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NASTAVNO-NAUČNOM VEĆU 

FARMACEUTSKOG FAKULTETA UNIVERZITET U BEOGRADU 

 

Nastavno-naučno veće Farmaceutskog fakulteta, na sednici održanoj 17.10.2019.god., 

imenovalo je Komisiju za ocenu završene doktorske disertacije pod nazivom „Značaj 

biohemijskih markera i morfometrijskih karakteristika leukocita u laboratorijskoj 

dijagnostici subkliničkog deficita vitamina B12“, kandidata diplomiranog farmaceuta – 

medicinskog biohemičara Dragane Totošković, u sastavu: 

• Dr Violeta Dopsaj, mentor, redovni profesor Farmaceutskog fakulteta, Univerzitet u 

Beogradu 

• Dr Dragomir Marisavljević, redovni profesor Medicinskog fakulteta, Univerzitet u 

Beogradu 

• Dr Duško Mirković, vanredni profesor Farmaceutskog fakulteta, Univerzitet u 

Beogradu 

Posle izvršene analize priložene doktorske disertacije, članovi Komisije podnose 

Naučno-nastavnom veću Farmaceutskog fakulteta u Beogradu sledeći: 

 

I Z V E Š T A J 

 

A. Sadržaj doktorske disertacije 

 

 Doktorska disertacija je napisana na 191 strani i sadrži 38 tabela, 38 slika i 335 

literaturnih navoda. Sadržaj teze je izložen u sledećim poglavljima: Uvod, Ciljevi rada, 

Materijali i metode, Rezultati, Diskusija, Zaključci i Literatura.  

 U poglavlju Uvod prikazane su do sada utvrđene činjenice o strukturi, biosintezi i 

metabolizmu vitamina B12. Navedeni su faktori koji utiču na njegov status u organizmu, 

biomarkeri koji ga definišu i hipoteze o načinu njihove promene u deficitu. Takođe, opisani su 

klinički i subklinički deficit vitamina B12, njihova prevalenca, kao i hematološki i 

biohemijski testovi koji se koriste u laboratorijskoj dijagnostici deficita. S obzirom na to da ne 

postoji zlatni standard u laboratorijskom ispitivanju deficita vitamina B12, analiziran je odnos 

rutinskih i novih biomarkera, metilmalonske kiseline (MMA) i morfometrijskih karaketristika 
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neutrofila i monocita (engl. Cell Population Data, CPD), kao i dosadašnja istraživanja o 

njihovom kliničkom značaju. 

Cilj ove doktorske disertacije bio je evaluacija metilmalonske kiseline i 

morfometrijskih karakteristika neutrofila i monocita, dobijenih na hematološkom analizatoru 

Coulter® LH750, kao ranih markera deficita vitamina B12 i njihove poveznosti sa 

tradicionalnim biomarkerima metabolizma vitamin B12 i folne kiseline, kod pacijenata koji 

pripadaju rizičnoj grupi za pojavu deficita vitamina B12. Takođe, ispitivana je povezanost 

parametara statusa gvožđa (koncentracije gvožđa, solubilnih transferinskih receptora, feritina i 

zasićenje transferina gvožđem u serumu) sa biohemijskim markerima statusa vitamina B12 i 

morfometrijskim karakteristikama leukocita, kao i uticaj smanjene funkcije bubrega. 

 U poglavlju Materijali i metode opisana je selekcija pacijenata, kriterijumi za 

isključivanje iz ispitivanja, način dobijanja i obrade uzoraka, kao i korišćeni laboratorijski 

testovi. Istraživanje je obuhvatilo 590 pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12, tj. starijih 

od 60 godina i/ili pacijenti sa simptomima gastrointestinalnih oboljenja, i 148 zdravih 

dobrovoljaca. Iz studije su isključeni pacijenti sa malignim i hematološkim bolestima, 

pacijenti sa postavljenom dijagnozom deficita vitamina B12 i/ili folata i pacijenti koji su 

koristili imunostimulacionu ili imunosupresivnu terapiju. Pacijenti su upućeni u laboratoriju 

poliklinike Centra za medicinsku biohemiju Kliničkog centra Srbije na laboratorijsko 

testiranje statusa vitamina B12. Na osnovu uputa gastroenterologa pacijentima je određivana 

krvna slika, koncentracija vitamina B12, folata i C-reaktivnog proteina (CRP), a zatim su 

uzorci zamrzavani za dalja ispitivanja. Svi ispitanici su popunili upitnik u kojem su naveli 

podatke o polu, starosti, načinu ishrane, lekovima i suplementima koje koriste, simptomima 

koje imaju i oboljenjima koja su im dijagnostikovana. Istraživanje je sprovedeno uz 

saglasnost svih ispitanika i uz odobrenje Etičkog odbora Kliničkog centra Srbije. Na osnovu 

podataka iz upitnika i rezultata laboratorijskih testova za krvnu sliku, kobalamin, folat i CRP, 

naknadno su iz istraživanja isključeni pacijenti koji su koristili suplemente B vitamina i 

gvožđa, sa mikrocitozom, makrocitozom, inflamacijom, vrednostima kobalamina i folata 

iznad gornje granice referentnog opsega i sa alarmima na rezultatu krvne slike o prisustvu 

blasta, nezrelih granulocita i atipičnih limfocita. Na uzorku preostalih pacijenata urađene su 

dodatne analize: metilmalonska kiselina, morfometrijski parametri leukocita, laktat 

dehidrogenaza, kreatinin, procenjena brzina glomerularne filtracije (eGFR), feritin, transferin, 

haptoglobin, serumsko gvožđe, ukupni kapacitet vezivanja gvožđa, saturacija transferina 
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gvožđem (SAT), solubilni transferinski receptori, antitela na unutrašnji faktor, sadržaj folata u 

eritrocitima i homocistein (Hcy).  

