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IZVESTAJ
A. Sadrzaj doktorske disertacije
Doktorska disertacija je napisana na 179 strana, ima 27 tabela, 37 slika i 209

literaturna navoda. Sadrzaj doktorske disertacije izloZen je u slede¢im poglavljima: Uvod,

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

Cilj ove doktorske disertacije je bio uspostavljanje i validacija GC-FID metode za

odredivanje markera sinteze i apsorpcije holestrola, te odredivanje koncentracije ovih markera



u uzorcima plazme zdravih ispitanika (KG) i pacijenata sa ishemijskom boles¢u srca (IBS).
Na osnovu vrednosti ovih markera, cilj studije je bio da se procene obrasci homeostaze
holesterola i da se ispita postojanje razli¢itih obrazaca metabolizma holesterola u zavisnosti
od patoloskog stanja i farmakoloSkog tretmana. Na osnovu obrazaca homeostaze holesterola
cilj je bio proceniti da li u populaciji zdravih osoba postoji podgrupa sa povec¢anim rizikom za
nastanak i razvoj krdovaskularnih bolesti (KVB), odnosno da li je kod pacijenata sa IBS

mogucée predvideti odgovor na tertaman hipolipemicima.

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci o ispitanicima i primenjenim
metodama. U istrazivanju je ukljueno 110 ispitanika: 47 pacijenata sa potvrdenom
dijagnozom IBS koji nisu bili na terapiji hipolipemicima, 32 pacijenta sa IBS koji su bili na
terapiji statinima i 31 zdrav ispitanik. Prisustvo IBS je potvrdeno dijagnostickim postupkom
selektivne koronarne angiografije. KG je odabrana nakon detaljnog ispitivanja zdravstvenog
stanja, merenja debljine kompleksa intime-medije obe karotidne arterije, ispitvanjem zivotnih
navika, nacina ishrane, te ispitivanjem podataka o porodi¢noj anamnezi na postojanje KVB
kod srodnika prvog stepena. Istrazivanje je dizajnirano kao opservaciona, slucaj-kontrola
studija, a planirano je i sprovedeno prema etiCkim principima u skladu sa Helsinskom
deklaracijom, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinicka ispitivanja Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu i Etickog komiteta za klinicka ispitivanja Medicinskog

Fakulteta Univerziteta u Beogradu.

U cilju analize povezanosti dislipidemije i IBS, kod svih ispitanika odredeni su
standardni biohemijski parametri, koji su ukljucivali odredivanje koncentracije kreatinina,
uree, mokra¢ne kiseline i albumina, rutinskim metodama, u cilju procene funkcije bubrega.
Zatim, enzimskom metodom je odredena koncentracija glukoze, a hemiluminescentnim
enzim-imunoesejem (ECLIA) na biohemijskom analizatoru odredena je koncentracija insulina
nataSte i1 procenjen je nivo insulinske rezistencije racunanjem HOMA-IR indeksa
(homeostazni model procene insulinske rezistencije). U svrhu procene lipidnog statusa,
enzimskim metodama odredene su koncentracije ukupnog holesterola (UH), holesterola
sadrzanog u lipoproteinima niske gustine (engl. low-density lipoprotein - LDL-h), holesterola
sadrzanog u lipoproteinima visoke gustine (engl. high-density lipoprotein - HDL-h) i
triglicerida (TG), a imunoturbidimetrijskim metodama odredene su masene koncentracije
apolipoproteina (apoA-I i apoB-100). Takode, svim ucesnicima u studiji izmerene su i
koncentracije C-reaktivnog proteina visoke osetljivosti (engl. high-sensitivity C-reactive

protein — hsCRP) imunoturbidimetrijskom metodom, u svrhu procene inflamacije niskog



