo vec¢ih (LDL I), odnosno ve¢i udeo LDL II i LDL III subfrakcija
u odnosu na normalno uhranjene i gojazne zene u KG (Tabela 19). Nasi rezultati ukazuju
da su zajedno PCOS i ITM, kao marker ukupne gojaznosti, povezani sa smanjenjem
veli¢ine LDL cestica i njihovom preraspodelom ka manjim aterogenijim Cesticama, §to je
u saglasnosti sa studijom Phelan-a i sar. (116) koja je pokazala da gojazne Zene sa PCOS
imaju 5,5 puta vecu verovatno¢u da imaju aterogeni LDL B fenotip, odnosno da je PCOS
jedina nezavisna determinanta ovog modela aterogene dislipidemije. Stavise,
patofizioloSki mehanizmi gojaznosti i IR se preklapaju, Sto je razlog veée prevalence
aterogene dislipidemije kod gojaznih Zena.

U nastavku istraZivanja ispitivana je korelacija velicine LDL cestica sa
antropometrijskim 1 biohemijskim parametrima u PCOS grupi (Tabela 20). Nasi rezultati
su zabelezili statisticki znac¢ajnu negativnu korelaciju veli¢ine LDL cestica sa odnosom
struk/kuk 1 koncentracijom LDL-H, a pozitivhu korelaciju sa koncentracijom HDL-H.
Odnos struk/kuk, marker abdominalne gojaznosti, je nezavisno udruZen sa povecanjem
malih, gustih LDL cestica (222). Naime, abdominalna gojaznost se karakteriSe viSkom
androgena, a smanjenim efektima insulina (posledica IR). Usled smanjene sposobnosti
insulina da suprimira lipolizu, u masnom tkivu se povecava aktivnost lipoproteinske
lipaze, Sto je praceno oslobadanjem velike kolicine SMK u cirkulaciju. Pojac¢ano
preuzimanje masnih kiselina u jetru rezultuje povecanom sintezom TG. Prisustvo
hipertrigliceridemije, posredstvom aktivnosti CETP, uzrokuje povecanu razmenu TG
1 estara holesterola izmedu razli€itih klasa lipoproteina usled ¢ega dolazi do formiranja
holesterol estrima bogatih VLDL Ccestica koje se dalje pod dejstvom hepati¢ne lipaze
transformiSu u male, guste LDL cestice (86). ViSak androgena povecava aktivnost
hepaticne lipaze (86). U PCOS povecanje malih, gustih LDL subfrakcija uz znacajno

smanjenje udela velikih LDL subfrakcija uslovljava manje dijametre LDL cestica (117).
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podrazumeva povecanje koncentracije LDL-H. Medutim, ovaj vid dislipidemije nije
uobicajen u svim populacijama zena sa PCOS (83, 223). Najcescée su koncentracije LDL-
H unutar normalnih granica kod veéine Zena sa PCOS prema kriterijumima definisanim
u NCEP ATP III (149). Stavise, vrednosti LDL-H se &esto ne razlikuju izmedu PCOS
1 KG, ali zene sa ovim sindromom imaju povecane male, guste LDL cestice, odnosno
smanjenu veli¢inu LDL cestica. Postojanje pozitivne korelacije veli¢ine LDL Cestica sa
koncentracijom HDL-H je u skladu sa karakteristikama lipoproteinskih poremecaja
udruzenih sa PCOS 1 IR (hipertrigliceridemija, snizena koncentracija HDL-H 1 manji
dijametri LDL cestica) (84, 224).

Takode, ispitivana je korelacija veli¢ine i relativnih udela LDL subfrakcija sa
parametrima OS 1 antioksidativne zastite u PCOS (Tabela 21). Ova analiza je pokazala
da prisustvo OS kod Zena sa PCOS dovodi do smanjenja dijametra LDL Ccestica.
Vrednosti parametara OS-prooksidanasa: AOPP i1 MDA su negativno korelirale sa
veli¢inom LDL cestica. Takode, vrednosti PAB su negativno korelirale sa relativnim
udelom velikih LDL I subfrakcija, dok je vec¢i udeo malih, gustih LDL IV cestica bio
u korelaciji sa viSim koncentracijama i PAB i MDA. Sa druge strane, parametar
antioksidativne zastite TAS je pozitivno korelirao sa velikim LDL I ¢esticama, odnosno
negativno sa malim LDL IV ¢festicama $to pokazuje da antioksidansi imaju ulogu da
uspore aterogenu lipidnu modifikaciju u PCOS. Povisene vrednosti cirkuliSu¢ih markera
oksidativnog oStecenja kod zena sa PCOS udruZene su sa manjim, gus¢im LDL
¢esticama, $to je joS jedan dokaz koji govori u prilog njthovom aterogenijem potencijalu.
Male, guste LDL cestice su podloznije oksidativnoj modifikaciji. Naime, u uslovima
izrazenog OS one se lakSe transformiSu u oksidovane LDL cestice ¢ije su povecane
koncentracije prisutne kod Zena sa PCOS 1 predstavljaju pouzdani prediktor KAB S§to je
potvrdeno i u studiji Macuta i sar. (88). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Vekic¢
1 sar. (121) koji nalaze da osobe sa ve¢im udelom malih LDL &estica pokazuju poviSen
OS izrazen povecanim koncentracijama MDA (nastaje tokom lipidne peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina u LDL cesticama).

Ve¢ smo ranije pomenuli da, zajedno abdominalna gojaznost i NAFLD predstavljaju
faktore rizika za KVB (137) i da je povecana prevalenca NAFLD kod Zena sa PCOS
(192). Vazna cCinjenica je 1 da su KVB vodec¢i uzrok smrtnosti pacijenata sa NAFLD

(225). NAFLD je manifestacija IR, ali i abdominalna gojaznost doprinosi nastanku
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NAFLD (190). Stavige, IR kroz potenciranje hiperandrogenemije, odrzava abdominalnu
gojaznost u PCOS. Aterogena dislipidemija je obi¢no ispoljena u NAFLD (225). Pored
povisenih cirkuliSuéih koncentracija TG u VLDL ¢esticama i snizene koncentracije HDL-
H, u uslovima IR, lipidne promene ukljucuju i povecane udele aterogenih malih, gustih
LDL cestica, ali ne 1 nuzno povecane koncentracije LDL-H (226). Ovakav lipidni profil
u NAFLD je jasno potvrden u MESA studiji (eng. Nonalcoholic fatty liver disease and
serum lipoproteins; the Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) (227). U skladu sa ovim
¢injenicama, ispitivana je korelacija veli¢ine LDL cCestica sa NAFLD indeksima i ICO
kod Zena sa PCOS. LAP indeks je pokazao znacajnu negativnu korelaciju sa velicinom
LDL cestica, kao i ICO kod Zena sa PCOS (Slike 38 i 39). LAP indeks se bazira na
odredivanju obima struka, markera abdominalne gojaznosti i serumske koncentracije TG,
markera sadrzaja cirkuliSuc¢ih lipoproteina. Stoga, LAP indeks izrazava kontinuirani
metaboli¢ki i kardiovaskularni rizik udruzen sa povecanom akumulacijom lipida kod
odraslih (193). Povisene vrednosti ovog indeksa kod nasih Zena sa PCOS su ukazale na
aterogeni lipidni profil koji je okarakterisan prisustvom manjih dijametara LDL cestica.
Pored toga, utvrdili smo znacajnu korelaciju izmedu povisenih vrednosti ICO i manje
veli¢ine LDL cestica. ICO je antropometrijski parametar kojim se utvrduje prisustvo
abdominalne gojaznosti. Abdominalna gojaznost, predstavlja jedan od zajednickih
mehanizama koji podsticu razvoj kardiometabolickih komplikacija 1 u PCOS 1 kod Zena
sa NAFLD. Ona dovodi, mehanizmima koje smo ve¢ opisali, do izmene lipoproteinskog
metabolizma, koji se, izmedu ostalog odlikuje kvalitativnim promenama LDL-a u vidu
manje veli¢ine LDL ¢estica. Koliko je poznato, nase istrazivanje prvi put opisuje izmene
u metabolizmu LDL cestica u vidu promena dijametra LDL c¢estica u NAFLD kod Zena
sa PCOS. Medutim, nasi rezultati jesu u skladu sa rezultatima nekoliko studija u kojima
su ispitivane LDL subfrakcije u NAFLD (227, 228).

