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IZVESTAJ

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 180 strana, ima 63 tabela, 58 slika i 264
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 bio je razvoj i validacija metode te¢ne hromatografije sa
tandem masenom detekcijom (HPLC-MS/MS) za odredivanje koncentracija neholesterolskih
sterola (NHS) u serumu i serumskoj frakciji lipoproteina visoke gustine (HDL), kao i metode
za odredivanje koncentracija 25(OH)D3 i 24,25(0OH),D3 u serumu, te analiza statusa ovih



parametara kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom (CRC) i zdravih ispitanika.
Uporednom analizom koncentracija markera sinteze i apsorpcije holesterola u serumu i HDL
frakciji, kao i njihovih odnosa, kod pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika, cilj je bio utvrditi
da 1i postoje poremecaji homeostaze holesterola kod pacijenata sa CRC. Takode, ispitivane su
i eventualne razlike u posmatranim parametrima koje se javljaju u odnosu na patoloske
karakteristike CRC, pol i prisustvo gojaznosti. Pored toga, jedan od ciljeva je bio i ispitivanje
veze izmedu metabolizma holesterola i metabolizma vitamina D kod pacijenata sa CRC i
zdrave populacije. Dodatno, cilj je bio i procena potencijala markera homeostaze holesterola,

kao i markera statusa vitamina za predikciju nastanka CRC.

U poglavlju Materijal i metode navedeni su podaci o ispitanicima uklju¢enim u
studiju, kao i primenjenim metodama. U istrazivanju je ucestvovalo 215 ispitanika, od toga
101 pacijent sa dijagnozom CRC i 114 zdravih ispitanika. Dijagnoza CRC je potvrdena, i
karakteristike prisutnog kancera su odredene, nakon analize post-operativnog patohistoloskog
preparata. Pacijenti su stratifikovani u sledece grupe: karcinom kolona (CA kolona) i
karcinom rektuma (CA rektuma); gradus | i objedinjeni gradusi Il i Ill; stadijumi A1 B; i
stadijumi C i D. Zdravi ispitanici koji su ¢inili kontrolnu grupu su selektovani nakon
detaljnog ispitivanja zdravstvenog stanja tokom sistematskog pregleda, te analize podataka o
liénoj 1 porodi¢noj anamnezi, odsustvu bilo kojih akutnih 1 hroni€nih malignih 1 nemalignih
bolesti, odsustvu terapije koja bi mogla da utice na lipidni status ili status vitamina D. Svi
ispitanici su dodatno bili stratifikovani prema polu i vrednostima indeksa telesne mase (ITM),
tako da su jednu grupu &inile osobe sa vrednostima ITM<25 kg/m?, a drugu grupu osobe sa
ITM>25 kg/m®. Istrazivanje je dizajnirano kao opservaciona, slutaj-kontrola studija i
planirano je i sprovedeno prema etickim principima u skladu sa Helsinskom deklaracijom, i
na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinicka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu i Eti¢kog odbora za klinicka ispitivanja Vojnomedicinske akademije.
Ispitanici su anketirani koriS¢enjem upitnika koji je osmisljen i sastavljen za potrebe ove
studije, a u svrhu dobijanja podataka o demografskim i antropometrijskim karakteristikama
ispitivanih populacija. Potom su ispitanicima ukljuenim u ovo istrazivanje odredene
koncentracije osnovnih biohemijskih parametara (aloumin i ukupni proteini), kao i osnovnih
lipidnih parametara (ukupnog holesterola (UH), sadrzanog u lipoproteinima niske gustine
(engl. low-density lipoprotein - LDL-h), holesterola sadrzanog u HDL (HDL-h) i triglicerida
(TG)), rutinskim metodama aplikovanim na biohemijskom analizatoru. Znacajan deo izrade

ove doktorske disertacije odnosio se na razvoj metoda za kvantitativnhu analizu markera



statusa vitamina D i homeostaze holesterola koris¢enjem LC-MS/MS tehnike. U postupku
uvodenja pomenutih metoda, koris¢eni su uzorci pool-a seruma dobijeni od 20 zdravih
dobrovoljaca, a odredivani su markeri sinteze holesterola (dezmosterol, latosterol) i apsorpcije
holesterola (kampesterola i B-sitosterola) u serumu i HDL serumskoj frakciji, kao i metaboliti
vitamina D (7-dehidroholesterol, 25(OH)D3 i 24,25(0H),D3). HDL frakcija za analizu NHS
je dobijena upotrebom komercijalnog taloznog reagensa. Obe metode su validirane prema
smernicama aktuelnog vodiCa Agencije za hranu i lekove (engl. Food and drug
administration - FDA). Za svaku metodu odredeni su linearnost, limiti detekcije i
kvantifikacije, preciznosti unutar serije i izmedu serija, kao 1 tacnost - recovery testom.
Validirane metode su primenjene za analiziranje koncentracija pomenutin NHS u serumu i
HDL frakciji, kao i metabolita vitamina D kod pacijenata sa CRC i zdravih ispitanika. U
odeljku Materijal i metode, prikazani su i nacini izra¢unavanja vrednosti ITM, odnosa
metabolita vitamina D (engl. vitamin D metabolite ratio - VDMR) kao i indeksa homeostaze
holesterola, izvedenih na osnovu dobijenih koncentracija NHS u serumu i HDL frakciji.
Dodatno, koncentracije vitamin D vezujuéeg proteina (engl. vitamin D binding protein -
VDBP) u serumu odredene su komercijalnim imuno-enzimskim testom (engl. enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA). Vecina poredenja je izvrSeno upotrebom neparametarskog
Mann-Whitney U testa, te su rezultati predstavljani kao vrednosti medijana i interkvartilnih
raspona, dok su rezultati korelacija obradeni Spearmanovom korelacionom analizom.
Prediktivni potencijal ispitivanih markera je procenjen logistickom regresijom i1 analizom

ROC krivih.