stepena. Spektrofotometrijski je odredena koncentracija malondialdehida (MDA) kao
parametra oksidativnog stersa. Aktivnosti lecitin: holesterol acil transferaze (engl. Lecithin—
cholesterol acyltransferase - LCAT) 1 holesterol estar transfernog proteina/enzima (engl.
Cholesterylester transfer protein - CETP), takode su izmerene. Svim ispitanicima u studiji
metodom enzimskog imunoeseja (ELISA) odredena je masena koncentracije fosfolipaze A2
udruzene sa lipoproteinom (Lp-PLA2). Metodom gasne hromatografije sa plameno-
jonizacionim detektorom (engl. Gas Chromatography — Flame lonization Detector - GC-FID)
odreden je procentualni udeo pojedinih masnih kiselina u ukupnom masnokiselinskom
sastavu plazme. Za sveobuhvatan uvid u sastav i veli¢inu LDL i HDL cestica, odredivana je
zastupljenost pojedinacnih subfrakcija lipoproteina niske i1 visoke gustine elektroforetskom
metodom. Uzorci pool-a seruma i1 plazme koriS¢eni su za ispitivanja u postupku validacije
metode za odredivabnje markera sinteze (dezmosterola i latosterola) i markera apsorpcije
holesterola (kampesterola, stigmasterola i B-sitosterola). Ovi markeri jednim imenom se
nazivaju neholesterolski steroli (NHS). NHS su odredeni u uzorcima plazme sve tri grupe
ispitanika GC-FID metodomo. Obrasci homeostaze holesterola su procenjeni na osnovu

koncentracija dezmosterola, latosterola i B-sitosterola.

U poglavlju Rezultati najpre su prikazani osnovni demografski i biohemijski
parametri kod sve tri grupe ispitanika. Medu grupama izvrSena su poredenja po polu, starosti,
indeksu telesne mase (ITM), odnosu struka i kuka (S/K), sistolnom pritisku (SP), dijastolnom
pritisku (DP), kreatininu, mokra¢noj kiselini, urei, glukozi, insulinu, HOMA IR indeksu, UH,
HDL-h, LDL-h, TG, hsCRP i albuminu. Zatim su navedena poredenja koncentracija apoA-I,
apo-B100, MDA, kao i aktivnosti LCAT i CETP. Dalje su predstavljeni rezultati ispitivanja
karakteristika LDL i HDL subfrakcija. Prikazani su rezultati relativnog udela sedam LDL i
pet HDL subklasa u ukupnim LDL i HDL profilima ispitanika kao i procene fenotipova na
osnovu dobijenih dominantnih dijametara. Predstavljeni su rezultati zastupljenosti Lp-PLA2,
kao i1 procentualnog udela pojedinih masnih kiselina u ukupnom masnokiselinskom profilu.
Za ispitivanja u razlikama kontinuiranih varijabli, u zavisnosti od raspodele, koris¢eni su
ANCOVA i Quade-ov test, uz korekciju za starost ispitanika. Za poredenje kategorickih
varijabli kori§éen je y” test.

Rezultati validacije metode za odredivanje NHS sprovedeni su prema preporukama
Food and Drug Administration (FDA). Prikazani su rezultati slede¢ih ispitivanja koja su

sprovedena u procesu validacije metode: rezultati ispitivanja preanalitickih faktora uticaja na

kvantitativnu analizu NHS, rezultati ispitivanja linearnosti metode za svih pet ispitivanih



NHS-a, rezultati preciznosti i tacnosti metode, kao i rezultati ispitivanja stabilnosti uzoraka,

verifikacije metode i limita detekcije i limita kvantifikacije GC-FID metode.

Nakon uspostavljanja metode, odredivane su apsolutne i relativne vrednosti (u odnosu
na UH) markera sinteze i apsorpcije za sve tri grupe ispitanika, kao i vrednosti odnosa
dezmosterola i B-sitosterola, i latosterola i B-sitosterola. U ovoj analizi koris¢en je ANCOVA
statisticki test uz korekciju za starost ispitanika. U cilju ispitivanja povezanosti markera
homeostaze holesterola sa osnovnim lipidnim parametrima i velicinom LDL i HDL cestica,
sprovedena je Pearson-ova korelaciona analiza. Korelaciona analiza obuhvatala je apsolutne i
relativne vrednosti NHS, vrednosti UH, LDL-h, HDL-h i TG, kao i dijametar najzastupljenije
LDL i HDL subfrakcije i procentualni udeo sdLDL (engl. small, dense LDL) i malih HDL

Cestica. Analiza je sprovedena za svaku grupu ispitanika posebno.