U poglavlju Rezultati opisani su rezultati statističke obrade dobijenih podataka. Na 

početku su predstavljeni rezultati deskriptivne statistike. Zatim je kroz rezultate Hi-kvadrat 

testa nezavisnosti, korelacione analize, višestruke regresije, binarne logističke regresije, ROC, 

predstavljena analiza odnosa kobalamina, folata, homocisteina i metilmalonske kiseline, kao i 

njihov odnos sa polom, starošću, anemijom, deficitom gvožđa i smanjenom funkcijom 

bubrega. Takođe je analiziran odnos biomarkera statusa vitamina B12 i morfometrijskih 

karakteristika neutrofila i monocita, kao i uticaj starosti, pola, anemije, deficita gvožđa i 

smanjene funkcije bubrega.  

U poglavlju Diskusija prikazano je objašnjenje dobijenih rezultata u svetlu relevantnih 

podataka iz literature.  

 Na kraju doktorske disertacije nalaze se najznačajniji Zaključci koji proizilaze iz 

rezultata istraživanja i njihove analize.  

 Poglavlje Literatura sadrži spisak od 335 referenci koje su korišćene u doktorskoj 

disertaciji. 

 

B. Opis dobijenih rezultata 

 

U grupi sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnom srednjom zapreminom 

eritrocita (MCV) bilo je 56% žena i 44% muškaraca. Njihova prosečna starost je iznosila 

58.00 (42.75−68.25) godina. Svi pacijenti su bili negativni na antitela na unutrašnji faktor. 

Niske koncentracije kobalamina imalo je 33% pacijenata, 28% iscrpljene rezerve vitamina 

B12, 14% niske koncentracije folata i 46% pacijenata je imalo povećane vrednosti 

homocisteina. Povećane vrednosti metilmalonske kiseline bile su prisutne kod 68% 

pacijenata. Anemičnih pacijenata je bilo 55%, a pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega 

33%. Muškarci su bili značajno stariji od žena i imali su veću zastupljenost smanjene funkcije 

bubrega. Ispitanici kontrolne grupe imali su laboratorijske rezultate za krvnu sliku, vitamin 

B12, folat, homocistein i metilmalonsku kiselinu u referentnom opsegu. Inflamacije nije bila 

prisutna, svi su bili negativni na antitela na unutrašnji faktor i imali su normalnu funkciju 

bubrega. 

Analiza korelacije pokazala je da nije postojala povezanost kobalamina sa starošću, 

kreatininom i hemoglobinom. Muški i ženski pol nisu se razlikovali prema zastupljenosti 
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niskih koncentracija i iscrpljenih rezervi kobalamina. Takođe, razlike nije bilo između 

pacijenata sa anemijom i bez nje, kao ni između pacijenata sa normalnom i smanjenom 

funkcijom bubrega. Vrednosti homocisteina bile su u korelaciji sa starošću i kreatininom, a sa 

kobalaminom i folatom tek nakon uklanjanja uticaja ovih varijabli. Zastupljenost niskih 

koncentracija i iscrpljenih rezervi kobalamina, kao i niskih koncentracija folata nije se 

razlikovala između pacijenata sa normalnim i povećanim vrednostima homocisteina. 

Analizom višestruke regresije utvrđeno je da je na vrednost homocisteina najviše uticao 

kreatinin, a najmanje kobalamin. Pacijenti sa smanjenom funkcijom bubrega imali su veću 

zastupljenost povećanih vrednosti homocisteina u odnosu na pacijente sa normalnom  

bubrežnom funkcijom. Muški pol takođe je imao veću zastupljenost povećanih vrednosti 

homocisteina, ali su muškarci u odnosu na žene bili značajno stariji i imali su značajno veću 

zastupljenost smanjene funkcije bubrega. Uticaj kreatinina i starosti pacijenata postojao je i na 

vrednost metilmalonske kiseline, ali u manjoj meri nego na homocistein, dok pol nije imao 

uticaj. Muškarci i žene nisu se razlikovali prema zastupljenosti povećanih vrednosti 

metilmalonske kiseline, dok su pacijenti sa smanjenom funkcijom bubrega imali veću 

zastupljenost njenih povećanih vrednosti. Metilmalonska kiselina bila je u pozitivnoj 

korelaciji sa kreatininom, starošću i homocisteinom i negativnoj sa vitaminom B12. Nakon 

korekcije uticaja kreatinina i starosti, korelacija sa kobalaminom se povećala, a sa 

homocisteinom smanjila. Pacijenti sa povećanim vrednostima metilmalonske kiseline imali su 

veću zastupljenost niskih koncentracija kobalamina i povećanih vrednosti homocisteina. 