U ovom istraZivanju je prvi put ispitivan odnos izmedu veli€ine i raspodele LDL
subfrakcija i KVRS, odnosno drugih skorova rizika za KVB poput skora dislipidemije,
inflamacije, oksidativno-stresnog skora 1 DOI skora. Utvrdili smo da se veliina
dominantnih LDL cestica znacajno smanjuje sa porastom KVRS. Nase Zene sa PCOS,
iako se nisu razlikovale od Zena iz KG u pogledu koncentracije TG, imale su snizen HDL-
H, a analiza raspodele pojedinacnih LDL subfrakcija pokazala je karakteristicnu
preraspodelu ka manjim, aterogenijim LDL ¢esticama u grupi sa PCOS. Ove promene

lipoproteinskog metabolizma mogu dalje progredirati u ALP ili LDL B fenotip, koji
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predstavlja tip dislipidemije koja doprinosi pove¢anom riziku za KVB (220), a PCOS je
jedina nezavisna determinanta ovog modela aterogene dislipidemije (116). lako je KVRS
proracun definisan za procenu kardiovaskularnog rizika kod mladih osoba (ispod 40
godina), slicni rezultati su dobijeni u studiji Veki¢ i sar. (166) gde je koriS¢en
Framingamski skor rizika, a koji su takode pokazali da su viSe vrednosti Framingamskog
skora rizika u korelaciji sa manjim dijametrima LDL cCestica i ve¢im udelom malih, gustih
LDL III subfrakcija. Znacajno smanjenje velicine LDL cestica 1 veéi udeo malih,
aterogenijih LDL cestica ukazuje na visi rizik za razvoj koronarne srane bolesti,
u odnosu na rizik koji je procenjen na osnovu Framingamskog skora. U slucaju Zena sa
PCOS, utvrdena veza izmedu KVRS i velic¢ine LDL cestica pokazuje da u PCOS postoji
povecan rizik za ranu progresiju znacajne aterosklerotske lezije na koronarnim arterijama,
odnosno pojavu koronarne sréane bolesti kasnije u toku Zivota.

PoviSene vrednosti skora dislipidemije, prooksidativnog i oksidativno-stresnog
skora kod Zena sa PCOS bile su u korelaciji sa manjom veli¢inom LDL cestica (Tabela
22). Utvrdili smo i da se udeli LDL I1i LDL IV subfrakcija povecavaju sa porastom skora
dislipidemije. Ovi rezultati pokazuju da u PCOS postoji jaka tendencija ka razvoju
aterogenog tipa dislipidemije, odnosno preraspodeli ka manjim, gu$¢im LDL ¢esticama.
Sa druge strane i prisustvo OS deluje u istom smeru, $to je i ocekivano s obzirom na
prethodno analizirane korelacije pojedinacnih parametara OS-prooksidanasa sa
kvalitativnim 1 kvantitativnim karakteristikama LDL cestica (Tabela 21). Antioksidativni
skor je pozitivno korelirao sa udelom LDL II subfrakcija, a negativno sa udelom LDL IV
subfrakcija ¢ime je potvrdeno da antioksidansi imaju ulogu da uspore aterogenu lipidnu

modifikaciju u PCOS (Tabela 22).

5.3.2. Distribucija HDL lipoproteinskih frakcija

Snizene cirkuliSu¢e koncentracije HDL-H, pored poviSenih koncentracija LDL-H,
tradicionalno sluze kao faktori rizika za KVB. Slozenost HDL cestica, koje imaju
visestruke fizioloske funkcije 1 sastoje se od vise subfrakcija, dovela je do pitanja da li se,
zapravo treba viSe fokusirati na istrazivanje HDL subfrakcija i njihove funkcije, a ne na
koncentracije HDL-H (229). Mali broj studija se bavio ispitivanjem HDL lipoproteinskih
subfrakcija u PCOS koje bi mogle pruziti dodatni uvid u individualni rizik od KVB zZena
sa ovim sindromom (206, 230). HDL lipoproteinska frakcija predstavlja heterogenu

smeSu Cestica razli€ite veli¢ine 1 sastava. U novije vreme, pored tehnike vertikalne
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elektroforeze na poliakrilamidnom gradijent gelu (koja je koriS¢ena u ovom istrazivanju),
subfrakcije HDL se najée$¢e razdvajaju i tehnikom ultracentrifugiranja ili nuklearnom
magnetnom rezonantnom spektroskopijom (eng. nuclear magnetic resonance
spectroscopy, NMR). Ve¢ je ranije pomenuto da na osnovu fizicko-hemijskih
karakteristika mozemo razlikovati HDL 2 ¢estice (HDL 2b, HDL 2a) koje su vece i sadrze
viSe holesterola, a manje proteina i HDL 3 ¢estice (HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c) koje su
manje 1 sadrze manje holesterola, a bogatije su proteinima (120). Za razliku od LDL
Cestica, kod kojih je veli¢ina obrnuto proporcionalna aterogenom potencijalu, u slucaju
HDL Ccestica jos uvek nije sa sigurnoS¢u utvrdeno u kakvom su odnosu veliina
1 ateroprotektivna svojstva (231). Zna se da HDL Cestice imaju antiaterogeno dejstvo koje
ostvaruju kroz metabolicku ulogu u procesu reverznog transporta holesterola. Takode,
poseduju antioksidativna i anti-inflamatorna svojstva §to zajedno €ini spektar njihovih
protektivnih uloga (231). Bitne informacije o povezanosti strukture i funkcije HDL, koje
¢ine sustinu ateroprotektivnog delovanja ovih Cestica pruZila je analiza HDL proteoma
i lipidoma. Shodno tome, pretpostavlja se da svako naruSavanje strukture utie na
funkcionalnost HDL ¢estica, do te mere da one neocekivano mogu ispoljiti i proaterogene
osobine. Aterogena dislipidemija, inflamacija 1 OS koji predstavljaju vazZne
kardiometaboli¢ke poremecaje u PCOS, predstavljaju najvaznije ¢inioce koji utiCu na
stvaranje disfunkcionalnih HDL cestica (123)

Analiza veli¢ine 1 raspodele HDL subfrakcija kod Zena sa PCOS (n=114) i u KG
(n=23) je pokazala da se u ove dve grupe dijametri HDL cestica nisu razlikovali, ali da
su zene sa PCOS imale znac¢ajno visi relativni udeo HDL 2b 1 HDL 2a subfrakcija, a nizi
udeo HDL 3b 1 HDL 3¢ subfrakcija (Tabela 23). S tim u vezi, ukupan udeo HDL 2
subfrakcija kod Zena sa PCOS je bio znacajno veci, audeo HDL 3 subfrakcija manji, nego
kod zena u KG (Slika 40). Kao §to mozemo videti u Tabeli 12, Zene sa PCOS su imale
znacajno nize koncentracije HDL-H u poredenju sa KG. Ipak, vrednosti HDL-H u obe
grupe su bile u opsegu pozeljnih vrednosti, odnosno vece su od 1,29 mmol/L, §to
predstavlja vrednost HDL-H koja je definisana kao grani¢ni faktor rizika za KVB kod
zena (149). Na osnovu toga mozemo zakljuciti da Zzene sa PCOS (iz ove ispitivane grupe)
nemaju dramati¢no izrazene promene u HDL-H u odnosu na zene iz KG. Vrednosti HDL-
H kod Zena sa PCOS, ¢ije su snizene koncentracije vazan prediktor KVB, se razlikuju od
rezultata dobijenih u drugim studijama koje su ispitivale uticaj 1 povezanost HDL-H sa