U poglavlju Rezultati, prvo su prikazani rezultati koji se odnose na razvoj metode za
odredivanje NHS u serumu 1 HDL frakeiji, te reSavanje problema interferencija uzrokovanih
matriksom,optimizaciju kalibracionih krivih i validaciju sa klinickom primenom metode.
Kada je re¢ o metodi za odredivanje metabolita vitamina D, prikazani su rezultati optimizacije
preanaliti¢kih i analiti¢kih uslova i validacije metode. Zatim su u rezultatima prikazane i
razlike izmedu pacijenata i zdravih ispitanika u odnosu na vrednosti osnovnih demografskih,
antropometrijskih i biohemijskih parametara. Dve grupe su poredene prema starosti, ITM,
koncentracijama ukupnih proteina i albumina u serumu, te koncentracijama UH, LDL-h i
HDL-h. Potom su prikazani rezultati i za poredenja koncentracija NHS u serumu i HDL
frakciji izmedu dve grupe, njihovih apsolutnih i relativnih vrednosti kao i vrednosti zbirnih
koncentracija markera sinteze i apsorpcije holesterola u serumu i HDL frakciji. Nakon toga,

prikazane su i razlike u vrednostima indeksa homeostaze holesterola izmedu dve ispitivane



grupe. Sledeci deo poglavlja Rezultati je posvecen detaljnoj analizi statusa homeostaze kod
zdravih osoba. Prvo su prikazani rezultati korelacione analize apsolutnih koncentracija svih
NHS u serumu i HDL frakciji kao i indeksa homeostaze holesterola sa osnovnima
antropometrijskim karakteristikama 1 biohemijskim parametrima. U slede¢em odeljku koji se
takode bavi rezultatima dobijenih kod zdravih ispitanika, prikazane su razlike izmedu
antropometrijskih, biohemijskih i lipidnih parametara, apsolutnih i relativnih koncentracija
NHS u serumu i HDL frakciji, kao i indeksa homeostaze holesterola u odnosu na pol i ITM.
Iste analize su izvedene i za pacijente sa CRC. Dodatno, za grupu pacijenata prikazane su i
razlike u svim pomenutim parametrima izmedu pacijenata sa kancerom kolona i kancerom
rektuma, kao i razlike u odnosu na gradus i stadijum bolesti. Deo poglavlja Rezultati koji je
posvecen ispitivanju biomarkera homeostaze holesterola zakljuen je rezulatatima analize
prediktivnog potencijala svih ispitivanih markera sinteze i apsorpcije holesterola, kao i
procenom dijagnosticke tacnosti markera sa najistaknutijim potencijalom za predvidanje
prisustva CRC. Ostatak odeljka Rezultati posvecen je analizi statusa vitamina D kod dve
ispitivane populacije. Najpre su prikazane razlike u koncentracijama odredivanih metabolita
vitamina D u serumu, kao i VDMR i VDBP, kod zdravih ispitanika i pacijenata sa CRC.
Takode, prikazani su i rezultati ispitivanja uticaja godi$njeg doba na parametre statusa
vitamina D za obe ispitivane populacije. Potom su navedne razlike u koncentracijama
metabolita vitamina D i VDBP, kao i vrednostima VDMR, u odnosu na pol i ITM zdravih
ispitanika. Iste analize su izvedene i za pacijente sa CRC, kod kojih su dodatno navedene i
razlike u odnosu na prisustvo CA kolona ili rektuma, te gradusa i stadijuma bolesti. U
slede¢em delu poglavlja Rezultati prikazane su korelacije izmedu parametara metabolizma
holesterola (koncentracije UH, LDL-h, HDL-h, TG, dezmosterola, latosterola, kampesterola,
B-sitosterola) i statusa vitamina D (koncentracija 7-dehidroholesterola (7-DHC), 25(0OH)D3,
24,25(0H),D3, VDBP, i vrednosti VDMR) kod zdravih ispitanika i kod pacijenata sa CRC.
Dodatno, prikazane su i promene u parametrima statusa vitamina D u odnosu na koncentraciju
UH kod pacijenata sa CRC. Dalje su prikazani rezultati analize potencijala markera statusa

vitamina D u predikciji prisustva CRC, kao i predikciji prisustva visokog gradusa bolesti.

Na kraju disertacije, dati su Diskusija 1 Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata

istrazivanja i njihove analize.



B. Opis dobijenih rezultata

Prilikom razvoja metode za kvantifikaciju NHS u serumu i HDL frakciji primecena je
znacajna interferencija koja potice od holesterola u lipidnom ekstraktu i uzrokuje
nezadovoljavaju¢u ta¢nost metode. Rezultati linearne regresione analize su potvrdili da je
rastvor holesterola napogodniji surogat matriks za pripremu kalibracionih krivih. Linearna
regresiona analiza za poredenje razlicitih koncentracija rastvora holesterola kao surogat
matriksa je pokazala da se rezultati dobijeni za ispitivane analite razlikuju u odnosu na
razli¢ite koncentracije holesterola prisutne u uzorku, te je koncentracije holesterola za
pripremu kalibracionih krivih bilo je neophodno prilagoditi ocekivanoj koncentraciji
holesterola u ispitivanim uzorcima. Nakon, reSavanja ovog problema, metoda je uspesno
vodica. Pored toga, metoda za kvantifikaciju metabolita vitamina D u serumu je takode

uspesno razvijena i validirana.