U cilju detaljnije analize, na osnovu vrednosti latosterola i B-sitosterola i dezmosterola
i B-sitosterola procenjeni su obrasci homeostaze holesterola, unutar svake ispitivane grupe. Na
osnovu obrazaca ispitanici su podeljeni na 4 podgrupe: podgrupu 1 su ¢inili ispitanici ¢ija je
homeostaza holesterola opisana kroz snizenu sintezu i sniZzenu apsorpciju (SS/SA),
homeostazu holesterola u podgrupi 2 karakterisala je snizena sinteza i poviSena apsorpcija
(SS/PA), podgrupu 3 ¢inili su ispitanici koji su imali poviSenu sintezu i snizenu apsorpciju
(PS/SA), dok su cetvrtu podgrupu cinili ispitanici Cija je homeostaza holesterola
okarakterisana poviSenom sintezom i apsorpcija (PS/PA). Prikazani su rezultati raspodele
koncentracija osnovnih parametara lipidnog statusa, apoA-I, apoB-100, kao i distribucije
udela LDL subklasa i dijametra najzastupljenije LDL subklase izmedu podgrupa, a u okviru

svake grupe ispitanika. Rezultati su obradeni koris¢enjem ANOVA statistickog testa.

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

analize.

B. Opis dobijenih rezultata

Obe grupe pacijenata i KG bile su uskladene po polu dok je prosecna starost pacijenata
bila ve¢a u odnosu na zdrave ispitanike. Kada su u pitanju parametri lipidnog statusa,
koncentracije UH i LDL-h se nisu razlikovale medu ispitanicima. Nivoi TG su bili visi u obe
grupe pacijenata u odnosu na KG, dok su koncentracije HDL-h bile znacajno nize kod

pacijenata. Koncentracije apoA-I su bile znacajno niZze u grupi pacijenata bez terapije



statinima u odnosu na KG. Nisu primecene razlike u koncentracijama apoB-100 medu
ispitivanim grupama. Koncentracije MDA su bile znaCajno viSe u grupama pacijenata na
terapiji statinima i onih bez terapije statinima u odnosu na KG. Vrednosti MDA se nisu
razlikovale izmedu ispitivanih grupa pacijenata. Aktivnosti LCAT i CETPA se nisu
razlikovale izmedu ispitivanih grupa. Nisu primeéene razlike u zastupljenosti dominantnih
dijametara LDL cestica, raspiodeli LDL fenotipova, kao i u relativnim zastupljenostima
pojedinih LDL subfrakcija izmedu ispitivanih grupa. Poredenje dijametara HDL Ccestica
izmedu sve tri grupe ispitanika pokazalo je da postoje razlike u raspodeli HDL 2 i HDL 3
fenotipova izmedu KG i grupe pacijenata bez terapije statinima u kojoj je HDL 3 fenotip bio
zastupljeniji. Rezultati relativne zastupljenosti pojedinih HDL subfrakcija pokazali su visu
zastupljenost manjih HDL subfrakcija u grupama pacijenata u odnosu na KG. Pacijenti sa
IBS koji nisu bili na terapiji statinima imali su viSe masene koncentracije Lp-PLA2 u odnosu
na pacijente na terapiji i KG. Rezultati ispitivanja masnokiselinskog profila plazme, kod sve
tri grupe ispitanika pokazali su da je procentualni udeo palmitinske masne kiseline visi u obe
grupe pacijenata u odnosu na KG, dok su vrednosti linolne masne kiseline bile znacajno nize
u grupama pacijenata u odnosu na KG. Udeo arahidnosnske kiseline bio je visi u grupi
pacijenata na terapiji statinima u odnosu na grupu pacijenata bez terapiji i KG. Primecene su i
znacajno viSe vrednosti udela dokozaheksaenske kiseline u grupi pacijenata na terapiji u

odnosu na grupu pacijenata bez terapije statinima.