drugim kardiovaskularnim i metaboli¢kim faktorima rizika (121, 126). Sa druge strane,
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nekonzistentnost u koncentracijama HDL-H kao faktora rizika za KVB postoji 1 u
studijama koje su se bavile PCOS. Neke studije su pokazale da su, u poredenju sa KG,
vrednosti HDL-H kod zena sa PCOS bile nize od vrednosti koje su definisane od strane
NCEP ATP II1 (87, 114, 117, 149), dok su druge studije pokazale vrednosti koje su sli¢ne
vrednostima dobijenim u nasoj studiji (10, 196, 204). Kada smo obe grupe (PCOS i KG)
podelili prema stepenu uhranjenosti (Tabela 25) videli smo da normalno uhranjene Zene
sa PCOS imaju prosecan HDL-H 1,71 mmol/L, a normalno uhranjene Zene u KG 1,67
mmol/L 1 medusobno se nisu razlikovale. Takode, statisticki znacajna razlika
u koncentracijama HDL-H nije postojala ni izmedu gojaznih zena sa PCOS (1,24
mmol/L) i gojaznih Zzena iz KG (1,42 mmol/L), mada su gojazne zene sa PCOS imale
najnize vrednosti HDL-H u poredenju sa ostalim podgrupama. Moguce objasnjenje
ovakvih rezultata je da su zene sa PCOS (iz ove ispitivane grupe) mlade Zene kod kojih
postoji neznatno snizenje koncentracije HDL-H, dok sastav HDL cestica jo§ uvek nije
znacajnije izmenjen da bi uslovio njihovu disfunkcionalnost. Ipak, te male promene
mogle bi predstavljati poCetni korak u razvoju dislipidemije u ovom sindromu. To bi
kasnije moglo dovesti do pogorsanja OS i inflamacije kao posledice daljeg snizavanja
koncentracija HDL-H, odnosno antioksidativnog i anti-inflamatornog kapaciteta HDL
Cestica. Rezultat svega ovoga na kraju bi bilo povecanje kardiovaskularnog rizika.

Kao kod analize LDL subfrakcija, 1 ovde smo ponovili inicijalnu analizu veli¢ine
1 raspodele HDL subfrakcija u obe ispitivane grupe, uzimajuci u obzir stepen uhranjenosti
zena sa PCOS (Tabela 24) 1 izvrSili smo korekciju za razlike u godinama starosti izmedu
PCOS i1 KG. Normalno uhranjene Zene sa PCOS 1 dalje su imale viSi udeo HDL 2b
subfrakcija u poredenju sa KG Zena, dok ta razlika izmedu gojaznih zena sa PCOS 1 Zena
u KG nije bila statisticki znacajna. Takode, obe grupe Zena sa PCOS imale su znacajno
nizi udeo HDL 3b i HDL 3c subfrakcija od Zena u KG (Tabela 24).

Ovo istrazivanje je pokazalo neo¢ekivanu razliku u profilu HDL subfrakcija izmedu
7ena sa PCOS i KG Zena. Zene sa PCOS su imale znacajno visi relativni udeo HDL 2b
1 HDL 2a subfrakcija, a nizi udeo HDL 3b 1 HDL 3c subfrakcija od zena u KG. Prethodno
smo uocili da i Zene sa PCOS 1 zene iz KG imaju prili¢no visoke koncentracije HDL-H.
Jedno od objasnjenja ovih rezultata, koje smo ve¢ pomenuli, je da su Zene sa PCOS bile
znacajno mlade od Zena u K@, §to se odrazilo na razlike u profilu HDL subfrakcija, koji
sugeriSe da je HDL profil povoljniji u PCOS. Takode, potencijalni razlog moze biti

1 relativno mali broj Zena u KG. Posto do sada ima par publikovanih istrazivanja HDL
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subfrakcija u PCOS, nema dovoljno relevantnih podataka sa kojima bi se ovaj nalaz
mogao uporediti. Buduca istrazivanja sa veéim brojem Zena ¢e pokazati do kakvih
promena u profilu HDL subfrakcija dolazi u PCOS 1 kako te promene uti¢u na razvoj
KVB kasnije u toku zivota. Ovaj deo analize govori samo o distribuciji HDL subfrakcija
u PCOS, a ne o njihovoj funkcionalnosti, odnosno ateroprotektivnim svojstvima. Stoga
je 1 uradena analiza PONI1 distribucije na HDL subfrakcijama, u cilju ispitivanja
antioksidativnog kapaciteta HDL Cestica u PCOS.

Analiza HDL c¢estica unutar PCOS grupe pokazala je da gojazne Zene sa PCOS imaju
znacajno manje dijametre HDL cestica 1 vi$i udeo malih HDL 3b subfrakcija od normalno
uhranjenih Zena sa PCOS. Ovaj rezultat je potpuno u skladu sa rezultatima svih
dosadasnjih istrazivanja koja su pokazala smanjenje veli¢ine HDL ¢estica kod pacijenata
sa viSim rizikom za KVB (232, 233). Na osnovu toga mozemo pretpostaviti da sam PCOS
ne utice na profil HDL subfrakcija, ve¢ da se u osnovi uoc¢enih promena zapravo nalazi
gojaznost.

Potvrda ove pretpostavke se uocava u daljoj analizi korelacija u PCOS grupi.
U Tabeli 26 vidi se da se sa povecanjem ITM (marker ukupne gojaznosti) i odnosa
struk/kuk (marker abdominalne gojaznosti) smanjuje dijametar HDL cestica. Dakle, kod
gojaznih i1 Zena sa izrazenijom abdominalnom gojazno$¢u HDL ¢estice se smanjuju. Ovo
je takode pokazano i1 u drugim istraZivanjima koja su analizirala efekat gojaznosti na
profil HDL subfrakcija (234, 235). Korelaciona analiza je takode pokazala da sa porastom
koncentracije HDL-H raste i veli¢ina HDL cestica (Tabela 26) i udeo HDL 2 subfrakcija,
a smanjuje se udeo HDL 3 subfrakcija (Tabela 27). Ovo je u skladu sa zaklju¢kom velikog
broja studija koje su ispitivale uzrocno-posledi¢nu vezu izmedu promena u raspodeli
HDL subfrakcija i rizika za razvoj KVB. Te studije su pokazale da je povecan rizik za
razvoj KVB povezan sa smanjenom koli¢inom HDL 2 subfrakcija (125, 126). Stavise,
ova korelaciona analiza potvrduje da su rezultati istrazivanja za HDL subfrakcije u PCOS
dobri i1 da je nepredvidena razlika u profilu HDL subfrakcija izmedu PCOS i KG
posledica razlike u starosti izmedu ispitivanih grupa (Zene iz KG su bile znac¢ajno starije).
Kao vaZzan rezultat izdvaja se i pozitivna korelacija relativnog udela HDL 3a cCestica sa
koncentracijom TG. Kao §to je ve¢ objasnjeno u uvodnom delu i diskusiji vezanoj za
distribuciju LDL subfrakcija, u hipertrigliceridemiji je pojacana CETP-om posredovana
razmena TG 1 estara holesterola izmedu VLDL, LDL 1 HDL cestica, te nastaju LDL

1 HDL cestice koje su bogate TG. Hipertrigliceridemija je posledica abdominalne
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gojaznosti koju karakteriSe visak androgena (hiperandrogenemija) i smanjenje efekata
insulina zbog IR. Ove Cestice bogate TG zatim hidrolizuje hepati¢na lipaza, ¢ija je
aktivnost povecana u prisustvu viska androgena, Sto dovodi do pojac¢ane konverzije vecih
HDL 2 subfrakcija u male, guste HDL 3 Cestice. Nastale male HDL 3 Cestice ne pokrecu
novi ciklus reverznog transporta holesterola, ve¢ se ubrzano katabolisu, tj. njihov klirens
se povecava (123), Sto se reflektuje kroz smanjenje koncentracije HDL-H. Promene
u strukturi malih HDL cestica usled povecanog sadrzaja TG smanjuju njihove
antiaterogene sposobnosti.