Pacijenti sa CRC su bili stariji od ispitanika koji su ¢inili kontrolnu grupu, dok se
vrednosti ITM nisu razlikovale izmedu ove dve grupe. Svi ispitivani biohemijski i lipidni
parametri bili su niZi kod pacijenata sa CRC u odnosu na zdrave ispitanike. Apsolutne 1
relativne koncentracije markera sinteze i apsorpcije holesterola u serumu, kao i njihove zbirne
koncentracije su bili znac¢ajno nizi kod pacijenata sa CRC u odnosu na zdrave ispitanike.
Takode su i apsolutne i relativne koncentracije markera sinteze, njihove zbirne koncentracije
kao i apsolutne i zbirne koncentracije markera apsorpcije holesterola u HDL frakciji bile nize
kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, kada su u pitanju relativne
koncentracije markera apsorpcije holesterola u HDL frakciji, razlike izmedu pacijenata i
zdravih ispitanika nije bilo. Odnos koncentracija dezmosterola i latosterola u serumu i HDL
frakciji bio je nizi kod pacijenata sa CRC u odnosu na zdrave ispitanike. Odnos zbirnih
koncentracija markera sinteze i zbirnih koncentracija markera apsorpcije u serumu bio je visi
kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, dok razlika kada je u pitanju ovaj odnos u HDL
frakciji izmedu dve ispitivane populacije nije bilo. Svi odnosi koncentracija NHS u HDL
frakciji 1 njihove koncentracije u serumu bili su visi kod pacijenata sa kolorektalnim
karcinomom u odnosu na zdrave ispitanike. Kod zdravih osoba, odnos koncentracija
dezmosterola i latosterola u serumu je pozitivno korelirao sa HDL-h, dok su zbirne
koncentracije markera sinteze u serumu bile u obrnutoj korelaciji sa koncentracijom HDL-h i
pozitivnoj sa koncentracijama LDL-h i TG. Zbirne koncentracije markera apsorpcije

holesterola u serumu su bile u direktnoj korelaciji sa koncentracijama HDL-h, LDL-h i UH. U



grupi zdravih ispitanika uo¢ene su razlike po polu u koncentracijama markera sinteze i
markera apsorpcije holesterola u serumu, te su markeri sinteze bili visi, a markeri apsorpcije
nizi kod muskaraca. U HDL frakciji, apsolutne koncentracije markera sinteze se nisu
razlikovale izmedu polova, dok su markeri apsorpcije bili visi kod osoba Zenskog pola. Odnos
koncentracija dezmosterola i latosterola u serumu, bio je visi kod osoba zenskog pola. Odnosi
zbirnih koncentracija markera sinteze holesterola i zbirnih koncentracija markera apsorpcije
holesterola u serumu i u HDL frakciji, bili su visi kod osoba muskog pola. Udeli NHS u HDL
frakciji u odnosu na njihovu koncentraciju u serumu se uglavnom nisu razlikovali izmedu
polova, jedno je odnos koncentracija latosterola u HDL frakciji i ukupne koncentracije
latosterola u serumu bio visi kod zena. U zdravoj populaciji, jedno su apsolutna i relativna
koncentracija dezmosterola bile vise kod osoba sa ITM>25 kg/m?, dok su apsolutne i relativne
koncentracije oba markera apsorpcije holesterola u serumu bile vise kod osoba sa ITM<25
kg/m?. U HDL frakciji, apsolutne i relativne koncentracije kampesterola su bile vise kod
osoba sa ITM=>25 kg/m?, dok su u istoj grupi apsolutne i relativne koncentracije B-sitosterola
kao i zbirne koncentracije markera apsorpcije holesterola bile nize. Odnos koncentracija
dezmosterola i latosterola u HDL frakciji kao i udeo dezmosterola u HDL frakciji u odnosu na
ukupnu koncentraciju dezmosterola u serumu bili su nizi kod osoba sa ITM>25 kg/m?. Kod
pacijenata sa CRC, postoji pozitivna korelacija izmedu svih NHS u serumu 1 koncentracija
LDL-h, TG i UH, dok su samo markeri apsorpcije holesterola korelirali pozitivno sa HDL-h.
Udeli NHS u HDL frakciji u odnosu na njihove koncentracije u serumu koreliraju negativno
sa koncentracijama UH, TG i LDL-h. Izmedu pacijenata sa CA kolona i pacijenata sa CA
rektuma nije bilo razlika kada su u pitanju apsolutne i relativne koncentracije NHS u serumu i
HDL frakciji. Jedino su zbirna koncentracija markera sinteze u HDL frakciji, kao i odnos
zbirnih koncentracija markera sinteze i zbirnih koncentracija markera apsorpcije holesterola,
bili znacajno visi kod pacijenata sa CA kolona. lako se apsolutne i relativne koncentracije
NHS u serumu i HDL frakciji kao i njihove zbirne koncentracije nisu razlikovale u odnosu na
gradus CRC, jedino je odnos koncentracija dezmosterola i latosterola u HDL frakciji bio
znacajno visi kod osoba sa CRC gradusa I. Kod pacijenata sa stadijumima A i B CRC
relativne koncentracije markera apsorpcije holesterola i njihove zbirne koncentracije u HDL
frakciji su bile nize u odnosu na ispitanike u stadijumima C i D ove bolesti. Pacijenti sa CRC
muskog pola imali su viSe koncentracije dezmosterola u serumu, dok su Zene imale viSe
koncentracije markera apsorpcije u HDL frakciji. Pacijenti sa ITM>25 kg/m? su imali vise
koncentracije albumina i dezmosterola u serumu u odnosu na ispitanike sa ITM<25 kg/m?.