Rezultati ispitivanja sprovedenih u okviru validacije metode pokazali su da su serum i
plazma adekvatni bioloski materijali za kvantifikaciju NHS i da su stabilni 2 meseca na -80
°C. Rezultati ukazuju da je obavezan korak u pripremi uzoraka derivatizacija NHS i njihovo
prevodenje u timetil-silil etre. Rezultati ukazuju da je prilikom pripreme uzoraka za
odredivanje NHS neophodno izbegavati upotrebu plasticnog laboratorijskog posuda.
Prezentovani rezultati su dokazali da su pripremljeni uzorci stabilni 7 dana na -20 °C. Takode,
dokazano je da ciklusi odmrzavanja i zamrzavanja uzorka uti¢u na stabilnost analita od
interesa 1 da se stabilnost pove¢ava nakon dodavanja komercijalnog antioksidansa (Trolox).
Uspostavljena GC-FID metoda za kvantifikaciju NHS kojom se postizu tacni i precizni
rezultati je podrazumevala razdvajanje uzoraka na nepolarnoj tridesetometarskoj koloni, uz
splitless rezim injektovanja, pri multilinearnom programiranju temperature kolone uz

koris¢enje helijuma kao noseceg gasa.

Apsolutne i relativne vrednosti markera sinteze bile su povisene kod obe grupe

pacijenata u odnosu na KG, dok su apsolutne i relativne vrednosti markera apsorpcije bile



znacajno nize. Pacijenti na terapiji statinima su imali niZze vrednosti markera sinteze i vise
vrednosti markera apsorpcije u odnosu na pacijente koji nisu bili na terapiji statinima.
Korelaciona analiza je pokazala da u KG postoji direktna povezanost koncentracija latosterola
sa vrednostima UH, LDL-h i TG i inverzna povezanost dezmosterola sa dijametrom LDL
Cestica. Dobijena je negativna korelacija B-sitosterola sa LDL dijametrom i pozitivna
korelacija izmedu relativnih vrednosti kampesterola i B-sitosterola sa udelom sdLDL cestica.
U grupi pacijenata na terapiji statinima, rezultati korelacione analize su pokazali pozitivhu
vezu izmedu koncentracija dezmosterola i vrednosti TG i udela malih HDL Ccestica i
negativnu vezu sa HDL dijametrom. U ovoj grupi ispitanika, markeri apsorpcije holesterola,
kampesterol i B-sitosterol, pokazali su pozitivnu korelaciju sa UH i LDL-h. U grupi pacijenata
koji nisu bili na terapiji statinima, primecena je direktna povezanost koncentracija latosterola
sa vrednostima UH, LDL-h i HDL-h, kao i inverzna povezanost koncentracija dezmosterola
sa LDL dijametrom. Kod pacijenata bez terapije statinima koncentracije kampesterola su
pokazale pozitivnu korelaciju sa HDL-h, a negativhu sa HDL dijametrom. Vrednosti [-
sitosterola su pokazale pozitivnu korelaciju sa vrednostima HDL-h i udelom malih HDL

Cestica.

Rezultati raspodele koncentracija osnovnih parametara lipidnog statusa, apoA-I i
apoB-100 su pokazali da se u KG izdvaja podgrupa sa poviSenom sintezom i smanjenom
apsorpcijom (PS/SA), koja ima losiji lipidni profil u odnosu na SS/SA i SS/PA podgrupe. U
grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima, izdvajaju se PS/SA i PS/PA kao podgrupe
sa losijim lipidnim profilom u odnosu na SS/SA podgrupu. Slicne rezultate pokazala je i
distribucja LDL subklasa izmedu podgrupa unutar grupe zdravih ispitanika. Rezultati su
pokazali da PS/SA podgrupa ima vecu zastupljenost manjih LDL subklasa u odnosu na

SS/SA podgrupu.