Konacno, u ove nalaze se potpuno uklapaju i korelacije sa indeksima NAFLD (LAP
1 HIS) 1 ICO u PCOS grupi (Tabela 29). NAFLD je stanje, koje se karakteriSe pove¢anim
nakupljanjem masti odnosno triglicerida u jetri. Pored toga $§to NAFLD ima
multifaktorijalnu patogenezu, klju¢nu ulogu u njenom razvoju, pored abdominalne
gojaznosti, ima IR (190). To znaci da NAFLD predstavlja faktor rizika za KVB (137).
Sa druge strane, IR, glavni patofizioloski mehanizam u PCOS koji dovodi do razvoja
kardiometabolickih poremecaja, podstiCe povecanu sekreciju androgena iz jajnika
i nadbubreznih Zlezda i tim mehanizmom odrzava abdominalnu gojaznost u ovom
sindromu. Prema tome, IR i1 abdominalna gojaznost su zajednicke metabolicke
karakteristike 1 PCOS 1 NAFLD. U delu diskusije o distribuciji LDL subfrakcija je ve¢
pomenuto da je NAFLD povezana sa aterogenom dislipidemijom koju karakteriSu
poviSene cirkuliSu¢e koncentracije TG u VLDL c{esticama, smanjena koncentracija
HDL-H uz povec¢anje malih, gustih LDL cestica (226). Rezultati velike MESA studije su
jasno potvrdili ovakav lipidni profil 1 nedvosmisleno pokazali progresivno smanjenje
veli¢ine HDL Cestica sa povecanjem ozbiljnosti NAFLD (227). Nasi rezultati korelacije
veli¢ina HDL cestica i indeksa NAFLD su u potpunosti bili u skladu sa rezultatima
pomenute studije, tj. velicina HDL cestica je manja §to su ve¢i LAP, HIS 1 ICO. Vrednosti
ovih indeksa opisuju NAFLD, jer se radi o indeksima koji ukazuju na postojanje
abdominalne gojaznosti, aterogenijeg lipidnog profila, povecane akumulacije lipida,
odnosno TG u jetri §to doprinosi kontinuiranom metabolickom 1 kardiovaskularnom
riziku 1 u PCOS i u NAFLD.

Iako smo utvrdili da je u PCOS visi udeo HDL 2b subfrakcija u odnosu na KG, dalja
analiza je pokazala da je relativni udeo HDL 2b subfrakcija u korelaciji sa viSim

vrednostima PAB, koji je marker povec¢anog stvaranja slobodnih radikala (Tabela 28).
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Ovaj nalaz sugeriSe da se u ispitivanoj grupi zena sa PCOS OS razvija brze od promena
u distribuciji HDL subfrakcije.

Visa aktivnost SOD je korelirala sa viSim ukupnim udelom HDL 3 subfrakcija, §to
mozemo tumaciti kao kompenzatorno povecanje SOD kada su akumulirane male HDL
Cestice koje imaju nizi ateroprotektivni potencijal. SOD je klju¢ni antioksidativni enzim
koji konvertuje O>~ u H2O; i sprecava dalju oksidaciju klju¢nih molekula. Poveéanje
aktivnosti SOD moze da spreci oksidativnu modifikaciju HDL cCestica, odnosno gubitak
antioksidativnog 1 ateroprotektivnog dejstva. HDL cestice snazno Stite lipidne
i proteinske grupe LDL cestica od oksidacije izazvane slobodnim radikalima,
sprecavaju¢i akumulaciju primarnih i sekundarnih oksidacionih proizvoda. U stanju
povisenog OS slobodni radikali modifikuju lipidne i proteinske grupe i na HDL ¢esticama
dovode¢i do nastanka lipidnih 1 proteinskih radikala. Prvenstveno dolazi do akumulacije
lipidnih hidroperoksida (eng. lipid hydroperoxides, LOOH) §to zauzvrat podrzava dalju
oksidaciju strukturnih komponenata HDL molekula i nepovoljno uti¢e na njegove
protektivne uloge (236). Takode, viSa koncentracija prooksidansa MDA je bila u
korelaciji sa ve¢im udelom HDL 3a subfrakcija $to ukazuje na ve¢u podloznost oksidaciji
manjih HDL cestica, odnosno manji antioksidativni potencijal. To se takode slaze sa
¢injenicom da, usled smanjene antioksidativne sposobnosti malih HDL &estica, dolazi do
nakupljanja krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije. Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima Veki¢ 1 sar. (121) koji nalaze da osobe sa ve¢im udelom malih HDL 3b
subfrakcija imaju povisen OS izraZzen povecanim koncentracijama MDA. Skorasnja
studija je pokazala da je HDL izolovan kod pacijenata sa KAB imao kompromitovanu
antioksidativnu 1 zastitnu endotelnu ulogu. Ovo je povezano sa smanjenom aktivnosti
PON1 na malim HDL subfrakcijama usled njihove modifikacije izazvane delovanjem
MDA (237). OS moze da inhibira aktivnost LCAT, da oksiduje i apolipoprotein A-1,
te da na taj nacin nepovoljno uti¢e na sazrevanje HDL Ccestica, kao i na njihove
ateroprotektivne uloge.

HDL dijametri i subfrakcije kod Zena sa PCOS su korelirali samo sa skorom
dislipidemije. Medutim, nije nadena korelacija sa oksidativno-stresnim skorom i skorom
inflamacije. Uocena je negativna korelacija HDL dijametra 1 relativnog udela HDL 2b
subfrakcije 1 skora dislipidemije, odnosno pozitivna korelacija relativnih udela HDL 3a
1 HDL 3b subfrakcija i pomenutog skora (Poglavlje 4.2.8.8.). Ovi rezultati su o¢ekivani

obzirom da je dislipidemija najceS¢a kardiometabolicka komplikacija u PCOS i da se
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odlikuje niskom koncentracijom HDL-H (pored hipertrigliceridemije i/ili povisene
koncentracije LDL-H). Sto je dislipidemija u PCOS izraZenija, smanjuje se veli¢ina HDL
Cestica i shodno tome distribucija HDL subfrakcija se pomera od ve¢ih HDL 2 subfrakcija
ka manjim, gus¢im HDL 3 subfrakcijama. Mozemo pretpostaviti da je, medu
posmatranim karakteristikama PCOS, dislipidemija najvazniji faktor koji uti¢e na profil
HDL subfrakcija u ovom sindromu. DOI skor je pozitivno korelirao sa udelom HDL 3a
subfrakcija. To sugeriSe da vise vrednosti DOI skora mogu da ukazu na prisustvo manjih
HDL cestica i1 ukazuju na jos jedan znacaj izraCunavanja ovog skora kod zena sa PCOS.

Ispitivanje korelacije veli¢ina i relativnih udela HDL subfrakcija u PCOS grupi sa
KVRS je pokazalo da su dijametri HDL Cestica i relativni udeli HDL 2b subfrakcija bili
u negativnoj, a da je udeo HDL 3a subfrakcija u pozitivnoj korelaciji sa KVRS (Tabela
30). Na osnovu ovoga mozemo zakljuciti da je povisen rizik za KVB u PCOS povezan sa
preraspodelom HDL cestica ka manjim subfrakcijama, tj. sniZenju nivoa ve¢ih HDL 2
subfrakcija i pove¢anju nivoa manjih HDL 3 subfrakcija. Ve¢ je pomenuto da je ovo prvo
istrazivanje vezano za PCOS u kome je koris¢en KVRS proracun za procenu rizika za
KVB kod mladih osoba. Medutim, ovi rezultati su bili u skladu sa rezultatima drugih
studija koje nisu koristile skorove za procenu rizika za KVB, ali su ispitivale raspodelu
HDL subfrakcija 1 njihov uticaj na kardiovaskularni rizik. Velika studija Musunumuru
1 sar. (238) je pokazala da je snizenje HDL 2 subfrakcije povezano sa pove¢anim rizikom
za KVB. Tian 1 sar. (239) su ukazali da pacijenti sa akutnim koronarnim sindromom imaju

sniZzene udele HDL 2, a poviSene udele HDL 3 subfrakcija.

