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Izvod

Ateroskleroza predstavlja hroni¢nu, fokalnu bolest intime krvnih sudova. lako je
veliki broj etioloSkih faktora ukljuen u patogenezu i progresiju ateroskleroze,
dislipidemija ima klju¢nu ulogu u razvoju ateroma. Ateroskleroza se nalazi u osnovi vecine
kardiovaskularnih bolesti (KVB), ukljuc¢uju¢i i ishemijsku bolest srca (IBS). Statini
predstavljaju hipolipemike izbora u primarnoj i sekundarnoj prevenciji KVB. Pored dejstva
na inhibiciju sinteze holesterola, statini ostvaruju i brojne plejotropne efekte. U rutinskoj
praksi za postavljanje dijagnoze dislipidemije i pracenje odgovora na terapiju statinima
koriste se osnovni parametri lipidnog statusa. Medutim, za sagledavanje celokupnog
metabolizma holesterola i pracenje njegove homeostaze, neophodno je odrediti efikasnost
sinteze i apsorpcije holesterola, njegovu raspodelu izmedu lipoproteinskih Cestica, kao i
ocCuvanost funkcije reverznog transporta holesterola. Homeostaza holesterola predstavlja
ravnotezu izmedu sinteze i apsorpcije holesterola. Odredivanje koncentracija prekursora u
sintezi holesterola (dezmosterol i latosterol) i fitosterola (kampesterol, stigmasterol i -
sitosterol) kao surogat-markera apsorpcije holesterola, moze ukazati na rani razvoj
dislipidemije i1 predvideti odgovor na terapiju statinima. Jednim imenom ovi markeri se
nazivaju neholesterolski steroli (NHS). Relativno niske koncentracije NHS predstavljaju
specifican problem za njihovu kvantifikaciju. Ovo je dodatni razlog za opseznu validaciju
metoda za odredivanje NHS, kao i za utvrdivanjem preanalitickih i analitickih faktora
uticaja na kvantifikaciju NHS. Kako bi se doprinelo boljem razumevanju metabolizma
holesterola 1 uticaja terapije statinima na homeostazu holesterola, ciljevi ove studije su bili:
uspostavljanje i validacija metode za odredivanje NHS; odredivanje koncentracija NHS
kod zdravih ispitanika (KG) i pacijenata sa IBS; odredivanje obrazaca homeostaze
holesterola i njihove povezanosti sa osnovnim parametrima lipidnog statusa i raspodelom
lipoproteinskih cestica male gustine (LDL) u ispitivanim grupama, i odredivanje masene
koncentracije fosfolipaze A2 udruzene sa lipoproteinom (Lp-PLA2).

U istrazivanju je ucestvovala 31 zdrava osoba, 32 pacijenta sa IBS na terapiji
statinima 1 47 pacijenata sa IBS bez terapije hipolipemicima. Koncentracije NHS 1
procentualni udeli pojedina¢nih masnih kiselina (MK) u odnosu na ukupan
masnokiselinski sastav plazme odredivani su metodom gasne hromatografije sa plameno-
jonizacionom detekcijom (GC-FID). Relativni udeli pojedinih subklasa lipoproteina
odredeni su gradijent-gel elektroforezom. Masene koncentracije Lp-PLA2 odredene su

ELISA imunohemijskom metodom.



Rezultati ove studije su pokazali da su serum i plazma adekvatni bioloski materijali
za odredivanje NHS. Koeficijenti varijacije unutar i izmedu serija za sve NHS su se kretali
izmedu 2,75-9,55% i 5,80-7,75% za plazmu i 3,10-5,72% i 3,05-10,92% za serum.
Vrednosti recovery testa za ispitivane NHS su iznosile 93,4-105,7% u plazmi i 87,5-
106,9% u serumu. Predstavljeni rezultati su dokazali da je za adekvatno hromatografsko
razdvajanje pikova NHS neophodan proces derivatizacije uzoraka, uz izbegavanje
koris¢enja plasti¢nog laboratorijskog materijala. Nivoi dezmosterola i latosterola su bili
znacajno visi u obe grupe pacijenata u odnosu na KG. Koncentracije dezmosterola su
pokazale negativnu korelaciju sa veli¢inom LDL cestica u KG (r=-0,459, p=0,016) i u
grupi pacijenata bez terapije statinima (r=-0,381, p=0,012). Za procenu obrazaca
homeostaze holesterola, svaka grupa ispitanika je podeljena na podgrupe sa sniZzenom ili
poviSenom sintezom i sniZzenom ili poviSenom apsorpcijom (SS/SA, SS/PA, PS/SA,
PS/PA) prema medijalnim vrednostima koncentracija dezmosterola, odnosno latosterola 1
[-sitosterola. Vrednosti ukupnog holesterola u podgrupama rasle su sa porastom sinteze
i/ili apsorpcije. U KG, PS/SA podgrupa imala je najviSe vrednosti triglicerida i najveci
udeo malih gustih LDL cestica. U grupi pacijenata na terapiji statinima, PS/SA podgrupa
imala je najniZze koncentracije LDL holesterola i najmanji udeo LDL IVB subklasa u
odnosu na ostale grupe. Koncentracije Lp-PLA?2 su bile zna¢ajno viSe u grupi pacijenata
bez terapije statinima u odnosu na grupu pacijenata na terapiji i KG (p<0,01 za oba
poredenja). Uocen je trend ka viSim vrednostima arahidonske kiseline i nezasi¢enih MK
serije n-3 u grupi pacijenata na terapiji statinima u odnosu na ostale ispitivane grupe.

Na osnovu koncentracija NHS mogu da se odrede obrasci sinteze i apsorpcije
holesterola i identifikuju osobe sa poviSenim rizikom za nastanak i razvoj KVB.
Zahvaljuju¢i dobijenim obrascima homeostaze holesterola, pre otpocCinjanja
hipolipemijskog tretmana, moguce je predvideti odgovor na terapiju, a kasnije i pratiti
efekte preporucene terapije. Pracenje koncentracija Lp-PLA2, daje dodatne informacije o
pozitivnhom efektu terapije statinima na stabilizaciju aterosklerotskog plaka.

Kljuéne reci: dislipidemija, neholesterolski steroli, homeostaza holesterola,

validacija metode.
Nau¢na oblast: medicinske nauke- Farmacija
UZa naucna oblast: Medicinska biohemija
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Abstract

Atherosclerosis is a chronic, focal disease of the blood vessel intima. Even though
many etiological factors are involved in the pathogenesis and progression of
atherosclerosis, dyslipidemia has the key role in atheroma development. Atherosclerosis is
the underlying cause of the most cardiovascular diseases (CVD), including coronary artery
disease (CAD). Statins represent a hypolipemics of choice in primary and secondary CAD
prevention. In addition to the inhibitory effect on cholesterol synthesis, statins also have
numerous pleiotropic effects. Basic lipid parameters are used for diagnosing dyslipidemia
and monitoring the statin therapy response in clinical practice. However, in order to
examine the overall cholesterol metabolism and monitor its homeostasis, it is necessary to
examine the efficiency of cholesterol synthesis and absorption, its distribution between
lipoprotein particles, and the preservation of the reverse cholesterol transport function.
Cholesterol homeostasis represents the balance between cholesterol synthesis and
absorption. Non-cholesterol sterols (NCSs) represent cholesterol synthesis precursors
(desmosterol and lathosterol) and cholesterol absorption surrogate markers (phytosterols -
campesterol, stigmasterol and B-sitosterol). These markers can indicate early development
of dyslipidemia and predict response to statin therapy. Relatively low NCSs concentrations
represent a specific problem for their quantification. This represents the additional reason
to conduct an extensive method validation for NCSs determination, as well as to resolve
pre-analytical and analytical factors of influence. In order to contribute to a better
understanding of cholesterol metabolism and the statin effects on cholesterol homeostasis,
the objectives of this study were: establishing and validating the method for NHSs
determination; determination of NHSs concentrations in healthy subjects (CG) and CAD
patients; determination of cholesterol homeostasis patterns and their association with basic
lipid parameters and distribution of low-density lipoprotein subclasses (LDL) in examined

groups, and dtermination of lipoprotein-associated phospholipase A2 concentration.

The study included 31 healthy controls (CG), 32 statin-treated patients and 47
statin-naive CAD patients. The NCSs concentrations and fatty acid (FA) profiles were
determined by gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID). Lipoprotein
subclasses were separated by gradient gel electrophoresis and lipoprotein-associated

phospholipase A2 concentration has been determined by ELISA assay.

The results of this study have shown that both serum and plasma are adequate

biological materials for NCSs determination. Intra- and inter-assay variabilities for all



NCSs were 2.75-9.55% and 5.80-7.75% for plasma and 3.10-5.72% and 3.05-10.92% for
serum, respectively. Recovery studies showed satisfactory percentage errors for all NCSs:
93.4-105.7% in plasma and 87.5-106.9 in serum. The presented results showed that the
derivatisation of samples is necessary in order to obtain adequate chromatographic NCSs
separation, and that the use of plastic laboratory consumables should be avoided. The
concentrations of desmosterol and lathosterol were significantly higher in both groups of
patients compared to CG. Desmosterol concentrations showed a negative correlation with
the LDL particle size in CG (r = -0.459, p = 0.016) and in a statin-naive patients (r = -
0.381, p = 0.012). For the assessment of cholesterol homeostasis, we divided each group of
participants into four subgroups with good or poor synthesis and good or poor absorption
(PS/PA, PS/GA, GS/PA and GS/GA) according to desmosterol or lathosterol and -
sitosterol median values. Within subgroups, total cholesterol levels increased with
increasing synthesis and/or absorption. In CG, the GS/PA subgroup had the highest
triglyceride values and the largest proportion of small dense LDL particles. In the statin-
treated patients, GS/PA subgroup had the lowest LDL-cholesterol concentration and the
smallest LDL IVB subclasses distribution compared to other groups. Lp-PLA2
concentrations were significantly higher in statin-naive patients compared to the statin-
treated group and CG (p <0.01 for both comparisons). There was a trend towards a higher
value of arachidonic acid and unsaturated FA n-3 series in the statin-treated patients

compared to the other groups of subjects.

Based on NHSs concentrations, it is possible to determinate cholesterol synthesis
and absorption patterns and identify individuals at high risk for the CVD development and
progression. In addition, determinations of cholesterol homeostasis patterns are potentially
useful tool for predicting the individual propensity toward hypolipidemic therapy response.
With determination of Lp-PLA2 values, it is possible to estimate positive effect of statin

therapy and risk of atherosclerotic plaque rupture.

Key words: dyslipidemia, non-cholesterol sterols, cholesterol homeostasis, method

validation
Scientific field: Medical sciences - Pharmacy
Special topic: Medical biochemistry
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1. Uvod

Brza globalizacija, urbanizacija, te povecanje prosecne starosti stanovniStva, doveli
su do toga da broj hroni¢nih nezaraznih bolesti postane sve veci, time predstavljajuci
izazov za savremene sisteme zdravstvene zastite. Kardiovaskularne bolesti (KVB), pored
razlicitih vrsta karcinoma, hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, kao i Dabetes mellitus tip 1
1 II, nalaze se na samom vrhu ovog spiska, a zabrinjavajuc¢i podatak je taj da je sve veci
broj obolelih u zemljama u razvoju [1]. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije
(§Z0), incidenca i prevalenca KVB je sve vea i one predstavljaju vodec¢i uzrok
morbiditeta, komorbiditeta 1 mortaliteta [1, 2].

U 2011. godini, Generalna skupStina Ujedinjenih nacija je u delu deklaracije koji se
odnosi na brigu o zdravlju CoveCanstva, na prvom mestu, medu hroni¢nim bolestima,
izdvojile KVB kao pandemijski zdravstveni problem. KVB su oznacene i kao ozbiljan
problem sa velikim druStveno-ekonomskim posledicama, koji se manifestuje kroz
smanjenje radne sposobnosti, porast invaliditeta, te povecanje troSkova za lecenje obolelih,
naroCito u manje razvijenim zemljama i zemljama u razvoju. Ujedinjene Nacije su tada
postavile ambiciozne planove kroz projekat ,,Milenijumski razvojni ciljevi Ujedinjenih
Nacija“ (enlg. United Nations Millennium Development Goals — MDGs) za prevenciju i
smanjenje broja obolelih od KVB 1 poboljSanje zdravlja ¢ovecanstva [1]. Epidemioloski
podaci razliCitih studija i udruzenja potkrepljuju ove napore usmerene ka adekvatnoj i
efikasnijoj prevenciji. Americko udruzenje za srce (engl. American Heart Association —
AHA) navodi podatak da je u 2016. godini ukupan broj obolelih od ishemijske bolesti srca
(IBS) iznosio 15,5 miliona osoba starijih od 20 godina u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD). Takode, projektovani trend za 2020. godinu na osnovu analize AHA,
predvida da ¢e svake 42 sekunde jedan stanovnik SAD doZiveti infarkt miokarda [3].
Navodi najpoznatije prospektivne studije, Framingham Heart Study, kao i vodi¢i koje
publikuju znacajna svetska udruZenja iz oblasti kardiologije, kao S$to su Evropsko
udruzenje kardiologa (engl. European Society of Cardiology — ESC), Evropsko udruzZenje
za aterosklerozu (engl. European Atherosclerosis Society — EAS) i AHA, istiCu znacaj
prevencije KVB, sumiraju¢i faktore rizika koji doprinose razvoju KVB. Vodi¢i ovih
udruZenja pruzaju informacije o ciljevima primarne i sekundarne prevencije KVB, time
dajuci prioritet prevenciji i ranom prepoznavanju bolesti u odnosu na kurativu [4-6].

Prikazani podaci govore u prilog naporima usmerenim ka poboljSanju primarne i

sekundarne prevencije KVB. PaZnja klinickih studija usmerena je ka evaluaciji

1



tradicionalnih faktora rizika, ali i otkrivanju novih markera koji bi doprineli ranom
otkrivanju, efikasnijoj terapiji i pouzdanijoj prognozi odgovora na terapiju i proceni ishoda

bolesti.

1.1. Klasifikacija i epidemiologija kardiovaskularnih bolesti

KVB predstavljaju veliku i heterogenu klasu oboljenja koje obuhvataju srce ili
krvne sudove. Prema desetoj reviziji medunarodne klasifikacije bolesti (engl. International

Classification of Diseases, 10th revision — ICD10, MKB10) one ukljucuju:
» Akutnu reumatsku groznicu;
» Hroni¢ne reumatske bolesti srca;
» Bolesti prouzrokovane povisenim krvnim pritiskom;
>

Ishemijsku bolest srca (koronarnu bolest srca), sa svoja Cetiri oblika -
anginom pektoris, akutnim infarktom miokarda, iznenadnom sréanom

smrcu 1 ishemijskom kardiomiopatijom;
» Bolesti srca pluénog porekla i bolesti krvnih sudova pluca;
» Bolesti krvnih sudova mozga;

» Bolesti arterija, malih arterija i kapilara, vena, limfnih sudova i limfnih

¢vorova;

» Druge i neoznacene bolesti srca i krvotoka [7].

Ishemijska bolest srca (IBS) predstavlja naj¢eScu bolest iz ove velike grupe [7]. U
okviru Global Burden of Disease 2015 (GBD) studije koja je sprovela meta-analizu za
period od 1990-2015. godine, epidemioloSke karakteristike KVB procenjene su
koris¢enjem statistickih softvera za modelovanje i podataka iz zdravstvenih istrazivanja,
prospektivnih kohorta, kao 1 dostupnih podataka iz zdravstvenih sistema pojedinih drzava
[8]. Rezultati ove meta-analize pokazuju da je prevalenca KVB u 2015. godini na
globalnom nivou, standardizovana za starost, iznosila 422,7 miliona sa intervalom
pouzdanosti od 95% (95% IP) od 415,53 do 427,87 miliona slucajeva [8]. Na slici 1

prikazana je prevalenca obolelih od KVB u svetu.
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Slika 1. Globalni prikaz raspodele ukupnog broja obolelih od KVB. Preuzeto iz: Roth GA,
Johnson C, Abajobir A, Abd-Allah F, Abera SF, Abyu G, Ahmed M, Aksut B, Alam T, Alam
K, Alla F. Global, regional, and national burden of cardiovascular diseases for 10 causes,

1990 to 2015. J Am Coll Cardiol. 2017;70:1-25.

Podaci ove studije ukazuju na dramati¢an porast broja smrtnih slucajeva
uzrokovanih KVB u periodu od 1990. do 2015. godine. Od 1990. Godine, dominira porast
mortaliteta uzrokovanih komplikacijama KVB, a na listi vodec¢ih uzroc¢nika smrti, KVB se
nalaze na prvom mestu. Podaci GBD studije beleZe da je 1990. godine registrovano 12,59
miliona (95% IP: 12,38 do 12,80 miliona) smrtnih slu¢ajeva uzrokovanih KVB, a 2015.
godine ¢ak 17,92 miliona (95% IP: 17,59 do 18,28 miliona) smrtnih slucajeva. Ovaj porast
broja umrlih od KVB posledica je sve veCeg broja obolelih od arterijske hipertenzije,
Diabetes mellitus-a tip I i 1I 1 hroni¢ne bubrezne bolesti, ¢ije prisustvo doprinosi razvoju
KVB, kao i porast broja starijih osoba [8]. Na slici 2 prikazana je stopa mortaliteta

uzrokovana KVB.
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Slika 2. Globalni prikaz stope mortaliteta uzrokovane KVB. Preuzeto iz: Roth GA, Johnson
C, Abajobir A, Abd-Allah F, Abera SF, Abyu G, Ahmed M, Aksut B, Alam T, Alam K, Alla
F. Global, regional, and national burden of cardiovascular diseases for 10 causes, 1990 to

2015. J Am Coll Cardiol. 2017;70:1-25.

Epidemioloski obrasci KVB se razlikuju ukoliko se u proracun za incidencu,
prevalencu 1 morbiditet uracunaju prosecna starost stanovniStva u datoj regiji i
socioekonomski status. S tim u vezi, podaci GBD studije ukazuju na povecanu stopu
smrtnosti uzrokovanu KVB medu muskom populacijom u zemljama u razvoju [8].

Prema podacima Nacionalnog vodi¢a dobre klini¢ke prakse za dijagnostikovanje i
lecenje IBS, danas u svetu u strukturama obolevanja i umiranja od KVB, dominira
incidenca i mortalitet od IBS, dok u Srbiji po stopi mortaliteta ona zauzima tre¢e mesto [7].
Takode, podaci vodi¢a navode da je u naSoj populaciji veliki broj umrlih od IBS prikriven
u podgrupi umrlih od ostalih KVB [7]. Ucestalost IBS raste nakon 40. godine Zivota, sa
prevalencom koja se drasticno povecava sa starenjem. Za nas je od posebnog znacaja
podatak da broj obolelih beleZi najveéi porast u slabije razvijenim evropskim zemljama,
gde gotovo polovinu obolelih unutar populacije KVB bolesnika ¢ine oboleli od IBS. Jos
alarmantniji podaci govore da je stopa smrtnosti od IBS, unutar populacije umrlih od KVB
u zemljama jugoistone Evrope najveca i iznosi preko 50% [8].

Kako u osnovi IBS leZi aterosklerotski proces na koronarnim krvnim sudovima, za
razumevanje ovog procesa neophodno je sagledati uticaj razlicitih etioloSkih faktora i

razumeti njihovo sinergisticko delovanje na molekulskom nivou.



1.2. Etiologija i patogeneza ateroskleroze

Ateroskleroza predstavlja multifaktorsko, hroni¢no oboljenje zidova velikih i
srednjih arterija koje karakteriSe endotelna disfunkcija, vaskularna inflamacija,
akumulacija lipida 1 komponenti ekstracelularnog matriksa, Sto rezultuje formiranjem i
progresijom aterosklerotskog plaka - ateroma. U patogenezi aterosklerotskih promena lezi
veliki broj etioloskih faktora koji ucestvuju u kompleksnim interakcijama na molekulskom
nivou 1 pri tome ostvaruju jak sinergisticki efekat [9]. Zahvaljujuc¢i rezultatima najvece
epidemioloske longitudinalne studije - Framingham Heart Study, ustanovljen je veliki broj
faktora rizika, medu kojima se kao najznacajniji izdvajaju: uzrast, pol, pusacki status,
fizicka aktivnost i nacin ishrane, prisustvo klinicki manifestnih i subklinickih infekcija,
hiperfibrinogenemija, hiperhomocisteinemija, kao 1 prisustvo drugih patoloskih stanja koja
su pracena aterosklerotskim promena na krvnim sudovima i kod kojih se kao komorbiditet
najcesce javlja IBS (hipertenzija, dislipidemija, Diabetes mellitus tip 1 i II) [4, 9-19].
Shodno multifaktorskim ¢iniocima, postavljeno je visSe hipoteza koje nude objasnjenja o
dominantnim etioloskim faktorima i molekularnim mehanizmima nastanka i razvoja

ateroskleroze. Te hipoteze su:

Odgovor na ostec¢enje endotela;
Monoklonalna hipoteza;
Lipidna hipoteza;

Inflamacija;

Regresija lezije;

Nestabilan plak [11].

YV V. V V V V

Najrasprostranjenija hipoteza jeste ona zasnovana na odgovoru na oStecenje
endotela, koja je i najodrzivija, jer u odredenim fazama patogeneze obuhvata sve ostale
hipoteze [11, 20]. Prema ovoj teoriji, nastanak aterosklerotske lezije prolazi kroz 3 faze

koje su prikazane na slici 3:

» Inicijalna faza u razvoju ateroskleroze;
» Progresija lezije;

» Ruptura plaka i tromboza.



—

Slika 3. Faze u razvoju aterosklerotske lezije. Preuzeto sa:

https://femilyspiersbiology.weebly.com/alevel-biology-blog/atherosclerosis, 11. 6. 2018.

Na slici 3 (a) prikazani su poprecni 1 uzduZni preseci zdrave arterije i njene
histoloske karakteristike. U zidu arterije razlikujemo tri sloja: unutraS$nji omota¢ (lat.
tunica intima), srednji omota¢ (lat. tunica media) 1 spoljaSnji omotaé (lat. tunica
adventitia). UnutraSnji omota¢ obloZen je endotelom sastavljenim od jednog sloja celija
koje su u direktnom kontaktu sa strujom cirkuliSu¢e krvi i koje nalezu na bazalnu
membranu. U okviru ovog sloja nalazi se i subendotelni prostor, unutrasnja elasticna
lamina i1 rezidualne glatkomiSi¢ne Ccelije, Cije je prisustvo karakteristicno za humani
organizam. Srednji omotac se sastoji od glatkomiSi¢nih Celija, ekstracelularnog matriksa
saCinjenog od elastina i kolagena i elesticne lamine koja ovaj sloj odvaja od adventicije.
Spoljasnji omotac se sastoji od rastresitog vezivnog tkiva sa kolagenim vlaknima, mreZom
elasti¢nih vlakana, fibroblastima i makrofagama, krvnim sudovima (lat. vasa vasorum) i

nervnim zavrSecima [20, 21].



U delu slike 3 (b) prikazana je inicijalna faza u patogenezi aterosklerotske lezije.
Kao odgovor na povredu endotela, razvija se vaskularna inflamacija i1 proliferacija
vezivnog tkiva. Pod uticajem razliCitih agenasa dolazi do oSte¢enja endotela. Odgovor na
oStec¢enje obuhvata hemotaksu, adheziju leukocita iz krvi na aktivirani jednoslojni endotel,
te usmerenu migraciju adheriranih leukocita ka intimi. Nakon prodora monocita u
subendotelni prostor, dolazi do njihove diferencijacije u tkivne makrofage 1 kasnijeg
preuzimanja lipidnih komponenti. Upravo, centralnim dogadajem u nastanku ranih
aterosklerotskih lezija smatra se prolazak Cestica lipoproteina niske gustine (engl. low-
density lipoprotein — LDL) u zid arterija i njihovo preuzimanje od strane makrofaga. U tom
smislu, pored postojanja brojnih etioloSkih faktora, dislipidemija igra centralnu ulogu u
razvoju ateroma. U stanjima oCuvanog integriteta endotela, pod fizioloSkim uslovima, LDL
Cestice se iz subendotela transportuju kroz intimu i mediju do vasa vasorum i limfnih
sudova adventicije. Usled aktivacije endotela, te smanjenog antioksidativnog kapaciteta
subendotela, LDL cestice podleZzu oksidativnoj, ali 1 enzimskim modifikacijama 1
glikozilaciji. Oksidovano modifikovane LDL cestice (oxLLDL) lako postaju dostupne
receptorima hvatacima (engl. scavenger receptors — SR) na povrSini makrofaga, koji
nekontrolisanim putem preuzimaju holesterol i uzrokuju njegovu akumulaciju u
citoplazmi. Ovo naruSavanje intracelularne homeostaze holesterola dovodi do formiranja
posebnog histoloskog entiteta karakteristicnog za ranu fazu formiranja ateroma — penastih
¢elija [20, 22, 23].

Dalja progresija lezije ukljucuje oslobadanje faktora rasta od strane monocita,
trombocita 1 endotelnih celija, te migraciju glatkomiSi¢nih celija iz medije u intimu,
proliferaciju rezidualnih i glatkomiSi¢nih celija iz medije, kao i povecanu sintezu
makromolekula ekstracelularnog matriksa, kao $to su kolagen, elastin i proteoglikani (slika
3 (¢)). Na ovom nivou, aterosklerotski proces je joS uvek reverzibilan [23]. Premda penaste
¢elije poseduju manje proinflamatoran fenotip od makrofaga, sintezom hemoatraktanata i
razlicitih citokina dovode do dalje progresije aterosklerotskog plaka [20, 23].

Penaste celije, zajedno sa glatkomiSi¢nim celijama ¢ine osnovu aterosklerotskog
plaka. Kako lezija napreduje, dolazi do apoptoze ovih Celija i formiranja nekroticnog
jezgra unutar plaka. Oslobodene lipidne komponente se akumuliraju u ekstracelularnom
prostoru subintime u vidu kristala holesterola, formirajuci lipidno nekroti¢no jezgro. Kako
aterosklerotski plak napreduje, dolazi do proliferacije vasa vasoruma od adventicije ka
plaku (slika 3 (d)), ali sa napredovanjem procesa, posledi¢no, i do razvoja kolateralne

cirkulacije razliCitog stepena u ishemi¢nom tkivu distalno od okluzije [20, 24-26]. Ovo
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omogucava dalje nagomilavanje makrofaga, T limfocita 1 eritrocita. Studija Acar i
saradnika navodi da je upravo odnos trombocita i limfocita nezavisan pokazatelj stepena
aktivacije, razvoja i uvecanja kolateralne cirkulacije [25]. Sa progresijom lezije, moZe do¢i
do potpunog narusavanja integriteta endotela, te kontakta tkivnog faktora sa faktorima
koagulacione kaskade i aktivacije procesa koagulacije, Sto za posledicu ima taloZenje i
aktivaciju trombocita na mestu oStec¢enja, ¢ime se inicira stvaranje tromba [20, 21, 23, 24].
Upravo proces tromboze, kao i posledicno formiranje tromba i eventualnih embolusa,
predstavljaju krajnju, manifestnu komplikaciju ateroskleroze, prac¢enu klini¢kim,
subjektivnim 1 objektivnim znacima ishemijske bolesti. Opisani su razli¢iti mehanizmi koji
konvertuju stabilan u vulnerabilan plak [27]. Za razliku od vulnerabilnog, stabilan plak
sadrzi manje inflamatornih ¢elija, ima manje nekroti¢no jezgro, veci sadrzaj glatkomiSi¢nih
¢elija i komponenti ekstracelularnog matriksa, ali i jaku fibroznu kapu koja mu obezbeduje
stabilnost, te je manja verovatno¢a da dode do tromboze i embolije. Tokom destabilizacije
plaka primecena je znacajna apoptoza glatkomiSi¢nih celija prisutnih u fibroznoj kapi
plaka, Sto uzrokuje smanjenu proizvodnju proteina ekstracelularnog matriksa koji takode
doprinose stabilnosti plaka. Apoptoticne mase uvecavaju nekroticno jezgro i podsti¢u
inflamatorni proces, te progresiju plaka iz stabilnog ka vulnerabilnom [20, 23, 27].

Dakle, ateroskleroza predstavlja hroniCan proces, sa sloZzenim celijskim 1
molekularnim interakcijama. Od klju¢nog znacaja u predvidanju komplikacija bolesti i
pravilnom lecenju jeste neophodnost sagledavanja i razumevanja progresije, ali i moguce
stagnacije 1 reverzibilnosti samog procesa. Kako se smatra da je prodor LDL cestica u
subendotelni prostor i njihovo preuzimanje od strane makrofaga bitan preduslov za
formiranje penastih ¢elija, dislipidemija predstavlja vodec¢i uzrok progresije ateroskleroze.
Razumevanjem nastanka dislipidemije, ali i mehanizama njenog delovanja na razvoj
ateroskleroze, moguce je zaustaviti progresiju reverzibilnog ka ireverzibilnom

aterosklerotskom procesu.

1.3. Dislipidemija i ateroskleroza

Ocigledna je uloga lipidnih komponenti, pre svega holesterola sadrZzanog u LDL
lipoproteinskim Cesticama (LDL-h), u nastanku i progresiji aterosklerotske lezije [11, 20,
22, 23, 28]. Kako holesterol ulazi u sastav svih lipoproteinskih Cestica, metabolizam

holesterola usko je povezan sa metabolizmom svih lipoproteina. Metabolizam pojedinih



klasa lipoproteina je uzajamno uslovljen i1 povezan, zbog cega se njihova uloga u
aterogenezi mora sagledati kroz njihov lipidni 1 proteinski sastav.