Prema rezultatima višestruke regresije, vitamin B12 je bio najznačajniji prediktor njenih 

vrednosti. Kada je u pitanju anemija, najznačajniji prediktori sniženih vrednosti hemoglobina 

bili su deficit gvožđa i smanjena funkcija bubrega, dok koncentracije kobalamina i folata nisu 

bile značajne determinante. Između pacijenata sa anemijom i bez nje nije bilo razlika prema 

zastupljenosti niskih koncentracija i iscrpljenih rezervi kobalamina, kao i niskih vrednosti 

folata i povećanih koncentracija homocisteina kada su pacijenti razdvojeni prema funkciji 

bubrega. Razlika je postojala prema zastupljenosti deficita gvožđa.   

Pre analize povezanosti morfometrijskih parametara neutrofila i monocita sa statusom 

vitamina B12 i folata, ispitan je uticaj pola i starosti u kontrolnoj grupi. Utvrđeno je da se 

morfometrijski parametri neutrofila i monocita nisu razlikovali između muškaraca i žena, kao 

ni između starijih i mlađih od 60 godina.  

Ispitivanjem povezanosti vitamina B12, folata i homocisteina sa morfometrijskim 

parametrima neutrofila i monocita utvrđeno je da su pacijenti sa deficitom kobalamina ili 

folata imali značajno više vrednosti standardne devijacije za provodljivost neutrofila (NeC-
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SD) u odnosu na pacijente bez deficita oba vitamina. Deficit folata bio je povezan i sa drugim 

morfometrijskim parametrima, tj. sa povišenim vrednostima standardnih devijacija za 

zapreminu neutrofila i monocita (NeV-SD, MoV-SD), standardnih devijacija za rasipanje 

svetlosti neutrofila (NeS-SD) i za provodljivost monocita (MoC-SD), kao i sa smanjenim 

srednjim vrednostima za provodljivost monocita (MoC) i rasipanje svetlosti neutrofila (NeS). 

Najznačajniji morfometrijski parametri za niske koncentracije folata bili su standardna 

devijacija za provodljivost neutrofila i standardna devijacija za zapreminu monocita. Uticaj 

deficita folata na standardnu devijaciju za provodljivost neutrofila bio je veći od uticaja 

deficita kobalamina. Pacijenti sa deficitom kobalamina ili folata nisu se razlikovali prema 

homocisteinu od pacijenata bez deficita vitamina, samim tim homocistein nije bio povezan ni 

sa razlikama prema navedenim morfometrijskim parametrima neutrofila i monocita. Takođe, 

grupe sa deficitom kobalamina, folata i bez deficita vitamina nisu se razlikovale prema 

zastupljenosti polova, deficita gvožđa, anemije i smanjene funkcije bubrega. Razlika prema 

starosti, koja je imala mali statistički značaj, postojala je između pacijenata sa deficitom 

kobalamina i deficitom folata. Analizom ROC krive utvrđeno je da standardna devijacija za 

provodljivost neutrofila ima dobru dijagnostičku tačnost za razdvajanje pacijenata sa 

deficitom vitamina B12 ili folata od pacijenata bez deficita oba vitamina. Standardna 

devijacija za zapreminu monocita takođe je imala dobru dijagnostičku tačnost u klasifikaciji 

pacijenata prema deficitu folata.  

Isključivanjem iz analize pacijenata sa deficitom folata, zbog utvrđenog uticaja na 

morfometrijske parametre neutrofila i monocita, i poređenjem grupa formiranih prema 

bubrežnoj funkciji i koncentraciji kobalamina i metilmalonske kiseline uočeno je da su 

povišene vrednosti standardne devijacije za provodljivost neutrofila povezane i sa povećanim 

vrednostima metilmalonske kiseline bez obzira na funkciju bubrega. Takođe je utvrđeno da su 

izolovano niske koncentracije kobalamina povezane sa ovim morfometrijskim parametrom 

neutrofila. Analizom ROC krive ustanovljena je dobra dijagnostička tačnost za standardnu 

devijaciju provodljivosti neutrofila za razdvajanje pacijenata i prema koncentraciji 

kobalamina i prema koncentraciji metilmalonske kiseline. Između dobijenih površina ispod 

krivih nije bilo razlike. Upoređene grupe se nisu razlikovale prema zastupljenosti polova i 

deficita gvožđa, ali je postojala razlika prema zastupljenosti anemije, starosti i vrednostima 

homocisteina. Pacijenti sa smanjenom funkcijom bubrega i povećanim vrednostima 

metilmalonske kiseline bili su značajno stariji od ostalih pacijenata, imali su niže vrednosti 

hemoglobina i hematokrita, a više vrednosti homocisteina u poređenju sa ostalim pacijentima.  
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Kada su upoređene grupe, koje su se razlikovale prema koncentraciji kobalamina i 

statusu gvožđa, uočeno je da je deficit vitamina B12 povezan sa povećanim vrednostim 

standardne devijacije za provodljivost neutrofila i u prisustvu i u odsustvu deficita gvožđa. 