5.3.3. Raspodela aktivnosti i udela enzima PON1 na HDL subfrakcijama

Pitanje koje je 1 dalje diskutabilno medu istrazivackim grupama koje se bave
lipidologijom, je koja HDL subfrakcija obezbeduje bolju kardiovaskularnu zaStitu.
PredloZeno je da velike HDL ¢estice (HDL 2 subfrakcije) imaju najveci ateroprotektivni
potencijal, zato Sto je pokazano da su nivoi ovih Cestica nizi kod pacijenata sa KAB,
odnosno visi kod premenopauzalnih zena u odnosu na njihove odgovaraju¢e KG,
u studijama koje su koristile metode selektivne precipitacije ili NMR spektroskopiju za
ispitivanje heterogenosti HDL cCestica (231, 240). Nasuprot tome, u in vitro istrazivanjima
je pokazano da su male HDL cestice (HDL 3 subfrakcije) efikasniji akceptori holesterola
iz perifernih tkiva i takode imaju bolja antioksidativna svojstva u odnosu na velike HDL

cestice. Male HDL cestice su bogatije proteinima i sadrZze manje holesterola, za razliku
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od vecih Cestica, ali treba istaci da karakterizacija HDL subfrakcija zavisi od parametara
koji se odreduje u metodama za ispitivanje heterogenosti ovih lipoproteinskih Cestica
(lipidi, proteini, dijametar, broj Cestica) (241, 242). Raznovrsnost metoda koje se koriste
za ispitivanje HDL subfrakcija je delimi¢no odgovorna za, kako se Cini, neslaganja oko
toga koja subfrakcija HDL ima najizrazenija antiaterogena svojstva (237). Gde je tacna
lokalizacija antioksidativnog enzima PON1 i kako se prenosi izmedu HDL subfrakcija su
vazna pitanja koja ¢e, kada budu dati odgovori, u odredenoj meri razjasniti kontroverzu
koja HDL subfrakcija ima vec¢i ateroprotektivni potencijal. Ranije studije koje su koristile
metodu ultracentrifugiranja za razdvajanje HDL subfrakcija su utvrdile da je aktivnost
PONI1 najzastupljenija na malim HDL 3 Cesticama (123, 231, 242). Novije studije HDL
proteoma su potvrdile ove nalaze i dokazale da strukturni i, §to je jo§ vaznije, funkcionalni
proteini u HDL imaju tendenciju grupisanja u Cesticama koje imaju razli¢ita funkcionalna
svojstva (243, 244). Oc¢igledno je da manje HDL 3 Cestice imaju snazniji antioksidativni
potencijal delimi¢no zbog viSeg sadrzaja PON1.

U inicijalnoj analizi raspodele PON1 na HDL subfrakcijama nismo utvrdili znacajne
razlike u distribuciji PON1 na HDL subfrakcijama izmedu zena sa PCOS i KG (Tabela
31). Iako se moZe uociti tendencija da Zene u KG imaju neznatno ve¢i udeo PON1 na
velikim HDL 2b 1 HDL 2a subfrakcijama, odnosno manji udeo PON1 na malim HDL 3a,
3b 1 3¢ subfrakcijama, te razlike nisu bile statisticki znacajne, Sto je najverovatnije
posledica malog broja zdravih zena u KG. Poredenje ukupne zastupljenost PON1 na
ve¢im (HDL 2) i manjim (HDL 3) subfrakcijama izmedu ispitivanih grupa je potvrdilo
ovaj trend mada bez statisticki znacajne razlike (Slika 43). Naime, ve¢ je pomenuto da je
uspesna detekcija PON1 na gelu postignuta samo u 106 uzoraka (101 uzorak Zena sa
PCOS 1 5 uzoraka Zzena u KG). Dalja analiza unutar PCOS grupe (prema stepenu
uhranjenosti) pokazala je da gojaznost nije imala uticaja na raspodelu PON1 na HDL
subfrakcijama (Tabela 32) Sto je potvrdeno poredenjem ukupne zastupljenosti PON1 na
HDL 2 1 HDL 3 subfrakcijama izmedu normalno uhranjenih 1 gojaznih zena sa PCOS
(Slika 44). Imajuci u vidu da PON1 S§titi LDL ¢estice od oksidacije, kao 1 ¢injenicu da su
LDL cestice manjeg dijametra podloznije oksidativnoj modifikaciji, uporedili smo Zene
sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL cestica (Tabela 33) i utvrdili da je aktivnost PON1
na HDL 3b 1 HDL 3c subfrakcijama bila znacajno niza kod Zena sa malim, gustim LDL
Cesticama, nego kod Zena ¢ije su LDL Cestice veceg dijametra. Ukupan udeo PON1 na

HDL 2 subfrakcijama, odnosno HDL 3 subfrakcijama u zavisnosti od dijametra LDL
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Cestica je pokazao isti trend (Slika 45) Ovakav nalaz mozemo tumaciti kao znak da je
antioksidativna sposobnost HDL 3 cestica smanjena kod Zena sa PCOS u uslovima
povecanog rizika za KVB (237). Zene sa PCOS koje smo ispitivali imale su znagajno
manje dijametre LDL Cestica od zena u KG. Raspodela udela LDL frakcija u PCOS grupi
je pokazala manji udeo vec¢ih (LDL I), odnosno ve¢i udeo LDL II 1 IIl subfrakcija
u odnosu na KG (Tabela 19). To potvrduje postojanje karakteristicne preraspodele ka
manjim, gus¢im, odnosno aterogenijim LDL ¢esticama u grupi sa PCOS i ukazuje da su
ove zene pod povecanim rizikom za KVB (220).

Korelaciona analiza izmedu udela PON1 na HDL subfrakcijama i markera OS kod
zena sa PCOS (Tabela 34) pokazala je da je aktivnost PON1 u serumu u pozitivnoj
korelaciji sa relativnim udelima PON1 na HDL 2b i HDL 2a subfrakcijama, a u negativnoj
korelaciji sa relativnim udelima na HDL 3a, HDL 3b 1 HDL 3c subfrakcijama. Ovi
rezultati su u skladu sa nalazom da su Zene sa PCOS koje smo ispitivali imale viSe
relativne udele HDL 2 subfrakcija nego HDL 3 subfrakcija. HDL 2 cestice koje su
brojnije, nose i viSe PON1. PON1 se menja tokom sazrevanja HDL cestice. Neposredno
nakon sinteze u jetri PON1 se vezuje za HDL 3 Cesticu koja se povecava i sa porastom
sadrzaja holesterola prelazi u veéu HDL 2 cesticu (135). Prethodne studije su
pretpostavile da nascentni HDL koji se sintetiSe u jetri i tankom crevu ne sadrzi PON1
(123, 241, 245). Malo toga se zna o dinamici razvoja PON1 u HDL, posebno o njenom
kretanju tokom sazrevanja i remodelovanja HDL. Razumevanje kako 1 kada se PON1
integriSe u strukturu HDL cestice je danas vazno pitanje za istraZivace, kojim su se bavili
1 Gugliucci i sar. (237). HDL cestice konstantno podleZzu procesu remodelovanja u kome
ucestvuju LCAT, CETP, lipaze (lipoproteinska 1 hepaticna) i odredeni receptori.
Remodelovanjem se modifikuje sadrzaj i1 jezgra i omota¢a HDL cestice (246). Razmena
lipida koja nastaje tokom sazrevanja HDL ¢estice dovodi do povecanja sadrZaja, odnosno
aktivnosti PON1 u vrlo malim i vrlo velikim HDL subfrakcijama. Porast aktivnosti PON1
u HDL 3c subfrakciji potvrduje trenutno objaSnjenje da ove Cestice imaju najsnazniji
antioksidativni potencijal. Pove¢anje PONI aktivnosti u velikim HDL 2b cesticama
nastaje usled sazrevanja manjih HDL 2a cestica, dok se povecanje aktivnosti PONI
u HDL 3c ¢esticama moZe objasniti sazrevanjem nascentnih, diskoidnih HDL cestica.
PONI1 se brzo premesta izmedu HDL subfrakcija tokom njihovog sazrevanja, prelazi sa