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

U patogenezi ateroma nalazi se veliki broj etioloskih faktora, pri ¢emu se
dislipidemija smatra najvaznijim pokretacem aterogenog procesa. Ateroskleroza predstavlja
hroni¢nu, fokalnu bolest intime krvnih sudova, pracenu pojavom plaka i suzenjem lumena
zahvacenog krvnog suda i nalazi se u osnovi IBS (1-7). Smernice Nacionalnog vodica dobre
klinicke prakse za dijagnostikovanje i leCenje ishemijske bolesti srca i mnogih medunarodnih

vodica (2, 8, 9) preporucuju odredivanje osnovnih parametara lipidnog statusa za procenu



rizika, postavljanje dijagnoze i pracenje terapije IBS. Takode, uz lipidne, preporucuje se i
odredivanje koncentracije proteinskih komponenata lipoproteina, apoB-100 i apoA-I (2, 9).
Medutim, noviji pristupi u prevenciji i leCenju dislipidemija smatraju nedovoljnim
odredivanje parametara lipidnog statusa za sveobuhvatnu procenu rizika (10, 11). U prilog
ovim tvrdnjama govore i zabrinjavaju¢i epidemioloSki podaci o porastu stope smrtnosti
uzrokovane IBS, ali i rezultati sve veéeg broja osnovnih istrazivanja koja opisuju slozene
mehanizme nastanka dislipidemije (10-13). Upravo, za bolje razumevanje kompleksnih
mehanizama nastanka dislipidemije, fokusi osnovnih istraZivanja, ali i klinicke prakse,
pomereni su od tradicionalnih ka novijim faktorima rizika. U prilog ovome govore i rezultati
ove studije, koji su pokazali da iako medu ispitivanim grupama postoji razlika izmedu

koncentracija TG, HDL-h i apoA-I, vrednosti UH, LDL-h i apo B-100 se nisu razlikovale.

Uloga oksidativnog stersa u patogenezi aterosklerotskog plaka ogleda se u
oksidativnoj modifikaciji LDL cestica. Hemijska modfikacija LDL cestice u reakciji sa
malondialdehidom (MDA) je najistrazenija oksidativna modifikacija LDL cestica i predstavlja
meru delovanja oksidativnog stersa na lipidne parametre. U stanjima povecanog oksidativnog
stersa dolazi do ubrzane sinteze oksidovanih formi LDL Ccestica, te njihovo prisustvo u
cirkulaciji odrazava progresiju ateroskleroze i moze se smatrati biohemijskim markerom
rizika za IBS (14). Rezultati ove studije su pokazali poviSene vrednosti MDA kod obe grupe

pacijenata sa IBS u odnosu na KG, §to ide u prilog gore pomenutim navodima.

Iako postoje nedvosmisleni dokazi o inverznoj povezanosti nivoa HDL-h i rizika za
KVB, danas se smatra da poseban znacaj ima funkcionalnost HDL cestica (15). Biomarkeri
funkcionalnosti HDL cestica se trenutno ispituju u brojnim klinickim studijama i izmedu
ostalog podrazumevaju ispitivanja ocuvanosti reverznog transporta holesterola u koji su
uklju¢eni LCAT i CETP (16). U ovoj studiji nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u
aktivnostima LCAT i CETP, ali je primecen trend ka vecoj aktivnosti CETP u grupi

pacijenata koja nije bila na terapiji statinima.

Mnoge prethodne studije su pokazale da razliCite subfrakcije koje ¢ine LDL i HDL
familiju lipoproteina imaju razli¢ite metabolicke i funkcionalne osobine, te posledi¢no imaju
razli¢it uticaj na razvoj KVB (17). Medu svim subpopulacijama, sdLDL cestice imaju
istaknutu ulogu u nastanku i razvoju ateroskleroze, kako zbog njihovog smanjenog klirensa i
lakSeg prodora u subendotelni prostor, tako i zbog povecane sklonosti ka oksidativnoj
modifikaciji (18). Nasuprot tome, medusobni odnosi izmedu veli¢ine i funkcije HDL cestica