Analiza ROC krive pokazala je da status gvožđa nije uticao na dijagnostičku tačnost ovog 

morfometrijskog parametra u razdvajanju pacijenata prema koncentraciji vitamina B12. Drugi 

morfometrijski parametar koji se izdvojio bila je standardna devijacija za rasipanje svetlosti 

neutrofila (NeS-SD). Pacijenti sa izolovanim deficitom gvožđa imali su značajno niže 

vrednosti ovog parametra u odnosu na ostale pacijente. Za standardnu devijaciju rasipanja 

svetlosti neutrofila dobijena je zadovoljavajuća dijagnostička tačnost u klasifikaciji pacijenata 

sa izolovanim deficitom gvožđa. Pacijenti sa deficitom gvožđa, bez obzira na koncentraciju 

kobalamina, imali su značajno veće koncentracije solubilnih transferinskih receptora i veću 

zastupljenost anemije u odnosu na pacijente bez deficita gvožđa. Grupe se nisu razlikovale 

prema zastupljenosti smanjene funkcije bubrega. Razlika prema starosti, kao i prema 

homocisteinu, postojala je između grupa sa izolovanim deficitom gvožđa i izolovanim 

deficitom kobalamina.  

 

C. Uporedna analiza dobijenih rezultata sa podacima iz literature 

 

Subklinički deficit vitamina B12 (engl. Subclinical Cobalmin Deficiency, SCCD) 

predstavlja promene u koncentraciji biohemijskih markera statusa vitamina B12 u vidu 

povećanih nivoa metilmalonske kiseline i homocisteina, odnosno smanjenja koncentracija 

holotranskobalamina II i ukupnog kobalamina u krvi bez kliničkih manifestacija (1−5). 

Subklinički deficit vitamin B12 otkriven je 80-ih godina prošlog veka u seriji studija kod 

pacijenata bez anemije, makrocitoze ili drugih simptoma deficita pomoću deoksirudin 

supresivnog testa (6−10). Time je pokazano da niske koncentracije kobalamina u serumu u 

odsustvu kliničke slike nisu bili lažno niski rezultati (11, 12). Klinički i subklinički deficit se 

razlikuju ne samo prema prisustvu, tj. odsustvu kliničkih manifestacija, već i prema uzroku i 

mehanizmu nastanka (12, 13). Ukoliko je uzrok deficita vitamina B12 stalan i progresivan, 

poput perniciozne anemije, nastaće klinički oblik deficita (12). Uzrok subkliničkog deficita 

obično je nepoznat (13). U 30%−50% slučajeva nastaje kao posledica smanjenog oslobađanja 

kobalamina iz hrane (12, 14). Sam tok subkliničkog deficita može da varira i kreće se od 

brzog ili postepenog prelaska u klinički oblik preko oscilacija između normalnog stanja i 

subkliničkog deficita do potpune remisije (12). 
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Kada se razmatra prevalenca deficita vitamina B12 potrebno je uzeti u obzir u kojoj 

populaciji je ispitivana i koji kriterijum za deficit je korišćen, s obzirom na to da se prikazani 

podaci u literaturi dosta razlikuju (1, 15). Prevalenca subkliničkog deficita je značajno viša u 

odnosu na klinički deficit, npr. u SAD oko 2% stanovništva ima klinički oblik, dok 20% 

starijih osoba ima subklinički oblik deficita (16). Ako se kao kriterijum za deficit koristi samo 

serumska koncentracija kobalamina, bez razmatranja karakteristika populacije, dobijena 

prevalenca niskih koncentracija i iscrpljenih rezervi vitamina B12 u doktorskoj disertaciji je 

veća u poređenju sa studijama u Evropi i Severnoj Americi (1). Svakako da opterećenost 

rizikom za deficit vitamina B12 doprinosi dobijenom rezultatu. 

Kada je u pitanju uticaj starosti i pola na koncentraciju vitamina B12 u literaturi se 

mogu naći različiti rezultati. Prema jednoj grupi istraživača muškarci imaju niži nivo 

kobalamina od žena i podložniji su deficitu (17−19), dok prema drugim istraživačima nema 

razlike između polova (20, 21). Takođe, određene studije navode da su kod starijih osoba 

češće prisutne niske koncentracije kobalamina (3, 22, 23), dok druga velika studija ne navodi 

razliku u godinama između ispitanika sa različitim opsegom koncentracija kobalamina (21). U 

doktorskoj disertaciji nije uočena razlika između polova u pogledu zastupljenosti niskih 

koncentracija i iscrpljenih rezervi kobalamina. Upoređene grupe pacijenata, koje su se 

razlikovale prema koncentraciji kobalamina, nisu se razlikovale prema zastupljenosti muškog 

i ženskog pola. Iako je starost jedan od faktora rizika za deficit vitamina B12 zbog povećane 

predispozicije za gastrointestinalne poremećaje i oboljenja (3), vitamin B12 nije bio u 

korelaciji sa starošću, a muškarci koji su bili značajno stariji od žena nisu se od njih 

razlikovali prema zastupljenosti različitih nivoa vitamina B12. Takođe, razlika prema starosti 

je izostala i kada su upoređene grupe pacijenata koje su se razlikovale prema koncentraciji 

kobalamina. Tome je doprinela i sama ispitivana grupa u kojoj su svi pacijenti imali jedan ili 

više faktora rizika za deficit vitamina B12.  

Smanjena funkcija bubrega povezuje se abnormalno povećanim koncentracijama 

kobalamina (24). Za normalne i niske nivoe kobalamina nije uočena povezanost sa funkcijom 

bubrega. Takođe, pacijenti sa niskim koncentracijama vitamina B12 nisu se razlikovali prema 

koncentraciji kreatinina niti prema zastupljenosti smanjene bubrežne funkcije od pacijenata 

bez niskih vrednosti vitamina B12.  