manjih HDL 3 na ve¢e HDL 2 Cestice 1 povecava se njena aktivnost (237, 246).
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Visi udeo PON1 na HDL 3b subfrakciji je korelirao sa visim nivoima TAS 1 TOS,
a nizim nivoom PAB. Pored toga, visi udeo PON1 na HDL 3c subfrakciji bio je
u korelaciji sa visSim TOS. Verovatno OS ima udela u premestanju PON1 na odredene
subfrakcije kao neko kompenzatorno povecanje ili kompenzatorno premestanje na
riziénije frakcije. Visi udeo PONI na HDL 2a subfrakciji je korelirao sa viSim
koncentracijama ukupnih SH-grupa. U uslovima povisenog OS moze do¢i do inhibicije
aktivnosti PON1 na HDL 3 subfrakciji. OS doprinosi smanjenju aktivnosti PON1 kroz
promene redoks statusa slobodnih SH-grupa proteinskog molekula ovog enzima, posebno
SH-grupe aminokiseline cistein koja se nalazi u aktivnom centru enzima (111). Sa druge
strane, PON1 ima ulogu u zastiti HDL 3 cestica od oksidacije, pa se na taj nacin ,,tro$i*,
odnosno smanjuje joj se aktivnost. Novija istrazivanja su pokazala da je
mijeloperoksidaza (MPO) enzim koji selektivno podsti¢e oksidaciju HDL unutar zida
arterija smanjujuci antiaterogeni potencijal HDL, odnosno transformisuci antiaterogeni
lipoprotein
u potencijalno aterogenu formu (247). Tokom procesa inflamacije MPO stvara ROS
1 oksiduje apolipoprotein A-1, glavnu proteinsku komponentu HDL, koja ima klju¢nu
ulogu u reverznom transportu holesterola, tj. procesu sazrevanja HDL. Na ovaj nacin
dolazi do smanjenja ateroprotektivne funkcije HDL. Osim toga, MPO, PON1 i HDL se
vezuju jedni za druge, stvarajuci trojni kompleks, gde PON1 delimi¢no inhibira delovanje
MPO, dok MPO inaktivira PON1 na HDL (247). MPO specifi¢no oksiduje PON1 1 ova
oksidacija je kriticna za vezivanje HDL unutar vaskularnog zida i za antioksidativnu
aktivnost PON1. Tokom inflamacije uzajamno delovanje MPO i PON1 se odigrava na
samoj HDL cestici tako da vezivanje PON1 za HDL delimi¢no smanjuje aktivnost MPO,
a MPO promoviSe oksidativnhu modifikaciju 1 disfunkciju PON1 1 apolipoproteina A-1.
PON1 je podlozna napadu ROS i njena protektivna uloga ponekad mozZe biti
onemogucena kada dolazi do preteranog stvaranja ROS, kao $to je slucaj u uslovima
povisenog OS, odnosno uznapredovale ateroskleroze §to su pokazale razliCite studije
(237, 248). HDL sa modifikovanim PON1 postaje disfunkcionalan.

U ovom istrazivanju smo analizirali i povezanost distribucije PON1 na HDL
subfrakcijama sa izraCunatim skorovima rizika kod zena sa PCOS (Tabela 35). Utvrdili
smo da je antioksidativni skor u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom PON1 na HDL
2a subfrakciji, a u negativnoj korelaciji sa udelom PONI na HDL 3¢ subfrakciji, ¢ime

smo potvrdili da izrazena antioksidativna zastita doprinosi snaznijem ateroprotektivnom
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potencijalu HDL Ccestica Sto je posledica povecanja aktivnosti PON1 udruzenog sa
premestanjem PON1 na ve¢e HDL 2 cCestice. U skladu sa ovim rezultatima, ukupan udeo
PON1 na HDL 2 subfrakcijama je bio u pozitivnoj korelaciji, a ukupan udeo PONI na
HDL 3 subfrakcijama u negativnoj korelaciji sa pomenutim skorom. Pored toga,
vrednosti oksidativno-stresnog skora su bile u pozitivnoj korelaciji sa udelom PON1 na
malim HDL 3c subfrakcijama. U uslovima OS moze da dode do inhibicije LCAT S§to
onemogucava sazrevanje HDL Cestica, pa PON1 ostaje na HDL 3 ¢esticama.

Pretragom dostupne literature, zakljucili smo da je aktuelna studija, prva ove vrste
koja se bavila ispitivanjem raspodele PON1 na svim HDL subfrakcijama u populaciji
zena sa PCOS. Kao §to smo ve¢ pomenuli, shvatanje kinetike i funkcije PON1, posebno
kako se prenosi tokom sazrevanja i remodelovanja HDL cestica je od izuzetne vaznosti
za proces ateroskleroze koja moze zapoceti veoma rano, tj. kod mladih osoba, u stanjima
koja ukljucuju faktore rizika za njen nastanak (gojaznost, dislipidemija, inflamacija,
povisen OS, IR). Upravo pomenute kardiometabolicke karakteristike odlikuju 1 PCOS
1 zbog toga zene sa ovim sindromom imaju poviSen rizik za razvoj KVB kasnije u toku
zivota. Gugliucci (249), ali i1 drugi autori (244, 248) su pokazali da je PONI1 veoma
podloZzan napadima slobodnih radikala i da njegova zastitna uloga na HDL cesticama
moze biti nadmasena u slucaju prevelikog stvaranja ovih jedinjenja, Sto je dokazano kod
inflamacije u aterosklerotskim naslagama. Na$i rezultati raspodele PON1 na HDL
subfrakcijama nisu pokazali znacajne razlike u distribuciji PON1 na HDL subfrakcijama
izmedu Zena sa PCOS 1 KG iako je o¢ekivano drugacije, s obzirom da su zene sa PCOS
ipak imale poviSen rizik za KVB. Gugliucci 1 sar. (250) su ispitivali aktivnost
1 distribuciju PON1 na HDL Ccesticama kod pacijenata sa hronicnom bubreznom
insufucijencijom (HBI). Pacijenti sa HBI, slicno Zenama sa PCOS imaju poviSen rizik za
KVB, kao i brojne metabolicke abnormalnosti (hipertenzija, IR, dislipidemija) koje mogu
ubrzati aterosklerozu. Rezultati njihove studije su pokazali da je aktivnost PON1 sniZena
kod pacijenata sa HBI i1 da je sistemsko povecanje aktivnosti PON1 posle hemodijalize
udruzeno sa premeStanjem PON1 izmedu HDL subfrakcija, tj. transferom PON1 na vece
HDL 2 subfrakcije. Poveéanje aktivnosti PON1 na velikim HDL 2 cCesticama pruza
podrsku danaSnjem shvatanju da su ove Cestice kljucna antioksidativna HDL subfrakcija
1 odrazava sazrevanje malih HDL 2 Cestica. Jedan od razloga §to se u naSoj studiji PCOS
1 KG nisu razlikovale u pogledu raspodele PON1 na HDL subfrakcijama mozZe biti mali

broj Zena u KG, zato $to je uspeSna detekcija PON1 na gelu postignuta samo u 5 uzoraka
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KG. Medutim, kada smo uporedili Zene sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL Cestica
utvrdili smo da je aktivnost PON1 na malim HDL 3 subfrakcijama bila znacajno niza kod
Zena sa malim, gustim LDL ¢esticama, §to je znak da je antioksidativna sposobnost HDL
3 Cestica smanjena kod zena sa PCOS u uslovima povecanog rizika za KVB.