Iako je LDL c&estica nosilac gotovo 60-70% ukupnog holesterola u plazmi [29],
nedvosmisleno je dokazano da aterogeni lipidni profil pored povisenih vrednosti LDL-h
podrazumeva i poviSene vrednosti ukupnog holesterola (UH) i triglicerida (TG), kao i
nizak nivo holesterola sadrZzanog u lipoproteinima visoke gustine (engl. high-density
lipoprotein — HDL) (HDL-h). Ovi lipidni parametri predstavljaju tradicionalne lipidne
faktore rizika za nastanak IBS [29]. Smernice naseg Nacionalnog vodi¢a dobre klinicke
prakse za dijagnostikovanje i leCenje ishemijske bolesti srca, kao i medunarodnog vodica,
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) koji
se koriste u praksi, upravo preporucuju odredivanje, ovih, osnovnih parametara lipidnog
statusa za procenu rizika, postavljanje dijagnoze i pracenje terapije IBS. Takode, uz
lipidne, preporucuje se i odredivanje koncentracije proteinskih komponenata lipoproteina,
apolipoproteina B-100 (apoB-100) i apolipoproteina Al (apoA-I) [7, 29]. Tri najcesce
promene u lipidnom profilu koje se sre¢u kod pacijenata sa aterosklerozom su poviSena
koncentracija TG, smanjena koncentracija HDL-h i prisustvo malih gustih LDL cestica
(engl. small, dense low density lipoprotein — sdLDL). Ove promene u vrednostima lipidnih
parametara oznacavaju se kao ,lipidna trijada“. Noviji pristupi u prevenciji 1 leCenju
dislipidemija smatraju nedovoljnim odredivanje osnovnih parametara lipidnog statusa za
sveobuhvatnu procenu rizika. U prilog ovim tvrdnjama govore prethodno navedeni,
zabrinjavaju¢i epidemioloski podaci o porastu stope smrtnosti uzrokovane IBS, ali i
rezultati velikog broja studija, koje opisuju sloZene mehanizme nastanka dislipidemije [1-
3, 8, 30]. Upravo, za bolje razumevanje kompleksnih mehanizama nastanka dislipidemije,
paZnja savremenih bazi¢nih, ali i klinic¢kih istraZivanja premestena je sa tradicionalnih na
novije faktore rizika. S tim u vezi, neophodno je sagledati proces homeostaze holesterola i
mehanizme njene regulacije uzimajuc¢i u obzir relevantne fizioloSke procese kao Sto su
sinteza 1 apsorpcija holesterola [30]. Zatim, novija istraZzivanja navode da je vazZno
ustanoviti distribuciju holesterola na nivou lipoproteinskih cestica, njihov kvalitet i
kvantitet, kao i proniknuti u biohemijsku osnovu stabilnosti aterosklerotskog plaka [23, 24,
28, 31-33]. Takode, odredivanjem masnokiselinskog profila plazme, moguce je dobiti
detaljniji uvid u njihovu raspodelu unutar TG, estara holesterola i slobodne frakcije, kao 1
nutritivni status organizma [34, 35]. Time se dobija potpunija biohemijska slika, koja
omogucava bolju identifikaciju individualnih razlika u metabolizmu lipida, efikasniju

prevenciju i protokole lecenja [29, 30].



1.4. Homeostaza holesterola

Uprkos brojnim istraZzivanjima, metabolizam holesterola, kao i njegova povezanost
sa strukturom i sastavom lipoproteinskih Cestica i dalje nisu u potpunosti razjaSnjeni. U
novijoj literaturi navodi se da je neophodno sagledati metabolizam holesterola kroz
razmatranje svih relevantnih fizioloskih procesa koji ukljucuju ovaj biomolekul [30, 36-
38]. Metabolicki putevi koji odreduju koli¢inu holesterola prisutnu u organizmu su procesi
njegove sinteze i apsorpcije. Homestaza holesterola predstavlja ravnotezu izmedu ovih
procesa [30, 36, 38]. Biosinteza i apsorpcija holesterola su regulisani mehanizmima
negativne povratne sprege. Povecanje apsorpcije holesterola dovodi do suprimiranja
sinteze i obrnuto [30, 36]. Smatra se da je serumska koncentracija holesterola odraz
funkcionalnosti i medusobne uslovljenosti ovih procesa. U zavisnosti od kapaciteta i
efikasnosti ovih procesa, kao i njihove medusobne povezanosti, prisutni su razli¢iti obrasci
sinteze 1 apsorpcije, odnosno razli€iti obrasci homeostaze holesterola [30].

Zahvaljuju¢i  savremenim hromatografskim tehnikama, identifikacijom i
kvantifikacijom markera sinteze i apsorpcije holesterola, moguce je proceniti oCuvanost
njegove homeostaze. Dezmosterol 1 latosterol su intermedijeri u putevima sinteze
holesterola, te se smatraju surogat-markerima efikasnosti procesa sinteze. Poznato je da se
fitosteroli u enterocitima apsorbuju na isti na¢in kao i holesterol. Upravo je ova Cinjenica
omogucila koriS¢enje biljnih sterola (kampesterola, stigmasterola i [B-sitosterola) kao
surogat-markera efikasnosti apsorpcije holesterola. Jednim imenom markeri sinteze i
apsorpcije holesterola oznacavaju se kao neholesterolski steroli (NHS) [30, 39]. Studija
koja se bavila odredivanjem cirkuliSu¢ih markera homeostaze holesterola, dosla je do
zakljucka da u razli¢itim fizioloSkim i patoloSkim stanjima postoje razli¢iti obrasci
homeostaze holesterola [36]. Kod pacijenata sa KVB nivoi markera sinteze i apsorpcije su
izmenjeni u poredenju sa zdravom populacijom, $to ukazuje na poremecéaj homeostaze
holesterola koji je prisutan u ovoj patoloskoj grupi. Smatra se da je ovaj disbalans u
homeostazi jedan od cCinilaca koji uzrokuje dislipidemiju, progresiju ateroskleroze, te
posledi¢no razvoj kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti [30]. Takode, primeceno
je da poremecaji homeostaze holesterola doprinose razvoju gojaznosti, metabolickog
sindroma, dijabetesa i neurodegenerativnih bolesti [38-43]. Nedavne studije sugeriSu da
klju¢ razumevanja homeostaze holesterola lezi u sagledavanju efikasnosti procesa sinteze i

apsorpcije holesterola, sa posebnom paZnjom usmerenom ka njihovom balansu [43-45].
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Razli¢iti egzogeni faktori, kao S$to su naCin ishrane 1 upotreba lekova
(hipolipemika), uticu na regulaciju homeostaze holesterola [30]. Biljni steroli
kompetitivnim mehanizmima apsorpcije sa dijetarnim i bilijarnim holesterolom dovode do
smanjenja njihove apsorpcije, te smanjenja koncentracije holesterola u krvi i odrZavanja
homeostaze [30, 39]. Takode, homeostaza holesterola se tokom terapije statinima ponovo
uspostavlja smanjenjem procesa sinteze i povecanjem procesa apsorpcije. Medutim,
nekoliko prospektivnih i interventnih studija je pokazalo da u grupi pacijenata sa IBS
perzistira podgrupa kod koje se homeostaza holesterola ne uspostavlja tokom terapije
statinima. Ti pacijenti su u toku terapije statinima doZiveli neki kardiovaskularni dogadaj,
ili iznenadnu sré¢anu smrt. Smatra se da je kod ovih pacijenata primarni poremecaj na nivou
apsorpcije doveo do dinamicke disregulacije homeostaze [36, 46, 47]. Klinicki, odgovor na
terapiju statinima se posmatra kroz o¢ekivano smanjenje LDL-h, koje je u ovoj podgrupi
pacijenata neznatno. Namece se pretpostavka da se kod ovih pacijenata suprimiranjem
sinteze holesterola dodatno podstice apsorpcija, Sto dovodi do perzistiranja
hiperholesterolemije [36, 48]. lako se prema ATP III kriterijjumima u tretmanu
dislipidemija, te za primarnu i sekundarnu prevenciju IBS, preporucuje uvodenje statina
kao leka izbora [29], mnogi naucnici su miSljenja da je pre otpocCinjanja terapije kljucno
odrediti markere sinteze i apsorpcije holesterola. Na ovaj nacin moguce je ustanoviti na
kom nivou je doSlo do poremecaja homeostaze i blagovremeno primeniti adekvatan

tretman [36, 39, 46-48].

1.4.1. Sinteza holesterola

Sinteza holesterola se odvija u gotovo svim humanim celijama, sa najve¢im
kapacitetom de novo sinteze u hepatocitima. Pored sinteze holesterola, uloga hepatocita se
ogleda i kroz sintezu apolipoproteina, metabolizam lipoproteina i sintezu i ekskreciju
Zucnih kiselina, te se jetra smatra glavnim regulatorom homeostaze holesterola. Prekursor
u sintezi holesterola je molekul acetil-koenzima A (acetil-KoA). Ukupno osamnaest acetil-
KoA jedinica, koje sadrze 36 atoma ugljenika se koristi za sintezu jednog molekula
holesterola. Holesterol se sastoji od planarnog tetraciklicnog jezgra i fleksibilnog, izo-
oktilnog bo¢nog lanca koji se nalazi na poziciji C17. Sinteza iz acetil-KoA prolazi kroz
sloZenu seriju viSe od 30 enzimskih reakcija koje su grupisane u Cetiri glavna procesa:
kondenzacija acetata u izopren, polimerizacija izoprena u skvalen, ciklizacija skvalena u

lanosterol i poslednji niz reakcija koje prevode lanosterol u holesterol. Nakon sinteze
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lanosterola, sinteza holesterola se dalje grana na dva, potpuno odvojena i najverovatnije
razli¢ito kontrolisana sintetska puta (slika 4) [37, 49, 50]. Glavni sintetski put je
Kandutsch-Russel-ov put, koji ide preko latosterola i doprinosi u neto sintezi holesterola sa
80%. Ostalih 20% de novo sinteze odvija se u Bloch-ovom putu sinteze, preko
dezmosterola kao prekursora [30, 37]. U zavisnosti od tkiva, doprinos ovih puteva u
biosintezi holesterola je razlicit. U Bloch-ovom putu sinteze holesterola, poslednju reakciju
katalizuje 24-dehidroholesterol reduktaza (DHCR?24), pri ¢emu se iz dezmosterola sintetiSe
holesterol. Sinteza holesterola u ovom putu podrazumeva seriju intermedijera sa
nezasi¢enim bo¢nim lancem u poloZaju 24. U Kandutsch-Russel-ovom putu dvostruka
veza lanosterola u polozaju C24 se redukuje u prvoj reakciji ovog sintetskog puta pomocu
DHCR24. Prevodenje dihidrolanosterola u holesterol ide preko 7-dehidroholesterola, uz
pomo¢ istih enzima kao u Bloch-ovom sintetskom putu. Bo¢ni lanac intermedijera koji
prolaze kroz ovaj sintetski put je zasicen (slika 4). Sinteza holesterola iz lanosterola prolazi
kroz niz enzimski katalizovanih reakcija. Ove reakcije obuhvataju uklanjanje metil-grupa u
polozajima C4, BC4 i C14, sto za posledicu ima sintezu molekula koji ima 27 C atoma, u
odnosu na prekursor koji sadrzi 30 C atoma. U toku procesa sinteze dolazi do
izomerizacije A8 dvostruke veze na poloZzaj A7, zatim redukcije dvostrukih veza u
polozajima A7, Al4 i A24 i reakcije desaturacije koja uvodi dvostruku vezu u polozaj AS
[51].

Strukturne karakteristike intermedijera ukljucenih u sintetske puteve holesterola,
kao 1 enzimi koji katalizuju reakcije sinteze, dobro su ispitani, ali je jo§ uvek nepoznata
metabolicka uloga i fizioloski znac¢aj pojedinih intermedijera. Poznato je da intermedijeri
dva puta pokazuju razlicite efekte na homeostazu holesterola i sintezu masnih kiselina
[52]. Prekursori holesterola sa nezasi¢enom vezom u poloZaju C24, kao $to su zimosterol i
dezmosterol, ostvaruju snazan efekat delujuci na transkripcioni faktor SREBP (engl. sterol
regulatory element binding protein) i jetreni X receptor (engl. Liver X receptor — LXR)
[52, 53].
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Slika 4. Sematski prikaz metaboli¢kih puteva sinteze holesterola. Preuzeto iz: Zerenturk
EJ, Sharpe LJ, Ilkonen E, Brown AJ. Desmosterol and DHCR24: unexpected new
directions for a terminal step in cholesterol synthesis. Progress in lipid research.

2013;52:666-80. (FF-MAS - 14-demetil-14-dehidrolanosterol; T-MAS - 14-demeil-

lanosterol).

Iako je preko 30 enzima ukljuCeno u sintezu holesterola, jedino je 3-hidroksi-3-
metil-glutaril-koenzim A (HMG-KoA) reduktaza enzim koji ograniava brzinu ovog
procesa [30]. Nedavno je predloZeno da je druga moguca kontrolna taCka u sintezi
holesterola aktivnost skvalen epoksidaze, enzima koji katalizuje oksidaciju skvalena i prvu
reakciju njegove ciklizacije [54].

Brzina sinteze holesterola je strogo regulisana i zavisi od nivoa holesterola u
¢elijama. Mehanizmom povratne sprege kontroliSe se aktivnost, ali i sinteza HMG-KoA
reduktaze (slika 5). Brzinu sinteze mRNK za HMG-KoA reduktazu kontroliSe
transkripcioni faktor SREBP. SREBP se vezuje na 5’-kraju kratke sekvence gena koji
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kodira HMG-KoA reduktazu, oznacene kao SRE (engl. sterol regulatory element). Kada je
koncentracija holesterola u ¢elijama niska SREBP se veze za SRE, nakon cega se ubrzava
transkripcija gena. U neaktivhom obliku SREBP se nalazi kao integralni protein membrane
endoplazmati¢nog retikuluma (ER) gde je povezan sa Scap (engl. SREBP cleavage
activating protein). Citosolni NH,-terminalni segment SREBP (relativne molekulska mase
oko 60.000) sadrzi heliks-petlja-heliks leucinski rajsferSlus, sekvencu pomocu koje se
protein vezuje za DNK i aktivira transkripciju gena. Slede¢i region je takozvani ,,ukosnica‘
region (od 50 aminokiselina), koji sadrZi dva heliksa, pomocu kojih je protein vezan za
membranu ER. Na COOH-terminusu nalazi se regulatorni deo (relativne molekulske mase
od oko 65.000) koja se projektuje u citosol. Scap vezan za SREBP predstavlja senzor za
holesterol. Kada je u citoplazmi koja okruzuje ER nivo holesterola ve¢i od 5% ukupnog
sadrzaja lipida, kompleks SREBP-Scap ostaje vezan za membranu ER. Smanjenje nivoa
holesterola ispod kriticnih 5%, dovodi do transporta kompleksa SREBP-Scap do
GoldZijevog aparata gde se delovanjem dve proteaze oslobada SREBP. Zatim dolazi do
translokacije SREBP u nukleus, gde se vezuje za SRE gena za HMG-KoA reduktazu, ali i
za neke druge gene koji sudeluju u biosintezi holesterola [55]. Goldstein i Brown su
pokazali da se na isti nacin reguliSe sinteza i koli¢ina prisutnih LDL receptora na plazma-
membrani Celije [55]. Na ovaj nacin, mehanizmom negativne povratne sprege, reguliSe se

biosinteza holesterola.
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Slika 5. Mehanizam regulacije sinteze holesterola pomo¢u SREBP-Scap puta; A —

Mehanizam u prisustvu niske koncentracije holesterola; B — Mehanizam u prisustvu visoke
koncentracije holesterola. Preuzeto iz: Goldstein JL, Brown MS. A century of cholesterol

and coronaries: from plaques to genes to statins. Cell. 2015;161:161-72.

Premda se smatralo da jetra predstavlja glavni izvor holesterola u krvi, utvrdeno je
da tanko crevo predstavlja znaCajan izvor holesterola kroz procese enterohepaticne

cirkulacije, apsorpcije i de novo sinteze holesterola u enterocitima [56].

1.4.2. Apsorpcija holesterola

Holesterol prisutan u lumenu tankog creva poti¢e iz nekoliko izvora, ukljucujuci
holesterol dijetarnog porekla, zatim poreklom iz ZucCi i holesterol osloboden

deskvamacijom epitelnih celija. Pri tzv. “zapadnom” tipu ishrane koji je uobicajen i na
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naSim prostorima, dnevno putem hrane se unese od 300-500 mg holesterola, dok je dnevni
doprinos bilijarnog holesterola negde oko 800-1200 mg [30]. Kod zdravih osoba, oko 50%
holesterola prisutnog u crevu se apsorbuje [44, 48, 57]. Holesterol je amfipatican molekul
sa hidrofobnim steroidnim jezgrom i polarnom hidroksilnom grupom. Njegova intestinalna
apsorpcija zahteva emulgovanje, hidrolizu estara, zatim micelarnu solubilizaciju i na kraju
preuzimanje od strane enterocita. Dalje, u enterocitima dolazi do delimi¢ne reesterifikacije
holesterola i kona¢no njegove isporuke u limfu ili cirkulaciju putem hilomikrona i HDL
Cestica. Micelarna solubilizacija holesterola je vazna za adekvatnu apsorpciju. Holesterol
bilijarnog porekla je slobodan, neesterifikovan, dok je holesterol poreklom iz namirnica
delimi¢no esterifikovan. Zbog toga je za normalan transport esterifikovanog holesterola
kroz apikalnu membranu enterocita neophodna hidroliza estara pomoc¢u enzima holesterol
esteraze. Mnogi naucnici smatraju da delovanje holesterol esteraze na estre holesterola nije
kriticni korak u samoj apsorpciji holesterola, imajuci u vidu da su koli¢ine esterifikovanog
holesterola prisutnog u lumenu creva znatno manje od koli¢ine slobodnog holesterola. Sa
druge strane, kriticna uloga fosfolipaza se ogleda u hidrolizi fosfolipida, narocito
fosfatidilholina, Sto je neophodno za formiranje micela odgovarajuce velicine [30, 58].
Takode, primeceno je da enterociti mogu da preuzmu endocitozom pankreasnu lipazu, te
da je ona u citoplazmi enterocita odgovorna za usmeravanje holesterola ka daljem
pakovanju u lipoproteinske Cestice, ili njegovom efluksu kroz apikalnu membranu i
ponovnom vracanju u lumen tankog creva [30, 59]. Kao relevantno, namece se pitanje
razlike u stepenu apsorpcije holesterola poreklom iz Zuci i holesterola poreklom iz
namirnica, budu¢i da je micelarizovani bilijjarni holesterol odmah dostupan za
enterohepaticnu cirkulaciju. Sa druge strane, da bi holesterol i fitosteroli iz namirnica
postali dostupni za apsorpciju, treba da se oslobode iz biljnih ulja ili ¢elijskih membrana, a
zatim 1 iz estara sa masnim kiselinama [60]. Studije koje su koristile izotopski obelezen
esterifikovan holesterol, pokazale su da jedino dramaticno povecanje unosa namirnica
bogatih estrima holesterola moZe dovesti do smanjene apsorpcije dijetarnog holesterola.
Pri uslovima normalne ishrane, nivoi apsorpcije bilijarnog i dijetarnog holesterola su
gotovo identi¢ni [58, 61, 62]. Ova Cinjenica je veoma vazna zbog sveopste prihvaéenog
na¢ina opisivanja brzine 1 efikasnosti apsorpcije holesterola, merenjem dijetarnih
fitosterola u plazmi.

Nakon micelarne solubilizacije, preuzimanje holesterola i biljnih sterola od strane
enterocita omoguceno je Niemann-Pick C1 Like I (NPC1L1) transporterom koji se nalazi

na membrani Cetkastog pokrova enterocita (slika 6). Karakteristicno je da se NPCILI1
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transporter nalazi na enterocitima proksimalnog dela tankog creva, ali ne 1 na enterocitima
distalnog dela [30]. U studijama koje su sproveli Altmann i Davis, knockout misevi za
NPCILI gen su pokazali smanjenje u apsorpciji holesterola za 70-90% u poredenju sa
kontrolnom grupom miseva [63, 64]. Pored toga, primec¢eno je da kod ovih miseva dolazi
do ushodne regulacije u sintetskim putevima holesterola, te pojaCane ekspresije gena za
HMG-KoA reduktazu u hepatocitima 1 enterocitima [65]. Studije u kojima su predloZeni
alternativni kandidati koji ucestvuju u apsorpciji holesterola, kao $to su receptor hvatac¢
klase B tip 1 (engl. Scavenger receptor class B type 1 — SR-B1), klaster diferencijacije 36
(eng. cluster of differentiation 36 — CD36) i kaveolin-1, pokazale su da ovi receptori
nemaju znacajan uticaj na kontrolu 1 brzinu apsorpcije holesterola 1 biljnih sterola i stanola
[66-70]. Ovim je nedvosmisleno pokazano da glavni put apsorpcije holesterola vodi preko
NPCI1L1 transportera.

U proksimalnom delu tankog creva (i apikalnoj membrani hepatocita), uz NPC1L1
su kolokalizovani ATP-vezuju¢i kasetni transporteri (engl. ATP binding cassette
transporter — ABC) G5/G8 (ABCGS5 i ABCGS8) (slika 6). Upravo su ovi transporteri
odgovorni za recirkulaciju holesterola izmedu lumena tankog creva i citoplazme enterocita.
Oni omogucavaju efluks slobodnog holesterola i biljnih sterola nazad u lumen tankog
creva. Pored toga, slobodan holesterol moZe da se transportuje do bazolateralne membrane
enterocita i da se pomo¢u ATP-vezujuceg kasetnog transportera Al (engl. ATP binding
cassette transporterAl — ABCAT) prebaci na apoA-I, glavni apolipoprotein HDL Cestice
[71]. Intracelularni holesterol koji se nije ukljucio u jedan od ova dva procesa, putuje do
ER gde dolazi do njegove esterifikacije pomocu acil-KoA: holesterol aciltransferaze 2
(engl. acyl CoA:cholesterol acyltransferase 2 — ACAT?2). Esterifikovani holesterol se
integriSe u hilomikrone zajedno sa TG, fosfolipidima i apolipoproteinom B-48 (apoB-48) i
transportuje do limfe. Formiranje hilomikrona predstavlja dominantan put transporta
intracelularno prisutnog holesterola, odnosno njegovih estara [30, 39, 44]. Celokupan

proces apsorpcije holesterola Sematski je prikazan na slici 6.
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Slika 6. Sematski prikaz procesa apsorpcije holesterola u proksimalnom delu tankog creva.
Preuzeto iz: van der Wulp MY, Verkade HJ, Groen AK. Regulation of cholesterol
homeostasis. Mol Cel Endocrinol. 2013;368:1-6. (ABCAI — ATP-vezujuci kasetni
transporter Al, ABCG5/G8 — ATP-vezujuci kasetni transporter G5/G8, ACAT2 — acilKoA:
holesterol aciltransferaza 2, CM - hilomikroni, LDLR — LDL receptor, MTP -
mikrozomalni transferni protein triglicerida, NPCILI — Niemann-Pick CI like receptor 1,

SR-BI — receptor hvatac klase B tip 1, CE — holesterol estar, PS — fitostreroli i stanoli).

1.4.2.1. Fitosteroli i njihova apsorpcija

Pored holesterola, tipi¢ni "zapadni" nacin ishrane sadrzi i fitosterole koji su
strukturno sli¢ni holesterolu i koji su u namirnicama zastupljeni u gotovo istoj koli€ini kao
i holesterol [48]. U fitosterole spadaju steroli i stanoli, a njihov odnos u namirnicama
biljnog porekla iznosi 95:5 u korist sterola [30]. Glavni dijetarni fitosteroli su brazikasterol,
kampesterol, B-sitosterol i stigmasterol. Na slici 7 su prikazane njihove strukturne formule

sa obeleZenim strukturnim razlikama u odnosu na molekul holesterola.
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Slika 7. Formule markera apsorpcije sa obeleZenim strukturnim razlikama u odnosu na

molekul holesterola.

Fitosteroli se apsorbuju na isti nac¢in kao i holesterol, pomo¢u NPCILI
transportera. Stepen apsorpcije biljnih sterola je zna¢ajno manji u odnosu na holesterol, te
se njihove koncentracije kre¢u u procentualnom udelu od 0,4-3,5% biljnih sterola, odnosno
0,02-0,3% biljnih stanola u odnosu na koncentraciju holesterola [48, 72]. Apsorpcija
razlic¢itih biljnih sterola i stanola varira u zavisnosti od duZine njihovog bo¢nog lanca [30].
Iako u potpunosti nije razjasSnjeno na koji nacin fitosteroli smanjuju koncentraciju
cirkuliSueg holesterola, smatra se da inhibitorni efekat ostvaruju kompetitivnim
mehanizmom, takmiceci se sa holesterolom za isti transporter na apikalnoj membrani
enterocita [48]. Medutim, novije studije navode da je za uticaj fitosterola na smanjenu
apsorpciju holesterola kljuéno njihovo prisustvo u micelama. Naime, kapacitet
solubilizacije sterola u micelama je ograniCen, te tako prisutni biljni steroli u micelama
smanjuju solubilizaciju holesterola [58]. Uloga ABCGS5/G8 u efikasnosti efluksa biljnih
sterola i stanola donekle je razjasnjena. In vitro studije su pokazale uporedivu efikasnost
efluksa biljnih sterola i holesterola preko ABCG5/G8 [73]. Medutim, kod knockout miseva
za ABCG5/G8 primeceno je da dolazi do pojacane apsorpcije biljnih sterola i stanola, ali

ne i1 holesterola, te posledicno do razvoja sitosterolemije. U humanoj populaciji

19



sitosterolemija se javlja ukoliko postoji mutacija ABCGS5/G8 gena na oba alela, dok su
koncentracije biljnih sterola u plazmi kod heterozigota u granicama normale [48]. Dakle,
ABCGS5/G8 vec¢im kapacitetom vrsi efluks biljnih sterola i stanola u odnosu na holesterol.
Za razliku od holesterola, biljni steroli i stanoli su losiji supstrati za ACAT2, $to je izgleda
ogranicavajuci faktor za njithovo pakovanje u lipoproteinske Cestice [30, 39, 45, 48].

Steroli su najviSe zastupljeni u namirnicama kao Sto su oraSasti plodovi, Zitarice
celog zrna, brokoli, karfiol, kikiriki, avokado i nerafinisana biljna ulja (maslinovo,
kukuruzno, ulje uljane repice i sojino) [74, 75]. Sa druge strane, dokazano je da je njihova
apsorpcija proporcionalna apsorpciji holesterola, tako da njihove koncentracije u plazmi
govore o nivou i efikasnosti apsorpcije holesterola [30, 36, 43-48]. Zbog povoljnog uticaja
biljnih sterola na nivo holesterola u organizmu, danas se vrsi fortifikacija namirnica kao $to
su margarini, jogurt, sokovi itd [75].

Celokupna koli¢ina fitosterola u organizmu potice iskljucivo iz hrane. Ipak, male
promene u ishrani nemaju znacajan uticaj na njihov nivo u plazmi, pa je tako potrebno 100
puta povecati unos fitosterola da bi se plazmatska koncentracija 3-sitosterola povecala dva

puta [47, 48, 76].

1.4.3. Uticaj lekova na homeostazu holesterola

Do sada je objasnjeno viSe mehanizama pomocu kojih biljni steroli snizavaju
koncentraciju holesterola u plazmi, a korist od njihove primene se ogleda u prevenciji
nastanka i razvoja dislipidemije. U leCenju dislipidemija i prevenciji KVB danas se
primenjuju dve velike grupe lekova, statini (inhibitori HMG-KoA reduktaze) i ezetimib i
njegovi analozi (inhibitori apsorpcije holesterola). Prema ESC/EAS preporukama, statini
predstavljaju lek izbora, a ciljevi terapije za smanjenje nivoa LDL-h su prikazani u tabeli 1

[77].

20



Tabela 1. Ciljne koncentracije LDL-h za tri grupe rizika. Preuzeto iz: Catapano AL,
Graham I, De Backer G, Wiklund O, Chapman MJ, Drexel H, Hoes AW, Jennings CS,
Landmesser U, Pedersen TR, Reiner Z. 2016 ESC/EAS guidelines for the management of
dyslipidaemias. Eur Heart J. 2016;37:2999-3058.

KVB i ekvivalenti KVB <2,58 mmol/L (100 mg/L)
Visestruki faktori rizika (2 i viSe faktora) <3,36 mmol/L (130 mg/L)

0-1 faktor rizika <4,12 mmol/L (160 mg/L)

Nedvosmisleno je dokazano da statini smanjuju nivo holesterola u plazmi za 30 do
50% Sto je povezano sa smanjenom incidencom KVB [30, 46, 47, 76, 78]. Najpoznatija
sponzorisana studija koja je pratila efakat simvastatina na osnovne parametre lipidnog
statusa bila je Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S studija). U studiji je
ucestvovalo 4444 pacijenata sa anginom pektoris i/ili preleZanim infarktom miokarda, te
vrednostima UH izmedu 5,5-8 mmol/L. Nakon 5,4 godina primene simvastatina,
koncentracije UH su se smanjile za 25%, LDL-h za 35%, dok su se vrednosti HDL-h
povecale za 8%, a stopa prezivljavanja u odnosu na placebo bila je znacajno veca [46].
Uspeh ove studije omogucio je Siroku upotrebu statina [30, 45]. Kasnije, mnoge studije su
potvrdile ove rezultate, ali 1 pomak ka boljim efektima terapije u vidu porasta nivoa HDL-h
i sniZenja koncentracije TG u kombinaciji sa nijacinom i antioksidansima [76].
PROspective Study of Pravastatin in the Elderly at Risk — PROSPER studija je pokazala
uticaj pravastatina na markere sinteze i apsorpcije holesterola [47]. U ovu studiju bili su
ukljuceni pacijenti sa visokim rizikom za KVB koji su ¢inili kontrolnu grupu 1 pacijenti
koji su preziveli neki kardiovaskularni dogadaj. Rezultati studije su pokazali da tokom
terapije statinima u trajanju od 6 meseci, dolazi do znacajnog smanjenja vrednosti markera
sinteze 1 povecanja koncentracija markera apsorpcije holesterola. Na ovaj nacin dolazi do
uspostavljanja homeostaze holesterola koja je bila naruSena. Povecanje apsorpcije do kojeg
dolazi tokom terapije statinima je blago i nikada ne dostize nivoe kojima bi se vrednosti
holesterola vratile na one pre terapije. Medutim, obrasci odgovora na terapiju bili su sli¢ni
u obe grupe pacijenata, te nije bilo moguce objasniti razlike u ishodima i1 pojavu
kardiovaskularnih dogadaja u jednoj grupi ispitanika [47]. Rezultati studije koju su

sproveli Gylling i Miettinen ukazali su na postojanje razliCitih obrazaca homeostaze
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holesterola, te na podgrupu pacijenata koja ne odgovara adekvatno na terapiju statinima
[45]. U ovoj studiji je primeCeno da pacijenti koji pre pocetka tretmana imaju viSe
vrednosti markera apsorpcije loSije odgovaraju na terapiju statinima. Interesantno je da su
ovi pacijenti pokazali bolji odgovor na terapiju statinima ukoliko su uz terapiju
svakodnevno konzumirali margarin fortifikovan fitosterolima. Ova studija pokrenula je niz
daljih istraZivanja, koja su za cilj imala Sire razumevanje obrazaca homeostaze holesterola.
Danas se zna da je klinicki odgovor na terapiju statinima veoma varijabilan i procenjuje se
da trecina lecenih pacijenata ne ostvaruje adekvatne ciljeve terapije [79]. Nejasno je da li
ovi pacijenti iz genetickih razloga ne mogu adekvatno da odgovore na terapiju statinima, ili
jednostavno zato Sto uzrok dislipidemije ne leZzi u povecanoj sintezi, ve¢ u povecanoj
apsorpciji holesterola [79]. Rezultati studije Trompeta i saradnika [79], koja je ispitivala
moguce uzroke individualnih odgovora na terapiju statinima, pokazali su da na tretman
losije odgovara podgrupa mladih osoba, puSaca, koji konzumiraju alkohol, koja je imala
malu prevalencu hipertenzije i niZze vrednosti holesterola. Ova studija je potvrdila rezultate
prethodnih studija o multifaktorijalnosti koja se nalazi u osnovi ateroskleroze, te da pored
dislipidemije, ostali etioloski faktori i njihov sinergizam takode mogu da dovedu do
nastanka aterosklerotskih promena [79]. Takode, treba napomenuti da statini pored
hipolipemijskog efekta, pokazuju i niz plejotropnih dejstava, medu kojima se izdvajaju
inhibicija inflamacije, povecanje stabilnosti plaka i antioksidativna svojstva [80].
Specificna inhibicija apsorpcije holesterola, bilo bilijarnog ili dijetarnog porekla,
postize se nakon vezivanja ezetimiba za NPCIL1 transporter [81]. NPCIL1 je takode
prisutan i na humanim hepatocitima. S obzirom na kriti¢nu ulogu NPC1L1 u intestinalnoj
apsorpciji holesterola, pretpostavlja se da hepaticni NPC1L1 sprecava preveliki gubitak
holesterola preko ABCGS5/GS8 transportera koji su takode prisutni na hepatocitima. Studije
su dokazale da kod ljudi hepaticni NPC1L1 nema znacajnu ulogu u preuzimanju bilijarnog
holesterola, inaCe bi se kao neZeljeno dejstvo ezetimiba javljali bilijarni kalkulusi. Ovo
neZeljeno dejstvo do sada nikad nije prijavljeno [82, 83]. Kod ljudi, ezetimib smanjuje
apsorpciju holesterola za 54% i nivo LDL-h za 19% [30]. Smatra se da jedino
kombinovani tretman sa statinima moZe biti veoma efikasan [84]. Medutim, studije koje su
ispitivale aditivne 1/ili sinergisticke efekte kombinovane terapije zakljucile su da se
ezetimib moZe preporuciti kod bolesnika koji pokazuju netoleranciju na statine ili kod
kojih je terapija statinima neadekvatna, zbog osnovnog poremecaja na nivou apsorpcije

[85-88]. I pored razli¢itih farmakoloskih moguénosti, smatra se da je moguc¢nost procene
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odgovora na terapiju hipolipemicima, te pravilan odabir adekvatne terapije, jedino mogué

ukoliko se pre tretmana odrede koncentracije NHS u plazmi [36, 47].