U doktorskoj disertaciji je uočeno da koncentracije vitamina B12 nisu povezane sa 

anemijom, tj. razlike prema koncentraciji kobalamina nisu bili praćene razlikama prema 

hemoglobinu. Takođe, kobalamin nije bio značajan prediktor sniženih vrednosti hemoglobina. 

Dobijeni rezultati su u skladu sa drugim studijama, koje navode da pacijent sa niskim 
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koncentracijama kobalamina ili potvrđenim deficitom vitamina B12 ne mora imati anemiju 

(25, 26). Zapravo, najznačajniji faktori povezani sa anemijom bili su deficit gvožđa i 

smanjena funkcija bubrega. S obzirom na to da slični gastrointestinalni mehanizmi, kao i veća 

predispozicija starijih osoba za gastrointestinalne smetnje, mogu dovesti do deficita i gvožđa i 

vitamina B12 (3, 27), razlika u prediktorskoj značajnosti za anemiju ova dva faktora može se 

objasniti mehanizmima delovanja, brojem funkcija koje vrše u organizmu, tj. količini zaliha, 

kao i potrebnom dnevnom unosu (27, 28). Smanjena funkcija bubrega može postojati zajedno 

sa deficitom gvožđa i/ili kobalamina, ali i sama po sebi može biti povezana sa anemijom usled 

neadekvatne sinteze eritropoetina (29). Iako eritropoetin u doktorskoj disertaciji nije testiran 

kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega, uočeno je da su pacijenti sa smanjenom 

funkcijom bubrega i neadekvatnim statusom vitamina B12 imali niže vrednosti hemoglobina i 

hematokrita, kao i veću zastupljenost anemije od ostalih pacijenata bez obzira na status 

vitamina B12 i odsustvo razlika prema zastupljenosti deficita gvožđa.  

Za homocistein i metilmalonsku kisleinu već postoje studije o uticaju starosti i 

kreatinina, tj. bubrežne funkcije na njihove vrednosti (1, 30−32). Rezultati doktorske 

disertacije potvrđuju da uticaj postoji i kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12, s 

tim što je uticaj ovih faktora na homocistein veći od samog kobalamina, ali ne i na 

metilmalonsku kiselinu. Veći uticaj bubrežne funkcije na koncentraciju homocisteina u 

odnosu na metilmalonsku kiselinu utvrđen je i u istraživanju Lewerin i sradnika (31). U prilog 

većoj povezanosti kobalamina i metilmalonske kiseline, u odnosu na povezanost kobalamina i 

homocisteina (iako su u pitanju metabolički markeri sa gotovo istom osetljivošću za klinički 

deficita vitamina B12) (12, 13), dali su rezultati istraživanja u kojem su pacijenti sa 

povećanim vrednostima metilmalonske kisleine imali veću zastupljenost koncentracija 

kobalamina koje označavaju deficit i iscrpljene rezerve, dok ta razlika nije uočena između 

pacijenata sa normalnim i povećanim vrednostima homocisteina. Razlike prema homocisteinu 

u grupi pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i bez kliničkih manifestacija deficita bile 

povezane sa razlikama prema starosti ili bubrežnoj funkciji.  

Kada je u pitanju povezanost morfometrijskih parametara neutrofila i monocita sa 

statusom vitamina B12 postoje dva objavljena istraživanja (33, 34) i dva naučno-istraživačka 

rada kandidata u sklopu doktorske disertacije (35, 36). U najvećem broju studija ovi parametri 

su ispitivani u odnosu na inflamaciju, infekciju i sepsu (37−45). Uticaj inflamacije je potvrđen 

na morfometrijske karakteristike  leukocita, pa su i pacijenti sa CRP ≥ 10 mg/L isključeni iz 

istraživanja. Za standardnu devijaciju zapremine monocita dobijena je dozvola od Američke 
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agencije za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) da se može koristiti 

kao rani marker sepse kod hitno primljenih odraslih pacijenata (46).  

Studije, koje su se bavile odnosom morfometrijskih parametara neutrofila i monocita i 

statusa vitamina B12, dale su različite rezultate. Prema istraživanju Simon-Lopeza i saradnika 

(33), srednje zapremine neutrofila i monocita su povezane sa sniženim koncentracijama 

kobalamina i folata, dok prema istraživanju Risch i saradnika ovi parametri nisu značajni, već 

su to koeficijenti varijacije zapremine neutrofila i monocita i povezani su sa niskim 

vrednostima holotranskobalamina (34). Pomenuta istraživanja, kao i doktorska disertacija, se 

pored kriterijuma za deficit vitamina B12, razlikuju i prema istraživačkoj populaciji. U 

doktorskoj disertaciji istraživanje je urađeno u grupi pacijenata sa rizikom za deficit vitamina 

B12, koji je podrazumevao da je starost ispitanika iznad 60 godina i/ili da su prisutni 

gastrointestinalni simptomi ili poremećaji koji mogu biti uzrok deficita kobalamina. Takođe, 

pacijenata su imali normocitne eritrocite, bili su bez inflamacije i ispoljene kliničke slike 

deficita. U istraživanju Simon-Lopez i saradnika (33) istraživačku grupu su činili anemični 

pacijenti i zdravi ispitanici, i drugi kriterijumi, osim anemije, nisu razmatrani (33). U radu 

Risch i sradnika (34) studijska grupa je obuhvatila osobe starije od 60 godina, bez inflamacije, 

bez kliničke slike deficita, i bez prisustva bolesti kompatibilnih sa deficitom vitamina B12. 