jos uvijek nisu u potpunosti definisani, iako postoji sve vise dokaza da manje HDL cestice
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imaju smanjen protektivni potencijal (19). Rezultati prikazane studije su pokazali razliku u
zastupljenosti LDL fenotipova u ispitivanim grupama. Utvrdeno je da je zastupljenost
fenotipa LDL A kod zdravih ispitanika ve¢a u odnosu na obe grupe pacijenata. U obe grupe
pacijenata, zastupljenosti LDL A i LDL B fenotipova su bile gotovo podjednake. Relativne
zastupljenosti pojedinih subfrakcija u ukupnom LDL profilu se nisu razlikovale izmedu
ispitivanih grupa. Detaljnija analiza HDL profila pokazala je razlike u zastupljenosti HDL
fenotipova izmedu posmatranih grupa. U grupi pacijenata primecena je veca zastupljenost
HDL 3 fenotipa, u odnosu na KG, §to ukazuje da kod pacijenata ceSce preovladuje populacija
HDL cestica manjeg dijametra. Rezultati ove studije su pokazali da je znacajno ve¢i udeo
manjih subklasa, HDL 3b i HDL 3c, zastupljen kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG.
Ovi rezultati govore u prilog teoriji da manje HDL cestice ne poseduju protektivne,

antiaterogene sposobnosti (19).

Pored svega navedenog, savremena literatura navodi da je za potpuno razumevanje
metabolizma holesterola neophodno sagledati proces homeostaze holesterola i mehanizme
njene regulacije uzimajuci u obzir relevantne fizioloske procese kao $to su sinteza i apsorpcija
holesterola (10). Koncentracije endogenih sterola, koji predstavljaju prekursore u sintetskim
putevima holesterola (dezmosterol i latosterol), pokazatelji su efikasnosti endogene sinteze
holesterola, dok egzogeni fitosteroli (kampesterol, stigmasterol i B-sitosterol) sluze kao
surogat-markeri apsorpcije u gastrointestinalnom traktu (11). Kod zdravih osoba, procesi
sinteze i apsorpcije su u ravnotezi, dok kod pacijenata sa IBS dolazi do narusavanja ravnoteze
1 njenog ponovnog uspostavljanja nakon uvodenja terapije statinima. Poremecaj homeostaze
holesterola, koji se javlja na nivou sinteze ili apsorpcije, moze biti povezan sa razvojem
hiperholesterolemije, ateroskleroze, te posledicno IBS (11, 20, 22). Ocekivano, rezultati ove
studije su pokazali da su apsolutne i relativne vrednosti markera sinteze bile povisene kod obe
grupe pacijenata u odnosu na KG, dok su apsolutne i relativne vrednosti markera apsorpcije
bile znacajno nize. Kod zdravih osoba, sniZzena sinteza i poviSena apsorpcija ukazuju na
ocuvanu homeostazu holesterola. U grupi pacijenta na terapiji statinima primecene su nize
vrednosti markera sinteze i viSe vrednosti markera apsorpcije u odnosu na pacijente koji nisu

bili na terapiji statinima, $to je najverovatnije direktna posledica terapije.

Upotrebom savremenih hromatografskih tehnika, moguénosti detekcije i kvantifikacije
NHS otvorile su nova vrata u pogledu razumevanja kompletnog metabolizma holesterola.
Medutim, i pored njihovog znacajnog dijagnostickog potencijala (23-26), metode za

odedivanje NHS pokazuju Siroku varijabilnost. Rezultati ove studije pokazali su da je



postavljena metoda tana i precizna i da je zadovoljila FDA kriterijume (27). Takode,
prikazani rezultati ukazuju na razlicite preanaliticke faktore uticaja (stabilnost uzoraka i uticaj

plastifikatora) prilikom kvantifikacije NHS i moguénosti njihovog uklanjanja.