1.4.4. Metode za odredivanje markera sinteze i apsorpcije holesterola

Uprkos priznatom klinickom i dijagnosti¢Ckom potencijalu NHS, za njihovu analizu
nedostaju standardizovani postupci pripreme uzoraka, validirane metode i harmonizacija
postupaka i1 nacina kvantifikacije, kako bi se obezbedili precizni i1 tacni rezultati.
Koncentracije NHS u plazmi su 200-1000 puta niZe u poredenju sa nivoima holesterola
[89, 90], te samo dovoljno osetljive, savremene hromatografske tehnike mogu da obezbede
njihovu pouzdanu kvantifikaciju. Metode koje su u upotrebi za kvantifikaciju NHS su
izotopska diluciona masena spektrometrija (engl. Isotopic dilution mass spectrometry -
IDMS), elektrohemijske i hromatografske metode kao Sto su gasna hromatografija (engl.
Gas chromatography — GC), teCna hromatografija (engl. Liquid chromatography — LC) i
teCna hromatografija visokih performansi (engl. High-performance liquid chromatography
— HPLC). GC je ekonomicnija u odnosu na HPLC, jer nema utroSka velikih zapremina
skupih organskih rastvaraca HPLC cistoce, a moZe biti 1 efikasnija kada su analizirana
jedinjenja termostabilna i lako isparljiva. Separacija sterola GC tehnikom je brza i
efikasnija od LC metode i ujedno predstavlja jedinu validiranu metodu za kvantifikaciju
NHS. Plameno-jonizacioni detektor (engl. flame ionization detection — FID) ima Sirok
linearni dinamicki opseg, odli¢nu stabilnost i ne zahteva veliko iskustvo analiticara. GC-
FID je pouzdana u oblasti koncentracija iznad limita detekcije za analizu markera sinteze i
apsorpcije holesterola u bromatoloSkim ispitivanjima namirnica, ali i u medicinskim i
farmakoloskim studijama. GC-FID je metoda izbora za identifikaciju i kvantifikaciju NHS
u klinickoj praksi [89-91]. Adekvatno razdvajanje pikova NHS u hromatografskom
sistemu zahteva koriS¢enje multilinearnog programiranja temperature, jer je dokazano da
se primenom izotermalnih uslova ne postize zadovoljavaju¢e razdvajanje pikova
ispitivanih komponenti [36]. GC-FID i GC sa masenom spektrometrijom (engl. gas
chromatography-mass spectrometry — GC-MS) predstavljaju izazove u separaciji i
kvantifikaciji NHS, jer, kako navode autori vise studija, pored pravilnog odabira uzoraka,
vazan je 1 mnacin skladiStenja 1 pripreme uzoraka, te postavljanje adekvatnih
hromatografskih uslova za separaciju pikova od interesa [89, 90, 92].

U protekloj deceniji, primefen je pozitivan trend u smanjenju laboratorijskih

greSaka vezana za metode odredivanja, ali preanaliticka faza i dalje predstavlja kriti¢no
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podrucje koje najceS¢e dovodi do izdavanja pogreSnih rezultata. O preanalitickim
greSkama u oblasti kvantifikacije NHS, prema nasim najboljim saznanjima, gotovo i da
nema publikovanih studija. S obzirom na slicnost hemijske strukture holesterola sa
strukturama NHS, a time i sa njihovim hemijskim osobinama, priprema uzorka je znacajan
faktor uticaja na efikasnost razdvajanja ovih komponenti [93]. Priprema uzoraka za
odredivanje NHS je zametna i zahteva viSe koraka. Uz saponifikaciju i ekstrakciju, mnogi
autori navode potrebu za derivatizacijom, dok drugi pokusavaju da izbegnu ovu proceduru
zbog njene slozenosti, ali i potrebe za optimizacijom postupka shodno uslovima u
laboratoriji  [89, 93]. Konvencionalna priprema uzoraka podrazumeva te¢no-tecnu
ekstrakciju (engl. liquid-liquid extraction — LLE) sterola iz bioloskog materijala. U
poslednje dve decenije sve se viSe koristi Cvrsto-teCna ekstrakcija (engl. solid-phase
extraction — SPE) zbog veceg prinosa ekstrakcije, manjeg utroska organskih rastvaraca i
mogucnosti automatizacije. U upotrebi su i1 ekstrakcija superkriticnim fluidima (engl.
supercritical fluid extraction — SFE) kao i mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid-
phase microextraction — SPME). Prednost SPME je uSteda rastvaraca, ali je problem
ogranicen kapacitet i selektivnost ekstrakcije sterola iz bioloSkog materijala. Savremene
tehnike koje bi se mogle koristiti za efikasnu pripremu uzoraka ukljucuju molekulske
obeleZene polimere (engl. molecularly imprinted polymers — MIPs), magnetne polimerne
kuglice (engl. magnetic polymer beads) 1 njihovu kombinaciju — magnetne MIP kuglice
(mag-MIP). Pored toga Sto mogu biti pakovani u diskove ili Spriceve kao za SPE, MIP se
mogu pakovati 1 u klasicne hromatografske kolone, tako da se uzorci mogu direktno
injektovati u hromatografski sistem [90]. Uprkos brojnim novim tehnikama za ekstrakciju
sterola, LLE i dalje ostaje dominantan nacin za pripremu uzoraka u klini¢koj praksi
zahvaljujuci svojoj jednostavnosti i ekonomicnosti.

Generalno, postupak derivatizacije se najceSce koristi prilikom upotrebe GC-FID
metoda. U nekim slucajevima, derivatizacija je neophodna prilikom koriS¢enja LC-MS
tehnika, dok HPLC metode ne zahtevaju postupak derivatizacije [90]. U slucaju sterola,
prisustvo aktivnog vodonikovog atoma u hidroksilnoj grupi na polozaju C3, omogucava da
se za njihovu derivatizaciju koriste reakcije acetilovanja ili silanizacije [91]. U savremenoj
literaturi navodi se koriS¢enje trimetilsilil reagenasa za derivatizaciju, dok je anhidrid
sircetne  kiseline alternativni reagens. NajceS¢e koriS¢eni reagensi su N,O-
bis(trimetilsiliDtrifluoroacetamid  (BSTFA), N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamid
(MSTFA) i heksametildisilazan u kombinaciji sa trimetilhlorosilanom (TMCS) koji sluZi
kao katalizator [94].

24



Priprema uzoraka sa derivatizacijom je vremenski zahtevnija i komplikovanija za
izvodenje od same LLE, jer reagensi za silanizaciju u kontaktu sa vodom mogu lako da
proizvedu silanol i tako smanje prinos derivatizacije sterola. Zato je neophodno ukloniti
ostatke vode posle LLE suSenjem ekstrakta u struji azota i izbegavati rad u uslovima
povecane vlaznosti [36, 89]. S druge strane, derivatizacija donosi brojne pogodnosti za
rutinsku analizu ispitivanih markera i njome se prevazilaze prethodno navedeni nedostaci.
Derivatizacijom se steroli prevode u stabilna, manje polarna i isparljivija jedinjenja, ¢ime
se postizu pravilniji oblici pikova od interesa na dobijenim hromatogramima, bolja
rezolucija 1 osetljivost [90]. Ovaj dodatni korak u pripremi uzoraka daje mogucnost
pouzdane identifikacije i kvantifikacije pikova analiziranih markera. Takode, za pripremu
uzoraka sa derivatizacijom koriste se male zapremine uzoraka, ¢ak 10 puta manje od onih
potrebnih za pripremu bez derivatizacije. UtroSak malih zapremina bioloSkog materijala
ovaj proces €ini naro¢ito pogodnim za analizu markera sinteze i apsorpcije holesterola kod
osetljivih populacija kao $to su trudnice i deca [89].

Nedavna studija Mackaya i saradnika pokazala je da temperatura i sadrzaj vlage
prisutan u atmosferi prilikom pripreme uzoraka, uticu na kvantifikaciju NHS [89].
Medutim, mali broj studija se bavio ispitivanjem atmosferskih laboratorijskih uslova na
kvantifikaciju NHS, S§to moZe biti znaCajan preanaliticki faktor uticaja. Plasticna
laboratorijska oprema i potroSni materijal se danas S$iroko koriste u rutinskom
laboratorijskom radu. Poznato je da u kontaktu sa razliitim supstancama moZe do¢i do
razlaganja plasti¢nih materija 1 otpuStanja sadrZaja koji moZe da ometa dalju analizu i
kvantifikaciju [95, 96]. I pored zabrinutosti zbog velike upotrebe plasti¢nog laboratorijskog
materijala, narocCito prilikom koriS¢enja organskih rastvaraca u postupcima ekstrakcije i
derivatizacije, malo je literaturnih podataka koji ukazuju na konkretne uzroke i posledice.

Steroidne strukture NHS su podlozne oksidativnim modifikacijama, pa je
dugotrajna priprema uzoraka poseban problem. Proces oksidacije mogu da potenciraju
metalni joni iz razli¢itog laboratorijskog posuda (npr. metalni zatvaraci za epruvete), te
njihovo koriS¢enje treba izbegavati [97, 98]. Tokom primene savremenih analitickih
tehnika kao Sto su hromatografske tehnike sa visokoosetljivom detekcijom, svaka
strukturna promena analita moZe uticati na kvantifikaciju.

Veliki broj razli¢itth mogucénosti u pripremi uzoraka, razli¢ite separacione tehnike i
uslovi razdvajanja, te nepostojanje referentne metode za odredivanje NHS, ostavljaju
analitiCarima moguc¢nost izbora i prilagodavanja metodologije rada uslovima sopstvene

laboratorije. Medutim, sve ovo moZe dovesti do greSaka prilikom kvantifikacije analita od
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interesa, te se proces validacije postavljene metode namece kao neophodan. Takode, ne
treba zanemariti ni veliki broj preanalitiCkih faktora uticaja, koji se javljaju u savremenim
laboratorijama, te sve ovo zahteva ozbiljan pristup prilikom uzorkovanja, skladiStenja i
pripreme bioloSkog materijala. Metoda koja bi se koristila za simultanu analizu markera
sinteze 1 apsorpcije holesterola u klini€koj praksi morala bi da omoguci brzu pripremu
uzorka, adekvatnu separaciju analita u kombinaciji sa pouzdanom identifikacijom 1
kvantifikacijom odgovaraju¢ih markera [90]. Validacijom metode ne mozemo predvideti
sve preanaliticke i analiticke probleme koji se mogu javiti, ali njeni postupci mogu da nam
ukaZzu na one najceS¢e. Validacijom analiticke metode se osiguravaju tacni, precizni i

reproducibilni rezultati tokom duzeg vremena koriS¢enja metode.

1.5. Transport holesterola kroz cirkulaciju - lipoproteinske
Cestice

Za potpuno sagledavanje homeostaze holesterola, neophodno je razumeti njegovu
distribuciju izmedu lipoproteina, ali i heterogenost u pogledu sastava i veli¢ine ovih
Cestica. LDL 1 HDL Ccestice, pored holesterola transportuju i NHS, ali je njihova
medusobna povezanost jo§ uvek nedovoljno istraZena. Nije poznat uzajamni odnos
obrazaca homeostaze holesterola procenjenih na osnovu koncentracije NHS i distribucije

lipoproteinskih ¢estica, posebno LDL Cestica, kao obeleZja povecanog rizika za KVB.

1.5.1. LDL Cestice

LDL cestica nastaje kao proizvod katabolizma lipoproteina veoma niske gustine
(engl. Very-low-density lipoprotein — VLDL) i nosilac je 60-70% ukupnog holesterola u
organizmu. LDL populacija u cirkulaciji predstavlja heterogenu smesu Cestica, koje se
prvenstveno razlikuju po veli€ini i gustini. Gustinu, odnosno veli¢inu ovih Cestica odreduje
odnos lipida i proteina, kao i sam sastav lipida [29]. Studije su pokazale da je istovremeno
prisutno vise LDL subfrakcija kod svake individue, te da njihov odnos varira pod uticajem
genetskih, ali i mnogobrojnih faktora sredine [99, 100]. Savremenim elektroforetskim
tehnikama, metodama ultracentrifugiranja na gradijentu gustine, kao i1 metodama
nuklearno-magnetno-rezonantne spektroskopije (NMR) danas je moguce izolovati do
sedam LDL subfrakcija (LDL I, LDL Ila, LDL IIb, LDL Illa, LDL IIIb, LDL IVa i LDL
IVb). Kako su LDL cestice sfernog oblika, njihova veli¢ina se izraZava kao pre¢nik sfere i

kre¢e se izmedu 22 do 29 nm. Prihvac¢eno je da se velikim Cesticama smatraju one sa
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precnikom > 25,5 nm, odnosno malim one sa precnikom < 25,5 nm [99]. Na slici 8

prikazana je struktura i sastav LDL Cestice.

LDL = ~
Phospholipids : Cholesteryl esters
! ) 1,500 molecules
ApoB
1 molecule holesterol
500 kDa Giieleris

HO

Cholesteryl
ester

Fatty acid=0

Diameter: 22 nm
Mass: 3,000 kDa

Slika 8. Struktura i sastav LDL lipoproteinske Cestice. Preuzeto iz: Goldstein JL, Brown
MS. A century of cholesterol and coronaries: from plaques to genes to statins. Cell.

2015;161:161-72.

Kao $to je prikazano na slici 8, jezgro LDL cestice uglavnom cini esterifikovani
holesterol i manjim delom TG, dok povrSinski omota¢ ¢ine slobodan holesterol, fosfolipidi
i apoB-100 [60]. Svaka LDL cestica sadrZi jedan apoB-100 molekul, te se odredivanjem
koncentracije apoB-100 posredno moze proceniti broj LDL Cestica. Klirens LDL cestica iz
krvotoka vr$i se pomoc¢u LDL receptora (receptor-zavisnim putem) u kojem jetra ima
glavnu ulogu i doprinosi sa 80-90% u receptorskom preuzimanju [55]. Takode, deo LDL
se iz cirkulacije uklanja i receptor-nezavisnim mehanizmom [55].

Veliki broj dokaza dobijenih iz bazi¢nih, klinickih i epidemioloskih studija ukazuje
na znacajnu ulogu sdLDL Ccestica u procesu aterogeneze. U svom sastavu, ova Cestica,
sadrzi viSe TG, a manje slobodnog i esterifikovanog holesterola za razliku od populacije
ve¢ih LDL Ccestica. Nastanak sdLDL cCestica moze biti posredovan razli¢itim
mehanizmima, ali se pretpostavlja da dominira mehanizam koji se temelji na promenama
nastalim usled povisene aktivnosti holesterol estar transfernog proteina (engl. Cholesteryl
ester transfer protein — CETP) 1 hepati¢ne lipaze (HL). Svojom poviSenom aktivnoscu,

CETP doprinosi transferu TG na LDL cestice, a HL. omogucava hidrolizu lipida, time
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doprinose¢i stvaranju sdLDL cestica (slika 9). Na ovaj nacin dolazi do metabolicki

uslovljenog remodelovanja LDL cCestica [101].
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VLDL /@"
CETP
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Slika 9. Mehanizam nastanka malih gustih LDL cestica. Preuzeto iz: Suh S, Lee MK. Small
Dense Low-density Lipoprotein and Cardiovascular Disease. J Lipid Atheroscler.

2012;1:1-9

SALDL cestice predstavljaju najaterogenije lipoproteine. Zbog smanjenog afiniteta
prema LDL receptorima smanjen je klirens sdLDL cestica ¢ime se produZava njihovo
prisustvo u plazmi. Zbog manje veli¢ine, sdLDL cestice lakSe prodiru u subendotelni
prostor u kojem, zbog smanjenog sadrzaja antioksidanasa, lakSe podlezu oksidativnoj
modifikaciji. Ovako modifikovane sdLDL cestice imaju veliki afinitet ka vezivanju za
receptore hvataCe na makrofagama, Sto predstavlja klju¢ni korak u formiranju penastih

¢elija, te posledicno i1 ateroma (slika 10) [31, 102-104].
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Slika 10. Proaterogena svojstva malih, gustih LDL Cestica. Preuzeto iz: O'Donoghue ML.
Acute coronary syndromes: Targeting inflammation—what has the VISTA-16 trial taught
us? Nat Rev Cardiol. 2014;11:130-132.

1.5.1.1. Oksidativna modifikacija LDL Cestica

Male guste LDL cestice, za razliku od ostalih LDL ¢estica intenzivnije podlezu
hemijskim modifikacijama, kao Sto su acetilovanje i1 oksidacija, ali i1 fizickoj agregaciji
[105, 106], Sto povecava njihova aterogena svojstva. Pored dislipidemije, poznato je da je
u patogenezi ateroskleroze ukljucen i oksidativni stres. Hemijska modifikacija LDL cestice
u reakciji sa malondialdehidom (MDA) je najistraZenija oksidativna modifikacija LDL-a 1
predstavlja meru delovanja oksidativnog stresa na lipidne parametre. MDA nastaje kao
krajnji proizvod peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina, ali kako ucestvuje u
oksidativnim modifikacijama proteina, treba ga posmatrati u Sirem kontekstu, a ne samo
kao pokazatelja lipidne peroksidacije. Njegova reaktivnost, a time i toksi¢nost, ogleda se
kroz reakcije sa apoB-100, te modifikacije LDL cestica. MDA stvara adukte i sa
kolagenom, pri ¢emu dolazi do modifikacije strukture glavnog proteina ekstracelularnog
matriksa. S obzirom na to da kolagen obezbeduje elasticnost krvnih sudova, namece se
dodatni mehanizam kojim MDA moZe da dovede do progresije aterosklerotskih promena.
U stanjima povecanog oksidativnog stresa dolazi do ubrzanog nastanka oksidovanih formi
LDL cestica, te njihovo prisustvo u cirkulaciji odrazava progresiju ateroskleroze i moZze se

smatrati biohemijskim markerom rizika za IBS [32].
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Brojne tehnike se koriste za odredivanje masene koncentracije oxLDL cCestica, kao
nezavisnog faktora rizika za nastanak KVB. Medutim, zbog zametnih imunohemijskih
tehnika za odredivanje oxLLDL, danas se rutinski u laboratorijama koncentracija MDA
odreduje spektrofotometrijski (sa tiobarbiturnom kiselinom), kao i savremenim HPLC

metodama [107, 108].

1.5.2. HDL Cestice

Rezultati Framingham Heart Study koji dokazuju povezanost sniZenih
koncentracija HDL-h sa povecanim rizikom za KVB su dosledni i potvrdeni rezultatima
velikog broja epidemioloskih i klini¢kih studija [109, 110]. HDL je najmanja i najgusca
lipoproteinska Cestica, zbog visokog sadrZaja proteina. Vise od 50% ukupnog sadrzaja
HDL Ccestice Cine proteini, medu kojima je najzastupljeniji apoA-I (¢ini 70% sadrZaja
proteina). Oko 20% sadrZaja proteina ¢ini apolipoprotein A-II (apoA-II), a ostalih 10%
¢ine apoE, apoA-IV, apoA-V, apoJ, apoC-I, apoC-II i apoC-III [111]. Sa druge strane,
sadrzaj lipida HDL cestice odreduje njen oblik. Diskoidne HDL cestice uglavnom sadrze
slobodan holesterol i fosfolipide, dok su sferne Cestice vece i imaju formirano jezgro od
esterifikovanog holesterola i TG, te se dijametar HDL partikula krec¢e izmedu 7 i 12 nm
[111, 112]. Elektroforetskim tehnikama moguce je razdvojiti grupu malih HDL cestica
(HDL 3a, 3b 1 3c subfrakcije) 1 grupu velikih, HDL 2b i 2a subfrakcija. Generalno, u male
HDL cestice ubrajaju se one sa dijametrom < 8,8 nm [112].

U sastav HDL cestice ulazi i viSe enzima koji u¢estvuju u metabolizmu lipida, ali i
onih koji ostvaruju antiinflamatorno, antioksidativno, antitrombotsko, antiapoptoticko,
vazodilatatorno i antiinfektivno dejstvo [111, 113]. Najznacajniju ulogu HDL ostvaruje
uklju¢ivanjem u reverzni transport holesterola (RTH) od perifernih tkiva ka jetri (slika 11).
U toku RTH dolazi do remodelovanja HDL cestica, pri ¢emu diskoidne forme sazrevaju i
prelaze u sferne Cestice. Nascentni, diskoidni HDL se sintetiSe u jetri i intestinumu i sadrzi
iskljucivo apoA-I. ApoA-I putuje do perifernih tkiva gde se vezuje za ABCAI transporter
na membrani Celija. Ovaj transporter omogucava prelazak holesterola 1 fosfolipida na malu
nascentnu HDL cesticu. Preuzeti holesterol se esterifikuje pod dejstvom lecitin-holesterol
acil transferaze (engl. lecithin:cholesterol acyl transferase — LCAT), enzima koji se nalazi
na HDL destici 1 omogucava sazrevanje Cestice stvaraju¢i HDL 3, a zatim 1 velike, zrele
HDL 2 forme sa lipidnim jezgrom. Svoj lipidni sadrzaj zrele HDL cestice isporucuju jetri.

Na ovaj nacin, posredstvom RTH, ostvaruje se glavni put klirensa holesterola.
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Slika 11. Intravaskularno remodelovanje i metabolizam HDL d{estica. Preuzeto sa:

https://thoracickey.com/disorders-of-lipoprotein-metabolism/ 17.6.2018.

Za dalje remodelovanje HDL cestice u cirkulaciji posebno je znacajan uticaj CETP
enzima/proteina. CETP dovodi da transfera estara holesterola iz HDL c{estice na
hilomikrone i VLDL ¢esticu u zamenu za TG. Ovaj proces smanjenja sadrzaja holesterola
u HDL cesticama, ubrzano se odvija u uslovima hipertrigliceridemije, koja je Cesta kod
pacijenata sa aterosklerotskim promenama na krvnim sudovima [114]. Dalje, pod dejstvom
HL moze do¢i do hidrolize TG i smanjenja veli¢ine HDL cestice [115]. Antiaterogena,
antiinflamatorna i antioksidativna uloga ovih malih HDL cestica je predmet rasprave
velikog broja studija [111]. Imaju¢i u vidu da se remodelovanjem HDL cestica, u koje je
uklju¢en CETP, ne uklanja holesterol sa periferije, ve¢ da se zadrzava u cirkulaciji sadrZan
u hilomikronima i1 VLDL Ccesticama, smatra se da je ovo glavni put smanjenja
ateroprotektivnih svojstava ovih Cestica. Danas klinicke studije sve vecu paZnju polazu na
primenu CETP inhibitora. Primeceno je da se inhibicijom CETP povecava nivo HDL
holesterola. Novi CETP inhibitor (anacetrapib) i CETP modulator (dalcetrapib) za sada
daju obecavajuce rezultate, jer nisu primecena nezeljena dejstva koja su se javljala u toku
primene starijih inhibitora, kao Sto je torcetrapib. Posebna paZnja je usmerena na CETP
modulatore, jer se smatra da je za porast koncentracija HDL holesterola kljucna

modulacija, a ne inhibicija aktivnosti CETP [30].
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1.6. Fosfolipaza A2 udruZena sa lipoproteinom (Lp-PLA?2)

Dokazano je da histoloske karakteristike nestabilnog aterosklerotskog plaka leze u
osnovi IBS 1 njenih klini¢kih manifestacija. U etiopatogenezi ateroskleroze, kao
multifaktorijalne bolesti, pored dislipidemije i1 oksidativnog stresa, vazno mesto zauzima i
inflamacija. Lp-PLA2 je enzim koji hidrolizuje estarske veze na Sn-2 poziciji oksidovanih
fosfolipida u LDL cesticama, pri ¢emu se stvaraju lizofosfatidilholin i oksidovana masna
kiselina. Produkti ove reakcije poseduju proinflamatorne i citotoksi¢ne osobine i ukljuceni
su u razvoj endotelne disfunkcije, inflamacije plaka i1 formiranja nekroticnog jezgra unutar
plaka. Kao Sto je prethodno objasnjeno, daljom peroksidacijom oksidovanih masnih
kiselina nastaje MDA, koji pokazuje izuzetno aterogeno dejstvo reagujuci sa apoB-100 na
LDL Ccesticama [32, 116]. Lp-PLA2 se nalazi u aterosklerotskim plakovima i njena
koncentracija korelira sa prisustvom inflamatornih ¢elija i histoloskim karakteristikama
nestabilnog plaka, te sa progresijom aterosklerotske ploce i debljinom kompleksa intime i
medije kod osoba sa subklinickom aterosklerozom [116-119]. Ovi podaci sugeriSu da Lp-
PLA2 igra vaznu ulogu u patogenezi ateroskleroze, te da se moze predloziti kao jedan od
markera za ranu prevenciju KVB [120, 121]. S tim u vezi, mnoge studije svrstavaju Lp-
PLA2 u novi, visokospecifiéni marker vaskularne inflamacije, povezan sa povecanim
rizikom za rupturu plaka [116, 120, 121]. Kod ljudi, Lp-PLA2 se nalazi dominantno
vezana za LDL Ccestice (oko 80%), te se na taj naCin objaSnjava njihova pozitivha
korelacija [122, 123]. Prethodna istraZivanja su pokazala pozitivnu vezu izmedu
koncentracija 1 aktivnosti Lp-PLA2 sa prisustvom sdLDL kod pacijenata sa
dislipidemijom, odnosno Diabetes mellitus-om tipa 2 [116, 124]. Studija Rui-Xia Xu [122]
i saradnika je pokazala povezanost izmedu koncentracije Lp-PLLA2 i prisustva manjih LDL
i HDL subfrakcija. U ovoj studiji, snazna pozitivna korelacija izmedu pomenutih
parametara je primecena kod pacijenata sa IBS koji nisu uzimali hipolipemijsku terapiju.
Interesantno je to da ovi rezultati nisu dobijeni i kod zdravih ispitanika. Mnoge studije
pokazale su povezanost povisenih nivoa cirkuliSu¢e Lp-PLA2 sa razvojem IBS i kasnijim
rizikom za razvoj fatalnog koronarnog dogadaja. Sposobnost Lp-PLA2 u predikciji fatalnih
i nefatalnih kardiovaskularnih dogadaja je takode potvrdena kod pacijenata sa dijagnozom
neke od KVB [116-124].

Na osnovu ovih dokaza, smernice nekoliko vode¢ih medunarodnih udruzenja,
ukljucujéi ESC i AHA, preporucuju merenje aktivnosti Lp-PLA2 kao biomarkera za

procenu rizika kod asimptomatskih osoba [2].
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1.7. Masne kiseline

Uticaj ishrane na metabolizam lipida, kao i neophodnost prisustva masnih kiselina
(MK) u ishrani postali su vaZzan predmet istraZivanja pocetkom dvadesetog veka. Pre 1920.
godine verovalo se da masti ne igraju esencijalnu dijetarnu ulogu, ve¢ da je za normalan
rast 1 razvoj organizma neophodan izbalansiran unos vitamina i minerala. Medutim, 1927.
godine, Evans i Burr su pokazali da su Zivotinje hranjene polupreciS¢enom, bezmasnom
ishranom, imale poremecaje rasta i reproduktivnih sposobnosti [125]. Ovi rezultati naveli
su autore da postuliraju masnu komponentu hrane kao novu, esencijalnu supstancu, koju su
nazvali vitamin F. Kada je dokazano da se radi o linolnoj MK C18:2 (»-6), uveden je
koncept "esencijalnih" masnih kiselina (EMK). EMK predstavljaju one dijetarne MK
neophodne organizmu za normalan rast i razvoj, koje organizam sisara ne moze da sintetiSe
zbog nedostatka enzima desaturaza koje uvode dvostruku vezu na ®-6 1 ®-3 poloZaju
ugljovodoni¢nog lanca. Pored linolne, u EMK spada i1 a-linolenska kiselina, C18:3 (®-3).
Vecéi sadrzaj -3 MK dugog lanca, kao Sto su eikozapentaenska C20:5 (o-3) (EPA) i
dokozaheksaenska C22:6 (o-3) (DHA), imaju ribe sa visokim sadrZajem masti i morski
sisari. Velika zastupljenost w-6 MK dugog lanca, kao Sto je arahidonska kiselina C20:4 (-
6) (ARA), primecena je u hrani Zivotinjskog porekla, ukljuc¢uju¢i meso. Za sintezu MK
duzih lanaca neophodna je aktivnost enzima 06-desaturaze. Najveci afinitet 66-desaturaza
pokazuje prema C18:3 (»-3), pa zatim C18:2 (»-6) i najmanji ka oleinskoj kiselini C18:1
(0-9). Zbog svega navedenoga, razli¢itim masnokiselinskim sastavom konzumiranih
namirnica, kompetitivnim mehanizmima, afinitet 06-desaturaze moZe biti promenjen.
Konzumiranjem namirnica bogatih ®w-6 MK moze do¢i do supresije desaturacije i
elongacije C18:3 (»-3) do C20:5 (®-3) i C22:6 (»-3) [125-127].