Takođe, ostali morfometrijski parametri nisu ispitani u navedenim istraživanjima, samim tim 

ostaje nepoznato kakvi bi se rezultati dobili. U doktorskoj disertaciji nije ustanovljena 

povezanost srednjih zapremina neutrofila i monocita sa sniženim koncentracijama kobalamina 

i folata prema graničnim vrednostima koje je predložila Svetska zdravstvena organizacija 

(47). Takođe, nije utvrđena povezanost koeficijenta varijacije zapremine neutrofila sa 

metilmalonskom kiselinom u objavljenom radu kandidata (35). Razlike su uočene prema 

standardnoj devijaciji za provodljivost neutrofila, morfometrijskom parametru koji zavisi od 

odnosa citoplazme i jedra, kao i od segmentacije jedra (48). Navedene razlike u rezultatima 

između doktorske disertacije i publikovanih radova mogu poticati od uočenih razlika u 

ispitivanoj populaciji, kao i kriterijuma statusa vitamina B12 po kojem su pacijenti grupisani.  

U istraživanju Simon-Lopez i saradnika navodi se da deficit gvožđa i drugi uzroci 

anemije ne utiču na srednju zapreminu neutrofila i monocita (33). Rezultati prikazane teze to 

potvrđuju, s tim što je uočeno da anemija i smanjena funkcija bubrega kao uzrok anemije ne 

utiču ni na ostale morfometrijske parametre, dok je deficit gvožđa pokazao povezanost sa 

standardnom devijacijom rasipanja svetlosti neutrofila. Iako nema drugih istraživanja o 

uticaju deficita gvožđa na ove parametre, postoje studije koje opisuju uticaj anemije izazvane 

deficitom gvožđa na broj, funkciju i morfologiju neutrofila (49−52). Prema istraživanju 
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Westerman i saradnika (51) kod pacijenata sa anemijom izazvanom deficitom gvožđa mogu 

se uočiti hipersegmentovani neutrofili. Mehanizam delovanja deficita gvožđa koji do toga 

dovodi za sada nije poznat. Standardna devijacija rasipanja svetlosti neutrofila zavisi od 

unutrašnje strukture neutrofila, tj. strukture jedra, samim tim rezultati doktorske teze 

potvrđuju istraživanje Westerman i saradnika da u prisustvu deficita gvožđa dolazi do 

promena u morfologiji neutrofila.  

 

D. Provera originalnosti doktorske disertacije 

 

Provera originalnosti ove disertacije izvršena je na način koji je propisan Pravilnikom 

o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u 

Beogradu. Program iThenticate je registrovao ukupno 5% poklapanja sa 117 izvora. 

Preklapanje teksta sa svim izvorima je manja od 1%. Detaljnim uvidom u materijal utvrđeno 

je da je podudarnost teksta posledica korišćenja istih referenci ili objavljenih radova 

kandidata, opštih mesta u vezi sa temom disertacije, naziva određivanih analita i njihovih 

graničnih vrednosti, laboratorijskih testova, korišćenih aparata, mernih jedinica i skraćenica.  

Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Dragane Totošković 

u potpunosti originalna, kao i da su poštovana akademska pravila citiranja. 

 

E. Zaključak  

 

Subklinički deficit kobalamina podrazumeva da je koncentracija jednog ili više 

biomarkera statusa vitamina B12 izvan referentnog opsega u odsustvu kliničkih manifestacija 

deficita. S obzirom na to da ne postoji zlatni standard u laboratorijskom ispitivanju statusa 

vitamina B12, teško je reći koji biomarker najbolje ukazuje na subklinički deficit. Jedino je 

moguće analizirati povezanost biomarkera, tj. odnos njihovih graničnih koncentracija za 

deficit i analizirati uticaje drugih faktora na njihove vrednosti. Povezanost povećanih 

vrednosti standardne devijacije provodljivosti neutrofila i niskih koncentracija kobalamina 

i/ili povećanih koncentracija metilmalonske kiseline ukazuje da kod pacijenata sa 

subkliničkim deficitom B12 postoi izmenjena morfologija neutrofila, iako se mikroskopski 

još uvek ne detektuje. 

Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV, korelacija 

između koncentracija kobalamina i metilmalonske kiseline u serumu veća je u poređenju sa 
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korelacijom koncentracija kobalamina i homocisteina, tj. metilmalonske kiseline i 

homocisteina. Kobalamin je najznačajniji prediktor vrednosti metilmalonske kiseline, ali ne i 

homocisteina. U subkliničkom, kao i u klinički manifestnom deficitu vitamina B12, postoji 

određen broj pacijenata koji ima sniženu koncentraciju kobalamina (< 221 pmol/L) u 

prisustvu normalnih vrednosti metilmalonske kiseline (≤ 210 nmol/L) i obrnuto. Jedno od 

objašnjenja je da su faze u razvoju deficita u zavisnosti od uzroka propraćene neslaganjem 

promena u koncentracijama biomarkera. Drugi mogući razlog je da svim pacijentima ne 

odgovaraju preporučene granične vrednosti za deficit, odnosno da može postojati individualna 

promena u koncentraciji biomarkera koja odstupa od utvrđenih graničnih koncentracija.  

Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV koncentracije 

kobalamina nisu pod uticajem pola, starosti i funkcije bubrega. Uticaj starosti i kreatinina 

postoji na koncentraciju metilmalonske kiseline, ali je značajno manji od uticaja kobalamina. 

Na vrednosti homocisteina u odsustvu kliničkih manifestacija deficita vitamina B12 veći 

uticaj imaju kreatinin i starost pacijenta od kobalamina. Zbog toga homocistein ne može 

pomoći u ispitivanju subkliničkog deficita vitamina B12, već kobalamin i/ili metilmalonska 

kiselina.  

Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV nije utvrđena 

povezanost biomarkera statusa vitamina B12 i anemije. Normalne vrednosti hemoglobina ne 

isključuju biohemjiski deficit kobalamina i/ili folata. Na pojavu anemije kod pacijenata sa 

rizikom za deficit kobalamina i normalnim MCV najveći uticaj ima deficit gvožđa i smanjena 

funkcija bubrega. Normalan MCV sa anemijom ili bez nje može biti posledica istovremenog 

prisustva deficita gvožđa i deficita kobalamina, ali može biti posledica i nedovoljno ispoljenih 

izolovanih deficita gvožđa i kobalamina.  

Nije utvrđen uticaj pola, starosti i bubrežne funkcije na morfometrijske parametre 

neutrofila. Nađena je povezanost povećanih vrednosti standardne devijacije provodljivosti 

neutrofila (NeC-SD) sa koncentracijama kobalamina < 221 pmol/L, folata < 10 nmol/L i 

metilmalonske kiseline > 210 nmol/L. Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da 

kod pacijenata sa rizikom za deficitom vitamina B12 a sa još uvek normalnim MCV, niskim 

koncentracijama kobalamina i/ili folata, NeC-SD potvrđuje prisustvo ranih morfoloških 

promena na neutrofilima. Koncentracija folata < 10 nmol/L ima uticaj na veći broj CPD 

parametara neutrofila i monocita u poređenju sa niskom koncentracijom kobalamina i 

povećanom koncentracijom MMA: NeV-SD, NeC-SD, NeS-SD, MoV-SD, MoC-SD, MoC i 

NeS. Najznačajniji među njima su NeC-SD i MoV-SD, tj. standardne devijacije provodljivosti 

neutrofila i zapremine monocita.  
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Povećane vrednosti homocisteina nisu povezane sa morfometrijskim parametrima 

neutrofila i monocita kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV. 

Snižene vrednosti hemoglobina same po sebi nisu povezane sa promenama u CPD 

parametrima neutrofila i monocita. Izolovani deficit gvožđa, kao najznačajniji uzročnik 

anemije, jeste povezan sa smanjenim vrednostima NeS-SD. 

Zbog uticaja inflamacije na CPD parametre neutrofila i monocita, NeC-SD ne može se 

koristiti za procenu statusa vitamina B12 i/ili folata u inflamatornim stanjima.  

Na osnovu promena parametra NeC-SD ne može se utvrditi da li je deficit kobalamina 

i/ili folata, jer je deficit oba vitamina povezan sa povećanim vrednostima NeC-SD. Parametar 

NeS-SD je pogodan za ispitivanje statusa gvožđa, ali ne kada je istovremeno prisutan i deficit 

folata, jer deficit folata utiče na njega. U slučajevima kada nema deficita kobalamina i/ili 

folata, tj. kada nema povećanja NeC-SD, snižene vrednosti NeS-SD mogu ukazati na 

izolovani deficit gvožđa. Odgovarajućim izborom granične vrednosti moguće je dobiti visoku 

negativnu prediktivnu vrednost za oba parametra i koristiti ih za isključivanje deficita 

kobalamina, folata i gvožđa. 

 

F. Obrazloženje naučnog doprinosa doktorske disertacije 

 

Vitamin B12 je neophodan za pravilan rast, razvoj i funkcionisanje ljudskog 

organizma (28). Njegov nedostatak ima negativne posledice po zdravlje u vidu hematoloških, 

gatroenteroloških i neuroloških simptoma. Činjenica da su neurološki simptomi ireverzibilni 

ukazuje na značaj ranog otkrivanja deficita i pravovremenog započinjanja terapije. Međutim, 

dijagnozu deficita vitamina B12 nije uvek lako postaviti. Dugo se deficit kobalamina 

posmatrao isključivo kroz prisustvo makrocitne anemije (54), ali hematološke manifestacije 

ne moraju uvek biti prisutne, tj. 25% pacijenata sa deficitom ima samo neurološke simptome 

(54), koji su raznovrsni i slični simptomima drugih bolesti. U okviru laboratorijskog 

ispitivanja deficita kobalamina problem predstavljaju nepostojanje zlatnog standarda (55), 

nedostatak referentnih metoda za određivanje biomarkera (16, 30), različite granične 

vrednosti za deficit (12), lažno normalni rezultati (12), uticaj drugih faktora na koncentraciju 

biomarkera (12). Sama klinička slika pruža određeni vid zlatnog standarda u odnosu na koji se 

interpretiraju laboratorijski rezultati. U slučajevima jasnih simptoma deficita uticaj 

nedostataka u laboratorijskoj dijagnostici nije veliki, jer će pacijent dobiti terapiju bez obzira 

na laboratorijske rezultate (55). Problem nastaje kada je klinička slika nejasna, što nije retkost 
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(55). Sa otkrićem subkliničkog deficita problemi u vezi sa dijagnostikom deficita vitamina 