Ispitivanje korelacija izmedu markera sinteze i apsorpcije holesterola kod zdravih osoba



pokazalo je da koncentracije markera sinteze negativno koreliraju sa koncentracijama markera
apsorpcije holesterola u serumu. Koncentracije dezmosterola u HDL frakciji su pozitivho
korelirale sa koncentracijama markera apsorpcije u HDL frakciji, dok su apsolutne
koncentracije latosterola u HDL frakciji negativno korelirale sa koncentracijama markera
apsorpcije u serumu, a relativne i sa koncentracijama markera apsorpcije u HDL frakciji.
Kada je re¢ o pacijentima sa CRC, koncentracije dezmosterola su pozitivno korelirale sa
koncentracijama B-sitosterola u serumu, dok su koncentracije latosterola negativno korelirale
sa koncentracijama kampesterola u serumu. Koncentracije dezmosterola kao i latosterola u
HDL frakciji pozitivno su korelirale sa markerima apsorpcije u HDL frakciji. Univarijantnom
analizom dezmosterol i kampesterol su identifikovani kao znacajni prediktori za nastanak
CRC. Multivarijantna binarna logisticka regresija je dodatno pokazala da ova dva markera
zadrzavaju nezavisan potencijal da predvide pojavu CRC, ¢ak i u prisustvu tradicionalnih
faktora rizika. ROC analiza je pokazala da dezmosterol i kampesterol pojedinacno, imaju
dobru dijagnosticku ta¢nost prilikom identifikacije obolelih od CRC u odnosu na zdravu

populaciju.

Analiza statusa vitamina D pokazala je da pacijenti koji boluju od CRC imaju
znacajno nize koncentracije 7-DHC, 25(OH)D3, VDBP i vrednosti VDMR u odnosu na
zdrave ispitanike. Kod zdravih ispitanika koncentracije 25(OH)D3 i 24,25(0OH),D3 su bile
znacajno viSe kod osoba koje se bile ukljucene u studiju tokom letnje sezone u odnosu na
osobe koje su u studiju bile uklju¢ene tokom zimske sezone. Kod pacijenata sa CRC,
medutim nije zapaZena razlika u koncentraciji ispitivanih parametara statusa vitamina D u
odnosu na godisnje doba tokom kojeg su bili ukljuceni u studiju. U kontrolnoj grupi nije bilo
razlika u koncentracijama parametara statusa vitamina D u odnosu na pol i ITM. Sa druge
strane, u grupi pacijenata sa CRC, koncentracije VDBP u serumu su bile vise kod muskaraca
u odnosu na Zene, dok razlika u odnosu na vrednost ITM nije bilo. Pacijenti sa CA kolona
imali su viSe koncentracije 7-DHC i nize koncentracije VDBP u serumu. Uocena je i razlika u
koncentracijama 25(OH)D3 u odnosu na gradus CRC i to, povisene koncentracije ovog
parametra kod pacijenata sa nizim gradusom. Dodatno, uo€eno je i da pacijenti sa gradusom I
imaju znacajno nize koncentracije 24,25(OH),D3 u odnosu na pacijenate sa gradusom II.
Dodatno, koncentracije VDBP su bile viSe kod pacijenata sa CRC stadijuma A i B u odnosu
na pacijente kod kojih su ustanovljeni stadijumi C i D. Kod zdravih osoba uocena je
pozitivna korelacija izmedu koncentracija latosterola u serumu i koncentracija 25(0OH)D3,
dok su kod pacijenata sa CRC postojale pozitivne korelacije 7-DHC, 24,25(0OH),D3 i



25(0OH)D3 sa koncentracijama markera apsorpcije holesterola. Dodatno, kod pacijenata sa
nizim koncentracijama UH u serumu, nize su bile i koncentracije 7-DHC, 25(OH)D3 i
24,25(0H),;D3 u serumu. Univarijantna logisticka regresija pokazala je da niski nivoi
25(0OH)D3, 24,25(0H),D3 i VDMR imaju znacajan potencijal za predvidanje pojave CRC, ali
je jedino 25(OH)D3 zadrzao svoj zna¢aj nakon korekcije u odnosu na prisustvo tradicionalnih
faktora rizika. S druge strane, koncentracija UH je prepoznata kao potencijalno znacajan
prediktor CRC u kombinaciji sa tradicionalnim faktorima rizika i 25(OH)D3 i VDMR. Pored
toga, ova studija je pokazala da je samo 25(OH)D3 bio znacajan faktor rizika za razvoj
karcinoma visokog gradusa, kao i da se uocena znacajnost zadrZala nakon korekcije za starost,

muski pol i ITM, a ¢ak i nakon uklju¢ivanja UH u model za predikciju.
C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature

Prema aktuelnim epidemioloskim podacima, CRC predstavlja maligno oboljenje
visoke incidencije prevashodno u razvijenim zemljama, i medu starijim stanovni$tvom [1].
Mnoge studije navode da je kompleksan splet uticaja faktora sredine osnova etiopatogenetskih
promena koje se dovode u vezu sa nastankom i razvojem CRC [2]. Sa tim u vezi, aktuelne
strategije suzbijanja incidencije ovog oboljenja usmerene su na prepoznavanje faktora rizika i
posledi¢no preventivno delovanje na nastanak oboljenja [3,4]. Zna¢ajno mesto u otkrivanju
ranih biomarkera, kao i novih preventivnih i terapijskih pristupa zauzima i istraZivanje
metabolizma lipida [5]. Poznato je da je holesterol klju¢na gradivna komponenta celijskih
membrana i lipidnih splavova, kao i da ima znacajnu ulogu u intracelijskoj signalizaciji i
prekursor je mnogih bioloski aktivnih jedinjenja [6, 7]. Danas je dostupno nekoliko metoda za
evaluaciju metabolizma holesterola, od kojih mnoge podrazumevaju zametne postupke
upotrebe radioizotopa [8, 9]. Sa druge strane, rezultati su pokazali da odredivanje
koncentracija neholesterolskih sterola (NHS) u serumu upotrebom hromatografskih tehnika,
moze pruziti validne informacije o efikasnosti procesa sinteze i apsorpcije holesterola i
zadovoljiti potrebe Kklini¢kih studija [10]. Medutim, poredenje rezultata kontrolnih uzoraka
odredivanih hromatografskim metodama i analiziranih istovremeno u vise internacionalnih
laboratorija, koje su sproveli Lutjohann i saradnici [11] potvrdilo je postojanje velikih
varijacija u rezultatima. Rezultati ove doktorske disertacije takode ukazuju na znalaj
reSavanja metodoloskih problema kroz proces opsezne validacije. Efekat matriksa procenjen
je u kombinaciji sa recovery studijom, i pokazao je da je prisustvo holesterola u lipidnom
ekstraktu glavni izvor nezadovoljavajueg prinosa analita iz uzorka. O znacaju ovakvog