Nakon ovih otkri¢a usledio je veliki broj studija ¢iji su rezultati potvrdili potrebu
unosa MK za normalan rast i razvoj organizma. Krajem 20. veka potvrdena je sposobnost
dijetarnih lipida da moduliSu nekoliko klju¢nih metaboli¢kih puteva. Tako na primer, od
sastava MK u ishrani zavisi sastav membranskih fosfolipida, koji uti¢e na funkcije
membrane. Sli¢no tome, sastav dijetarnih MK znacajno menja masnokiselinski sastav
masnog tkiva [128]. Dijetarne MK takode moduliSu celularnu sintezu eikozanoida, koji
uticu na niz fizioloSkih odgovora. Dokazana je veza izmedu konzumiranja razliitih
lipidnih komponenti u ishrani i njihovog pozitivnog, odnosno negativnog uticaja na rizik

za nastanak odredenih bolesti, pre svega KVB [126-130].
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1.7.1. Esencijalne uloge omega-3 i omega-6 masnih kiselina u
organizmu

Eikozanoidi predstavljaju signalne molekule koji nastaju oksidacijom EMK koje
sadrze niz od dvadeset ugljenika (gr¢. eikos - dvadeset). Eikozanoidi nastali iz -6 EMK
su uglavnom proinflamatorni, dok oni nastali iz ®-3 EMK imaju ili antiinflamatornu ili u
mnogo manjoj meri proinflamatornu ulogu. Kako je koli¢ina organizmu dostupnih EMK
kontrolisana isklju¢ivo njihovim dijetarnim unosom, koli¢ina i balans ovih MK u ishrani
ima uticaja na produkciju eikozanoida, te posledi¢no i na telesne funkcije kontrolisane
eikozanoidima. Takode, ove molekule imaju uticaja na rad sistema organa, kao Sto su
kardiovaskularni sistem, utiCu¢i na vazokonstrikciju i vazodilataciju, kao i na agregaciju
trombocita [125].

U ¢elijama ne postoje depoi eikozanoida, te se njihova sinteza odvija po potrebi.
Proces sinteze eikozanoida pocinje oslobadjanjem ARA nakon dejstva fosfolipaze A2 na
fosfolipide membrane, pre svega fosfatidilinozitol u ¢ijem se sastavu nalazi ARA u
poloZaju Sn-2. Svi fosfolipidi membrane sluZze kao supstrati za PLA2, te MK koje nastaju
prilikom ove hidrolize, mogu da se koriste kao supstrati u sintezi eikozanoida. Pored ARA,
koja spada u -6 familiju polinezasi¢enih MK, kao supstrati se mogu koristiti i dihomo-y-
linolenska kiselina C20:3 (0-6) (DGLA), ali i MK ®-3 familije, kao Sto je EPA, pri ¢emu
nastaju razli¢ite serije eikozanoida. Ova hidroliza predstavlja reakciju koja odreduje brzinu
stvaranja eikozanoida, a oslobodena MK predstavlja direktni supstrat za dalju sintezu
eikozanoida. Serije eikozanoida nastale iz ARA imaju inflamatorno dejstvo, dok
eikozanoidi poreklom od EPA i DGLA imaju uglavnom manje inflamatornu, a neki ¢ak i
antiinflamatornu ulogu. Glavni putevi za sintezu eikozanoida prikazani su na slici 12, kao i

serije eikozanoida koje nastaju u datim metabolickim putevima [125].
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Slika 12. Glavni putevi sinteze eikozanoida iz razi¢itih MK. Preuzeto uz izmene na srpski
jezik iz: Erdman Jr, John W., lan A. MacDonald, and Steven H. Zeisel, eds. Present
knowledge in nutrition. John Wiley & Sons, 2012.

Razlicite aktivnosti serija eikozanoida u znatnoj meri objasnjavaju zdravstvene
efekte ®-3 1 ®-6 MK. Konzumiranje namirnica bogatih ®-3 MK povecava njihovu
ugradnju u fosfolipide membrane. Nakon delovanja PLA2, kompetitivno ulaze u reakcije
sa ARA, time smanjuju¢i mogucnost sinteze inflamatornih eikozanoida. Uticaj hrane
bogate ®-3 MK najbolje je primecen kod Inuita, gde su riba i proizvodi od ribe
najzastupljeniji u piramidi ishrane. U ovoj populaciji primeceno je pomeranje sinteze
eikozanoida iz ®-6 ka w-3 prekursorima, te povecanje sinteze prostaglandina 13 (PGI3) iz
EPA [125-127, 129]. Prema preporukama SZO preporuceni dnevni unos masti ne treba da
prelazi 30% ukupnog unosa hranjivih materija [131]. Dnevne preporuke Ministarstva
poljoprivrede Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (engl. The United States Department of
Agriculture — USDA) za unos ®-3 MK su 1,6 g/d za muskarce i 1,1 g/d za Zene, odnosno
preporuke za ®-6 MK su 17 g/d za muSkarce 1 12 g/d za Zene [132]. Industrijalizacijom 1
promenama u pripremi namirnica, nivoi linolne kiseline su rasli u odnosu na nivo a-
linolenske kiseline [133]. Trenutne procene su da se u zavisnosti od tipa ishrane, odnosi ®-

61 -3 MK krecu od 9,8:1, pa preko 15:1, sve do 30:1, iako su preporuceni odnosi od 5:1
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do 10:1 [131, 134, 135]. Dakle, pored fokusa na kalorijsku vrednost konzumirane hrane, u
pogledu unosa masti, veoma je vazno obratiti paznju na vrstu unetth MK 1 njihov
medusobni odnos. Neki autori, kao novi faktor rizika za nastanak IBS, navode zbir EPA i
DHA [136]. U svojim istraZivanjima, Harris i saradnici [136] navode nivoe rizika za razvoj
IBS u zavisnosti od sadrzaja EPA + DHA u eritrocitima. Ukoliko je sadrzaj <4%, osobe se
svrstavaju u grupu visokog rizika, ukoliko se zbir kre¢e izmedu 4% i 8%, osobe imaju
umereni rizik za nastanak IBS, dok vrednosti ve¢e od 8% imaju kardioprotektivni efekat. U
pomenutoj studiji sadrzaj MK ispitivan je u eritrocitima zbog manjih intraindividualnih
varijacija u odnosu na plazmu [136].

Ukupni sadrzaj MK obuhvata slobodne MK i MK sadrzane u svim lipidnim
frakcijama plazme. Odredivanje koncentracije pojedinih MK u punoj krvi se tesko izvodi,
usled delovanja razli¢itih faktora. Najznacajniji faktor je hematokrit, jer se koncentracije
pojedinih MK razlikuju u plazmi i eritrocitima. Danas se preporucuje odredivanje
procentualnog sadrzaja pojedinih MK u odnosu na ukupan sadrzaj MK u plazmi. Ovako se
mogu odrediti sve MK koje se u plazmi nalaze kao slobodne, ali i u sastavu estara
holesterola, fosfolipida i TG, a to nam mozZe pomo¢i da uo¢imo njihove medusobne

promene u ukupnom udelu u plazmi [137].
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2. Cilj

Iako je poznat veliki broj etioloSkih faktora koji doprinose patogenezi i progresiji
aterosklerotskih promena, aktuelni vodi¢i za prevenciju i tretman IBS preporucuju
odredivanje osnovnih parametra lipidnog statusa. Medutim, multifaktorijalnost u
etipoatogenezi ateroskleroze i sinergisticko delovanje etioloSkih faktora, sve ¢eS¢e ukazuju
na potrebu sagledavanja Sire slike, uzimajuci u obzir veci broj parametara, sa posebnim
osvrtom ka individualnoj proceni rizika i pristupu leCenja. Pored individualnog izlaganja
razli¢itim faktorima rizika, veoma je vaZzna i individualna procena odgovora na tretman
hipolipemicima. lako je poznato da ,lipidna trijada* igra centralnu ulogu u procesu
ateroskleroze, javila se potreba za sveobuhvatnim razumevanjem homeostaze holesterola,
kroz procese njegove sinteze i apsorpcije. Veliki broj sprovedenih istraZivanja imao je za
cilj da otkrije nove markere za procenu homostaze holesterola i predvidenje odgovora na
terapiju. Kako metabolizam holesterola pored sinteze 1 apsorpcije, predstavlja i njegovu
distribuciju u razliitim lipoproteinskim Cesticama, vazno je sagledati njihov sastav i
funkcionalnost. Pored dislipidemije, oksidativni stres, inflamacija, kao i procena stabilnosti
plaka mogu da ukazu na rizik za razvoj bolesti, kao i pracenje uspeSnosti terapije.
Medutim, veoma mali broj studija se bavio procenom homeostaze holesterola i njenom
medusobnom povezanoscu sa razli¢itim faktorima rizika. Takode, nema dovoljno podataka
o validnosti metoda koje se koriste za procenu homeostaze holesterola. Na osnovu svega

navedenog ciljevi ovog rada su bili:

* Postaviti GC-FID metodu za odredivanje markera sinteze i apsorpcije
holesterola u uzorcima bioloskog materijala;

e Validirati postavljenu metodu (pravilan odabir bioloskog materijala i
optimizacija uslova Cuvanja uzoraka, adekvatna kvantifikacija analita od
interesa, provera stabilnosti uzoraka kao i preciznosti 1 tatnosti metode);

* QOdrediti koncentracije markera sinteze 1 apsorpcije holesterola kod
pacijenata sa IBS na terapiji i bez terapije statinima, utvrditi razlike izmedu
ove dve grupe ispitanika, i izvrsiti poredenje sa zdravim ispitanicima;

* Na osnovu koncentracija markera sinteze i apsorpcije holesterola, ispitati da
li postoje razliCiti obrasci metabolizma holesterola u zavisnosti od

patolosSkog stanja i1 farmakoloSkog tretmana;
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Utvrditi da li efikasnost sinteze i apsorpcije holesterola kao i distribucija
osnovnih parametara lipidnog statusa i masenih koncentracija apoA-I i
apoB-100 mogu da izdvoje subpopulaciju zdravih osoba sa povecanim
rizikom za nastanak i1 razvoj KVB;

Ispitati distribuciju subklasa HDL i LDL lipoproteina u sve tri grupe
ispitanika;

Utvrditi korelaciju izmedu koncentracija markera sinteze i apsorpcije
holesterola sa osnovnim parametrima lipidnog statusa i karakteristikama
LDL i HDL ¢estica;

Utvrditi da li efikasnost sinteze i apsorpcije holesterola kao i distribucija
malih, gustih LDL Cc{estica, moZe da identifikuje osobe sa povecanim
rizikom za razvoj ateroskleroze i KVB;

Ispitati potencijal koriS¢enja markera sinteze i apsorpcije holesterola za
optimizaciju tretmana kardiovaskularnih bolesti;

Ispitati aktivnost LCAT 1 CETP enzima, kao i koncentraciju MDA u sve tri
grupe ispitanika;

Utvrditi razlike u koncentraciji Lp-PLA2 kao 1 razlike u masnokiselinskim
profilima plazme izmedu sve tri grupe ispitanika;

Ispitati moguce plejotropne efekte terapije statinima na masnokiselinski

sastav plazme.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

Ova studija dizajnirana je kao opservaciona i ukljucivala je 110 ispitanika. Grupu
pacijenata obolelih od IBS ¢inilo je 79 osoba (38 muSkaraca i 41 Zena), starosti od 32 do
82 godine, koji su u periodu od 2012-2013. godine hospitalizovani u Institutu za
kardiovaskularne bolesti Klinickog centra Srbije. U toku hospitalizacije podvrgnuti su
selektivnoj koronarnoj angiografiji na osnovu koje je procenjena teZina koronarnog
oboljenja. Indikacije za dijagnosticki postupak selektivne koronarne angiografije bile su:
stabilna angina pektoris, nestabilna angina pektoris, infarkt miokarda ili atipi¢an bol u
grudima sa pozitivnom istorijom KVB u porodici, sumnja na ishemiju posle
revaskularizacije miokarda i procena stanja nakon akutnog infarkta miokarda (AIM). Ovim
dijagnostickim postupkom utvrden je stepen stenoze koronarnih arterija na osnovu
maksimalnog suZenja lumena krvnog suda procenjenog vizuelnom analizom. Klinicki
znaCajnom stenozom smatrano je suZenje lumena vise od 50% i to u glavnom stablu leve
koronarne arterije  (lat. arteria coronaria sinistra), i njenim granama (lat. ramus
interventricularis anteriori i ramus circumflexus), i/ili u desnoj koronarnoj arteriji (lat.
arteria coronaria dextra) [7]. Na osnovu angiografskih snimaka dva iskusna kardiologa su
bez prethodnog znanja o stanju pacijenta procenjivali nalaz, a kona¢na odluka se donosila
konsenzusom.

Dijagnoza stabilne angine pektoris (SAP) ukljucivala je sledece kriterijume:
prisustvo hroni¢ne stabilne angine u trajanju od tri meseca indukovane fizickim naporom,
¢iji simptomi prolaze nakon sublingvalne primene nitroglicerina (tokom testa opterecenja -
osecaj ograniCavajuce angine i depresija ST-segmenta od 0,1 mV u poredenju sa stanjem u
mirovanju) [7]. AIM je okarakterisan bolom u grudima pracenim poviSenim
koncentracijama visokoosetljivog troponina T (hsTn-T) u krvi, sa ili bez elevacije ST
segmenta. Dijagnoza nestabilne angine pektoris (NAP) je postavljena ukoliko su pacijenti
primljeni sa anginom koja se pogorSava, sa akutnom anginom posle veZzbanja koja se
javljala u toku tri nedelje ili sa ponovljenim napadima angine u mirovanju u toku tri
nedelje, bez dokaza o akutnom infarktu miokarda potvrdenom sa nalazima EKG-a i
sr¢anim biomarkerima [7]. Dijagnoza akutnog koronarnog sindroma (AKS) je postavljena
u periodu od dve nedelje pre vadenja krvi. Pacijenti sa Diabetes mellitus-om i hroni¢nom

bubreZnom insuficijencijom su iskljuceni iz ove studije.
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Nakon uklju€ivanja u studiju, pacijenti su anketirani u cilju prikupljanja svih
potrebnih demografskih podataka koji su uklju€ivali uzrast, pol, kao 1 osnovne
antropometrijske mere: telesnu visinu, telesnu masu, obim kuka i obim struka. Indeks
telesne mase je izraCunat prema obrascu: I'TM = telesna masa (kg) / kvadrat telesne visine
(m?). Kao mera centralne gojaznosti izracunat je odnos struka i kuka. Prikupljene su i
druge znacajne informacije o arterijskom krvnom pritisku, prethodnim bolestima,
porodi¢noj anamnezi i Zivotnim navikama ispitanika, kao $to su podaci o nacinu ishrane,
pusacki status, te podaci o terapiji. Vazan anamnesti¢ki podatak za ovu studiju bio je
primena 1 duZina tretmana hipolipidemicima. U cilju analize povezanosti ispitivanih
parametara sa odgovorom na terapiju statinima i moguc¢im predvidanjem odgovora na
terapiju statinima svi ispitanici sa IBS su podeljeni u dve grupe: grupu od 47 pacijenata
koja nije bila na terapiji statinima u toku uzorkovanja krvi (59,5%) i grupu od 32 pacijenta
(40,5%) koja je bila na terapiji statinima, duZe od tri meseca.

Prvobitno, grupu zdravih ispitanika (kontrolnu grupu — KG) ¢inile su 62 osobe.
Demografski podaci pacijenata koji obuhvataju starost, telesnu masu, visinu, puSacki
status, konzumiranje alkohola, stepen fizicke aktivnosti, krvni pritisak, kao i podaci o
terapiji 1 porodi¢noj anamnezi za KVB prikupljeni su anketiranjem ispitanika. Za ovu
studiju, vazan anamnesticki podatak prikupljen anketiranjem bio je nacin ishrane
ispitanika. Kako je koronarna angiografija invazivna procedura koja se ne preporucuje kao
dijagnosticki postupak za osobe bez simptoma sranih bolesti, kod ove grupe ispitanika
nije izvrSena. Medutim, za dobijanje detaljnijih informacija o njihovom kardiovaskularnom
statusu, ispitanici su bili podvrgnuti ultrazvuénom merenju debljine kompleksa intime 1
medije obe karotidne arterije, ¢ime se omogucava otkrivanje ranih aterosklerotskih
oStecenja arterija kod osoba bez simptoma bolesti. Merenje debljine intime-medije
karotidnih arterija (engl. Carotid intima-media thickness — cIMT), kao markera rane,
subklinicke ateroskleroze, vrSeno je ultrasonografski. Lekar koji je izvodio ovu
dijagnosticku proceduru nije bio upoznat sa dijagnozom, terapijskim reZimom i
laboratorijskim rezultatima ispitanika. Sva merenja izvedena su na standardizovan nacin
dok se pacijent nalazio u supinom polozZaju sa glavom okrenutom kontralateralno. Merenje
je vrSeno 10 mm ispod bifurkacije na zajednickim karotidnim arterijama, u nivou
bifurkacije 1 10 mm iznad bifurkacije na unutraSnjim karotidnim arterijama. cIMT
predstavlja rastojanje od ivice dodirne povrSine izmedu lumena i intime do ivice dodirne
povrSine izmedu medije i adventicije. Sva merenja su vrSena na uredaju Siemens

ACUSON Antares uz kori$¢enje softvera za odredivanje cIMT (AHP - Arterial Health
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Package Siemens Software). Snimci su beleZeni na kraju dijastole, a nakon snimanja
vr$eno je izracunavanje cIMT. Ukupni koeficijent varijacije za ponovljena odredivanja bio
je <4%.

Nakon detaljnog ispitivanja njihovog zdravstvenog stanja, odredivanja cIMT i
ispitivanja porodi¢ne anamneze za postojanje KVB kod srodnika prvog stepena, kriterijumi
za iskljucivanje prilikom formiranja kontrolne grupe bili su prisustvo KVB, zatim potvrda
pozitivne porodi¢ne anamneze za KVB, bilo koje druge sistemske inflamatorne ili
metabolicke bolesti, bolesti jetre ili bubrega, cIMT u najmanje jednoj karotidnoj arteriji >1
mm; hipertenzija (dijastolni krvni pritisak >90 mmHg 1/ili sistolni krvni pritisak >140
mmHg) ili upotreba antihipertenzivnih lekova. Iskljucujuci kriterijum je bio i1 nepovoljni
lipidni profil definisan prema Adult Treatment Panel III preporukama [29] koji je
podrazumevao koncentraciju UH u plazmi >5,16 mmol/L, LDL-h >3,35 mmol/L, HDL-h
<1,03 mmol/L, koncentraciju TG u plazmi >1,70 mmol/L i/ili upotreba lekova iz grupe
hipolipidemika, prisustvo Dijabetes mellitus-a i koncentracija glukoze u plazmi nataSte
>6,1 mmol/L, kao i prisustvo gojaznosti koje je definisano kao ITM >30 kg/m”. Kona¢na
kontrolna grupa se sastojala od 31 ispitanika (13 muskaraca i 18 Zena), starosti od 23 do 61
godine.

Uzorci seruma i plazme dobijeni od 10 zdravih ispitanika su spojeni tako da
formiraju pool koji je koris¢en za eksperimente u procesu validacije metode.

Ucesnici u studiji nisu bili vegeterijanci ili vegani, a u toku naSeg istraZivanja u
Srbiji nije bilo proizvoda fortifikovanih biljnim sterolima i/ili stanolima.

Studija je planirana i sprovedena prema etickim principima u skladu sa
Deklaracijom iz Helsinkija, a na osnovu odobrenja Eti¢kog komiteta za klinicka ispitivanja
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja: 728/2) i Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja: 29/11-15). Svi ispitanici su dali pisani
pristanak za ucestvovanje u istraZivanju. Ispitanici su detaljno upoznati sa ciljevima studije
1 nakon potpisivanja pristanka, ukljuceni su u istraZivanje.

Uzorci venske krvi svih ispitanika dobijeni su venepunkcijom prednje kubitalne
vene nakon dvanaestoCasovnog noc¢nog gladovanja. Venepunkcija je izvedena dok su
ispitanici bili u sedeCem poloZaju. EDTA je koriS¢en kao antikoagulans za dobijanje
plazme, a za dobijanje seruma koriS¢ene su epruvete bez aditiva. Derivati krvi su izdvojeni
nakon centrifugiranja na 1500 rcf u trajanju od 10 minuta za plazmu, odnosno 15 minuta za
serum, i to u roku od jednog sata od vadenja krvi. Nakon alikvotiranja, uzorci su ¢uvani na

temperaturi od -80°C do izvodenja analiza.
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3.2. Metode

3.2.1. Metode za odredivanje koncentracije osnovnih biohemijskih
parametara

3.2.1.1. Reagensi i oprema

Za rutinske, automatizovane biohemijske 1 imunohemijske analize koriS¢eni su
reagensi firme Biosystems (Biosystems, Barcelona, Spanija), kao i reagensi firme Roche
(Roche, Basel, §Vajcarska). Biohemijske metode bile su izvedene na slede¢im
biohemijskim i imunohemijskim analizatorima: Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, SAD), COBAS® ¢6000-Roche Diagnostics (Roche, Basel, §vajcarska) i
COBAS®INTEGRA 400 plus-Roche Diagnostics (Roche, Basel, Svajcarska).

3.2.1.2. Principi metoda za odredivanje osnovnih biohemijskih parametara

Odredivanje koncentracije UH, TG, LDL-h, HDL-h, glukoze i kreatinina vrSeno je
na biohemijskom analizatoru Ilab 300+ koriS¢enjem testova proizvidaca Biosystems.
Koncentracija UH je odredena enzimskom CHOD-PAP metodom, koncentracija TG
enzimskom GPO-PAP metodom, te koncentracija glukoze enzimskom GOD-PAP
metodom. Za odredivanje koncentracija HDL-h koris¢ena je direktna metoda sa
deterdZzentom i kuplovanim enzimskim reakcijama. Koncentracija LDL-h je takode
odredena direktnim testom. Koncentracije mokraéne kiseline i uree odredene su enzimskim
metodama, koriS¢enjem testa proizvodaca Biosystems. Koncentracija albumina odredena je
metodom ¢€iji se princip zasniva na reakciji sa bromkrezol zelenim, a koriS¢en je test
proizvodaca Biosystems. Koncentracije apoA-I i apoB-100 su takode odredene reagensima
firme Biosystems. Princip metode za odredivanje koncentracija apoA-I i apoB-100 se
zasniva na turbidimetrijskom merenju reakcije antigen/antitelo (Ag/At) sa monoklonskim
anti-apoA-I 1 anti-apoB-100 At. Odredivanje koncentracije hsCRP izvrSeno je na
biohemijskom analizatoru COBAS® ¢6000-Roche Diagnostics imunoturbidimetrijskom
metodom koriS¢enjem testa proizvodaca Roche. Na biohemijskom analizatoru
COBAS®INTEGRA 400 plus-Roche Diagnostics odredena je koncentracija insulina
elektrohemiluminiscentnom imunohemijskom metodom (engl. electrochemiluminescence
method — ECLIA) koriS€enjem testa proizvodaca Roche. Pomocu HOMA-IR indeksa

procenjen je nivo insulinske rezistencije prema slede¢em obrascu:
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(koncentracija insulina nataste (ulU/mL) x koncentraci ja glukoze nataste (mmol/L)

HOMA —IR =

Ao
FAF A |

3.2.2. Metoda za odredivanje koncentracije malondialdehida
3.2.2.1. Hemikalije i oprema

Hemikalije neophodne za pripremu reagensa za odredivanje koncentracije MDA
su: standard 1,1,3,3-tetractoksipropan (Acros Organic, Geel, Belgija);
Tris(hidroksimethil)aminometan proizvodaca Fisher Chemical (Fisher Chemical,
Pittsburgh, PA, SAD); hlorovodoni¢na kiselina (HCI), trihlorsiréetna kiselina >99,0% 1 2-
tiobarbiturna kiselina proizvodaca Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD).
Od opreme koris¢eni su: centrifuga model 5417R, proizvodaca Eppendorf (Eppendorf,
Hamburg, Nemacka) i spektrofotometar Beckman Coulter DU-64 (Beckman Coulter, Brea,

CA, SAD).

3.2.2.2. Princip metode i postupak za odredivanje koncentracije malondialdehida

Koncentracija MDA je odredena spektrofotometrijski sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA). Princip metode se zasniva na stvaranju obojenog kompleksa MDA sa TBA, ¢ija se
apsorbancija meri na 535 nm. Molarna apsorptivnost nastalog kompleksa na navedenoj
talasnoj duZini iznosi 1,57x10° L/mol/cm [138], a reakcija MDA 1 TBA je prikazana na
slici 13.

HS. _N. _OH S<_ _N_ _OH HO_ _N_ _SH
= ~3 =
T Y T
2 Naw + %L\/JQ —_— Naw AN N A N + 2H0
0 o)
OH OH OH
TBA MDA MDA-TBA kompleks

Slika 13. Reakcija MDA sa TBA

Postupak za odredivanje koncentracije MDA prikazan je u tabeli 2.
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Tabela 2. Postupak izvodenja metode za odredivanje koncentracije MDA.

U epruvete pipetirati (uL) :

Slepa proba Standard Analiza
Plazma - - 300
TRIS-CI pufer 300 - -
Standard - 300 -
TBA reagens 600 600 600

Promesati i inkubirati na 100°C, u vodenom kupatilu 5 minuta. Ohladiti, centrifugirati
na 10000 g, 10 minuta na +4°C i ocitati apsorbanciju supernatanta na 535nm.

TRIS-CI — Tris(hidroksimethil) aminometan i hlorovodonicna kiselina; TBA — 2-tiobarbiturna kiselina.

Kao $to je prikazano u tabeli 2, u epruvete se dodaju uzorci plazme u kojima se
odreduje koncentracija MDA, dok se za slepu probu reagensa odmeri ista zapremina 0,05
mol/L TRIS-CI pufera, pH=7,4. Zatim se doda TBA reagens (0,917 mmol/L trihlorsiréetna
kiselina; 2,6 mol/L 2-tiobarbiturna kiselina; 0,25 mol/L HCI), reakciona smeSa se promeSa
na vorteks-meSalici i inkubira 5 minuta na 100 °C. Nakon inkubiranja reakcija se
zaustavlja hladenjem reakcione smeSe na ledu, nakon ¢ega se izvrsi centrifugiranje na
10000 rcf, 10 minuta na +4°C. Apsorbancija dobijenog supernatanta se meri prema slepoj
probi reagensa na 535 nm. Za izraCunavanje koncentracije MDA koriS¢ena je kalibraciona
kriva koja je konstruisana upotrebom serije razblaZenja primarnog standarda malonaldehid
bis(dietil-acetala) koncentracije 1 mmol/L. Koncentracija sekundarnih standarda se kretala
u rasponu od 1-10 pmol/L, a koris¢ena je kalibraciona kriva koja je zadovoljila odredene
kriterijume (koeficijent korelacije (r) >0,99; odsecak a na y-osi se statisticki znacajno ne

razlikuje od nule).
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3.2.3. Odredivanje masene koncentracije Lp-PLA2
3.2.3.1. Reagensi i oprema

Masena koncentracija Lp-PLA2 odredena je kvantitativnom tehnikom ,,sendvic*
imunoeseja (engl. enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA) koriS¢enjem Human
PLA2G7/PAF-AH/Lp-PLA2 Quantikine® ELISA Kit (R&D, Minneapolis, MN, SAD). U
sastavu kita nalaze se svi neophodni reagensi i liofilizati antitela. Za merenje apsorbancija
na talasnoj duzini od 450 nm, koris¢en je ELISA cita¢ proizvodaca LKB (LKB Vertriebs
GmbH, Wien, Austrija).

3.2.3.2. Princip metode i postupak za odredivanje masene koncentracije Lp-
PLA2

Princip metode za odredivanje masene koncentracije Lp-PLA2 zasniva se na
vezivanju dva monoklonska antitela za razlicite epitope na Lp-PLA2. Bazeni mikroploce
su oblozeni monoklonskim antitelom specifi¢nim za jedan epitop na humani Lp-PLA2
protein. U bazene ploce se nanosi 50 uL slepe probe, standarda i razblazenih uzoraka
seruma koji se inkubiraju dva sata na sobnoj temperaturi, na tamnom, uz konstantno
meSanje. Nakon inkubacije sledi faza ispiranja, pri ¢emu se uklanjaju sve nevezane
supstance, a za antitela ostaje vezana Lp-PLA2. U slede¢em koraku se dodaju sekundarna
monoklonska antitela, obelezena peroksidazom, a koja se vezuju za drugi epitop na Lp-
PLA2. Nakon dvocasovne inkubacije, na sobnoj temperaturi i na tamnom, uz konstantno
meSanje, sledi faza ispiranja u kojoj se uklanjaju sva nevezana sekundarna antitela. Potom
sledi enzimska reakcija koju katalizuje peroksidaza rena vezana za sekundarno antitelo, a
kao supstrat se koriste vodonik peroksid i 3,3°,5,5-tetrametilbenzidin. Enzimska reakcija u
kojoj nastaje obojeni hromogen zasniva se na oksidaciji 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina do
plavo obojenog 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin diimina u prisustvu vodonik peroksida, pri
¢emu je intenzitet nastale boje proporcionalan koncentraciji Lp-PLA2. Reakcija se
zaustavlja dodatkom sumporne kiseline (koncentracije 1 mol/L), pri ¢emu se inhibira
enzimska aktivnost, a obojeni hromogen u kiseloj sredini menja boju iz plave u Zutu.
Intenzitet nastale boje se meri na 450 nm. Sematski prikaz principa ,,sendvi¢“ ELISA

metode za odredivanje masene koncentracije Lp-PLA2 prikazan je na slici 14.
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Slika 14. Sematski prikaz principa ELISA metode za odredivanje masene koncentracije
Lp-PLA2. Preuzeto uz izmene na srpski jezik sa:

https://www.rndsystems.com/products/quantikine-elisa-kit-measuring-high-molecular-

weight-adiponectin; 18.2.2018. (Lp-PLA2 — fosfolipaza A2 udruzena sa lipoproteinom; At
— Antitelo; HRP — peroksidaza rena; TMB — 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin).

Kao slepa proba koristi se komercijalni reagens diluent. Uzorci se prema uputstvu
proizvodac¢a razblazuju u odnosu 1:20 (10uL uzorka i 190 pL reagens diluenta),
neposredno pre izvodenja testa. Liofilizovani komercijalni standard je rekonstituisan
odgovarajuc¢im reagensom i koris¢en je kao primarni standard za izradu kalibracione krive.
Koncentracija primarnog standarda iznosila je 50 pg/L. Prema uputstvu proizvodaca,
napravljena je serija razblaZenja primarnog standarda, pri ¢emu je dobijeno 6 sekundarnih
standarda. Za potrebe izrade kalibracione krive koriS¢eno je svih 7 standardnih rastvora u
duplikatu, a koris¢ena kriva zadovoljavala je kriterijume da su vrednosti r >0,99 i da se

odsecak a na y-osi statisticki nije razlikovao od nule.

Masena koncentracija Lp-PLA2 u serumu ispitanika izracunata je iz dobijenih
jednacina kalibracione krive uzimaju¢i u obzir pocetno razblazenje uzorka. Dobijeni

rezultati izraZzeni su u pg/L.
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3.2.4. Odredivanje aktivnosti LCAT-a i CETP-a

3.2.4.1. Reagensi i oprema

Za odredivanje aktivnosti LCAT i CETP koris¢eni su reagensi za odredivanje
koncentracije ukupnog i slobodnog holesterola firme Bioanalytica (Bioanalytica, Beograd,
Srbija) i HDL precipitirajuci reagens firme Biosystems (Biosystems, Barcelona, Spanija).
Analize su izvodene na biohemijskom analizatoru Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory,

Bedford, Massachusetts, SAD).