Poznato je da zasi¢ene i nezasicene masne kiseline (MK), kroz svoje metabolicke
produkte, ostvaruju razliCite proinflamatorne i antiinflamatorne efekte. ®-3 MK imaju
vazodilatatorno, antiinflamatorno i antitrombotsko dejstvo, ¢ime se potvrduje visestruka korist
njihove suplementacije kod pacijenata sa IBS [28]. Takode, odredivanjem masnokiselinskog
profila plazme, moguce je dobiti detaljniju analizu njihove raspodele unutar TG, estara
holesterola i slobodne frakcije (29, 30). U in vitro studijama na ¢elijskim linijjama pokazano je
da statini pojacavaju aktivnost 65- i d6-desaturaza koje su uklju¢ene u metabolizam MK.
Kako kao proizvodi ovih enzimskih reakcija nastaju arahidonska, eikozapentaenska i
dokozaheksaenska kiselina, time statini mogu da dovedu do promena u masnokiselinskom
profilu plazme (31). Rezultati ove studije su pokazali da se kod pacijenata na terapiji statinima
povecava procentualni udeo zastupljenosti masnih kiselina koje su proizvodi aktivnosti
desaturaza. Pored ovog efekta, terapija statinima ostvaruje i druge plejotropne efekte.
Literaturni podaci navode da je aktivnost Lp-PLA2 povezana sa nestabilnosc¢u plaka i ukazuju
da statini svojim plejotropnim efekom smanjuju njenu aktivnost (32). Rezultati ove studije su
u skladu sa tim navodima i pokazuju smanjenu aktivnost Lp-PLA2 kod pacijenata na terapiji

statinima.

D. Zakljucak- obrazloZenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Danas je poznat veliki broj etioloskih faktora u nastanku ateroskleroze, a otkriven je i
veliki broj biohemijskih markera i dijagnostickih postupaka koji omogucéavaju ranu detekciju
promena na krvnim sudovima, te pravovremeni i adekvatan tretman. Takode, na trzistu je
dostupan veliki broj lekova, koji deluju na metabolicke procese koji su posredno ili
neposredno uklju¢eni u napredovanje ateroma (10). Ipak, stope incidence, prevalence i
morbiditeta uzrokovanih IBS su zabrinjavajuce (1, 2). Poznato je da je LDL-h glavna lipidna
komponenta koja direktno uti¢e na aterogenezu, ali i da su vrednosti LDL-h nedovoljne za
predvidanje rizika za nastanak KVB (10, 11). Iz tog razloga je od presudnog znacaja
ispitivanje kompletnog metabolizma holesterola, kako kroz procese njegove sinteze i

apsorpcije, tako 1 kroz njegovu distribuciju medu razli¢itim lipoproteinskim partikulama.



Danas postoji veliko interesovanje za nacinom adekvatne procene homeostaze
holesterola i mehanizmima njenog odrzavanja (10, 11, 20, 21). Kako navodi Kuksis, merenje
NHS je korisno za procenu homeostaze holesterola. Glavni izvori NHS prisutnih u plazmi su
prekursori u putevima biosinteze holesterola, kao i namirnice bogate fitosterolima koji se
apsorbuju u jejunum. Ova kompleksna meSavina steroidnih struktura, dovodi do problema
prilikom njihove izolacije, identifikacije i kvantifikacije (33). Smatra se da su problemi
metodoloske prirode glavni razlog izbegavanja uvodenja ovih metoda u Siru klini¢ku praksu.
U ovoj studiji po prvi put su ispitani razli¢iti preanaliticki faktori uticaja na odredivanje
koncentracije NHS. Rezultati ove studije navode da su stabilnost uzorka, kao i ciklusi
odmrzavanja i zamrzavanja moguci izvori greSaka prilikom odredivanja koncentracija NHS.
Takode, ova studija je po prvi put opisala uticaj upotrebe plasticnog laboratorijskog posuda na
proces derivatizacije NHS, koji se smatra vaznim korakom u pripremi uzoraka, jer obezbeduje

adekvatnu separaciju analita od interesa.