Osim toga, ovo istrazivanje je pokazalo da gojazne zene sa PCOS imaju znacajno
manje dijametre HDL cestica i viSi udeo malih HDL 3 subfrakcija od normalno
uhranjenih Zena sa PCOS §to je povezano sa visokim rizikom za KVB. Na osnovu toga
mozemo pretpostaviti da sam PCOS ne utiCe na profil HDL subfrakcija, ve¢ da se
u osnovi uo¢enih promena zapravo nalazi gojaznost.

Potrebne su prospektivne studije, na velikom broju ispitanika koje bi svojim
metodoloskim postupcima uklonile faktore koji bi mogli da uti¢u na ispitivanje raspodele
1 aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama u PCOS i koje ¢e pokazati do kakvih promena
u profilu HDL subfrakcija dolazi u PCOS, odnosno kako te promene uti¢u narazvoj KVB.
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6. ZAKLJUCCI

Iz svih prethodno navedenih i objasnjenih rezultata ove aktuelne studije proistekli su

slede¢i zakljucci:

1. Izracunati KVRS je pokazao da nema znacajne razlike u skoru rizika izmedu
obe podgrupe gojaznih ispitanica (PCOS i KG), dok je znacajna razlika bila
prisutna izmedu gojazne PCOS podgrupe i normalno uhranjenih podgrupa
ispitanica (PCOS 1 KG).

2. Visoke vrednosti KVRS uocene su kod Zena sa PCOS sa najviSim vrednostima
obima struka, obima leve nadlaktice i odnosa struk/kuk S§to pokazuje da
gojaznost predstavlja najvisi rizik za KVB.

3. Hormonski status Zena sa PCOS uti¢e na nivo KVRS, pa samim tim i na rizik
za pojavu KVB kasnije u toku Zivota.

4. Ispitivanje uticaja NAFLD indeksa i ICO na vrednosti KVRS u PCOS istaklo
je LAP indeks kao pouzdaniji parametar za procenu veceg rizika za KVB
u odnosu na ITM.

5. Pozitivna korelacija ICO sa KVRS kod Zena sa PCOS potvrdila je uticaj
abdominalne gojaznosti na povecanje rizika za KVB.

6. Izabrani model, sastavljen od NAFLD indeksa i ICO, pokazao je odlicnu
dijagnosticku tacnost u izdvajanju Zena sa PCOS sa visokim rizikom za
razvoj KVB.

7. Zene sa PCOS su imale niZe vrednosti koncentracije HDL-H u odnosu na KG,
bez znacajnih razlika u vrednostima ostalih lipidnih parametara.

8. Hroni¢na niskostepena inflamacija prisutna kod Zena sa PCOS, podstaknuta
je prisustvom gojaznosti, posebno abdominalne gojaznosti i utiCe na
kardiovaskularni rizik. Nivoi CRP, inflamatornog biomarkera i snaZznog
nezavisnog prediktora buduc¢ih KVB, su bili zna¢ajno visi kod Zena sa PCOS
u odnosu na KG. Takode, gojazne zene sa PCOS imale su viSe vrednosti
fibrinogena i brzine sedimentacije eritrocita.

9. Serumske koncentracije prooksidanasa i antioksidanasa su izmenjene kod Zena
sa PCOS sto uzrokuje redoks disbalans. Zene sa PCOS su imale povisene nivoe
markera OS, odnosno proizvoda njihovog delovanja poput MDA, AOPP, TOS
1 PAB, i1 sniZzene vrednosti parametara antioksidativne zastite, tj. sniZene

koncentracije ukupnih SH-grupa i sniZzenu aktivnost PON1 u odnosu na KG.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Znacajno manje dijametre LDL Cestica imale su Zene sa PCOS u odnosu na KG.
Iako se ukupan udeo malih gustih LDL cestica (LDL IV) nije znacajno
razlikovao izmedu posmatranih grupa, kod zena sa PCOS relativni udeo velikih
LDL I subfrakcija je bio znacajno manji, dok je istovremeno udeo srednjih LDL
IT 1 malih LDL III subfrakcija bio znacajno veci nego u KG.

Normalno uhranjene i gojazne zZene sa PCOS imale su znac¢ajno manju veli¢inu
LDL ¢estica od normalno uhranjenih i gojaznih Zena u KG, pri ¢emu su gojazne
zene sa PCOS imale najmanje LDL dijametre. Raspodela udela LDL frakcija
u obe PCOS grupe je pokazala manji udeo LDL I, odnosno ve¢i udeo LDL II
1 I1I subfrakcija u odnosu na normalno uhranjene i gojazne zene u KG.
Korelacije veli¢ine LDL cestica sa antropometrijskim i biohemijskim
parametrima u PCOS grupi je ukazala na statisticki znaCajnu negativnu
korelaciju veli¢ine LDL cestica sa odnosom struk/kuk i1 koncentracijom LDL-
H, a pozitivnu korelaciju sa koncentracijom HDL-H.

Prisustvo OS kod Zena sa PCOS dovodi do smanjenja dijametra LDL cestica.
Uocena je negativna korelacija AOPP i MDA sa velicinom LDL cestica, kao
1 PAB sa relativnim udelom velikih LDL I subfrakcija. Veéi udeo malih, gustih
LDL IV ¢estica je bio u korelaciji sa viSim koncentracijama i PAB 1 MDA.
Parametar antioksidativne zastite TAS je pozitivno korelirao sa velikim LDL I
Cesticama, odnosno negativno sa malim LDL IV cesticama $to pokazuje da
antioksidansi imaju ulogu da uspore aterogenu lipidnu modifikaciju u PCOS.
Korelacije veli¢ine LDL ¢estica sa NAFLD indeksima i1 ICO kod Zena sa PCOS
je ukazala na znacajnu negativnu korelaciju LAP indeksa 1 ICO sa veli¢inom
LDL cestica.

Analiza veli€ine i raspodele HDL subfrakcija kod Zena sa PCOS i zena u KG je
pokazala da se dijametri HDL cestica nisu razlikovali, ali da su Zene sa PCOS
imale znacajno viSi ukupan udeo HDL 2 subfrakcija, a nizi udeo HDL 3
subfrakcija u odnosu na zene iz KG.

Uzimajuci u obzir stepen uhranjenosti Zena sa PCOS analiza veli¢ine i raspodele
HDL subfrakcija pokazala je da su gojazne Zene sa PCOS imale zna¢ajno manje
dijametre HDL Cestica, a da su normalno uhranjene zene sa PCOS imale najvisi

udeo HDL 2, a najmanji udeo HDL 3 subfrakcija.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Kada se uzme u obzir i stepen uhranjenosti zena u KG poredenje ukupnih udela
HDL 2 i HDL 3 subfrakcija pokazalo je da normalno uhranjene Zene sa PCOS
imaju znacajno ve¢i udeo HDL 2 subfrakcija od normalno uhranjenih i gojaznih
zena u KG. Takode, relativni udeli HDL 3 subfrakcija kod normalno uhranjenih
1 gojaznih Zena sa PCOS bili su znac¢ajno nizi nego kod gojaznih zena u KG.
Korelacije veli¢ine HDL cestica i relativnih udela HDL subfrakcija sa
antropometrijskim i biohemijskim parametrima u PCOS grupi je pokazala da se
sa povecanjem ITM 1 odnosa struk/kuk smanjuje dijametar HDL cestica,
odnosno sa porastom koncentracije HDL-H raste velicina HDL cestica kao
iudeo HDL 2 subfrakcija, a smanjuje se udeo HDL 3 subfrakcija.