3.2.3.2. Princip metode i postupak za odredivanje aktivnosti LCAT i CETP

Odredivanje aktivnosti LCAT i CETP izvrSeno je prema metodi koje su predloZili
Asztalos i Fielding [139, 140]. Ova metoda omogucava odredivanje obe aktivnosti. Kako
LCAT jedini katalizuje reakciju esterifikacije slobodnog holesterola (SH) u holesterol-estre
(HE) u plazmi, njegova aktivnost se odreduje izracunavanjem razlike izmedu koncentracija

SH pre i1 nakon inkubacije uzorka tokom 2h na 37°C.

Uzorci u kojima je izmerena koncentracija SH pre inkubacije (LCAT SH
inicijalno), inkubirani su 2 sata na 37 °C, a zatim je i u njima izmerena koncentracija SH
nakon inkubacije (LCAT SH finalno). Razlika u koncentracijama SH pre i posle inkubacije

je proporcionalna aktivnosti enzima i raCuna se prema navedenoj formuli:

LCAT [umol/L/h] = (SHpre inkubacije — SHposle inkubacije) x 1000/2

CETP katalizuje razmenu HE i TG izmedu svih klasa lipoproteina. S obzirom na to
da koli¢ina prisutnih HE zavisi od aktivnosti LCAT i da su uglavnom prisutni u jezgru
HDL cestice [141], aktivnost CETP-a se procenjuje na osnovu brzine prenosa HE izmedu
HDL-a, i VLDL-a i LDL-a u funkciji viemena. CETP posredovan transfer HE je odredivan
kao razlika izmedu brzine smanjenja koncentracije SH u plazmi i promenama u
koncentracijama HE u HDL frakciji pre i nakon inkubacije uzoraka tokom 2h na 37°C.
Promene u koncentracijama HE racCunate su tako Sto se od koncentracije UH oduzme

koncentracija SH u istom uzorku.
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Kako je za odredivanje aktivnosti CETP neophodno odrediti koncentracije SH i UH
u HDL cesticama, HDL frakcija je izdvojena metodom selektivne precipitacije. Princip
metode za izdvajanje HDL frakcije zasniva se na taloZzenju VLDL i LDL Ccestica
fosfovolframovom kiselinom i jonima Mg**. Koncentracije SH i UH odredene su
enzimskim metodama u frakciji inicijalnog uzorka koja sadrzi samo HDL cestice. Uzorci
su potom inkubirani 2 sata na 37 °C. Nakon inkubacije, izdvojena je HDL frakcija u kojoj
se ponovo odreduju koncentracije SH i UH. Aktivnost CETP-a odreduje se prema

navedenoj formuli:

Molarna CETP aktiviost [umol/L/h] = [(inicijalni plazma SH — finalni plazma SH)] —
[(finalniHDL-UH — finalniHDL-SH) — (inicijalniHDL-UH — micijamiHDL-SH)] x 1000/2

Ukupna aktivnost CETP-a predstavljena je kao apsolutna vrednost.

3.2.5. Odredivanje procentualnog udela pojedinih masnih kiselina u
odnosu na ukupan masnokiselinski sastav plazme

3.2.5.1. Hemikalije i oprema

Za pripremu uzoraka za odredivanje procentualnog udela pojedinih MK u odnosu
na ukupan masnokiselinski sastav plazme, od hemikalija su koriS¢eni metanol i n-heksan
HPLC ¢istoc¢e (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i hlorovodoni¢na kiselina GC ¢istoce
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Priprema metil estara MK je izvrSena 3 mol/L
metanolnim rastvorom HCI, a ekstrakti su razdvajani centrifugiranjem na Eppendorf
centrifugi model 5702 (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Azot 3.5 Cistoce je koriS¢en za
uparavanje organskih ekstrakata tokom pripreme uzoraka, dok je helijum 5.0 cistoce
koris¢en kao nose¢i gas prilikom razdvajanja MK na gasnom hromatografu. Gasovi su
nabavljeni od Messer Group (Messer Group, Bad Soden, Nemacka). Za hromatografsko
razdvajanje koriS¢en je gasni hromatograf sa plameno-jonizacionim detektorom (GC-FID)
model 7890A, proizvodaca Agilent Technology (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD). Kolona na kojoj je vrSeno hromatografsko razdvajanje MK je polarna kapilarna
kolona HP-88 ((88% cijanopropil) aril-polisiloksan), dimenzija 100mx0,25mmx0,20um
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Za identifikaciju pojedinih MK koriS¢ena
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je komercijalno dostupna smeSa standarda MK Supelco FAME Mix (Supelco, Bellefonte,
PA, SAD).

3.2.5.2. Priprema uzorka za odredivanje MK

Priprema wuzoraka za odredivanje masenog udela MK vrSena je prema
modifikovanom postupku, koji su predlozili Koletzko i saradnici [137]. U borosilikatne
staklene epruvete je dodato 200uL uzorka plazme, a zatim 2 mL metanolnog rastvora HCl
(koncentracije 3 mol/L). Sadrzaj epruvete je promesSan na vorteks-mesalici u trajanju od 30
sekundi, a nakon toga je vrSena kisela hidroliza estara masnih kiselina, njihovo oslobadanje
i prevodenje u metil- derivate na temperaturi od 85 °C, tokom 45 minuta. Nakon hladenja
uzorka, izvrSena je ekstrakcija lipidne frakcije sa 2 mL n-heksana, uz centrifugiranje na
1500 rcf 5 minuta. Gornji, heksanski sloj je prebacen u posebnu, borosilikatnu staklenu
epruvetu i uparen do suva u struji azota Cisto¢e 3.5. Proces ekstrakcije i uparavanja je
ponovljen dva puta uz dodavanje svakog narednog heksanskog sloja u istu epruvetu.
Uzorci su pre injektovanja na kolonu gasnog hromatografa rekonstituisani u 75 puL n-

heksana.

3.2.5.3. GC-FID uslovi za hromatografsko razdvajanje MK i izracunavanje
procentualnih udela ispitivanih MK u odnosu na ukupan masnokiselinski sastav plazme

Sastav MK u lipidnom ekstraktu odreden je nakon hromatografskog razdvajanja
metil-estara masnih kiselina metodom gasne hromatografije sa plameno-jonizacionim
detektorom, koriS¢enjem kapilarne kolone HP-88 (100 m X 0.25 mm x 0.2 um). Kao
noseci gas koriS¢en je helijum Cisto¢e 5.0 sa protokom od 105 mL/min. Uzorci su
injektovani koriS¢enjem split reZima na injektoru (100:1), pri temperaturi injektora od 250
°C. Pocetna temperatura kolone iznosila je 175 °C, a zatim se temperatura kolone
povecavala za 5 °C/min do 220 °C. Temperatura detektora iznosila je 280 °C. U tabeli 3
prikazano je multilinearno programiranje temperature kolone na GC-FID hromatografu za

razdvajanje metil estara masnih kiselina.
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Tabela 3. Multilinearno programiran temperaturni reZim kolone na GC-FID hromatografu

za razdvajanje metil estara MK.

Brzina poveéanja Temperatura V'v' eme Vreme
temperature 5 zadrZavanja trajanja
[°C/min] [°Ci [min] analize [min]
Pocetak - 175 10 10
Prvo povecanje 5 220 41 60

MK su identifikovane na osnovu retencionih vremena MK iz standardne smeSe. Na

slici 15 prikazan je hromatogram standardne smeSe MK.
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Slika 15. Hromatogram standardne smeSe masnih kiselina.

Kako su rezultati prikazani kao procentualni udeo pojedinacnih MK u odnosu na

ukupan masnokiselinski sastav plazme, na svakom hromatogramu integraljen je isti broj
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MK, odnosno isti masnokiselinski profil. MK ¢iji je procentualni udeo bio manji od 0,5%

nisu integraljene.

3.2.6. Razdvajanje i odredivanje zastupljenosti pojedinih LDL i HDL
subfrakcija

3.2.6.1. Hemikalije i oprema

Razdvajanje LDL 1 HDL subfrakcija je izvrSeno vertikalnom elektroforezom na
poliakrilamidnom gradijent gelu. Gustinski gradijent poliakrilamida pripreman je
meSanjem 3% i 31% monomera akrilamida i N,N'-metilen-bisakrilamida proizvodaca GE
Healthcare (GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija). Monomeri akrilamida su
rastvoreni u Tris puferu, pH 8,3, pripremanom od tris(hidroksimetil)aminometana, borne
kiseline i Na,EDTA (90 mmol/L Tris, 80 mmol/L borna kiselina i 2,5 mmol/L Na,EDTA),
proizvodaca Fisher Chemical (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD). Priprema
poliakrilamidnog gela izvrSena je koriS¢enjem redoks inicijatora, tetrametilen-diamina
(TEMED) i amonijum-persulfata (APS), nabavljenih od proizvodaca GE Healthcare (GE
Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija). Da bi se postigla dodatna gustina 31%
rastvora akrilamida, koriS¢en je 70% rastvor glicerola, proizvodaca Avantor-Macron
(Macron, Center Valley, PA, SAD). Gelovi su izlivani koriste¢i sistem Hoefer SE 675
(Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austrija) uz pomo¢ dve peristalticke pumpe
Masterflex L/S (Cole Parmer Instrumental Company, Vernon Hills, IL, SAD).
Elektroforetsko razdvajanje je izvodeno u kadi za vertikalnu elektroforezu Hoefer SE 600
Ruby (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austrija), pri ¢emu je koris¢en Tris pufer,
pH 8,35, proizvodaca Fisher Chemical (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD), sledeceg
sastava: Tris 90 mmol/L, borna kiselina 80 mmol/L i 2,7 mmol/L Na,EDTA). Od istog
proizvodaca nabavljena je boja bromfenol-plavo, pri cemu je pripreman 0,1% rastvor ove
boje u 40% rastvoru saharoze proizvodaca Acros Organic (Acros Organic, Geel, Belgija).
Kao kalibratori za veli€¢inu HDL i LDL cestica koriS¢eni su proteinski standardi velike
molekulske mase (HMW Native Marker Kit), proizvoda¢a Amersham Pharmacia Biotech
(Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austrija), zatim karboksilovane polistirenske
Cestice (mikrosfere) dijametra 40 nm (Duke Scientific Corporation, Palo Alto, CA, SAD) i
standardizovana humana plazma koja sadrzi dve LDL subfrakcije, a €ija je standardizacija
izvedena u Laboratoriji za genetiku lipoproteina, Southwest Foundation for Biomedical

Research, San Antonio, TX, SAD. Za fiksiranje razdvojenih lipoproteinskih frakcija
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koris€¢en je 10% rastvor trihlorsiréetne kiseline (Acros Organic, Geel, Belgija), a za
ispiranje 45% rastvor etanola (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD). Bojenje
lipoproteinskih frakcija vrSeno je Sudan black B bojom (Merck, Darmstadt, Nemacka) (5
g/L u 45% etanolu). Bojenje proteinskih frakcija standarda vrseno je 0,75% rastvorom boje
Coomassie brilliant blue G-250 (Sigma, St. Louis, MO, SAD) u smeSi etanola, siretne
kiseline (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD) i vode (3:1:8, v/v). Denzitometrijska
analiza gelova je izvrSena na skeneru visoke rezolucije Image Scanner III (Amersham

Pharmacia Biotech, Vienna, Austrija) sa procesorom (MaxData GmbH, Marl, Nemacka).

3.2.6.2. Izlivanje kompozitnih gradijent (3-31%) gelova

Kompozitni gradijent (3-31%) gelovi, debljine 1,5 mm sa 15 mesta za nanoSenje
uzoraka su pripremani koriS¢enjem sistema za izlivanje Hoefer SE 675. Potreban
koncentracioni gradijent postiZe se meSanjem dva monomerna rastvora razliCitih
koncentracija akrilamida u Tris puferu (pH 8,3) pomocu dve peristalticke pumpe
Masterflex L/S. Rad pumpi kontroliSe softver Masterflex Linkable Instrument Control
Software (WinLIN). MeSanjem monomera formira se gradijent poliakrilamida od 12
segmenata. Trinaesti segment sadrZi samo 31% poliakrilamid. Na kraju, na dno komore se
upumpava rastvor 70% glicerola, kako bi se postiglo podizanje gradijenta. Proces
polimerizacije se odvija preko no¢i na sobnoj temperaturi. Pripremljeni gelovi se

konzerviSu i ¢uvaju na 4°C u Tris puferu, pH 8,3 u koji je dodat Na-azid (20 mg/L).

3.2.6.3. Gradijent-gel elektroforetsko razdvajanje LDL i HDL subfrakcija

Elektroforetsko razdvajanje LDL i HDL cestica na gradijentu gustine postize se
pod dejstvom jednosmerne struje, pri konstantnom naponu. Tehnike izlivanja gelova i
elektroforetskog razdvajanja zasnovane su na metodi Rainwatera i saradnika [143].
Elektrofororetsko razdvajanje se izvodi u vertikalnoj kadi Hoefer SE 600 Ruby na
temperaturi od 8°C, u Tris puferu, pH 8,35. Na gel se nanosi 25 plL smeSe plazme i 0,1%
rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru saharoze. Istovremeno, u posebne trake na gelu
se postavljaju standardi. Elektroforetsko razdvajanje se izvodi pri konstantnom naponu u
ukupnom trajanju od 20 casova i 33 minuta. Kalibracija gelova se vrSi upotrebom
proteinskih standarda velike molekulske mase, standardizovanom humanom plazmom koja

sadrzi dve LDL subfrakcije i karboksilovanim polistirenskim ¢esticama (mikrosfere).
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Nakon zavrSenog elektroforetskog razdvajanja gelovi se fiksiraju sat vremena u
10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline. Odseceni deo gela sa uzorcima i standardizovanom
humanom plazmom se ispira sat vremena u 45% rastvoru etanola, nakon ¢ega sledi bojenje
u rastvoru Sudan black B (5 g/L u 45% etanolu) i odbojavanje u 45% entanolu preko no¢i.
Deo gela sa proteinskim standardima se nakon fiksiranja ispira sat vremena u destilovanoj
vodi i1 boji 5 sati sa 0,75% rastvorom boje Coomassie brilliant blue G-250. Visak boje se
uklanja pomocu smeSe etanola, siretne kiseline i vode (3:1:8, v/v). Na slici 16 su

prikazane lipoproteinske subfrakcije i standardi nakon sprovedene gore opisane procedure.

UZORCI STANDARDI
‘ﬁ"‘i g FE _ mikrosfere
LDL A — . standardna
LDL B =— o e - humana
plazma
- tireoglobulin
— feritin

HDL 2b —
HDOL 2a —
HDL 3a | #
HDL 3b — — = LDH
HDL 3¢ —

— albumin

Slika 16. Vizualizacija lipoproteinskih subfrakcija uzoraka 1 standarda nakon
elektroforetskog razdvajanja 1 bojenja gela. (Prikazan je deo gela sa razdvojenim

lipoproteinskim subfrakcijama dva uzorka i deo gela sa standardima).

3.2.6.4. Skeniranje gelova i evaluacija LDL i HDL subfrakcija

Denzitometriranje gelova radeno je na skeneru Image Scanner III uz primenu
programa Magic Scan software (version 4,6;1999; UMAX Data Systems, Inc). Analiza
gelova se vr$i u programu Image Quant software (version 5.2;1999; Molecular Dynamics).
Kalibraciona kriva za LDL subfrakcije sainjena je od mikrosfera (40,0 nm), dve

standardizovane LDL subfrakcije (26,99 1 25,52 nm) i tireoglobulina (17,0 nm). Za
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kalibraciju HDL subfrakcija koriS¢eni su tireoglobulin (17,0 nm), feritin (12,2 nm), laktat

dehidrogenaza (8,4 nm) i albumin (7,1 nm).

Nakon elektroforetskog razdvajanja, analizirane su karakteristike LDL i HDL
subfrakcija, Sto je podrazumevalo: odredivanje dominantnog LDL i HDL dijametra,
identifikaciju LDL i HDL fenotipova i odredivanje udela pojedina¢nih LDL i HDL
subfrakcija. LDL fenotip A je okarakterisan dominantnim dijametrom LDL cestica >25,5
nm, dok je kod LDL fenotipa B dominantni dijametar LDL cestica <25,5 nm. HDL fenotip
2 karakteriSe prisustvo dominantnog dijametra Cestica >8,8 nm, a HDL fenotip 3 dijametar
<8,8 nm. Karakteristike gelova omogucavale su razdvajanje i identifikaciju 7 LDL (LDL I,
ITA, 1IB, IIIA, 1IIB, IVA i IVB) i 5 HDL (HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c)
subfrakcija. Na osnovu povrSina pikova dobijenih denzitometriranjem, odredivan je
relativni udeo (%) svake pojedinacne subfrakcije u ukupnom LDL ili HDL profilu
ispitanika. Relativni udeo sdLDL Cestica predstavlja zbir relativnih udela LDL III 1 IV
subfrakcija, dok relativni udeo malih HDL cestica predstavlja zbir relativnih udela HDL

3a, 3b i 3c subfrakcija u ispitivanom uzorku.

3.2.7. Odredivanje koncentracije markera sinteze i apsorpcije
holesterola

3.2.7.1. Hemikalije i oprema

Za razdvajanje, identifikaciju 1 kvantifikaciju NHS koriS¢en je GC-FID
proizvodaca Agilent Technology, model A7890 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD) i nepolarna kapilarna kolona HP-5 ((5%-fenil)-metilpolisiloksan), dimenzija
30mx0,32mmx0,25um, istog proizvodaca. Pored ove kolone, u procesu postavljanja
metode, koriS¢ene su i DB-17MS ((50%-fenil)-metilpolisiloksan) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD) kapilarna kolona, dimenzija 30 mx0,25 mmx0,25 pm, kao i kolona
ZB-5MS (5%-fenil-arilen, 95%-dimetilpolisiloksan) (Phenomenex, Torrance, CA, SAD),
dimenzija 30mx0,25mmx0,25um. ZB-5MS kolona kori$¢ena je i za kvalitativhu potvrdu
pikova od interesa na GC-MS-u proizvodaca Agilent Technology, model 6890N/5975C
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Identifikacija i kvantifikacija pikova
markera sinteze i apsorpcije holesterola, odnosno dezmosterola, latosterola, kampesterola,
stigmasterola i [-sitosterola, izvrSena je pomocu autenti¢nih standarda GC Cdistoce
(Supelco, Bellefonte, PA, SAD). Kao interni standard (IS) koriS¢en je Sa-holestan GC

Cistoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) za izraCunavanje prinosa ekstrakcije, a od
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istog proizvodaca nabavljen je i komercijalni metanolni rastvor kalijum-hidroksida (KOH),
koncentracije 0,5 mol/L, koji je kori§¢en za pripremu uzoraka bez procesa derivatizacije.
IS je koriS¢en u koncentraciji 1 mg/mL, rastvoren u hloroformu (Fisher Chemical,
Pittsburgh, PA, SAD). Za te¢no-te¢nu ekstrakciju, prilikom pripreme uzoraka bez procesa

derivatizacije, upotrebljen je petroletar (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD).

U postupku pripreme uzoraka, koji je ukljucivao i proces derivatizacije, kao IS
takode je koriS¢en Sa-holestan u koncentraciji 1 mg/mL, ali rastvoren u n-heksanu HPLC
Cisto¢e (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD). Za pripremu uzoraka kori$¢eni su 8,9
mol/L vodeni rastvor KOH (POCH, Center Valley, PA, SAD) i etanol HPLC C¢istoce
(Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD). Silanizacija alkoholne grupe sterola izvrSena je
pomoc¢u komercijalnog reagensa Sylon™ HTP koji se sastojao iz 1,1,1,3,3,3—
heksametildisiloksan + trimetilhlorsilan + piridin (HMDS + TMCS+ Pyridine) (3:1:9, v/v)
(Supelco, Bellefonte, PA, SAD). Za procenu prinosa derivatizacije na osnovu
procentualnog odnosa nederivatizovanog i derivatizovanog holesterola, primenjen je
standard holesterola (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Postupak pripreme standarda i
uzoraka sproveden je u borosilikatnim staklenim epruvetama od 15 mL sa poklopcima od
inertnog politetrafluoroetilena (PTFE) proizvodaca Cole-Parmer (Cole-Parmer, Chicago,
IL, SAD). U procesu pripreme uzoraka, za adekvatno razdvajanje slojeva prilikom
postupka LLE, koriS¢ena je Eppendorf centrifuga model 5702 (Eppendorf, Hamburg,
Nemacka). U procesu ispitivanja stabilnosti uzoraka, kao antioksidans, upotrebljen je
komercijalno dostupan, u vodi rastvoran, analog vitamina E, Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), proizvoda¢a Acros Organics (Acros Organic,

Geel, Belgija).

Priprema staklenog laboratorijskog posuda izvrSena je pranjem hromsumpornom
kiselinom i acetonom proizvodaca Zorka Pharma (Zorka farma, Sabac, Srbija), a zatim i n-
heksanom HPLC C¢isto¢e. Za ispitivanje interferencije plasticnog laboratorijskog posuda

koriS¢ene su Pasterove pipete zapremine 3 mL (LLG, Meckenheim, Nemacka).

Proces pripreme uzoraka za dokazivanje ftalata u organskim ekstraktima ukljucivao
je primenu ekstrakcije tetrahidrofuranom i n-heksanom, kao i rekonstituisanje u
acetonitrilu. Svi rastvaraci su bili HPLC C¢istoce, nabavljeni od firme Fisher Chemical
(Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, SAD). Hromatografska analiza je sprovedena na Agilent
1200 HPLC/DAD systemu (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD), uz linearni

gradijent mobilnih faza (acetonitril:voda, HPLC c¢istoce).
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Kvalitativna potvrda pikova od interesa izvrSena je na osnovu izraCunavanja
retencionih indeksa koriS¢enjem C8-C40 meSavine serije alkana kao homologih internih

standarda (Supelco, Bellefonte, PA, SAD).

Helijum (5.0 cistoce), sinteticki vazduh bez prisutnih ugljovodonika (5.0), vodonik
(5.0) 1 azot (3.5, 1 5.0) isporuceni su od strane Messer Grupe (Messer Group, Bad Soden,

Nemacka).

3.2.7.2. Postupak razvoja i optimizacije metode za kvantitativno odredivanje NHS
3.2.7.2.1. Priprema staklenog laboratorijskog posuda

Borosilikatno staklo (epruvete, CaSe, pipete, volumetrijski normalni sudovi, itd.) i
laboratorijsko plasti¢no posude izradeno od polietilena visoke gustine (nastavci za pipete,
Pasterove pipete, itd.) su koriS¢eni za rukovanje standardima i uzorcima tokom citavog
preanalitickog 1 analitickog procesa. Da bi se izbegle moguce interferencije, sprovedena je
rigorozna procedura pranja stakla koja je podrazumevala pranje posuda anjonskim
deterdzentom, pijacom vodom i destilovanom vodom, a zatim uranjanje staklenog posuda
preko no¢i u hromsumpornu kiselinu, ispiranje u destilovanoj vodi i suSenje na 100 °C.
Stakleno posude je dva puta ispirano acetonom, a zatim n-heksanom HPLC Ccistoce.
Izostavili smo preanaliticki proces silanizacije staklenih epruveta koje su koriS¢ene za
pripremu uzoraka, a koji neki autori navode kao neophodan [93]. NaSa preliminarna studija
procene prinosa derivatizacije pokazala je da ovaj korak nije neophodan za dobijanje

zadovoljavajuceg prinosa derivatizacije.

3.2.7.2.2. Postupak pripreme uzoraka bez procesa derivatizacije NHS

U pocetku smo testirali postupak pripreme uzorka koji je obuhvatao proces alkalne
hidrolize i ekstrakciju neosapunjive frakcije lipida, ali bez njihovog prevodenja u
trimetilsilil etarske derivate. Prema protokolu Matthana i saradnika [76], 150 mL IS (5-a-
holestana) rastvorenog u hloroformu, koncentracije 1 mg/mL dodato je u epruvete od
borosilikatnog stakla sa PTFE zatvaraCima i upareno do suva u struji azota (Cistoce 3.5). U
tako pripremljene epruvete dodat je 1 mL EDTA plazme, a zatim 5 mL 0,5 mol/L
metanolnog rastvora KOH. Reakciona smeSa je inkubirana 1 h na 100 °C. Nakon
zavrsenog procesa inkubacije, epruvete su ohladene do sobne temperature i proces te¢no-

teCne ekstrakcije je izvrSen dodavanjem 2,5 mL destilovane vode i 3 mL petroletra uz
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mesSanje slojeva na vorteks-meSalici. NHS, kao neosapunjiva lipidna frakcija, ekstrahovani
su u gornjem, petroletarskom sloju nakon centrifugiranja epruveta na 1500 rcf tokom 15
min. Petroletarski sloj je potom prenet u Ciste staklene epruvete, a postupak ekstrakcije je
ponovljen jos dva puta. Sakupljeni ekstrakti su osuseni u struji azota i neposredno pre GC-

FID analize, rekonstituisani u 1 mL hloroforma [76].

3.2.7.2.3. Hromatografski uslovi radvajanja NHS

Parametri na GC-FID aparatu su inicijalno optimizovani na Agilent Technology
HP-5 koloni. Na pocetku, koriS¢en je izotermalni reZim rada, pri ¢emu je injektovano 5 pL.
rekonstituisanog ekstrakta, koriS¢enjem split reZima na injektoru (9:1). Temperatura
injektora je bila 300 °C, kolone 280 °C, a detektora 310 °C. Razdvajanje je vrSeno pod
konstantnim pritiskom od 9,26 psi i protokom helijuma od 0,78 mL/min. Ukupno vreme
trajanja hromatografske analize iznosilo je 35 minuta. Optimizacijom su uspostavljeni
sledec¢i instrumentalni uslovi koji su podrazumevali zapreminu injektovanja od 5 pL,
primenom split reZima 9:1 i temperaturu injektora od 280 °C. Temperaturne promene na
koloni su multilinearno programirane na slede¢i nacin: inicijalna temperatura je iznosila
150 °C, sa zadrZzavanjem od 3 min; porast temperature do 280 °C brzinom od 30 °C/min,
uz zadrZavanje od 28 minuta; porast temperature do 295 °C brzinom od 10 °C/min, uz
odrzavanje temperature 10 minuta. Temperatura detektora je iznosila 300 °C, a kao noseci
gas je koris¢en helijum (Cistoce 5.0), pri konstantnom pritisku od 9,26 psi i protoku od 1,23
mL/min. Ukupno vreme trajanja analize iznosilo je 47 min. U tabeli 4 prikazano je

multilinearno programiranje temperature (engl. multi-ramp).

Tabela 4. Multilinearno programiranje temperature (engl. multi-ramp).

Brzina poveéanja Vreme Vreme
Temperatura . . .
temperature [°CJ zadriavanja trajanja
[°C/min] [min] analize [min]
Pocetak - 150 3 3
Prvo povecanje 30 280 28 35,33
Drugo poveéanje 10 295 10 46,83

Pod istim hromatografskim uslovima testirano je razdvajanje na jo$ dve GC kolone

razli¢ite debljine filma i polarnosti u cilju postizanja zadovoljavaju¢eg razdvajanja analita
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od interesa. KoriS¢ene su Agilentova DB-17MS i1 Phenomenex ZB-5MS kolone. U cilju
daljeg poboljSanja hromatografskih performansi, pored helijuma, testiran je i azot (Cistoce
5.0) kao nose¢i gas. Pikovi od interesa su identifikovani uporedivanjem sa pikovima
standardnih rastvora sterola, kao i pomocu Kovacevih retencionih indeksa [144],

koriS¢enjem C8-C40 meSavine serije n-alkana.

Postupak pripreme uzoraka bez procesa derivatizacije, kao i hromatografski uslovi
opisani u ovom poglavlju, nisu dali adekvatno hromatografsko razdvajanje pikova od

interesa.

3.2.7.2.4. Postupak pripreme uzoraka sa procesom derivatizacije NHS

Priprema uzoraka koja je ukljucivala proces derivatizacije sprovedena je prema
modifikovanoj proceduri koju su predlozili Wu i saradnici [36]. Ovim postupkom testirali
smo uticaj procesa derivatizacije (prevodenja NHS u trimetilsilil etre), uz kori§¢enje manje
zapremine uzoraka, na postizanje boljih hromatografskih karakteristika. U borosilikatne
staklene epruvete sa PTFE zatvaraima ispipetirano je 100 uL rastvora internog standarda
(5-a-holestana), rastvorenog u n-heksanu, koncentracije 1 mg/mL. Nakon toga, IS je u
struji azota uparen do suva. U tako pripremljene epruvete, dodato je 100 uL EDTA
plazme, a zatim 1 mL apsolutnog etanola 1 960 pL rastvora KOH koncentracije 8,9 mol/L.
Smesa je promesana 15 s na vorteks-mesalici i saponifikacija je izvrSena na temperaturi od
67°C u trajanju od jednog sata. Nakon inkubacije, epruvete su ohladene do sobne
temperature 1 izvrSena je teCno-tecna ekstrakcija NHS, sa dodatkom 1 mL destilovane vode
1 2 mL n-heksana. Sadrzaj u epruvetama je promeSan, a zatim centrifugiran na 1500 rcf u
trajanju od 5 minuta. Proces ekstrakcije ponovljen je joS dva puta, a gornja, organska faza,
pazljivo je preneta staklenom pipetom u Cistu staklenu epruvetu. Kako bi prinos ekstrakcije
bio Sto bolji, ista staklena pipeta je koriS¢ena za transfer organskog sloja nakon sva tri
procesa ekstrakcije. U sledeCem koraku, 4 mL dejonizovane vode je dodato u sakupljeni
ekstrakt, promeSano na vorteks-meSalici, a zatim centrifugirano 5 min na 1500 rcf. Ova
procedura desalinizacije ponovljena je dva puta, a gornji sloj je ponovo sakupljan i
prebaCen staklenom pipetom u Cistu staklenu epruvetu. Dobijeni ekstrakti upareni su do
suva u struji azota na sobnoj temperaturi, pre dodavanja derivatizujueg reagensa.
Prevodenja NHS u trimetilsilil etre izvrSeno je dodavanje 220 pL komercijalnog

derivatizujuceg reagensa Sylon™ HTP, u trajanju od sat vremena na temperaturi od 67 °C.
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Na slici 17 prikazana je reakcija prevodenja holesterola u trimetilsislil etarski derivat

holesterola.

Slika 17. Reakcija holesterola sa trimetilsilil reagensom. (X — halogeni element)

Nakon zavrSenog procesa derivatizacije, epruvete su ohladene do sobne
temperature, sadrzaj je kratko promesan, a zatim su derivatizovani ekstrakti osuSeni u struji
azota pod strogo kontrolisanim uslovima vlaZnosti atmosfere u kojoj se vr$ilo uparavanje.
Rekonstituisanje uparenih derivatizovanih ekstrakata izvrSeno je sa 300 pL n-heksana

(HPLC cistoc¢e), neposredno pre izvodenja hromatografske analize.