U objavljenim studijama koje su se bavile procenom homeostaze holesterola, koristeci
koncentracije NHS, predlozene su razli¢ite modele za procenu homeostaze holesterola (10,
11, 20-24). Kako navode Matthan i saradnici, odredivanje koncentracija NHS pre otpocinjanja
terapije hipolipemicima, moze biti znacajan podatak u predvidanju odgovora na terapiju, a
kasnije i u pracenju efekata preporucene terapije (20, 21). U ovom istrazivanju prvi put su u
naSoj populaciji obrasci homeostaze holesterola opisana koris¢enjem medijalnih vrednosti
markera sinteze i apsorpcije holesterola. Na osnovu vrednosti dezmosterola, latosterola i [3-
sitosterola ispitanici su u ovoj studiji svrstani u kategorije dobrih ili losih sintetizera, odnosno
dobrih ili loSih apsorbera. Unutar svake ispitivane grupe, izmedu podgrupa poredene su
vrednosti osnovnih parametara lipidnog statusa, apoA-I, apoB-100 i raspodele LDL Ccestica.
Rezultati studije su pokazali da je, na osnovu ovako dobijenih obrazaca homeostaze
holesterola, moguce izdvojiti podgrupu zdravih osoba koja ima povisenu sintezu i smanjenu
apsorpciju holesterola i pokazali su da te osobe imaju losiji lipidni profil, a time i ve¢i rizik za

razvoj KVB.

Poznato je da Lp-PLA2 sudeluje u procesima progresije ateroma, hidrolizujuci
estarske veze na sn-2 poziciji fosfolipida, pri ¢emu su nastali produkti ukljuc¢eni u endotelnu
disfunkciju, inflamaciju plaka i formiranje nekroticnog jezgra unutar plaka, Sto sve doprinosi
napredovanju aterosklerotskog procesa (32). Lp-PLA2 je predloZzena za novi biomarker,
visoko specifican za vaskularnu inflamaciju, povezan sa vulnerabilno$cu plaka (32, 34).

Mnoge studije su dokazale da je znacajno smanjuje aktivnost Lp-PLA2 kod pacijenata sa IBS
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u poredenju sa placebom, pokazatelj bolje prognoze bolesti (35). Rezultati ove disertacije su
pokazali da su masene koncentracije Lp-PLA2 bile nize kod pacijenata sa IBS koji su bili na
terapiji statinima, u odnosu na one koji nisu bili na terapiji, Sto govori u prilog gore

pomenutim plejotropnim efektima statina.

Kako navode literaturni podaci, plejotropni efekat statina ostvaruje se i kroz promene
aktivnosti desaturaza, §to dovodi do promena u masnokiselinskom profilu plazme, te
povecanog stvaranja arahidonske, eikozapentaenske i dokozaheksaenske kiseline. Takode,
medusobni udeli zasi¢enih i nezasi¢enih MK, kao i -3 i -6 MK kod pacijenata na terapiji
statinima, objasnjavaju plejotropne efekate terapije na metabolicke puteve desaturacije i
elongacije masnih kiselina. Rezultati ove studije su pokazali razlike u masnokiselinskim
profilima plazme izmedu pacijenata na terapiji statinima i onih koji nisu bili na terapiji, te

vece udele gore pomenutih MK u grupi pacijenata na tretmanu hipolipemicima.

Rezultati ove studije ukazali su na postojanje znacajne veze izmedu procesa sinteze i
apsorpcije holesterola i raspodele holesterola medu LDL lipoproteinskim subklasama.
Ispitivanje obrazaca homeostaze holesterola i sastava i veli¢ine LDL cCestica omogucuje
detaljniji uvid u metabolizam holesterola i pokazuje koji su procesi doveli do narusavanja

homeostaze, $to je znacajan podatak za sprovodenje blagovremene i adekvatne terapije.
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F. Misljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja
znaCajan naucni doprinos za oblast medicinske biohemije. IstraZivanje homeostaze
holesterola, razumevanje njenih obrazaca, kao i faktora koji dovode do njenog naruSavanja
kod pacijenata sa IBS, predstavlja prvo klinicko ispitivanje ovih biomarkera u nasoj
populaciji, koje doprinosi boljem razumevanju ukupno metabolizma holesterola u razvoju
IBS. Rezultati ove doktorske disertacije imaju znacaj u primeni NHS u laboratorijskoj proceni
rizika za nastanak i razvoj IBS kod zdravih osoba, kao i u predvidanju odgovora na terapiju i
pracenje efekata terapije hipolipemicima kod pacijenata sa IBS. Rezultati ove doktorske
disertacije publikovani su u dva rada u vrhunskim medunarodnim casopisima (kategorija

M21).
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