pristupa govore 1 Huang i saradnici, predlazu¢i da se procena efekata matriksa uradi upravo u



kombinaciji sa recovery studijom u cilju ispitivanja ukupne efikasnost analitickog procesa
[12]. lako je poznato da se efekti matriksa ne mogu u potpunosti izbe¢i tokom HPLC-MS
analize [12], rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazali su da je moguce obezbediti
optimalnu osetljivost metode neophodnu za odredivanje NHS, kako u serumu tako i u HDL
frakciji, upotrebom adekvatnog surogat matriksa. Metoda je validirana prema aktuelnim
vodi¢ima za validaciju bioanalitickih metoda [13]. Uprkos tome $to su NHS cesto koris¢eni
kao biomarkeri homeostaze holesterola u velikom broju istrazivanja kardiovaskularnih bolesti
[14], podaci o statusu ovih markera u malignim bolestima su oskudni. Analiza tradicionalnih
lipidnih parametara kod pacijenata sa CRC, koja je sprovedena u sklopu izrade ove doktorske
disertacije, pokazala je prisustvo znacajne hipoholesterolemije kod ispitivanih pacijenata u
odnosu na zdravu populaciju. Ova rezultat je u saglasnosti sa rezultatima studije Broitman i
saradanika [7] koji dodatno iznose pretpostavku da se niza koncentracija holesterola moze
javiti i nekoliko godina pre detektovanja CRC, te da moze predstavljati rani biohemijski
marker kancerogeneze. Ding i saradnici [15] navode da se potrebe za holesterolom razlikuju u
odnosu na vrstu Celija i tkiva. U skladu sa tim, u ovoj doktorskoj disertaciji je izvedena
pretpostavka da uocene snizene serumske koncentracije markera sinteze holesterola kod
pacijenata sa CRC mogu da ukazuju na njegovo povecano iskori¢avanje unutar same
maligne c¢elije. Naime, i Chimento i saradnici navode da akumulacija holesterola predstavlja
znacajnu osobinu tumora [16], Sto ide u prilog gore pomenutim navodima. Mitsche i saradnici
su dodatno pokazali da postoje razlike u zastupljenosti dva puta sinteze holesterola
(Blochovog i Kandutsch—Russelovog) u razli¢itim tkivima [17]. Ovaj literaturni podatak se
moze dovesti u vezu sa rezultatima izlozenim u ovoj doktorskoj disertaciji, da se kod
pacijenata sa CRC javlja dominacija dezmosterola u odnosu na latosterol u serumu te
pretpostavljena favorizacija Blochovog puta sinteze holesterola u odnosu na Kandutsch—
Russelov. Dobijeni rezultat je u saglasnosti sa saznanjima o bioloskim aktivnostima
dezmosterola kao LXR agoniste i inhibitora SREBP ciljnih gena [18]. Dosadasnje studije su
pokazale da tokom kancerogeneze najce$c¢e dolazi do promena u koncentracijama HDL-h
[19]. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da su kod pacijenata sa CRC prisutne
nize koncentracije HDL-h, kao i da su apsolutne koncentracije svih ispitivanin NHS u HDL
frakciji snizene. lako kod obolelih od CRC nisu do sada ispitivane koncentracije NHS u HDL
frakciji, rezultati studije Ketomaki i saradnici pokazali su da promene koncentracija NHS u
lipoproteinima prate promene njihovih koncentracija u serumu kod zdrave dece i dece obolele
od familijarne hiperholesterolemije [20]. Studija Yamauchi i saradnika je pokazala da HDL

Cestice imaju visok afinitet prema intracelijski sintetisanom holesterolu u odnosu na holesterol



koji poti¢e iz LDL Ccestica. Pored toga, iz ekstrahepati¢nih tkiva prekursori holesterola,
dezmosterol i latosterol se transportuju na HDL cestice [21], te je prisustvo prekursora
holesterola u HDL frakciji koje je opisano u rezultatima ove doktorske disertacije u
saglasnosti sa ovim nalazima. Dodatno, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je,
uprkos nizim koncentracijama HDL-h, udeo svakog pojedinaénog NHS na HDL cesticama u
odnosu na ukupne koncentracije pojedina¢nih HNS u serumu veci kod pacijenata sa CRC.
Ovi rezultati ukazuju na to da se kod pacijenta u veéoj meri prekursori holesterola
distribuiraju u HDL ¢estice iz perifernih tkiva, kao i da se javlja poviSena apsorpcija
holesterola i fitosterola posredstvom HDL ¢estica, te da opisani mehanizmi uzrokuju
mobilizaciju holesterola iz svih dostupnih izvora u cilju zadovoljavanja potreba malignog
tkiva za holesterolom. Ova pretpostavka je podrzana i rezultatima drugih studija koje su
pokazale da ¢elije kancera eksprimiraju SR-B1 receptore preko kojih se vrsi preuzimanje
holesterola iz HDL cCestice u maligne ¢elije [22]. Poznato je da se osnovni mehanizam
regulacije sinteze holesterola odvija posredstvom negativne povratne sprege [23], §to je u
saglasnosti sa pretpostavkama iznesenim u ovoj doktorskoj disertaciji da organizam na niske
koncentracije holesterola u cirkulaciji odgovara povisenom sintezom holesterola u svim
perifernim tkivima, koja rezultira primecenim povecanim efluksom prekursora sinteze
holesterola na HDL. Kod zdravih osoba uklju¢enih u ovu studiju primeéena je dobra
ocuvanost homeostaze holesterola. Kod pacijenata sa CRC, niske koncentracije holesterola u
cirkulaciji uzrokuju povecanu i sintezu i apsorpciju holesterola, Sto se ogleda u pove¢anom
prisustvu kako markera sinteze, tako i markera apsorpcije holesterola u HDL frakciji. Van der
Sijp i saradnici su ukazali na to da se tkiva kolona i rektuma medusobno u znacajnoj meri
razlikuju [24]. Takode, i rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da postoji razlika u
metabolizmu holesterola izmedu CA kolona i CA rektuma, te da je proces sinteze holesterola
intenzivniji kod pacijenata sa CA kolona. Studija Rodriguez i saradnika [25] je pokazala da
dezmosterol ima zna¢ajnu ulogu u procesima celijske diferencijacije, naro€ito u tkivima sa
visokim proliferativnim potencijalom. Ovo je potvrdeno i rezultatima dobijenim u ovoj
disertaciji. Pacijenti sa gradusom | imali su viSe koncentracije dezmosterola u odnosu na