3.2.7.2.5. Hromatografski uslovi razdvajanja trimetilsilil etara NHS

Hromatografsko razdvajanje i kvantitativno odredivanje derivata NHS postignuto je
koris¢enjem Agilent HP-5 nepolarne kapilarne kolone. Za injektovanje 1 puL
rekonstituisanog derivatizovanog ekstrakta na kolonu, koriS¢en je splitless rezim
injektovanja. Uspostavljeno je multilinearno programiranje temperaturnih promena na
koloni, sa pocetnom temperaturom od 150 °C koja je odrZzavana 3 min. Zatim je
primenjeno linearno povecanje temperature do 250 °C, brzinom od 30 °C/min, nakon ¢ega
je usledilo joS jedno linearno povecanje temperature kolone brzinom od 5 °C/min do
temperature od 270 °C, koja je bila odrzavana 30 minuta. Kao gas nosac najpre je koriS¢en
azot Cisto¢e 5.0 sa protokom od 2,73 mL/min 1 konstantnim pritiskom od 15 psi.
Optimalno razdvajanje pikova od interesa postignuto je koriS¢enjem helijuma (Cistoce 5.0)
kao noseceg gasa. Konstantni pritisak od 15 psi i protok od 2,28 mL/min su primenjivani
tokom celog procesa hromatografskog razdvajanja. Temperature injektora i detektora su
iznosile 290 °C, a ukupno vreme hromatografskog razdvajanja iznosilo je 40.33 min. U

tabeli 5 prikazano je multilinearno programiranje temperature (engl. multi-ramp).
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Tabela 5. Multilinearno programiranje temperature (engl. multi-ramp).

Brzina poveéanja Vreme Vreme
Temperatura 9 . .
temperature °Cj zadriavanja trajanja
[°C/min] [min] analize [min]
Pocetak - 150 3 3
Prvo povecanje 30 250 0 6,33
Drugo poveéanje 5 270 30 40,33

Pikovi od interesa su identifikovani uporedivanjem sa pikovima standardnih
rastvora derivatizovanih sterola. Za identifikaciju su koriS¢eni redukovano retenciono
vreme (ty) i relativno retenciono vreme (r) NHS. Redukovano retenciono vreme je vreme
koje ispitivana supstanca provede u stacionarnoj fazi i racuna se prema formuli t; - t; _ ty, pri
¢emu tp predstavlja retenciono vreme n-heksana. Relativno retenciono vreme predstavlja
odnos redukovanih retencionih vremena odgovarajueg sterola i1 internog standarda.
Takode, pod istim hromatografskim uslovima, na analiti¢koj koloni istih dimenzija i istog
sastava mobilne faze (ZB5-MS), na GC-MS hromatografu, analizirani su standardni
rastvori NHS 1 derivatizovani uzorci seruma i plazme. Pojedinacni pikovi od interesa su
identifikovani pomoc¢u National Institute of Standards and Technology/National Bureau of
Standards (NIST/NBS) i Wiley MS spektralnih biblioteka, uporedivanjem dobijenog
masenog spektra sa dostupnim podacima kao i poredenjem njihovih retencionih indeksa
(RI) sa podacima iz literature [145]. RI su izraCunati pomocu linearne interpolacije, u

odnosu na homolognu seriju n-alkana (C8-C40) analiziranih pod istim uslovima [144].

Postupak pripreme uzoraka koji je ukljuc¢ivao proces prevodenja NHS u njihove
trimetilsilil derivate, kao i gore opisani hromatografski uslovi, dali su optimalne

proceduralne i1 instrumentalne uslove za razdvajanje pikova od interesa.

3.3. Validacija metode za kvantitativno odredivanje NHS

Nakon uspostavljanja analitickih uslova koji su obezbedili dobro razdvajanje svih
pet NHS, protokol za validacuju metode, a prema preporukama Americke Uprave za hranu

i lekove (Food and Drug Administration — FDA) [146], obuhvatao je sledece korake:
v’ Ispitivanje preanalitickih faktora uticaja na kvantitativnu analizu NHS;

v' Ispitivanje linearnosti metode;
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v' Ispitivanje limita detekcije i limita kvantifikacije metode;

<\

Ispitivanje preciznosti metode;

Ispitivanje tecnosti metode (Recovery test);

s

Ispitivanje stabilnosti uzoraka;

<\

Klinic¢ka verifikacija limita detekcije i1 limita kvantifikacije;

3.3.1. Evaluacija preanalitickih i analitickih faktora uticaja na
kvalitativno odredivanje NHS

U ovom eksperimentu testirali smo razli¢ite preanaliticke i analiticke faktore uticaja
na kvantitativno odredivanje NHS, adekvatan odabir bioloskog materijala, kao i uticaj
uslova i duZine skladiStenja uzoraka u kojima se odreduju NHS. U ovu svrhu koris¢eni su
pool-ovi seruma 1 plazme dobijeni od 10 zdravih ispitanika. Procedura pripreme uzoraka
ukljucivala je proces derivatizacije (v. poglavlje 3.2.7.2.4.) i primenjeni su hromatografski

uslovi za razdvajanje pikova od interesa, opisani u poglavlju 3.2.7.2.3.

3.3.1.1. Procena prinosa ekstrakcije

Operativni uslovi 1 sama tehnika LLE imaju uticaj na prinos, kinetiku 1 sastav
vodeno-heksanskih ekstrakata bioloSkog materijala. Za kvantifikaciju NHS, neophodno je
uracunati i njihov sadrZaj izgubljen u procesu tecno-tecne ekstrakcije. Zbog toga je bilo
neophodno ukljuciti prinos ekstrakcije u prorac¢un za kvantitativni sadrzaj NHS. U tu svrhu
kori$éena je serija od 10 epruveta sa IS, pripremljenih za odredivanje NHS. Epruvete su
sadrzale 100 puL rastvora IS u n-heksanu, koncentracije 1 mg/mL, koji je u struji azota
uparen do suva. Sadrzaj epruveta je neposredno pre izvodenja hromatografske analize
rekonstituisan u 300 pLL n-heksana HPLC C¢istoce, S$to je zapremina u kojoj se rekonstituiSu
finalni uzorci nakon procesa derivatizacije. Srednja vrednost povrSine pika IS dobijena
tokom ovih 10 analiza (PIK IS) je koriS¢ena kao apsolutna vrednost sadrzaja IS u
epruvetama spremljenim za dalji postupak pripreme uzoraka. Ta vrednost koriS¢ena je za
poredenje sa vrednostima povrSine pikova IS dobijenih nakon hromatografske analize
pripremljenih uzoraka (PIK IS,,oka), te za izraCunavanje prinosa ekstrakcije tokom
pripreme uzorka. Odnos srednje vrednosti povrSina pikova IS dobijene nakon 10
hromatografskih analiza IS (PIK IS) i povrSine pika IS dobijene nakon hromatografske
analize uzorka (PIK IS,,..) predstavlja korekcioni faktor ekstrakcije (KFE):
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[ A
KFE = PIK IS / PIK ISuzorka
- /

Vrednosti povrSina pikova NHS su pomnozene sa vredno$¢u KFE za dati uzorak,

kako bi se izvrsila korekcija za prinos ekstrakcije.

3.3.1.2. Procena prinosa derivativizacije

Ocekivano je da u modernim laboratorijskim uslovima reakcija prevodenja NHS u
njihove trimetilsilil derivate bude ponovljiva i pouzdana. Medutim, iako su za
derivatizaciju koriS¢eni komercijalni reagensi, koji obezbeduju veliki prinos reakcije, za
kvantifikaciju NHS vazno je uraCunati svaki gubitak analita. Zbog toga je vazno proceniti
prinos derivatizacije. Za procenu prinosa derivatizacije, koriS¢ena je procentualna
zastupljenost derivatizovanog holesterola (DH), odnosno nederivatizovanog (NH) u
odnosu na ukupan holesterol prisutan u uzorku, koji predstavlja zbir NH i DH. Kako se
hemijski prinos reakcije izraZzava kao procenat od ukupne teorijske koli¢ine produkata, u tu
svthu smo =za procenu prinosa derivatizacije Kkoristili medusobnu procentualnu
zastupljenost DH i NH. Kako u reakciji prevodenja sterola u trimetilsilil etre, iz jednog
mola sterola nastaje jedan mol odgovarajuceg trimetilsilil derivata, koriS¢enjem jednog od
dva izraza za korekcioni faktor derivatizacije (KFD) moguce je korigovati gubitka analita

tokom procesa derivatizacije:

100 100

KFD=—r 100—NH

Nakon korekcije za prinos ekstrakcije, mnoZenjem dobijene vrednosti sa KFD

vrednoScu za dati uzorak, izvrSena je i korekcija za prinos derivatizacije.

Da bismo utvrdili kolika je optimalna vrednost zapremine derivatizujuceg reagensa,
sa kojom se postiZze zadovoljavaju¢i prinos derivatizacije, u kvintuplikatu smo titrirali
uzorke seruma i plazme sa razliitim zapreminama derivatizujuc¢eg reagensa (120, 150,
180, 200 1 220 pL). Zahvaljuju¢i ovome dobili smo razliite vrednosti prinosa

derivatizacije. Na ovaj nacin je utvrdena grani¢na vrednost za prinos derivatizacije koja
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nakon korekcije za KFD moZe da da tacan rezultat. Nakon odabira adekvatne zapremine
derivatizujuceg reagensa, testirali smo i optimalne uslove inkubacije reakcione smeSe. Na
temperaturi od 67 °C, u kvintuplikatu je testiran optimalni vremenski period trajanja
procesa inkubacije od 30, 60 i 80 min sa adekvatnom zapreminom derivatizujuceg

reagensa.

3.3.1.3. Ispitivanje uticaja upotrebe plasticnog laboratorijskog potrosnog
materijala na kvantifikaciju NHS

U toku procesa ekstrakcije, za izdvajanje heksanskog sloja prvobitno su kori§¢ene
Pasterove pipete zapremine 3 mL. Heksan, koji je koriS¢en kao nepolarni organski
rastvarac u procesu tecno-teCne ekstrakcije, deluje na polietilenske polimere niske gustine,
od kojih su pipete saCinjene, pri ¢emu dolazi do degradacije polimera i oslobadanja
njihovog sadrZaja. Ispitivanje interferencije oslobodenog materijala na prinos derivatizacije
i kvantifikaciju NHS sprovedeno je tako $to je 1 mL n-heksana, ostavljen u Pasterovoj
pipeti 30 minuta na sobnoj temperaturi (prosecno vreme izvodenja ekstrakcije i kontakta
organskog rastvaraca sa plastikom). SadrZaj koji se oslobodio iz plastike u organski
rastvara¢ analiziran je pomo¢u GC-MS spektralne analize, gde su pojedinacne komponente
identifikovane pomocu National Institute of Standards and Technology/National Bureau of
Standards (NIST/NBS) i Wiley MS spektralnih biblioteka, kao i poredenjem njihovih
retencionih indeksa (RI) sa podacima iz literature [145]. RI su izraCunati pomocu linearne
interpolacije, u odnosu na homolognu seriju n-alkana (C8-C40) analiziranih pod istim

uslovima [144].

Prisustvo ftalata analizirano je validiranom HPLC/UV metodom, koja se rutinski
koristi u Institutu za javno zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut" [147]. Ftalati su
ekstrahovani koriS¢enjem THF/n-heksana, a zatim upareni u struji azota cCistoce 3.5.
Upareni ekstrakti su neposredno pred hromatografsku analizu rekonstituisani u acetonitrilu,
a hromatografsko razdvajanje je izvrSeno pomocu linearnog gradijentna mobilnih faza

acetonitril:voda od 90:10 do 100:0.

3.3.1.4. Izrada kalibracionih krivih za NHS i ispitivanje linearnosti

Da bi se iz povrSina pikova odredile koncentracije pojedinih NHS, pripremane su
kalibracione krive (x-osa: koncentracije standarda; y-osa: povrSine pikova). Standardi iz

kojih su konstruisane kalibracione krive dobijeni su serijjom razblaZenja primarnog
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standarda i1 ukljucivale su po pet razliCitih koncentracija. Pripremljeni standardi su
derivatizovani i analizirani koriS¢enjem optimizovane metode. Za izradu kalibracione krive
za dezmosterol, koriS¢en je raspon koncentracija od 1,39 do 22,30 pumol/L, dok je za
latosterol kori§¢en raspon koncentracija od 1,59 do 19,05 umol/L. Za izradu kalibracione
krive za kampesterol koriS¢ena je serija standarda u koncentracionom opsegu od 1,85 do
44,31 umol/L, za stigmasterol u opsegu od 0,98 do 15,69 umol/L, dok je za B-sitosterol
koriS¢en raspon koncentracija od 1,67 do 26,79 pmol/L. Na slici 18 prikazana je
kalibraciona kriva i jednadina kalibracione krive prema kojoj je izraCunata vrednost

koncentracija dezmosterola kod svih ispitanika.
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Slika 18. Kalibraciona kriva i jednac¢ina kalibracione krive za izraCunavanje koncentracija

dezmosterola.

Nakon provere dobijene kalibracione krive statistictkom metodom linearne
regresione analize dobijeni su slede¢i parametri: koeficijent korelacije (r) = 0,997,
jednacina prave y = 6,9985x + 4,5139; t, = -1,196 < t, = 2,776 (odseCak a na y-osi nije
statisticki znacajno razli¢it od nule). Zakljuceno je da je kalibraciona kriva zadovoljila
postavljene kriterijume i da moZe da se koristi za ocitavanje koncentracija dezmosterola u

uzorcima.

Kalibraciona kriva i jednacina kalibracione krive prema kojoj su izraCunate

vrednosti koncentracija latosterola kod svih ispitanika, prikazana je na slici 19.
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Slika 19. Kalibraciona kriva i jednacina kalibracione krive za izraCunavanje koncentracija

latosterola.

Dobijena kalibraciona kriva je proverena statistickom metodom linearne regresione
analize pri ¢emu su dobijeni slede¢i parametri: koeficijent korelacije (r) = 0,9992;
jednacina prave y = 6,0608x + 2,3414; t, = -1,551 < t, = 2,776 (odseCak a na y-osi nije
statisticki znacajno razli¢it od nule). Iz ovoga smo zakljucili da dobijena kalibraciona kriva
zadovoljava postavljene kriterijume i da moZe da se koristi za ocitavanje koncentracija

latosterola u uzorcima.

Koncentracije kampesterola za sve ispitanike izraCunate su iz kalibracione krive i

jednacine krive prikazane na slici 20.
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Slika 20. Kalibraciona kriva i jednac¢ina kalibracione krive za izraCunavanje koncentracija

kampesterola.

Linearnom regresionom analizom dobijeni su slede¢i parametri: koeficijent
korelacije (r) = 0,9996 ; jednacina prave y = 5,2835x + 1,3494; t, = 0,693 < t, = 2,776
(odseCak a na y-osi nije statisticki znacajno razliCit od nule). Postavljeni kriterijumi su

zadovoljeni, te je kriva koriS¢ena za oCitavanje koncentracija kampesterola u uzorcima.

Koncentracije stigmasterola za sve ispitanike izraCunate su iz kalibracione krive i

jednacine krive prikazane na slici 21.
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Slika 21. Kalibraciona kriva i jednacina kalibracione krive za izraCunavanje koncentracija

stigmasterola.

Dobijena kalibraciona kriva je analizirana statistickom metodom linearne regresije,
pri ¢emu su dobijeni slede¢i parametri: koeficijent korelacije (r) = 0,9996; jednacina prave
y = 7,4974x — 0,9926; t, = -0,989 < t,= 2,776 (odse€ak a na y-osi nije statisticki znac¢ajno
razli¢it od nule). Na osnovu dobijenih rezultata zakljucili smo da kalibraciona kriva
zadovoljava postavljene kriterijume i da se moze Koristi za ocitavanje koncentracija

stigmasterola u uzorcima.

Na slici 22 prikazana je kalibraciona kriva i jednacina kalibracione krive prema

kojoj je izraCunata koncentracija -sitosterola kod svih ispitanika.
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Slika 22. Kalibraciona kriva i jednacina kalibracione krive za izraCunavanje koncentracija

[-sitosterola.

Dobijena kalibraciona kriva je proverena statistickom metodom linearne regresione
analize pri ¢emu su dobijeni slede¢i parametri: koeficijent korelacije (r) = 0,9983;
jednacina prave y = 8,497x — 4,5353; t, = -1,137 < t, = 2,776 (odseCak a na y-osi nije
statisticki znacajno razli¢it od nule). Iz ovoga smo zakljucili da dobijena kalibraciona kriva
zadovoljava postavljene kriterijume i da moZe da se koristi za oCitavanje koncentracija [3-

sitosterola u uzorcima.

Pre izracunavanja koncentracija NHS, pikovi analita od interesa su korigovani
korekcionim faktorima (KFE i KFD). Dobijene korigovane vrednosti povrSina pikova su
uvedene u jednacine kalibracionih krivih i koriS¢ene su za izraCunavanje koncentracija

NHS u ispitivanim uzorcima.

Koncentracije NHS su prikazane kao apsolutne vrednosti i kao relativne (apsolutne

vrednosti podeljene sa vrednoS¢u ukupnog holesterola).
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3.3.1.5. Odredivanje limita detekcije i limita kvantifikacije metode za odredivanje
NHS

Limit detekcije (engl. Limit of detection — LOD) ili kako se jo§ naziva granica
detekcije predstavlja najniZu koncentraciju analita od interesa koja se moZe detektovati u
uzorku, ali ne i kvantitativno odrediti. Postoji nekoliko nacina za odredivanje LOD
vrednosti, ali preporuka FDA vodica za validaciju metoda je da se kod hromatografskih
tehnika ova vrednost dobija eksperimentalno, na osnovu odnosa signala i Suma bazne linije
(engl. Signal to noise ratio — S/N) [146]. Prilikom validacije ove metode, za LOD
odabrana je ona koncentracija koja daje S/N = 3. Za dobijanje vrednosti LOD, standardni
rastvori za svaki analit od interesa razblaZivani su do one koncentracije koja na aparatu,
prilikom hromatografskog razdvajanja pod strogo kontrolisanim uslovima, daje odnos
signala i Suma jednak 3. Za svaki analit od interesa, razblaZeni uzorci standardnih rastvora
su analizirani u kvintuplikatu, pri ¢emu LOD predstavlja srednju vrednost ovih

odredivanja.

Limit kvantifikacije (engl. Limit of quantification — LOQ) ili kako se joS naziva
granica kvantifikacije predstavlja najmanju koli¢inu analita od interesa u uzorku koja se
moze kvantitativno odrediti sa prihvatljivom preciznos¢u i tacnos¢u. Odreduje se analogno
odredivanju vrednosti LOD, koris¢enjem odnosa S/N = 10 [146]. Postupak dobijanja LOQ
vrednosti, tokom procesa validacije metode, sproveden je na isti nacin kao i postupak za

dobijanje LOD vrednosti za svaki NHS.

Vrednosti LOD i LOQ ranije odredene pomocu standarda, zbog uticaja matriksa su
ispitivane i u realnim uzorcima. U tu svrhu koris¢en je sakupljeni pool plazme. Vrednosti
LOD i LOQ su potvrdene razblazenjem gore navedenih uzoraka u odgovarajué¢im
odnosima S/N (oko 3 1 10, sukcesivno). Preciznost unutar serije za LOD i LOQ nivoe
odredena je u kvintuplikatu za svaki sterol u istom danu. Pored toga, preciznost izmedu

serije je procenjena merenjem koncentracije na LOD i LOQ nivoima tokom 10 dana.

3.3.1.6. Ispitivanje preciznosti metode

Preciznost je parametar Cije je odredivanje neophodno prilikom procesa validacije
metode. DefiniSe se kao slaganje izmedu numerickih vrednosti dobijenih prilikom vise
merenja izvedenih na isti nacin. Ispitivanje preciznosti vrsi se na homogenom autenti¢nom

uzorku, dok se postupak merenja izvodi najmanje pet puta [146]. Ovaj korak validacije
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daje uvid u preciznost rezultata ispitivanja istog uzorka koji se analizira pod istim
uslovima, u istoj laboratoriji, na istoj opremi u kratkom vremenskom periodu. Za potrebe
ispitivanja preciznosti metode za kvantitativno odredivanje NHS sakupljeni su pool-ovi
uzoraka seruma i plazme deset zdravih dobrovoljaca. Iz sveze pripremljenih pool-ova
seruma i plazme, u istom danu pripremljeno je i uradeno 10 analiza za testiranje
preciznosti unutar serije. Ostatak pool-a je podeljen u alikvote i ¢uvan na -80 °C. Za
odredivanje preciznosti izmedu serija, alikvoti uzoraka su u kvintuplikatu analizirani 10
puta u periodu od 12 dana,ito 1, 2, 3,4, 5, 8,9, 10, 11 i 12 dana. Preciznost je prikazana
kao koeficijent varijacije (KV) izmedu vrednosti analita dobijenih unutar serije i izmedu
serije, te se dobijene KV vrednosti oznacavaju kao KV nutar serije 1 KVizmedu serije- Vrednost

KV se izrazava u procentima i racuna iz srednje vrednosti i standardne devijacije po izrazu:

r/—’ —
KV [%] == - 100

1

-~
kl-\.

Gde je:

- X — aritmetiCka srednja vrednost

- Sd - standardna devijacija

Standardna devijacija se raCuna prema formuli:

Gde je:

- N — broj odredivanja
- X — aritmeticka srednja vrednost

- X; — vrednost pojedina¢nog merenja (i =1, 2, ..., N)
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3.3.1.7. Ispitivanje tacnosti metode

Tacnost analiticke metode predstavlja stepen slaganja izmedu stvarne i vrednosti
dobijene primenom analitickog postupka odredeni broj puta. U praksi se najces¢e tacnost
analiticke metode proverava odredivanjem procenta prinosa, odnosno Recovery testom
[146]. Za utvrdivanje tacnosti analiticke metode odredivan je procenat prinosa ili tzv.
,recovery” vrednost tako Sto smo uzorke pool-a plazme i seruma obogacivali sa pet
razli¢itih koncentracija standardnih rastvora sterola i merili porast analitiCkog signala.
Standardni rastvori razliitih koncentracija pripremani su u n-heksanu. U epruvetama u
kojima se nalazio upareni IS, dodato je 100 uL smeSe standardnih rastvora svih ispitivanih
sterola. Uzorak za Sestu, nultu tacku pripreman je tako Sto je u epruvetu sa IS dodato 100
puL n-heksana. Pre dodavanja uzoraka seruma i plazme, standardni rastvori i n-heksan su
upareni do suva. Dalje procedure pripreme uzoraka i hromatografskog razdvajanja
sprovedene su prema postupcima opisanim u poglavljima 3.2.7.2.4. 1 3.2.7.2.5. U tabeli 6
se nalaze koncentracije standardnih rastvora kojima su obogacivani uzorci seruma i

plazme.

Tabela 6. Koncentracije NHS koriS¢ene u Recovery testu.

Dodate koncentracije NHS, [umol/L]

konc]\e’z)t(l)‘ilcija Dezmosterol Latosterol  Kampesterol Stigmasterol  [f-sitosterol
0 0 0 0 0 0
1 32,4 57,9 27,4 27,5 16,2
2 48,7 87,0 41,1 41,3 24,1
3 64,9 116,0 54,7 55,1 32,1
4 81,1 144,9 68,5 68,9 40,0
5 97,3 173,9 82,2 82,7 48,2
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3.3.1.8. Studija stabilnosti uzoraka

Studija stabilnosti uzoraka sprovedena je sa ciljem da se ispitaju uticaji uslova
¢uvanja uzoraka na koncentraciju NHS. U tu svrhu sprovedena su tri eksperimenta koja su
obuhvatala: ispitivanje stabilnosti analita od interesa ¢uvanjem nativnih uzoraka na -80 °C,
cuvanjem pripremljenih i derivatizovanih uzoraka na -20 °C 1 ispitivanje uticaja ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja uzoraka na stabilnost analita. Kao uzorci u ovim
eksperimentima koris¢eni su pool-ovi seruma i plazme dobijeni od 10 zdravih
dobrovoljaca. Uslovi koji su ispitivani u ovim eksperimentima predstavljaju standardne

uslove ¢uvanja i manipulacije uzorcima u naSoj laboratoriji.

3.3.1.8.1. Ispitivanja stabilnosti analita od interesa skladistenjem nativnih uzoraka

Ovaj eksperiment osmiSljen je tako da se ispita uticaj skladiStenja seruma i plazme
na -80 °C na koncentraciju analita od interesa. Bazalni nivoi NHS su bili utvrdeni iz svezih
uzoraka, uzorkovanih u prvom danu ispitivanja, dok su ostali alikvoti pool-ova seruma i
plazme Cuvani na -80 °C za dalja testiranja. Uzorci su dalje odmrzavani i ispitivani u toku
60 dana Cuvanja i to 2, 7, 15, 30 i 60 dana ¢uvanja. U svim tackama ispitivanja, uzorci

pool-a seruma i plazme su analizirani u kvintuplikatu.

3.3.1.8.2. Ispitivanja stabilnosti analita od interesa skladistenjem derivatizovanih
uzoraka

Ispitivanje uticaja skladiStenja pripremljenih uzoraka plazme na -20 °C je
sprovedeno tako Sto su bazalni nivoi NHS bili odredeni u svezim uzorcima uzorkovanim i
pripremljenim u prvom danu ispitivanja, dok su ostali uzorci pripremljeni istog dana i
skladiSteni na -20 °C za dalja testiranja. Derivatizovani uzorci pool-a plazme su pripremani

u kvintuplikatu i ispitivani nakon 2, 7, 15 i 20 danu ¢uvanja.

3.3.1.8.3. Ispitivanje stabilnosti analita od interesa nakon ciklusa zamrzavanja-
odmrzavanja uzoraka

Uticaj zamrzavanja i odmrzavanja uzoraka na koncentraciju analita od interesa,
testiran je tako Sto su bazalni nivoi NHS bili utvrdeni iz svezih uzoraka plazme,
uzorkovanih i pripremljenih u prvom danu ispitivanja, dok su ostali uzorci podeljeni u dva
alikvota, nativni 1 alikvot obogacen antioksidansom 1 skladiSteni na -80 °C za dalja

testiranja. Uzorke smo obogacivali antioksidansom kako bismo sprecili mogucu oksidaciju
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analita od interesa tokom procesa odmrzavanja i zamrzavanja. Alikvoti plazme obogaceni
antioksidansom su pripremani tako $to je 1,5 mg komercijalnog antioksidansa (u vodi
rastvoran analog vitamina E — Trolox®) rastvoreno u 6 mL pool-a plazme, kako bi se
dobila kona¢na koncentracija od 1 mmol/L [148]. Prilikom svakog ciklusa zamrzavanja-
odmrzavanja, oba alikvota su prolazila istu proceduru. Alikvoti su izvadeni u istom
trenutku, odledeni su u periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi, izdvojena je
zapremina za dalju pripremu uzoraka za odredivanje NHS, a ostatak alikvota je prvo
vracen na -20 °C u trajanju od dva sata, a zatim su prebaceni na -80 °C do sledeceg ciklusa.
Ciklusi zamrzavanja i odmrzavanja su ponovljeni 5 puta. Uzorci u svim tackama

ispitivanja su analizirani u kvintuplikatu.

3.4. Statisticka analiza

Provera distribucija podataka vrSena je Shapiro-Wilk-ovim testom. Podaci koji su
pratili normalnu raspodelu prikazani su kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama,
dok su podaci koji su nakon log-transformacije pratili normalnu raspodelu prikazani kao
geometrijske sredine sa interkvartilnim rasponima. Grupe su poredene univarijantnom
analizom varijanse (ANOVA), te Tukey i Least Significant Difference post hoc testovima.
Analizom kovarijanse (ANCOVA) izvrSeno je i korigovanje vrednosti parametara za
godine starosti kao kovarijablu. Za procenu medusobne povezanosti parametara koris¢ena
je Pearson-ova korelaciona analiza. Podaci koji nisu pratili normalnu raspodelu prikazani
su kao medijane sa interkvartilnim rasponima i testirani su neparametarskim Kruskal-
Wallis testom i Mann-Whitney post-hoc testom. Korigovanje vrednosti parametara koji
nisu pratili normalnu raspodelu za godine starosti kao kovarijablu, izvrSeno je upotrebom
Quade-og testa. Kategoricke varijable su prikazane kao raspodele apsolutnih i relativnih
frekvenci 1 analizirane su upotrebom y2 testa. P vrednost <0,05 je smatrana statisticki
znaCajnom. Svi podaci su analizirani pomocu Excel (verzija 2010; Microsoft, SAD)

programa i statistickog softvera IBM® SPSS® Statistics version 22.
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4. Rezultati

4.1. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika

U cilju ispitivanja uticaja terapije statinima, pacijenti sa IBS podeljeni su u dve
grupe. Jednu grupu su Cinili pacijenti koji su bili na terapiji statinima duZe od 3 meseca, a
drugu oni koji u trenutku potvrde IBS nisu bili na farmakoloskoj terapiji hipolipemicima.
Ispitivana je razlika u proucavanim parametrima izmedu pacijenata sa IBS na terapiji i bez
terapije statinima, kao i odgovarajuce kontrolne grupe, a osnovne demografske i klinicke
karakteristike ispitanika prikazane su u tabeli 13. Obe grupe pacijenta su bile statisticki
znacajno starije u odnosu na KG (p<0,001 za oba poredenja; podaci iz ANOVA testa), te je
za ispitivanje razlike u vrednostima kontinuiranih varijabli izmedu ispitivanih grupa, u
zavisnosti od raspodele, primenjivana parametarska ANCOVA 1 neparametarski pandan
ovom testu, Quade-ov test. U tabeli su prikazane nekorigovane vrednosti ispitivanih
parametara, dok su vrednosti statistiCkih znaCajnosti korigovane (nakon statistickog
uklanjanja uticaja starosti). Grupe su bile homogene prema polu, ali ne i prema ITM. Visi
ITM je utvrden kod pacijenata na terapiji statinima u odnosu na KG (p<0,05). Obe grupe
pacijenata su imale znaCajno viSe vrednosti odnosa obima struka i kuka u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001 za obe grupe). Vrednosti sistolnog krvnog pritiska se nisu
razlikovale izmedu grupa, dok su vrednosti dijastolnog krvnog pritiska bile znacajno niZze u
grupi pacijenata koja nije bila na terapiji statinima u poredenju sa KG (p<0,05).
Koncentracije UH i LDL-h se nisu razlikovale izmedu ispitivanih grupa, ali je utvrdena
razlika u nivoima TG i HDL-h. Dok su koncentracije TG bile zna¢ajno nize u KG u
odnosu na obe grupe pacijenata (p<0,001 za oba poredenja), nivoi HDL-h su bili statisticki
znacajno visi u KG u odnosu na pacijente (p<0,001 za obe grupe pacijenata). lako se
koncentracije glukoze nisu razlikovale izmedu ispitivanih grupa, grupe pacijenata su imale
znacajno viSe vrednosti insulina i HOMA-IR indeksa u odnosu na KG (p<0,05 za oba
parametra i za oba poredenja). Koncentracije kreatinina su bile znacajno vise u KG u
odnosu na grupu pacijenata na terapiji statinima (p<0,001) i u odnosu na pacijente koji nisu
bili na terapiji statinima (p<0,01). Nivoi mokra¢ne kiseline su se razlikovali unutar grupa
pacijenata. UoCene su niZe koncentracije mokra¢ne kisleine kod pacijenata na terapiji
statinima u odnosu na pacijente bez terapije (p<0,01), dok se vrednosti uree nisu
razlikovale izmedu ispitivanih grupa. Koncentracije albumina su bile niZze u KG u odnosu

na pacijente (p<0,001, za obe grupe pacijenata). Takode, koncentracije hsCRP-a su bile
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znacajno vise u grupama pacijenata na terapiji i bez terapije statinima u poredenju sa KG

(p<0,05, p<0,01).
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Tabela 7. Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata sa IBS na terapiji i bez terapije

statinima 1 kontrolne grupe.