B12 dodatno se produbljuju (12). Njegova prevalenca je značajno viša od prevalence klinički 

manifestnog oblika (16). Upravo zbog visoke prevalence, kao i nedovoljnog saznanja o tome 

kako nastaje, pod kojim uslovima progredira u klinički oblik i da li je povezan sa neurološkim 

simptomima, privlači pažnju istraživača (12). Rizičnu grupu čine starije osobe zbog visoke 

prevalence malapsorpcije kobalamina iz hrane izazvane atrofičnim gastritisom, kao i zbog 

rastuće prevalence perniciozne anemije sa godinama starosti (56). U rizične grupe spadaju i 

osobe sa gastrointestinalnim bolestima (23, 57). Međutim, ne postoji usaglašen stav oko 

njihovog skrininga ukoliko nemaju neki od simptoma koji upućuje na deficit kobalamina (56, 

57). Upravo se ovom grupom pacijenata, subkliničkim deficitom kobalamina, rutinskim i 

potencijalno novim markera deficita bavi prikazana doktorska disertacija.    

Pregledom literature nije ustanovljeno da postoje druge studije koje su istraživale 

status vitamina B12 u populaciji sa rizikom za deficit kobalamina, bez inflamacije i 

normalnim MCV. Zato rezultati ove doktorske disertacije mogu doprineti boljem 

razumevanju odnosa biomarkera statusa vitamina B12, kao i njihove povezanosti sa drugim 

faktorima poput starosti, pola, anemije, deficita gvožđa i funkcije bubrega u populaciji 

opterećenoj rizikom za deficit. Posebni doprinos doktorskoj disertaciji pružaja ispitivanje 

metilmalonske kiseline kao i analiza morfometrijskih karakteristika neutrofila i monocita, koji 

su nastali sa novim tehnologijama u razvoju hematoloških brojača.  

Rezultatima doktorske disertacije je pokazano da pacijenti sa rizikom za deficit 

kobalamina, iako nemaju kliničku sliku, u značajnom procentu imaju neadekvatan status 

vitamina B12. Takođe je utvrđeno da je neadekvatan status vitamina B12, izražen kroz niske 

koncentracije kobalimna ili povećane vrednosti metilmalonske kiseline, povezan sa 

povećanim vrednostima standardne devijacije za provodljivost neutrofila. Time je pokazano 

da pacijenti sa subkliničkim deficitom kobalamina imaju promene u morfologiji neutrofila pre 

pojave makrocitoze ili makrocitne anemije. S obzirom na to da je ovaj morfometrijski 

parametar povezan i sa niskim koncentracijama folata, može se smatrati ranim hematološkim 

markerom deficita oba vitamina. U odsustvu inflamatornih stanja, kao i bolesti i terapije koje 

utiču na broj i morfologiju leukocita, na osnovu vrednosti za standardnu devijaciju za 

provodljivost neutrofila mogu se selektovati pacijenti sa rizikom za deficit vitamin. 

Morofmetrijske karakteristike neutrofila mogu na velikom broju ćelija i primenom više 

principa merenja i statističke obrade rezultata, ranije detektovati morfološke promene jedra u 

odnosu na mikroskopski pregled razmaza periferne krvi. Značaj standardne devijacije za 

provodljivost neutrofila je u tome što se informacija o promeni u morfologiji neutrofila može 
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dobiti odmah sa rezultatom krvne slike, bez utroška dodatnog vremena i reagenasa. Sam 

postupak se može kalibrisati i kontrolisati, tj. standardizovati.  

   Iako metilmalonska kiselina i homocistein važe za osetljivije markere klinički 

manifestnog deficita vitamina B12 u odnosu na serumski kobalamin, za subklinički deficit 

podataka nema, jer ne postoji zlatni standard (13). U novijim istraživanjima se biomarkeri 

porede sa metilmalonskom kiselinom, iako zbog svoje nedovoljno ispitane specifičnosti ona 

ne može biti proglašena zlatnim standardom za deficit vitamina B12 (13). U doktorskoj 

disertaciji je analiziran odnos ovih parametara, tj. odnos njihovih vrednosti koje u odustvu 

kliničke slike označavaju subklinički deficit. Utvrđeno je da homocistein i metilmalonska 

kiselina nemaju prednost nad serumskim kobalaminom u ispitivanju subkliničkog deficita 

vitamina B12. Homocistein zbog uticaja drugih faktora nije pouzdan indikator, dok se 

povezanost metilmalonske kiseline sa standardnom devijacijom za provodljivost neutrofila 

nije razlikovala od povezanosti kobalamina sa ovim parametrom. Otkrićem ove povezanosti 

uspostavljena je veza između hematoloških i biohemijskih promena statusa kobalamina koja 

omogućava rano otkrivanje subkliničkog deficita B12 u rizičnim grupama pacijenata, a samim 

tim i blagovremenu primenu terapije.    
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