latosterol u HDL frakciji.

Studije su pokazale da postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracija dezmosterola
i latosterola sa ITM [26], kao i da je dezmosterol poviSen kod gojaznih osoba [27], §to
potvrduju i rezultati ove doktorske disertacije. Studija Simonen i saradnika je pokazala da je

udeo latosterola u HDL cesticama nizi kod osoba sa normalnom telesnom masom [28] u



odnosu na gojazne osobe, tako da je zapazeno prisustvo povecane koncentracije dezmosterola
u HDL frakciji kod pacijenata sa CRC sa ITM<25 kg/m? u saglasnosti sa rezultatima ove
studije. U disertaciji je iznet zakljucak da se kod pacijenata javlja isti profil distribucije
markera apsorpcije prema polu kao i kod zdravih ispitanika. lako su Bosner i saradnici
pokazali da nema razlika u apsorpciji holesterola u odnosu na pol, njihova studija se bazirala
na direktnim metodama procene apsorpcije dijetarnog holesterola na nivou gastrointestinalnog
trakta [29], a ne na merenju apsorpcije fitosterola.

U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da snizene koncentracije dezmosterola i
kampesterola mogu predstavljati nezavisne prediktore za predvidanje prisustva CRC. lako
nije bilo studija koje su se bavile evaluacijom NHS kao prediktora CRC, pokazano je da
visoka koncentracija dezmosterola u cerebrospinalnoj te¢nosti predstavlja biomarker prisustva
malignih glioma [30], kao i da poviSene vrednosti dezmosterola u serumu razlikuju

nealkoholni steatohepatitis od nealkoholne masne jetre [31].

Kako je poznato da je hipovitaminoza vitamina D poprimila globalne razmere,
odredivanje vitamina D je postalo uobicajeno u rutinskoj klini¢koj praksi, i to pre svega
kvantifikacija najzastupljenijeg metabolita 25(OH)D3 [32]. U ovoj studiji je razvijena i
uspesno validirana metoda za istovremenu kvantifikaciju dva metabolita vitamina D:
25(0OH)D3 i 24,25(0H),D3. Ovo je u saglasnosti sa savremenim trendovima u laboratorijskoj
medicini koji govore u prilog odredivanju 24,25(0OH),D uporedo sa 25(OH)D3 kako bi se
dobile klini¢ki znac¢ajne informacije i umanjio uticaj interindividualnih razlika [33]. Rezultati
ove doktorske disertacije su pokazali da su koncentracije 7-DHC, 25(OH)D3 i VDMR snizene
kod pacijenata sa CRC, $to je u saglasnosti sa dosadas$njim informacijama o statusu vitamina
D kod ovih pacijenata [34]. Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali i
znacajno nize koncentracije VDBP kod pacijenata sa CRC, §to je oCekivano ako se uzme u
obzir da se VDBP primarno sintetiSe u jetri, kao i da inflamacija koja javlja u prisustvu
kancera, te posledi¢na proizvodnja citokina, koji mogu umanjiti sintezu proteina u jetri. Pored
toga, pokazano je da i maligne ¢elije mogu preuzimati odredene serumske proteine [35]. Nize
koncentracije VDBP kod Zena obolelih od CRC u saglasnosti su sa pretpostavkom da
muskarci i Zene razli¢ito reaguju na katabolicka stanja poput kaheksije [36], te da testosteron
ima anabolicki efekat i na proteine sintetisane u jetri [37]. Rezultati ove doktorske disertacije
su ukazali na znacajno vise koncentracije 7-DHC kod pacijenata sa CA kolona u odnosu na
pacijente sa CA rektuma, $to je u skladu sa pretpostavljenim razlikama izmedu ova dva tkiva

[24]. Takode, koncentracije VDBP su bile znacajno nize kod pacijenata sa CA kolona. U



studiji Anica i saradnika izneta je pretpostavka da se ¢elijsko preuzimanje VDBP - 25(OH)D3
desava posredstvom receptora na povrsini ¢elija kolona (megalin, kubilin i DAb2) [38], dok je
studija Jansena i saradnika pokazala da postoji tkivna specificnost u distribuciji megalin-
kubilin sistema, kao i da postoji nedostatak ovih receptora u terminalnom ileumu [39]. Sve
navedno opravdava pretpostavku iznetu u ovoj doktorskoj disertaciji da razli¢ita distribucija
ovih receptora izmedu dva tkiva uzrokuje razli¢ito preuzimanje VDBP - 25(OH)D3. Rezultati
su pokazali i da se sa poveéanjem gradusa CRC progresivno smanjuju nivoi serumskog
25(0OH)D3, kao i da bi 25(0OH)D3 mogao biti koristan kao prediktor CRC visokog gradusa
bolesti. Ovo je u saglasnosti sa ¢injenicom da vitamin D pospesuje diferencijaciju éelija [40].
Znacajno viSe koncentracije VDBP kod pacijenata sa stadijumom A i B u odnosu na pacijente
sa stadijumima C i D opisane u rezultatima ove doktorske disertacije, u skladu su sa
informacijama o snizenom sintetskom kapacitetu jetre i ,muscle waste” sindromu kod
pacijenata sa uznapredovalom boles¢u [41]. Rezultati nisu pokazali znacajan nezavisni

doprinos VDBP u predikciji CRC, §to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima [42].