Parametri

Starost, godine

Pol, m/z*

ITM, kg/m’

Odnos struka i kuka

Sistolni pritisak,
mm Hg

Dijastolni pritisak,
mm Hg

UH, mmol/L

TG, mmol/L*
LDL-h, mmol/L
HDL-h, mmol/L
Glukoza, mmol/L
Insulin, pU/L*
HOMA-IR, %"
HOMA-p, %"
Urea', mmol/L

Kreatinin, mmol/L

Mokracna kiselina,
umol/L

Albumin, g/L
hs-CRP, mg/L"

Kontrolna

grupa
(N=31)

43,2+10,34
13/18

24,2+4,05

0,82+0,078

124+15,0

84+13,7

4,620,63
0,97 (0,83-1,14)
2,7+0,49
1,720,46
5,120,48
7.8 (6.8-9,0)
1.8 (1,5-2,1)
101 (84-121)
5,7 (4,9-7,2)
86,1 (82,5-91,5)
329+74,0
35+1,6
0,78 (0,51-1,20)

Pacijenti na
terapiji
Statinima
(N=32)

59,5+9,96
15/16

27,3+3,80

0,920,106

121£12,2

80+8,5

5,0£1,09
1,52 (1,32-1,75)
3,0£0,96
1,24031
5,5+0,84
11,5 (9,2-14.4)
2,8 (2,1-3.7)
125 (100-157)
5.4 (4,3-6,9)
69,3 (64,0-79,2)
297+56,6

43+3.8
3,00 (1,89-4,76)

Pacijenti bez
terapije
statinima
(N=47)

60,6+12,39
22/25

25,9+3,67

0,930,091

119+16,1

76:11.4
4,9+1,59
1,45 (1,26-1,68)
3.1£1,25
1,1£0,33
5,7+1,65
10,9 (8.9-13.4)
2,6 (2,1-3,3)
112 (85-146)
6,1 (5,0-8,0)
77,9 (72,4-87,0)
367+123,0
42+4.4
3,90 (2,55-5,97)

<0,001*/<0,001" / 0,910°
0,610 / 0,672/ 0,891°
<0,05%/0,145°/0,137°

<0,001* / <0,001" / 0,933°

0,995*/0,577°/ 0,511¢

0,181*/<0,05" / 0,182¢
0,217*/0,230°/ 0,894¢
<0,001* / <0,001" / 0,702°
0,260* / 0,129 / 0,696
<0,001° / <0,001" / 0,150°
0,353*/0,103"/ 0,427°
<0,05* / <0,05" / 0,706°
<0,05" / <0,05" / 0,695¢
0,380"/0,697° / 0,503¢
0,125%/0,855°/0,241¢
<0,001° / <0,01" / 0,104°
0,304" /0,165 / <0,01°

<0,001* / <0,001" / 0,413¢
<0,05* / <0,01" / 0,440°

ITM - indeks telesne mase; UH — ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrZan u
lipoproteinima male gustine; HDL-h — holesterol sadrZzan u lipoproteinima velike gustine; HOMA-IR —
homeostazni model procene insulinske rezistencije; hs-CRP — visoko osetljiv C reaktivni protein.

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija. # — Podaci su predstavljeni kao
geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti srednje vrednosti). + — Podaci su predstavljeni kao medijana
(interkvartilni raspon). Vrednosti godina su poredene ANOVA testom (post-hock Tuckey testom), a ostale
kontinuirane varijable ANCOVA i Quade-ovim testom, koris¢enjem godina kao kovarijata (post hoc Least
Significant Difference i Tuckey testovima, sukcesivno). *Kategoricke varijable su poredene koris¢enjem r
testa. a — Kontrolna grupa vs. pacijenti na terapiji statinima; b — Kontrolna grupa vs. pacijenti bez terapije
statinima; ¢ — Pacijenti na terapiji statinima vs. pacijenti bez terapije statinima.
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U cilju detaljnijeg ispitivanja razlika u tradicionalnim lipidnim parametrima izmedu
posmatranih grupa, kao i uticaja terapije statinima na iste, odredivane su koncentracije
ApoA-Ii ApoB-100. Na slikama 23 i 24 prikazani su dijagrami raspodele vrednosti ovih
parametara za sve tri grupe ispitanika. S obzirom na razlike u godinama starosti izmedu
obe grupe pacijenata i kontrolne grupe, poredenje je vrSeno primenom ANCOVA
statistickog testa nakon korekcije za godine starosti ispitanika, te su i prikazane statisticke
znacajnosti korigovane. Kako su vrednosti apoA-I pratile normalnu raspodelu po grupama,
koncentracije su izrazene kao srednje vrednosti i standardne devijacije. Ocekivano,
koncentracije ApoA-I bile su najviSe u grupi zdravih ispitanika i srednja vrednost ApoA-I
u ovoj grupi iznosila je 1,81+0,201 g/L. Ova vrednost nije se znacajno razlikovala od
srednje vrednosti dobijene u grupi pacijenata na terapiji statinima, koj je iznosila
1,72+0,203 g/L (p=0,228). Koncentracija ApoA-I bila je najniza kod pacijenata sa IBS koji
nisu bili na terapiji statinima, sa srednjom vredno$¢u od 1,63+0,280 g/L koja se znacajno

razlikovala od srednje vrednosti dobijene u KG (p<0,05).
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Slika 23. Raspodele koncentracija apolipoproteina A-I kod pacijenata sa IBS i kontrolne
grupe 1 vrednosti statistickih zna¢ajnosti.
Pravougaonici predstavljaju 50% vrednosti, sa unutraSnjom linijom koja predstavlja medijanu i linijjama koje

izlaze iz pravougaonika koje predstavljaju najvecu i najmanju vrednost [149]. Netipi¢ne vrednosti obeleZene

su kruZi¢ima. P vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Koncentracije za ApoB-100 su sledile normalnu raspodelu tek nakon logaritamske
transformacije, te su prikazane kao geometrijske sredine sa intervalom pouzdanosti. Iako
nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentracijama ApoB-100 izmedu posmatranih
grupa, trend ka viSim koncentracijama primecen je u grupi pacijenata koji nisu bili na
terapiji statinima 1,26 (1,19-1,45) g/L. Razlike u ovim koncentracijama su bile na granici
statistiCke znacCajnosti u odnosu na koncentracije dobijene u KG 1,12 (1,05-1,26) g/L
(p=0,058). Koncentracije dobijene kod pacijenata na terapiji statinima 1,14 (1,02-1,32) g/L
se nisu razlikovale u odnosu na koncentracije dobijene u KG i grupi pacijenata bez terapije

statinima (p=0,592 i p=0,126, sukcesivno).
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Slika 24. Raspodela koncentracija apolipoproteina B-100 kod pacijenata sa IBS i kontrolne
grupe i vrednosti statistiCkih znacajnosti.

Pravougaonici predstavljaju 50% vrednosti, sa unutraSnjom linijom koja predstavlja medijanu i linijjama koje
izlaze iz pravougaonika i koje predstavljaju najvecu i najmanju vrednost. Netipi¢ne vrednosti obelezZene su

kruzi¢ima, dok su sa zvezdicama predstavljene ekstremne vrednosti [149]. P vrednosti su izvedene iz

ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

4.2. Ispitivanje parametara oksidativnog stresa

Kao pokazatelj oksidativnog stresa izabran je MDA, krajnji produkt peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina, ali i neposredni ucesnik oksidacije lipoproteinskih Cestica.
Kako su vrednosti MDA pratile normalnu raspodelu tek nakon logaritamske
transformacije, predstavljene su kao geometrijska sredina i 95% interval pouzdanosti. Kada
se uporede koncentracije MDA izmedu sve tri grupe ispitanika, ocigledno je znacajno
pomeranje ka viSim vrednostima u obe grupe pacijenata u odnosu na KG u kojoj su
vrednosti iznosile 0,39 pmol/L (95%CI: 0,31-0,50 pmol/L) (p=0,001 za obe grupe
pacijenata). Vrednosti MDA se nisu razlikovale izmedu pacijenata na terapiji statinima

(1,19 pmol/L; 95%CI: 1,06-1,32 umol/L) i pacijenata sa IBS koji nisu bili na terapiji
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statinima (0,96 pmol/L; 95%CI: 0,82-1,13 pmol/L) (p=0,101). P vrednosti su izvedene iz
ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika. Na slici 25 prikazani su dijagrami

raspodele vrednosti MDA u sve tri grupe ispitanika.

4,007 p=0,101
350 *
p=0,001
3.007
@
@
— 2.507 p=0,001
=
©
E L] @
= .00
<L _
]
= 1.50
_ .
1.00
0.50- .
0.00
I T I
IBS-nisu na terapiji statinima 1BS-na terapiji statinima KG

Slika 25. Raspodele koncentracija MDA kod pacijenata sa IBS i kontrolne grupe i
vrednosti statistickih znacajnosti.

Pravougaonici predstavljaju 50% vrednosti, sa unutraSnjom linijom koja predstavlja medijanu i linijjama koje
izlaze iz pravougaonika i koje predstavljaju najvecu i najmanju vrednost. Netipi¢ne vrednosti obeleZene su

kruZi¢ima, dok su sa zvezdicama predstavljene ekstremne vrednosti [149]. P vrednosti su izvedene iz

ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

4.3. Ispitivanje aktivnosti enzima/proteina ukljucenih u reverzni
transport holesterola

Imaju¢i u vidu znacaj ocuvanosti RTH, u ovoj studiji ispitivana je razlika u
aktivnosti LCAT i CETP izmedu pacijenata na terapiji i bez terapije statinima i u
odgovaraju¢oj KG. Na slici 26 su prikazane aktivnosti LCAT i CETP kod sve tri grupe

ispitanika. Raspodele njihovih aktivnosti ni u jednoj ispitivanoj grupi nisu pratile normalnu
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raspodelu ¢ak ni nakon logaritamske transformacije (p<0,05). S obzirom na
nepodudarnosti po godinama starosti izmedu pacijenata i KG, uporedivanje je vrSeno
nakon korekcije za starost upotrebom Quade-ovog testa, te su i statisticke znaCajnosti
izvedene nakon korekcije. Nisu nadene statisticki znacajne razlike izmedu posmatranih
grupa u aktivnostima LCAT i1 CETP. Medijalna vrednost aktivnosti LCAT u KG iznosila je
77,0 pmol/L/h (interkvartilni raspon: 42,3-126,1 pmol/L/h), u grupi pacijenata na terapiji
statinima 93,6 umol/L/h (interkvartilni raspon: 66,4-114,7 pmol/L/h), dok je u grupi
pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima vrednost medijane iznosila 84,3 pmol/L/h
(interkvartilni raspon: 60,3-130,8 pmol/L/h). Iako se aktivnosti CETP nisu razlikovale
izmedu posmatranih grupa, primecen je trend ka viSim vrednostima aktivnosti CETP u
delu grupe pacijenata koja nije bila na terapiji statinima (medijana: 54,0 (interkvartilni
raspon: 28,0-216,6) umol/L/h), dok je medijana u grupi pacijenata na terapiji iznosila 50,9
(interkvartilni raspon: 22,4-123,1) pumol/L/h, odnosno u grupi zdravih ispitanika 77,2
(interkvartilni raspon: 33,7-134,1) pumol/L/h.
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Slika 26. Raspodele aktivnosti LCAT i CETP kod pacijenata sa IBS i kontrolne grupe i
vrednosti statistickih znacajnosti dobijenih poredenjem rezultata izmedu grupa.

Pravougaonici predstavljaju 50% vrednosti, sa unutra$§njom linijom koja predstavlja medijanu i linijjama koje
izlaze iz pravougaonika i koje predstavljaju najvecu i najmanju vrednost. Netipi¢ne vrednosti obeleZene su

kruzi¢ima, dok su sa zvezdicama predstavljene ekstremne vrednosti [149]. P vrednosti su izvedene iz Quade-

ovog testa uz korekciju za starost ispitanika.

4.4. Ispitivanje karakteristika LDL i HDL subfrakcija

U cilju ispitivanja karakteristika LDL i HDL subfrakcija, vrSeno je odredivanje
dominantnog dijametra ovih lipoproteina kao i odredivanje fenotipova na osnovu dobijenih
dominantnih dijametara. Takode, utvrdeni su i relativni udeli sedam LDL i pet HDL

subklasa u ukupnim LDL i HDL profilima ispitanika.

4.4.1. Raspodela LDL fenotipova

Svi ispitanici su podeljeni u dve grupe prema LDL fenotipovima (LDL fenotip A i
LDL fenotip B), na osnovu dijametra dominantnog pika u LDL regionu. Na slici 27 su
prikazane raspodele fenotipova kod sve tri grupe ispitanika. Chi-kvadrat testom je uoc¢eno

da zastupljenost LDL fenotipa A dominira kod zdravih ispitanika (71%), dok je kod
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pacijenata na terapiji statinima primecena veca zastupljenost fenotipa B (52%), ali nije
postojala statisticki znacajna razlika izmedu zastupljenosti fenotipova u ove dve grupe
(x2=3,215, p=0,073). Kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima, odnos
zastupljenosti fenotipova je iznosio 55:45 %, u korist fenotipa A, ali se ni ovaj odnos nije
statisticki znacajno razlikovao u odnosu zastupljenosti LDL fenotipova u kontrolnoj 1 grupi

pacijentima na terapiji statinima (¥2=2,068, p=0,150 1 42=0,275, p=0,600).
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Slika 27. Raspodela LDL fenotipova kod pacijenata sa IBS i kontrolne grupe.

4.4.2. Analiza relativnog udela pojedinacnih LDL subfrakcija

Relativni udeli (%) LDL subfrakcija kod sve tri grupe ispitanika prikazani su u
tabeli 8. S obzirom na nepodudarnosti po godinama starosti izmedu ispitivanih grupa,

poredenje je izvrSeno nakon korekcije za starost, primenom ANCOVA statistickog testa.
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Tabela 8. Relativna zastupljenost pojedinih LDL subfrakcija kod pacijenata sa IBS i

kontrolne grupe.

LDL subfrakcije

LDL 1, %

LDL IIA, %

LDLIIB, %

LDL ITIA, %

LDL IIIB, %

LDL IVA, %

LDLIVB, %

LDL dijametar, nm

sdLDL, %

Kontrolna
grupa (N=31)

22,8+8,64

12,6+2,85

17,5%5,76

14,8+4,72

6,9+2,24

11,4%3,14

14,0+4,57

26,5+1,66

47,1£9,60

Pacijenti na

terapiji

statinima

(N=32)

22,6%6,21

11,6£2,25

15,0£3,90

14,8+3,21

7,3£2,94

13,8+5,23

14,8+4,44

25,7%1,45

50,7+9,85

Pacijenti bez
terapije statinima

(N=47)

23,2+6,64

11,442,20

15,3£3,92

14,0+2,82

7,0£2,39

12,4+3,04

16,6+5,17

26,0%1,67

50,0£9,12

p

0,609*
0,419
0,754°
0,428"
0,264°
0,744°
0,453°
0,598°
0,743¢
0,893*
0,354°
0,349°
0,484°
0,241°
0,609°
0,327°
0,800°
0,123¢
0,975
0,181°
0,120°
0,448?
0,916"
0,401°
0,863
0,936°
0,753¢

LDL - Lipoproteini niske gustine; sdLDL — male guste LDL. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost

standardna devijacija. P vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika. Kao post

hoc koris¢en je Least Significant Difference test. a — Kontrolna grupa vs. pacijenti na terapiji statinima; b —

Kontrolna grupa vs. pacijenti bez terapije statinima; ¢ — Pacijenti na terapiji statinima vs. pacijenti bez

terapije statinima.

Ispitivana razlika u zastupljenosti pojedinih LDL subfrakcija izmedu sve tri grupe

ispitanika nije se pokazala zna¢ajnom. Primecen je trend ka viSim vrednostima LDL IVB

subklase kod obe grupe pacijenata. NajviSa procentualna zastupljenost ovih Cestica

primecena je kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima.
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4.4.3. Raspodela HDL fenotipova

Prema HDL fenotipovima, svi ispitanici su podeljeni u dve grupe (HDL fenotip 2 i
HDL fenotip 3). Na slici 27 su prikazane raspodele fenotipova kod sve tri grupe ispitanika.
Uocena je dominantna zastupljenost HDL 2 fenotipa kod sve tri grupe ispitanika. Chi-
kvadrat testom je uo€eno da se statisticki znacajno razlikuje zastupljenost HDL 2 fenotipa
kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima, kod kojih je udeo fenotipa iznosio 75%, u
odnosu na zdrave ispitanike (97%) (X2:6,416, p<0,05). Relativni odnos zastupljenosti
pacijenata sa HDL 2 i HDL 3 fenotipom u grupi na terapiji statinima iznosio je 90:10 %.
Nije postojala znacajna razlika u zastupljenosti HDL fenotipova u ovoj grupi u poredenju
sa KG i grupom koja nije bila na terapiji statinima (x’=1,220, p=0,269 i x*=2,422,
p=0,120).

p=0,269

p<0,05

p=0,120

100,00 -
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50,00 -
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25,00 +

0,00 -

KG IBS - na terapiji statinima IBS - bez terapije statinima

Slika 28. Raspodela HDL fenotipova kod sve tri grupe ispitanika.

4.4.4. Analiza relativnog udela pojedinacnih HDL subfrakcija

Relativne zastupljenosti (%) pojedinih HDL subfrakcija, za sve tri grupe ispitanika,
prikazane su u tabeli 9. Kako su se grupe razlikovale po godinama starosti, poredenje je

vrSeno nakon korekcije za starost, primenom ANCOVA statistickog testa.
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Tabela 9. Relativna zastupljenost pojedinih HDL subfrakcija kod sve tri grupe ispitanika.

Pacijenti na Pacijenti bez
.. Kontrolna terapiji terapije
BRRSE kg grupa (N=31) Statinima Statinima p
(N=32) (N=47)
<0,001°
HDL 2b, % 56,4%11,6 41,8+6,84 45,0+8,01 <0,001"
0,145°¢
<0,01
HDL 2a, % 20,4+3,46 23,6%4,04 23,6+4,34 <0,01"
0,964¢
<0,05"
HDL 3a, % 13,6+8,40 17,7+4,65 15,6£5,27 0,165°
0,169°
<0,001°
HDL 3b, % 4.6+£2,18 8,3+3.,49 7,8+4.23 <0,001"
0,560°
<0,01"
HDL 3¢, % 5,0£3,35 8,2+3,70 7,9+2,69 <0,01"
0,699°
<0,05*
HDL dijametar, nm 10,3+0,93 9,7+0,85 9,3+0,97 <0,001"
<0,05¢
<0,001°
Male HDL 23,1104 34,2+6,58 31,3+7,50  <0,001"
subfrakcije, % 0,148

HDL - Lipoproteini velike gustine. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija. P
vrednosti su izvedene iz ANCOV-a testa uz korekciju za starost ispitanika. Kao post hoc koris¢en je Least
Significant Difference test. a — Kontrolna grupa vs. pacijenti na terapiji statinima; b — Kontrolna grupa vs.

pacijenti bez terapije statinima; ¢ — Pacijenti na terapiji statinima vs. pacijenti bez terapije statinima.

Najve¢i udeo HDL 2b subfrakcija utvrden je u KG, dok obe grupe pacijenata imaju
znacajno veci udeo HDL 2a i malih, HDL 3b i HDL 3c subrfakcija, u odnosu na KG. Nisu

primecene razlike u zastupljenosti HDL subfrakcija izmedu grupa pacijenata (Tabela 9).

4.5. Ispitivanje masene koncentracije Lp-PLA2

Inflamacija, progresija i konacno ruptura aterosklerotskog plaka ukljucuju nekoliko
kompleksnih mehanizama. Lp-PLA?2 sudeluje u ovim procesima, te je predloZena za nov,
visoko specifican biomarker vaskularne inflamacije, povezan sa vulnerabilno$¢u plaka
[119-121]. Zbog svega navedenog, ispitivali smo vrednosti masenih koncentracija Lp-PA2

kod pacijenata sa IBS i zdravih ispitanika.
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Slika 29. Raspodele masenih koncentracija Lp-PLA2 kod pacijenata sa IBS i1 kontrolne
grupe.

Pravougaonici predstavljaju 50% vrednosti, sa unutra§njom linijom koja predstavlja medijanu i linijjama koje
izlaze iz pravougaonika koje predstavljaju najvecu i najmanju vrednost [149]. Netipi¢ne vrednosti obeleZene

su kruZi¢ima. P vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Nakon korekcije za godine starosti koriS¢enjem ANCOVA statistiCkog testa, u
grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima uocene su statistiCki znacajno viSe
vrednosti masene koncentracije Lp-PLA2 u odnosu na pacijente koji su bili na terapiji
statinima i KG (p<0,01, za obe grupe ispitanika) (slika 28). Masene koncentracije Lp-
PLA2 u ovoj grupi pacijenata su iznosile 260+99.4 ng/L, dok su u grupi pacijenata na
tarepiji statinima iznosile 197£92,0 pg/L, a u KG 186%54,2 ng/L. Nije utvrdena znacajna
razlika u vrednostima Lp-PLA2 izmedu pacijenata sa IBS na terapiji statinima i KG
(p=0,523). Vrednosti masenih koncentracija u sve tri grupe ispitanika su sledile normalnu
raspodelu i prikazane su kao srednje vrednosti i standardne devijacije, dok su prikazane
vrednosti statistiCkih znacajnosti izvedene iz ANCOVA testa, nakon korekcije za starost

ispitanika.
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4.6. Ispitivanje masnokiselinskog profila

U cilju ispitivanja masnokiselinskog profila, kod sve tri grupe ispitanika odreden je
procentualni udeo pojedinih zasi¢enih i nezasicenih masnih kiselina serija ©-3 1 ®-6 u
ukupnom masnokiselinskom sastavu plazme. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 10.
Podaci za sve masne kiseline su pratili normalnu raspodelu, izuzev vrednosti EPA, koje su
pratile normalnu raspodelu nakon logaritamske transformacije. Vrednosti su poredene

koris¢enjem ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Tabela 10. Procentualni udeo masnih kiselina u ukupnom masnokiselinskom sastavu

plazme kod pacijenata na terapiji i bez terapije statinima i u kontrolnoj grupi.

Pacijenti na terapiji Pacijenti bez
. Kontrolna . . .. . .
Masna kiselina _ statinima terapye statimima P
grupa (N=31) (N=32) (N=47)

<0,01°
C16:0, % 26,1+1,40 27,4+1,29 27,6%1,52 <0,001"
0,497¢
0,067
C18:0, % 12,8+1,22 13,3+1,28 12,8%1,24 0,723°
0,056°
0,541°
C18:1 (n-9), % 13,8%1,76 14,2+1,41 16,0£2,28 <0,001"
<0,001¢
<0,001°
C18:2 (n-6), % 27,4%3,58 21,9+3,28 22,6322 <0,001"
0,372¢
<0,001°
C20:4 (n-6), % 10,9+2,09 12,9+2,08 11,6%£2,03 0,069°
<0,05¢
% 0,052°
C20:5 (n-3), % 0,36(0,28-0,48) 0,47(0,40-0,55) 0,43(0.39-0.48) 0,194°
0,318°
0,298*
C22:6 (n-3), % 2,7+1,02 3,1+0,70 2,5+0,67 0,063"
<0,01¢

16:0 — palmitinska masna kiselina; 18:0 — stearinska masna kiselina; C18:1 (n-9) — oleinska masna kiselina;
C18:2 (n-6) — linolna masna kiselina, C20:4 (n-6) — arahidonska masna kiselina, C20:5 (n-3) -
eikozapentaenska masna kiselina, C22:6 (n-3) — dokozaheksaenska masna kiselina. Podaci su predstavljeni
kao srednja vrednost + standardna devijacija. * — Podaci su prikazani kao geometrijska sredina (95% interval
pouzdanosti). P vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika. Kao post hoc
koriS¢en je Least Significant Difference test. a — Kontrolna grupa vs. pacijenti na terapiji statinima; b —
Kontrolna grupa vs. pacijenti bez terapije statinima; ¢ — Pacijenti na terapiji statinima vs. pacijenti bez
terapije statinima.

Utvrdeno je da je procentualni udeo palmitinske kiseline bio znacajno visi kod

pacijenata na terapiji i bez terapiji statinima u odnosu na KG (p<0,01, p<0,001).
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Procentualni udeli stearinske kiseline se nisu razlikovali izmedu ispitivanih grupa. Udeo
oleinske kiseline je bio znacajno viSi u grupi pacijenata bez terapije, u odnosu na KG i
grupu pacijenata na terapiji statinima (p<0,001 za oba poredenja), dok se vrednosti
procentualnih udela izmedu KG i grupe pacijenata na terapiji nisu razlikovale. Udeo
linolne kiseline bio je niZi u obe grupe pacijenata u odnosu na KG (p<0,001 za oba
poredenja). UocCeni su interesantni rezultati raspodele udela ARA, EPA i DHA kiselina
medu posmatranim grupama. Relativni udeli ovih MK su pokazali trend ka viSim
vrednostima u grupi pacijenata koji su bili na terapiji statinima. ARA je imala znac¢ajno
visi udeo kod ovih pacijenata u odnosi na KG 1 grupu pacijenata koji nisu bili na terapiji
statinima (p<0,001, p<0,05). Udeo DHA se razlikovao samo izmedu dve grupe pacijenata
(p<0,01).

4.7. Ispitivanje markera sinteze i apsorpcije holesterola

4.7.1. Optimizacija preanalitickih i analitickih uslova za odredivanje
koncentracije NHS

Pouzdana identifikacija i kvantifikacija markera sinteze i apsorpcije holesterola se
moze posti¢i samo ukoliko su njihovi pikovi na dobijenim hromatogramima dobro
razdvojeni. Za ocenu efikasnosti razdvajanja pikova u ovom radu koriS¢en je faktor

rezolucije definisan jednacinom:

u kojoj su t;; i tp retenciona vremena dva susedna pika (tp > t;), a Wy 1 Wy Sirine
odgovarajucih pikova na baznoj liniji [150]. Faktor rezolucije ve¢i od 1,5 ukazuje da su
pikovi razdvojeni na baznoj liniji, ali u praksi, zadovoljavajuce razdvajanje se postiZe pri
R vrednostima ve¢im od 1,2 [91, 150]. Imaju¢i u vidu kompleksnost hemijskog sastava
uzorka, u ovom radu je prihvacden taj kriterijum, pa je razdvajanje susednih pikova

smatrano efikasnim ako je vrednost Rs bila >1,2.

U pocetnom koraku postavljanja metode, ispitivan je kvalitet razdvajanja pikova
analita od interesa primenom najjednostavnijeg nacina pripreme uzorka, te¢no-tenom
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ekstrakcijom bez procesa derivatizacije ($to je opisano u poglavlju 3.2.7.2.2.). Na slici 30.
prikazan je hromatogram dobijen pripremom uzoraka bez derivatizacije 1 koriS¢enjem

uslova za separaciju i detekciju koji su prikazani u poglavlju 3.2.7.2.3.

Odgovor [pA]

Vreme [min]

Slika 30. Hromatogram nederivatizovanog uzorka plazme: 1. 5-a-holestan; 2. holesterol; 3.

dezmosterol; 4. latosterol; 5. kampesterol; 6. stigmasterol; 7. -sitosterol

Hromatogrami standardnih rastvora sterola u toku optimizacije nisu prikazani, jer
zadati uslovi nisu doveli do zadovoljavaju¢eg razdvajanja analita od interesa u uzorcima
bioloskog materijala. Hromatogram sa slike 29 pokazuje da ovaj postupak ne daje
odgovarajuce razdvajanje svih pikova od interesa, jer je vrednost faktora rezolucije manja
od prethodno definisane grani¢ne vrednosti za dva para pikova, dezmosterol i latosterol,

kao i kampesterol i stigmasterol.

Promena hromatografskih uslova u analizi uzoraka pripremanih samo te¢no-tecnom
ekstrakcijom nije dala Zeljeno razdvajanje pikova od interesa, zbog cCega je dalje
nastavljeno sa optimizacijom pripreme uzoraka. U nastavku optimizacije, ispitivan je
kvalitet razdvajanja pikova nakon pripreme uzorka te¢no-teCnom ekstrakcijom, pracen
derivatizacijom analita od interesa. Nakon ekstrakcije sterola, uvedena je dodatna faza u

pripremi uzoraka — derivatizacija (postupak pripreme uzoraka 1 analiticki uslovi
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razdvajanja opisani su u poglavljima 3.2.7.2.4 1 3.2.7.2.5). Kao gas nosa¢ najpre je
koriS¢en azot Cistoce 5.0 sa protokom od 2,73 mL/min. U samoj hromatografskoj analizi
promenjen je nacin nanoSenja uzorka na kolonu. Umesto do sada koriS¢enog split, sad je
koris¢en splitless rezim injektovanja. Na hromatogramu sa slike 31 vidi se da je priprema
uzoraka sa derivatizacijom dala odli¢no razdvajanje kampesterola i stigmasterola (Rg>1,2).
Razdvajanje latosterola i dezmosterola je poboljSano, ali je Ry vrednost za ovaj kriti¢an par

i dalje bila manja od 1,2.

-
»
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Slika 31. Hromatogram derivatizovanog uzorka plazme sa azotom kao nose¢im gasom: 1.
5-a-holestan; 2. holesterol; 3. dezmosterol; 4. latosterol; 5. kampesterol; 6. stigmasterol; 7.

[-sitosterol.

Kada je utvrdeno da azot kao noseéi gas, pri prosecnoj brzini protoka od 46,5 cm/s
nije dao odgovarajuce razdvajanje pikova, u daljoj optimizaciji metode se, umesto azota,
koristio helijum kao nose¢i gas. ProseCna brzina protoka helijuma nije znaCajno
promenjena u odnosu na azot, podeSena je na = 43 cm/s, ali se efikasnost znacajno
povecala. U daljoj optimizaciji, primenjen je isti postupak pripreme uzorka sa

derivatizacijom uz odgovarajuce uslove razdvajanja i protokom helijuma (Cisto¢e 5.0) od

91



2,28 mL/min kao nose¢im gasom. Pikovi od interesa su identifikovani 1 kvantifikovani

uporedivanjem sa pikovima standardnih rastvora derivatizovanih sterola (slika 32).
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Slika 32. Hromatogram derivatizovanih standarda sterola sa helijumom kao nose¢im
gasom: 1. 5-a-holestan; 2. dezmosterol; 3. latosterol; 4. kampesterol; 5. stigmasterol; 6. -

sitosterol.