Korelacije ukupnih udela HDL subfrakcija sa parametrima OS kod zZena sa
PCOS su ukazale da je viSa aktivnost SOD 1 vec¢a koncentracija prooksidansa
MDA korelirala sa vi§Sim ukupnim udelom HDL 3 subfrakcija.

Korelacije velicine HDL cestica i relativnih udela HDL subfrakcija sa
indeksima NAFLD (LAP i HIS) i ICO u PCOS grupi su pokazale da je velicina
HDL cestica manja sto su ve¢i LAP, HIS 1 ICO.

Analiza raspodele PON1 na HDL subfrakcijama nije pokazala znacajne razlike
u distribuciji PON1 na HDL subfrakcijama izmedu zena sa PCOS 1 KG §to je
potvrdeno poredenjem ukupne zastupljenost PON1 na ve¢im (HDL 2) i manjim
(HDL 3) subfrakcijama izmedu ispitivanih grupa.

Gojaznost nije imala uticaja na raspodelu PON1 na HDL subfrakcijama unutar
PCOS grupe §to je potvrdeno poredenjem ukupne zastupljenosti PON1 na HDL
2 1HDL 3 subfrakcijama izmedu normalno uhranjenih i gojaznih zena sa PCOS.
Poredenjem Zena sa PCOS u zavisnosti od veli¢ine LDL ¢estica utvrdili smo da
je kod Zena sa malim LDL cesticama ukupan udeo PONI1 na HDL 2
subfrakcijama bio znac¢ajno visi, a ukupan udeo PON1 na HDL 3 subfrakcijama
bio znacajno nizi nego kod Zena koje imaju LDL cCestice veceg dijametra.
Korelaciona analiza izmedu udela PON1 na HDL subfrakcijama i markera OS
kod zena sa PCOS pokazala je da je aktivnost PON1 u serumu u pozitivnoj
korelaciji sa ukupnim udelom PON1 na HDL 2 subfrakcijama, a u negativnoj
korelaciji sa ukupnim udelom PON1 na HDL 3 subfrakcijama. Visi ukupan
udeo PON1 na HDL 3 subfrakcijama korelirao je sa vi§Sim nivoima TAS i TOS,

128



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

a nizim nivoima PAB, dok je visi ukupan udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama
bio u korelaciji sa visSim koncentracijama ukupnih SH-grupa.

Svi pojedinacni skorovi (oksidativno-stresni skor i skorovi dislipidemije
1 inflamacije) su imali znacajno viSu vrednost kod Zena sa PCOS u odnosu na
KG. Kao rezultat toga i DOI skor je bio znacajno ve¢i kod njih u odnosu na KG,
Sto ukazuje na znacaj ovog rezultata u proceni kardiometabolickog rizika kod
zena sa PCOS.

Gojaznost, lipidni i parametri OS uticu na vrednosti skorova kod Zena sa PCOS.
Nezavisni prediktori oksidativno-stresnog skora su ukupni holesterol (pozitivna
korelacija) i HDL-H (negativna korelacija), skora inflamacije su ITM i MDA
(oba sa pozitivnom korelacijom), skora dislipidemije su ITM, AOPP i MDA
(pozitivna korelacija) i TOS (negativna korelacija).

Prekomerno teSke 1 gojazne Zene sa PCOS imaju znaajno viSe vrednosti
skorova dislipidemije i inflamacije, kao 1 DOI skora u odnosu na normalno
uhranjene Zene.

Oksidativno-stresni skor i DOI skor imaju izuzetne diskriminativne sposobnosti
da razdvoje zene sa PCOS od zdravih Zena, odnosno predstavljaju indekse koji
imaju dobru dijagnosti¢ku tacnost za predvidanje kardiovaskularnog rizika kod
Zena sa PCOS.

Veli¢ina dijametara LDL cestica znacCajno se smanjuje sa porastom KVRS,
skora dislipidemije, prooksidativnog i1 oksidativno-stresnog skora kod Zena sa
PCOS. Udeli LDL II i LDL IV subfrakcija povecavaju se sa porastom skora
dislipidemije, dok se sa porastom antioksidativnog skora povecava udeo LDL
I, a smanjuje udeo LDL IV subfrakcija.

Dijametri HDL cestica i ukupni udeo HDL 2 subfrakcija znacajno se smanjuju
sa porastom KVRS i skora dislipidemije, dok se ukupni udeo HDL 3 subfrakcija
povecava sa porastom KVRS, skora dislipidemije 1 DOI skora.

Ukupni udeo PON1 na HDL 2 subfrakcijama se povecava, dok se ukupni udeo
PON1 na HDL 3 subfrakcijama smanjuje sa porastom antioksidativnog skora
kod zena sa PCOS. Povecanje oksidativno-stresnog skora znacajno povecava

ukupni udeo PON1 na HDL 3 subfrakcijama.
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KapauoBacKynapHu puank
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1. AytopcTBo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, ANCTPUBYLM)y W jaBHO caoniuTaBakbe
fena, v npepaje, ako ce Hageje VMe ayTopa Ha HauuH ogpehneH of cTpaHe ayTopa Unu
faBaoua nuieHue, 4ak v y KomepuunjanHe cepxe. OBo je HajcrnioBogHuja of, CBUX
NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKkoMepuujanHo. [lossorbaBate ymHoXaBawe, gucTpubyLunjy 1 jasHo
caonwiTasamwe Aena, u npepage, ako ce Hasefje UMe ayropa Ha HauuH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepLuvjanHy
ynotpeby gena.

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapa. [Jo3sorbaBare yMHOXaBae,
ANCTpUBYLK)Y W JaBHO caonwiTasBawe fena, 0e3 npoMeHa, npeobnukosawa unu
ynotpebe aenay CBOM Aeny, ako ce HaBeae uve aytopa Ha HauvnH oapeheH of cTpare
ayTopa wnu gaeaoua nuieHue. OBa nuueHUa He Ao3BoSbasBa KoMepLumjanHy ynoTpedy
fAena. Y ogHocy Ha CBe ocTare nuueHue, 0BOM NULIEHLIOM ce orpaHinyasa Hajsehu obum
npasa kopuwhewa fgena.

4, AyTOopcTBO — HEKOMepLUjanHo — AefUTU Nnoa UCTUM ycnoBuma. [lossorbasarte
yMHOX@Bate, ANCTPpUbyLrjy v jaBHO caonwiTaBare Aena, U npepaje, ako ce Hasejae
nve aytopa Ha HauuvH ofpeheH of cTpaHe ayTopa Wnv gaBaoua fMUeHUe U ako ce
npepaga avcTpubyuvpa noa WCTOM WM cnvyHom nuueHuom. Osa nuueHua He
[03BOrbaBa Komepuvjanny ynotpedy aena v npepaaa.

5. AytopcTtBo ~ Ge3 npepapga. [JossorbaBare yMHOXaBawe, AUCTpubyuujy v jaBHo
caonwTasate fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara unu ynotpebe gena y csom geny,
aKo ce Hapede uMe ayTopa Ha HauuH oapefheH of cTpaHe aytopa wunuv gasaola
nuueHUe. OBa nvUeHUa Oo3BorbaBa KoMepuujarHy ynoTtpeby aena.

6. AyTOpcTBO — AenuTM noa WCTuM ycroBuma. [lo3sorbasaTe YMHOMXaBaheE,
AMCTPUOYLMjY 1 jaBHO caonwiTaBamwe Aena, v npepajae, ako ce Hasede vMme aytopa Ha
HayuH ofpefleH of cTpaHe ayTopa wnNu gasBaola INULEHLEE WU ako ce npepaja
avctpubympa nog MCTOM WM cnudHom  nudeHuom. OBa nuvueHua [03BOSbaea
komepumnjanHy ynotpeby gena w npepaga. CnudHa je codTBepckam nuueHuama,
OAHOCHO NULEHLIaMa OTBOPEHOT KoAa.
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