Kod pacijenata sa CRC primeéena je pozitivna korelacija izmedu koncentacija UH u
serumu i koncentracija 25(OH)D3 i 24,25(0H),D3, kao i da se uporedo sa niskim nivoima
prekursora vitamina D, javlja i smanjenje nivoa UH, LDL-h i HDL-h. Sli¢ne rezultate su
dobili i Abaza i saradnici [43]. Studija Prabhu i saradnika iznosi hipotezu da je 7-DHC u
centru metaboliCkog raskr§¢a izmedu puteva sinteze holesterola i vitamina D [44].
Potvrdujuéi takvu pretpostavku, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da kod
pacijenata sa CRC postoji pozitivna korelacija izmedu serumskih nivoa UH i LDL-h sa 7-
DHC i analiziranim metabolitima vitamina D3. Bogh i saradnici [45] su pokazali da je nivo
25(0OH)D3 u cirkulaciji nakon izlaganja sun¢evom zracenju bio u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom UH, sto je u skladu sa hipotezama, postavljenim u ovoj doktorskoj disertaciji,

0 uticaju metabolizma holesterola na status vitamina D.



D. Provera originalnosti doktorske disertacije

Provera originalnosti ove disertacije izvrSena je na nacin koji je propisan Pravilnikom o
postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u
Beogradu.

Program iThenticate je registrovao ukupno 8% poklapanja sa 141 izvorom. Preklapanje
teksta sa jednim izvorom iznosi 2%, sa dva izvora 1%, a u svim ostalim slucajevima je
sliénost teksta iznosila manje od 1%. Detaljnim uvidom u materijal utvrdeno je da je
podudarnost teksta posledica koriS¢enja licnih imena, naziva odredivanih analita, reagenasa i
primenjenih instrumentalnih i statistickih metoda, te navodenja opstih mesta u vezi sa temom
disertacije.

Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Sandre Vladimirov u

potpunosti originalna, kao i da su postovana akademska pravila citiranja.

E. Zakljucak- obrazloZenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Savremena medicina okrenuta je prevashodno 4P (predikcija, prevencija,
personalizacija, participacija) pristupu prevencije i leenja bolesti. S tim u vezi, sa naro¢itom
paznjom se isti¢e znacaj predikcije oboljenja, prevencije dejstvom na promenjive faktore
rizika, te personalizacije terapijskog i preventivnog pristupa. Nastanku CRC doprinose
nepromenjivi i promenjivi faktori rizika [4]. Imajuéi u vidu poveéanu ucestalost oboljevanja u
savremenom svetu [1], poslednjih godina velika paznja je usmerena ka prevenciji, odnosno
smanjenju izlozenosti faktorima rizika [4]. Kako je odreden broj promenjivih faktora rizika
ve¢ neko vreme poznat, a incidencija ove bolesti ne jenjava, napori savremene medicine i
istrazivanja usmereni su na identifikaciju novih faktora rizika, te novih ranih biomarkera
oboljenja. Ovaj pristup omogucio bi brzu i efikasnu identifikaciju pojedinaca sa pove¢anim
rizikom, kao i primenu adekvatnih preventivnih i terapijskih procedura. Kancerogeneza je
slozen proces koji obuhvata brojne metabolicke promene. Izmedu ostalih, smatra se da su i
promene na nivou metabolizma lipida znacajan cCinilac kancerogeneze. Holesterol kao jedna
od osnovnih gradivnih komponenti ¢elijskih membranskih struktura, vazan signalni molekul u
¢eliji 1 prekursor mnogih znacajnih biomolekula u organizmu, predstavlja aktivno polje
istrazivanja [5,7].

Savremene analiticke tehnike omogucile su $iri uvid u metabolizam holesterola, ali i

dalje ove metode nisu harmonizovane, te se javljaju velike varijacije u rezultatima ispitivanja



izmedu razli¢itih laboratorija [11]. U ovoj doktorskoj disertaciji, opisan je proces optimizacije
i validacije HPLC-MS/MS metoda za kvantifikaciju NHS u serumu i HDL frakciji, te
predlozen 1 validiran nacin eliminacije efekta matriksa, interferencije koja potice od
holesterola prisutnog u uzorku. Pored toga, razvijena je, optimizovana i validirana HPLC-
MS/MS metoda za kvantifikaciju metabolita vitamina D, 25(OH)D3 i 24,25(0OH),D3 u
serumu.

Analiza efikasnosti procesa sinteze i apsorpcije holesterola, istovremenim pracenjem
koncentracija NHS u serumu 1 HDL frakciji, moze pruziti znacCajne informacije o statusu
homeostaze holesterola u razli¢itim fizioloskim i patoloskim stanjima. Do sada su markeri
sinteze i1 apsorpcije holesterola uglavhom bili analizirani u kontekstu procene
kardiometaboli¢kog zdravlja. Ovo istrazivanje predstavlja prvu studiju koja se bavila
analiziranjem statusa biomarkera homeostaze holesterola kod pacijenata obolelih od CRC.
Zakljucci izvedeni na osnovu rezultata ove studije ukazuju na postojanje poremecaja
homeostaze holesterola, te prisutnoj hipoholesterolemiji. Ovi nalazi su potvrdili dosadasnje
hipoteze o ulozi holesterola u procesu maligne transformacije i propagacije rasta tumora. Prvi
put je analiziran pojedina¢ni doprinos Blochovog i Kandutsch-Russellovog puta sinteze
holesterola u ovom stanju, posmatranjem odnosa izmedu koncentracija dezmosterola i
latosterola u serumu i HDL frakciji. Dodatno, ovom studijom je obuhvaceno i ispitivanje
povezanosti patoloskih karakteristika kancera - gradusa, stadijuma i lokalizacije, sa statusom
homeostaze holesterola. Primecene razlike u odnosu na pomenute karakteristike tumora
otvaraju mogucénost za dalja istraZivanja u cilju boljeg razumevanja specifi¢nosti bolesti kod
svakog pojedinac¢nog pacijenta. Pored toga, ovo je i prvo istrazivanje koje je ispitivalo uticaj
pola i ITM na koncentracije NHS u serumu i HDL frakciji, kao i njihove medusobne odnose,
kod pacijenata sa CRC i zdravih osoba. Sagledavanje uticaja ovih faktora daje detaljniji uvid
u promene metabolizma holesterola, te moze doprineti personalizovanom pristupu prevenciji i
terapiji. Konac¢no, rezultati ove doktorske disertacije upucuju na moguénost primene markera
sinteze i apsorpcije holesterola kao specificnih indikatora dislipidemije kod pacijenata sa
CRC, s§to s jedne strane omogucava bolje razumevanje mehanizama nastanka poremecaja
lipidnog balansa kod obolelih, a sa druge otvara nove moguénosti na polju lecenja, ali i rane
prevencije ove maligne bolesti. Ispitivanje plejotropnih efekata lekova, te moguénost njihove
primene van primarne indikacije sve su aktuelnija tema brojnih istrazivanja. Hipolipemici,
kao Siroko rasprostranjena grupa lekova za lecenje dislipidemije, ali i prevenciju
kardiometabolickih bolesti, intenzivno se istrazuju i u kontekstu prevencije drugih oboljenja,

medu njima i kancera [46]. Ovo i buduca istrazivanja, mogu rasvetliti specificne mehanizme



regulacije metabolizma holesterola u malignim bolestima, te stvoriti mogucnost za uvodenje
odredenih dodatnih farmakoloskih i ne-farmakoloskih preventivnih i terapijskih mera.

U ovom istrazivanju je ispitan znacaj paralelnog odredivanja koncentracija 25(OH)D3
i 24,25(0OH),D3, te izracunavanja njihovog odnosa, sto je u skladu sa aktuelnim trendovima u
laboratorijskoj dijagnostici [33]. Dodatno, na osnovu rezultata ove doktorske disertacije,
zakljuceno je da postoji povezanost izmedu koncentracija parametara statusa vitamina D i
markera sinteze i apsorpcije holesterola u cirkulaciji kod pacijenata sa CRC. lako je
suplementacija vitaminom D postala univerzalan i rutinski nacin za reSavanje problema
deficijencije, preporuke o rezimu doziranja i adekvatnim dozama se stalno menjaju [32].
Imajué¢i ovo u vidu, sagledavanje metabolizma holesterola i vitamina D kao celine, te
uslovljenost ova dva metabolicka puta, kod pacijenata sa malignim oboljenjima, moglo bi da
rezultuje uvodenjem dodatnih preventivnih mera sa ciljem uspeSnog prevazilaZzenja
hipovitaminoze vitamina D ili, §to je jo$ vaznije, poveanja uspe$nosti leCenja ovih
pacijenata.
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F. Objavljeni rezultati koji ¢ine deo doktorske disertacije:

1. Vladimirov S, Gojkovic T, Zeljkovic A, Jelic-lvanovic Z, Spasojevic-Kalimanovska
V. Determination of non-cholesterol sterols in serum and HDL fraction by LC/MS-MS:
significance of matrix-related interferences. J Med Biochem 2019; DOI: 10.2478/jomb-2019-
0044 (IF 2018:2,000; M23)

2. Vladimirov S, Zeljkovic A, Gojkovic T, Miljkovic M, Stefanovic A, Zeljkovic D,
Trifunovic B, Spasojevic-Kalimanovska V. Associations of cholesterol and vitamin D
metabolites with the risk for development of high grade colorectal cancer. J Med Biochem
2019; DOI: 10.2478/jomb-2019-0047 (IF 2018:2,000; M23)

G. Misljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja
znacajan nau¢ni doprinos za oblast medicinske biohemije. Istrazivanje statusa markera sinteze
1 apsorpcije holesterola u serumu 1 HDL frakciji predstavlja prvo klini¢ko ispitivanje ovih
biomarkera kod pacijenata sa CRC, koje doprinosi boljem razumevanju uloge holesterola u
razvoju ove bolesti. Pored toga, po prvi put je istrazivana i veza izmedu metabolizma
holesterola i metabolizma vitamina D kod ovih pacijenata, i razmatrana njena uloga u
nastanku hipovitaminoze vitamina D kod ovih pacijenata. Rezultati ove doktorske disertacije
znacajno doprinose uvodenju novih i pouzdanih metoda za razumevanje poremecaja na nivou
metabolizma holesterola i vitamina D, proceni markera statusa ovih biomolekula kod
pacijenata sa CRC, te primenu ste¢enih informacija u budu¢im istrazivanjima i prilagodavanju
preventivnih i terapijskih protokola kod ovih pacijenata. Rezultati ove doktorske disertacije

publikovani su u dva rada u medunarodnim ¢asopisima kategorije M23.

Stoga predlazemo Nastavno-nau¢nom Vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu da prihvati ovaj izvestaj i uputi ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka radi



dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom ,,lIspitivanje
biomarkera homeostaze holesterola i metabolizma vitamina D kod pacijenata sa
kolorektalnim karcinomom®, kandidata magistra farmacije-medicinskog biohemicara
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