Na hromatogramu sa slike 33 se vidi da su svi pikovi analiziranih sterola u uzorku
plazme dobro razdvojeni. Faktor rezolucije je ve¢i od 1,2 za svaki par analiziranih pikova,

ukljucujuci 1 problematican par dezmosterol i latosterol.
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Slika 33. Hromatogram derivatizovanog uzorka plazme sa helijumom kao nose¢im gasom:
1. 5-a-holestan; 2. nederivatizovani holesterol; 3. holesterol; 4. dezmosterol; 5. latosterol;

6. kampesterol; 7. stigmasterol; 8. B-sitosterol.

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da se najbolje razdvajanje markera
sinteze 1 apsorpcije holesterola postiZze pripremom uzoraka sa derivatizacijom. GC-FID
analiza sa helijumom kao nose¢im gasom pri brzini protoka od 2,28 mL/min, koriS¢enjem
multilinearnog programiranja temperature (tabela 5) sa maksimalnom temperaturom
kolone od 270°C daje najbolje rezultate razdvajanja analita od interesa. Ukupno trajanje
analize iznosi 40,33 minuta (postupak pripreme uzoraka i analiticki uslovi razdvajanja

opisani su u poglavljima 3.2.7.2.4 1 3.2.7.2.5).

Svaki analit od interesa identifikovan je u skladu sa vremenom zadrZavanja
odgovarajuc¢eg derivatizovanog analitickog standarda, relativnim vremenom zadrzavanja,
kao 1 koriS¢enjem GC-MS spektralne analize, gde su pojedinacne komponente
identifikovane pomocu NIST/NBS i Wiley MS spektralnih biblioteka, kao i poredenjem
njihovih retencionih indeksa (RI) sa podacima iz literature [145]. Vreme zadrZavanja,
relativno vreme zadrzavanja, njihovi koeficijenti varijacije (KV%), kao i maseni spektri

svakog jedinjenja od interesa prikazani su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Retenciona vremena, relativna retenciona vremena i maseni spektri za derivatizovane NHS 1 interni standard.

14,133

21,048
21,527
23,018
24,339

26,161

KV - Koeficijent varijacije, TMS — Trimetilsilil etar

0,016
0,021
0,017
0,088

0,013

1,489
1,523
1,629
1,723

1,851

0,038
0,043
0,031
0,096

0,033

372,4/357,4/217,2
456,5/343,3/129,1
458,5/353,3/255,2
472,6/382,4/343,3
484,5/394,4/255,2

486,4/396,4/357,4



Kao S$to je prikazano u tabeli 11, pod hromatografskim uslovima opisanim u
poglavlju 3.2.7.2.5., retenciona vremena NHS su se kretala od 21,048 — 26,161 min, sa KV
vrednostima od 0,013 — 0,088 % koje su dobijene iz 10 ponavljanja. Karakteristi¢ni joni
masenog spektra za dato jedinjenje prikazani su kao prekursor jon i dva najzastupljenija
produkt jona. Relativno retenciono vreme je izracunato u odnosu na IS, a KV vrednosti

relativnih retencionih vremena NHS su se kretale u rasponu od 0,031 — 0,096.

Kako je uveden dodatni korak u pripremi uzoraka, koji je podrazumevao hemijsku
reakciju prevodenja analita od interesa u njegove trimetilsilil derivate, neophodno je bilo
da se taj korak optimizuje i da se moguce greSke svedu na minimum. Titracijom uzoraka
derivatizuju¢im reagensom, hteli smo da utvrdimo grani¢nu vrednost za prinos
derivatizacije, kada je korekcijom povrSina pikova NHS sa KFD vredno$¢u, omogucena
tatna 1 precizna kvantifikaciju NHS. Na slici 34 prikazani su odnosi zapremina

derivatizujuceg reagensa (X — osa) i prinosa derivatizacije (y — osa).
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Slika 34. Odnos zapremine derivatizujuceg reagensa i prinosa derivatizacije.

Rezultati optimizacije ovog koraka su pokazali da je adekvatna zapremina

™

derivatizujuceg reagensa (Silon ™ HTP) 220 pL sa inkubacionim periodom od 60 min, pri
¢emu se prinos derivatizacije kre¢e od 99,1-99,6%. Nakon korekcije sa KFE i KFD
vrednosti kampesterola (p<0,05) i B-sitosterola (p<0,01) bile su statisticki znacajno nize

prilikom koriS¢enja 120 pL derivatizujueg reagensa (prinos derivatizacije se kretao
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izmedu 82,1-93,8%) u odnosu na vrednosti dobijene kori§¢enjem 220 pL. Koncentracije
NHS se nisu razlikovale izmedu uzoraka pripremljenih sa 150 pL (prinos derivatizacije
95,4-96,5) 1 sa 220 plL. Na ovaj nacin utvrdili smo da grani¢na vrednost prinosa
derivatizacije iznosi 95 %. Vrednosti prinosa derivatizacije ve¢e od 95% omogucavaju

uspesno korigovanje vrednosti NHS koriS¢enjem KFD.

Zbog uticaja sadrZaja plastike na prinos derivatizacije, interferirajuci plastifikatori
su ekstrahovani i identifikovani. Zahvaljuju¢i ovoj kvalitativnoj analizi, dokazano je
prisustvo amida masnih kiselina u n-heksanskim sadrzajima, koji su stajali 30 min u
Pasterovim pipetama, koriS¢enim tokom pripreme uzoraka. Identifikacija je izvrSena
koris¢enjem GC-MS spektralne analize, gde su pojedinacne komponente identifikovane
pomoc¢u NIST/NBS i Wiley MS spektralnih biblioteka, kao i poredenjem njihovih
retencionih indeksa (RI) sa podacima iz literature [145]. Tri glavna pika poticala su od

palmitamida, oleamida i stearamida, a hromatogram ekstrakta prikazan je na slici 35.
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Slika 35. GC-FID hromatogram plastifikatora dobijenih ekstrakcijom sadrzaja Pasterovih

pipeta n-heksanom.

Retenciono vreme, relativno retenciono vreme i njihovi koeficijenti varijacije

(KV%), kao 1 maseni spektar za svaki plastifikator prikazani su u Tabeli 12.
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Tabela 12. Retenciona vremena, relativna retenciona vremena, izrac¢unati retencioni indeksi i maseni spektri za identifikovane amide masnih

kiselina iz ekstrakta Pasterovih pipeta.

8,118 0,035 255,3/72,1/59,1

0,575 0,030 2179,1
9,187 0,073 0,658 0,062 2363,0 281,3/72,1/59,1

9,333 0,060 0,665 0,051 2386.,0 283,3/72,1/59,1

KV — Koeficijent varijacije, Ry, — IzraCunati retencioni indeks prema seriji n-alkana na ZB-5MS koloni
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Sa ciljem da se utvrdi da li su i ftalati ekstrahovani iz Pasterovih pipeta, sprovedena
je kvntitativna analiza njihovog sadrzaja u ekstraktima. Ova analiza pokazala je prisustvo
manje od 0,01% benzil-butil-ftalata (BBP), di-(2-etilheksil)-ftalata (DEHP) i di-n-butil-
ftalat (DBP) u ekstraktu.

Nakon S$to su moguéi problemi prilikom procesa derivatizacije prevazideni
analizirali smo efikasnost prinosa ekstrakcije. Efikasnost ekstrakcije kretala se u rasponu

od 80-95% 1 uspesno je korigovana koris¢enjem KFE vrednosti.

4.7.2. Stabilnost uzoraka

Rezultati studije stabilnosti nativnih uzoraka seruma i plazme pokazali su da tokom
dva meseca skladiStenja uzoraka na temperaturi od -80 °C ne dolazi do znaCajnih promena
u koncentracijama NHS u odnosu na koncentracije odredene u sveZzim uzorcima (postupak
opisan u poglavlju 3.3.1.8.1). U tabeli 13 su prikazane srednje vrednosti NHS sa
standardnim devijacijama dobijenim u vremenskim razmacima u kojima je ispitivana

stabilnost nativnih uzoraka ¢uvanih na -80 °C.
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Tabela 13. Srednje vrednosti NHS dobijene u vremenskim razmacima u kojima je

ispitivana stabilnost nativnih uzoraka seruma i plazme na temperaturi od -80 °C.

NHS
Dezmosterol,

umol/L

Latosterol,
umol/L

Kampesterol,
umol/L

Stigmasterol,
umol/L

[-sitosterol,
umol/L

Dezmosterol,
umol/L

Latosterol,
umol/L

Kampesterol,
umol/L

Stigmasterol,
umol/L

[-sitosterol,
umol/L

1. dan

13,8+0,56

13,4+0,46

2. dan

14,0+0,73

13,9+0,57

21,4+0,66 21,1+0,57

4,4+0,42

9,6+0,26

12,7+0,53

10,8+0,49

21,7+0,93

3,8+0,22

10,1£0,31

NHS - Neholesterolski steroli.

4,7+0,36

9,9+0,21

14,9+0,51

10,7+0,48

22,4+0,72

4,1+0,30

10,5+0,44

Plazma

7. dan

14,1+0,68

14,1+0,45

21,1+0,62

4,3+0,44

9,0+0,27

Serum

14,2+0,55

11,4+0,44

22,3+0,85

4,2+0,29

10,7+0,43

15. dan

14,1+0,55

13,9+0,69

21,7+0,29

5,1+0,49

8,9+0,34

15,4+0,63

11,5+0,72

22,9+0,71

4,2+0,22

10,4+0,39

30. dan

13,6+0,89

13,1+0,41

21,0+0,52

4,8+0,34

8,4+0,22

14,6+0,61

10,6+0,64

22,5+0,62

4,4+0,34

10,2+0,41

60. dan

13,7%0,75

13,0+0,51

20,9+0,34

4,6+0,42

9,2+0,23

14,8+0,54

11,4+0,69

22,7+0,64

4,3+0,33

10,5+0,38

Rezultati studije ispitivanja stabilnosti pripremljenih (derivatizovanih) uzoraka

plazme, pokazali su znacajno niZe koncentracije svih NHS, osim stigmasterola, nakon 15-

og dana cuvanja na -20 °C (p<0,01 za dezmosterol, p<0,01 za latosterol, p<0,001 za

kampesterol, p<0,01 za B-sitosterol). Ista studija sprovedena je i sa uzorcima seruma, u

kojima se samo koncentracija dezmosterola statisticki znacajno smanjila nakon 15-og dana

cuvanja na -20 °C (p<0,01).

U okviru studija stabilnosti uzoraka, sprovedena je i studija ispitivanja uticaja

zamrzavanja 1 odmrzavanja uzoraka na koncentraciju NHS. Sprovedeno je pet ciklusa

99



zamrzavanja/odmrzavanja nativnih i antioksidansom obogacenih pool-ova plazme.
Rezultati su pokazali da nakon prvog ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja dolazi do
znaCajnog smanjenja koncentracija dezmosterola i B-sitosterola u nativnom uzorku pool-a
(p<0,05 i p<0,05). U pool-u plazme kome je dodat antioksidans, koncentracije
dezmosterola i stigmasterola su konstantne tokom cetiri ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja,
dok u petom ciklusu dolazi do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja u njihovim koncentracijama
(p<0,05 1 p<0,05). Koncentracije ostalih NHS se nisu menjale tokom svih pet ciklusa

zamrzavanja/odmrzavanja.

4.7.3. Validacija i verifikacija metode za kvantitativno odredivanje
NHS

Primenom linearne regresione analize, dobijene su kalibracione krive za sve
ispitivane NHS. Rasponi koncentracija koris¢eni za izradu kalibracionih kriva prikazani su

u tabeli 14.
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Tabela 14. Rasponi koncentracija kalibracionih krivih, koncentracije NHS kod zdravih osoba, limiti detekcije (LOD) i limiti kvantifikacije
(LOQ) za svaki NHS.

1,394-22,305 10,13+2,820 0,235 0,465 1,209 1,481

1,587-19,049 8,89+3,444 0,299 0,401 2,9 1,165 1,385 10
1,846-44,309 19,48+6,396 0,251 0,591 3 1,259 1,952 9.9
0,981-15,694 5,91+£2,283 0,185 0,415 3 0,744 1,356 9,8
1,674-26,790 8,55+2,184 0,370 0,406 3,2 0,914 1,243 9,8

* Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost =* standardna devijacija.
S/N — Odnos signala i Suma.
#Vrednosti dobijene za svaki NHS na LOD i LOQ nivoima, odredene u pentuplikatu.
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Koncentracije koje su definisane kao LOD i LOQ vrednosti, dobijene su iz
razblaZenih standardnih rastvora, €iji su S/N odgovori iznosili 3, odnosno 10 (tabela 14).
Vrednosti LOD i LOQ dobijene na ovaj nacin kretale su se u rasponu koncentracija od
0,185-0,370 pmol/L, odnosno od 0,744-1,209 umol/L. U procesu provere uticaja matriksa
bioloskog materijala na LOD i LOQ, odredene su vrednosti za LOD i LOQ u razblaZenim
uzorcima plazme (tabela 14). Pri vrednostima S/N ¢iji je raspon iznosio od 2,9-3,2,
vrednosti LOD u razblazenim uzorcima su se kretale od 0,401-0,591 pmol/L, dok su se pri
vrednostima S/N od 9,8-10,2, vrednosti LOQ kretale od 1,243-1,952 pumol/L. U postupku
klinicke verifikacije metode, u uzorcim razblazenim do LOD i LOQ koncentracija,
odredene su nepreciznosti unutar i izmedu serija, koje su iznosile manje od 20% za svaki

NHS (22).

U postupku validacije metode, a prema FDA smernicama, ispitivana je preciznost
metode za kvantitativno odredivanje NHS [146]. Preciznost je prikazana kao KV izmedu
koncentracija analita dobijenih unutar serije i koncentracija dobijenih izmedu serija. Za
plazmu, KV ynutar serije kretao se u rasponu od 2,75-9,55 %, a KVizmedu serija U rasponu od 5,80-
7,75%. Za serum, KV ynygar serije 1znosio je od 3,10-5,72 %, a KVizmedu serija 0d 3,05-10,97%.
Obe varijabilnosti za svaki NHS u oba tipa uzorka su bile prihvatljive, jer su iznosile manje

od 15% [146]. Rezultati ispitivanja preciznosti prikazani su u Tabeli 15.
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Tabela 15. Preciznosti unutar i izmedu serija za vrednosti NHS u plazmi i serumu.

13,37+0,457 341 14,13+0,972 6,88 10,85+0,493 4,54 13,47£1,478 10,97

21,370,659 3,09 21,06+1,633 1,75 21,720,925 4,26 23,600,720 3,05
4,41+£0,421 9,55 4,660,270 5,80 3,800,217 5,72 4,64+0,328 7,07

9,60+0,264 2,75 9,19+0,550 5,98 10,13+0,314 3,10 10,37+0,534 5,15

- 13,84+0,557 4,02 13,38+1,031 7.70 12,69+0,534 4,30 14,39+1,131 7.86

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

KV - Koeficijent varijacije; NHS — Neholesterolski steroli.
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Proverom tacnosti analiticke metode utvrden je stepen slaganja izmedu stvarne
koncentracije i vrednosti dobijene primenom analitickog postupka. Odredivan je procenat
prinosa ili tzv. ,recovery” vrednost. U tabelama 16 i 17 su prikazane koncentracije

standardnih rastvora kojima su obogaceni uzorci seruma i plazme.

Za uspostavljenu metodu, recovery je iznosio izmedu 93 i 108% za plazmu i
izmedu 83 1 127% za serum, dok su prihvatljive vrednosti u opsegu od = 25% prema
smernicama FDA [146]. Kako su dobijeni zadovoljavajuéi rezultati za razliku izmedu
ocekivanih i utvrdenih koncentracija za svih pet nivoa raspona koncentracija za plazmu,
plazma je koriS¢ena kao bioloSki materijal izbora. Vrednosti recovery testa za svaki nivo
koncentracija za uspostavljenu metodu, koriste¢i plazmu i serum kao bioloSke materijale,
prikazani su u tabelama 16 i 17. Takode, koriste¢i podatke iz recovery testa primenom
linearne regresione i korelacione analize izvrSena je procena tacnosti metode, a rezultati su
prikazani u tabeli 18. Stepen slaganja izmedu dodatih i dobijenih koncentracija za svih pet
NHS je bio ve¢i od 0,9 (r>0,9), a nagib prave se statistiCki nije znacajno razlikovao od 1

(b=1).
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Tabela 16. Recovery test u plazmi za uspostavljenu metodu za odredivanje NHS.

13,5
13,5
13,5
13,5
13,5
12,9
12,9
12,9
12,9
12,9
21,2
21,2
21,2
21,2
21,2
44
44
44
44
44
9,6
9,6
9,6
9,6
9,6

NHS - Neholesterolski steroli.

18,9
35,2
51,4
67,6
83,8
45
74,1
103,1
132,1
161
6,2
19,9
33,5
473
61
23,1
37
50,7
64,5
78,3
6,6
14,5
22,5
30,7
38,6

38,1
53,5
68,6
79,5
97,1
70,4
110,1
137,4
168,1
183,1
36,3
52,0
63,5
76,5
90,7
33,0
479
62,0
76,2
85,2
27,5
37.4
45,1
52,8
56,7

103
101
99

93

95

113
121
114
113
103
105
108
103
101
102
114
112
110
108
101
107
111
108
106
98
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Tabela 17. Recovery test u serumu za svih pet nivoa koncentracija za NHS.

13,5 18,9 40,2 109
13,5 35,2 59.4 112
13,5 51,4 69,2 100
13,5 67,6 83,9 98

13,5 83,8 102,0 100
12,7 45 79,2 127
12,7 74,1 98,4 108
12,7 103,1 129,2 107
12,7 132,1 164,7 110
12,7 161 193,2 108
22,7 6,2 37,9 108
22,7 19,9 53,7 110
22,7 33,5 67,3 108
22,7 47,3 79,9 105
22,7 61 93,5 104
5.8 23,1 27,1 92

5.8 37 36,8 85

5.8 50,7 47,1 83

5.8 64,5 63,2 89

5.8 78,3 74,9 88

10,4 6,6 16,2 108
10,4 14,5 24,1 104
10,4 22,5 32,1 104
10,4 30,7 40,3 107
10,4 38,6 48,2 104

NHS - Neholesterolski steroli.
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Tabela 18. Rezultati regresione analize za recovery test u serumu 1 u plazmi.

0,998 0,997

0,994 105,7 0,997 106,9
0,999 100,9 0,999 104.,4
0,997 102,9 0,998 87,5

0,994 100,5 0,999 105,5

NHS - Neholesterolski steroli

4.7.4. Ispitivanje koncentracija markera sinteze i apsorpcije holesterola

Vrednosti koncentracija markera sinteze i apsorpcije za sve tri grupe ispitanika
prikazane su u tabeli 19. Vrednosti NHS su sledile normalnu raspodelu nakon logaritamske
transformacije i poredene su koriS¢enjem ANCOVA statistickog testa uz korekciju za

starost ispitanika.
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Tabela 19. Apsolutne 1 relativne vrednosti markera sinteze i apsorpcije holesterola kod

pacijenata sa IBS i kontrolne grupe.

9,10 (8,20-10,10)

6,84 (5,72-8,18)

17,70 (15,46-20,26)

4,13 (2,65-6,42)

7,99 (7,28-8,77)

2,03 (1,84-2,25)

1,53 (1,30-1,80)

3,95 (3,47-4,50)

0,89 (0,57-1,39)

1,78 (1,61-1,97)

1,14 (1,01-1,28)

0,86 (0,68-1,07)

11,26 (9,81-12,92)

9,99 (8,84-11,29)

15,07 (12,98-17,48)

2,27 (1,93-2,68)

6,85 (6,17-7,60)

2,36 (2,07-2,71)

2,06 (1,74-2,43)

3,12 (2,74-3,54)

0,46 (0,38-0,56)

1,41 (1,27-1,55)

1,64 (1,38-1,96)

1,46 (1,21-1,75)

13,72 (12,17-15,47)

10,38 (9,23-11,66)

15,89 (14,43-17,49)

2,20 (1,94-2,51)

6,58 (6,07-7,13)

2,95 (2,56-3,39)

2,18 (1,97-2,42)

3,39 (3,02-3,80)

0,47 (0,41-0,54)

1,40 (1,26-1,56)

2,09 (1,79-2,44)

1,58 (1,37-1,81)

0,057
<0,001"
<0,05¢
<0,001°
<0,001"
0,687°
0,151°
0,305°
0,524°
<0,001°
<0,001"
0,807°
0,091°
<0,05°
0,516°

0,138°
<0,001"
<0,05¢
<0,01*
<0,01°
0,540°
<0,05*
0,138°
0,328°
<0,001°
<0,001"
0,907°
<0,05*
<0,05"
0,940°

<0,05*
<0,001°
<0,05°
<0,001°
<0,001°
0,514°

Podaci su predstavljeni kao geometrijske sredine (95% interval pouzdanosti). P vrednosti su izvedene iz
ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika. Kao post hoc koris$éen je Least Significant Difference test.
a — Kontrolna grupa vs. pacijenti na terapiji statinima; b — Kontrolna grupa vs. pacijenti bez terapije

statinima; ¢ — Pacijenti na terapiji statinima vs. pacijenti bez terapije statinima.
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Markeri sinteze 1 apsorpcije holesterola su prikazani kao apsolutne koncentracije i
kao relativne vrednosti, u odnosu na holesterol. Apsolutne koncentracije dezmosterola bile
su vise kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u poredenju sa KG i pacijentima
koji su bili na terapiji statinima (p<0,001 i p<0,05). Medutim, apsolutne koncentracije
latosterola bile su viSe kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG (p<0,001 za oba
poredenja), dok nije bilo znaCajne razlike izmedu dveju grupa pacijenata. Poredenja
relativnih  vrednosti markera sinteze, prikazanih kroz odnos latosterol/UH i
dezmosterol/UH, ukazala su da se statistiCka znacajnost u odnosu na apsolutne vrednosti
nije izgubila. Apsolutne koncentracije kampesterola su bile sli¢ne kod obe grupe pacijenata
i u KG, medutim relativne vrednosti kampesterola pokazale su razliku izmedu pacijenata
koji su bili na terapiji statinima i KG (p<0,05). Medu markerima apsorpcije holesterola,
nivoi stigmasterola su bili zna¢ajno niZi u obe grupe pacijenata u odnosu na KG (p<0,001
za oba poredenja), dok su nivoi B-sitosterola bili znacajno nizi kod pacijenata koji nisu bili
na terapiji statinima u odnosu na KG (p<0,05). Medutim, relativne vrednosti -sitosterola
bile su znatno nize u obe grupe pacijenata u odnosu na KG (p<0,05 za oba poredenja).
Poredenje relativnih vrednosti stigmasterola pokazalo je iste statisti¢ki znaCajne razlike kao
poredenje apsolutnih vrednosti. Za procenu efikasnosti sinteze i apsorpcije holesterola, te
procenu homeostaze, koriS¢eni su odnosi markera sinteze i markera apsorpcije. U ovom
radu koris¢ena su dva odnosa, dezmosterol/B-sitosterol i latosterol/B-sitosterol. Odnos
latosterol/B-sitosterol je bio visi u obe grupe pacijenata u poredenju sa KG (p<0,001 za oba
poredenja), a najvisSe vrednosti su imali pacijenti koji nisu bili na terapiji statinima. Odnos
dezmosterol/B-sitosterol pokazao je isti trend kao i odnos latosterol/B-sitosterol sa
statisticki znaCajnim razlikama izmedu svih ispitivanih grupa. Takode, sli¢ni rezultati su
primeceni prilikom koriS¢enja ostalih odnosa izmedu pojedinacnih markera sinteze i

apsorpcije (podaci nisu prikazani).

4.7.5. Korelaciona analiza NHS sa osnovnim parametrima lipidnog
statusa i karakteristikama LDL i HDL subklasa

U cilju sagledavanja povezanosti homeostaze holesterola sa koncentracijama
osnovnih lipidnih parametara i veli¢inom LDL i HDL cestica, izvrSena je Pearson-ova
korelaciona analiza. Analiza je sprovedena za svaku grupu ispitanika posebno, a rezultati

su prikazani u tabelama 20-25.
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Tabela 20. Rezultati korelacione analize apsolutnih i relativnih vrednosti markera sinteze

holesterola u KG.

Dezmosterol, Latosterol, Dezmosterol/UH, Latosterol/UH,
Parametri pmol/L pmol/L 10° mmol/mol 10 mmol/mol

r )2 r p r p r p

UH, mmol/L 0,308 0,119 0485 0,010 -0242 0,225 0,190 0,343
HDL-h, mmol/L -0,079 0,694 0,009 0963 -0,324 0,100 -0,144 0,473
LDL-h, mmol/L 0,242 0,224 0,396 0,041 -0,097 0,630 0,226 0,258
TG, mmol/L 0,445 0,020 0,603 0,001 0259 0,192 0,553 0,003

LDL dijametar, nm  -0,459 0,016 -0,116 0,566 -0,367 0,059 -0,079 0,690
sdLDL, % 0,311 0,115 -0,183 0,361 0,443 0,021 -0,112 0,576
HDL dijametar, nm  -0,167 0,405 -0,095 0,639 -0,078 0,698 -0,079 0,695

Male HDL

subfrakcije, % 0,150 0,455 0,143 0,476 0,177 0,377 0,171 0,395

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima niske gustine; HDL-
h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL — male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent
korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne

razlike.

U tabeli 20 prikazani su rezultati korelacione analize u KG. Utvrdene su pozitivne
korelacije izmedu apsolutnih koncentracija latosterola i koncentracija UH, LDL-h, kao i
TG. Medutim, pri poredenju relativnih vrednosti latosterola, zadrzala se samo pozitivha
korelacija sa koncentracijom TG. Apsolutne koncentracije dezmosterola, takode su
pokazale pozitivnu korelaciju sa koncentracijom TG, ali i negativnu sa veli¢inom LDL
Cestica. Relativne vrednosti dezmosterola su pokazale pozitivhu korelaciju sa udelom

sdLDL. Nije primec¢ena veza izmedu markera sinteze i HDL-h i veli¢ine HDL cestica.

U tabeli 21 prikazani su rezultati korelacione analize za apsolutne i relativne

vrednosti markera aposrpcije u KG.
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Tabela 21. Rezultati korelacione analize apsolutnih 1 relativnih vrednosti markera apsorpcije holesterola u KG.

0,291 0,141 0,116 0,681 0,148 0,462 -0,132 0,513 -0,041 0,879

-0,423 0,028
0,359 0,066 -0,214 0,445 0,257 0,196 0,184 0,358 -0,296 0,266  -0,006 0,975
0,066 0,744 0,273 0,325 -0,013 0,948 -0,200 0,316 0,234 0,384  -0,359 0,066
0,011 0,958 0,134 0,634 -0,128 0,526 -0,144 0,474 -0,012 0,966  -0,317 0,107
-0,360 0,065 -0,097 0,722 -0,462 0,015 -0,298 0,131 -0,073 0,789 -0,368 0,059
0,213 0,286 0,156 0,564 0,343 0,080 0,382 0,049 0,206 0,444 0,463 0,015

0,063 0,754 -0,112 0,680  -0,262 0,187 0,161 0,421 -0,098 0,717 -0,155 0,439

0,114 0,571 0,052 0,849 0,109 0,587 0,120 0,550 0,027 0,921 0,134 0,506

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrzan u lipoproteinima niske gustine; HDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL

—male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne razlike.
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Apsolutne koncentracije [-sitosterola su bile u negativnoj korelaciji sa LDL
dijametrom, dok su relativne vrednosti bile u negativnoj korleaciji sa UH, a u pozitivnoj
korelaciji sa udelom sdLDL cestica. Takode, relativne vrednosti kampesterola su pokazale
pozitivnhu korelaciju sa udelom sdLDL cestica. Nisu primecene korelacije markera

apsorpcije sa koncentracijom HDL-h, veli¢inom HDL ¢estica i udelom malih HDL cestica.

Rezultati korelacione analize koji su obuhvatali aposlutne 1 relativne vrednosti
markera sinteze, za pacijente sa IBS koji su bili na terapiji statinima, prikazani su u tabeli

22.

Tabela 22. Rezultati korelacione analize apsolutnih i relativnih vrednosti markera sinteze

holesterola u grupi pacijenata na terapiji statinima.

Dezmosterol, Latosterol, Dezmosterol/U, Latosterol/UH,

Parametri umol/L umol/L 10° mmol/mol 10° mmol/mol
r p r )4 r p r p

UH, mmol/L 0,292 0,131 -0,225 0,249 -0,314 0,104 -0,660 0,001

HDL-h, mmol/L -0,228 0,243 -0,058 0,768 -0,317 0,100 -0,119 0,547

LDL-h, mmol/L 0,253 0,193 -0,280 0,149 -0,330 0,086 -0,684 0,001

TG, mmol/L 0,490 0,008 0,111 0,573 0,253 0,194 -0,103 0,602

LDL dijametar, nm  -0,157 0416 -0,095 0,623 0,018 0929 -0,010 0,959
sdLDL, % -0,121 0,533 0,020 0,919 -0,295 0,127 -0,039 0,844
HDL dijametar, nm -0,400 0,032 0,083 0,668 -0,280 0,148 0,224 0,251

Male HDL

subfrakcije, % 0,414 0,025 0053 0,784 0,302 0,118 -0,016 0,936

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima niske gustine; HDL-
h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL — male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent
korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne

razlike.

Uocili smo snaZznu negativnu korelaciju relativnih vrednosti latosterola sa

koncentracijama UH 1 LDL-h. Ocekivano, koncentracije dezmosterola su pozitivno
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korelirale sa koncentracijama TG, kao i sa udelom malih HDL Ccestica, dok je primecena

negativna korelacija sa HDL dijametrom.

Kod pacijenata koji su bili na terapiji statinima, rezultati korelacione analize
markera apsorpcije sa osnovnim parametrima lipidnog statusa i veli¢inom dominantnih
dijametara HDL i LDL cestica, kao i sa udelima sdLDL i malih HDL ¢estica, prikazani su
u tabeli 23.
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Tabela 23. Rezultati korelacione analize apsolutnih i relativnih vrednosti markera apsorpcije holesterola u grupi pacijenata na terapiji

statinima.

-0,315

-0,009

0,964 0,103
0,250 0,199 0,127 0,518 0,312 0,106 0,204 0,298 0,047 0,811 0,218 0,264
0,460 0,019 -0,083 0,673 0,397 0,036 0,061 0,758 -0,477 0,010 -0,358 0,061
0,180 0,360 -0,196 0,319 0,107 0,589  -0,029 0,884 -0,331 0,085  -0,200 0,308
0,089 0,647 -0,075 0,698 0,165 0,393 0,226 0,248 0,071 0,721 0,283 0,145
0,073 0,705 0,283 0,137 0,132 0,496 0,003 0,987 0,262 0,178 0,082 0,678

0,011 0,955 0,161 0,403 0,098 0,612 0,212 0,279 0,300 0,113 0,392 0,039

0,016 0,935 -0,134 0,488 -0,028 0,886  -0,072 0,714 -0,129 0,512 -0,111 0,574

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrzan u lipoproteinima niske gustine; HDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL

—male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne razlike.
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U ovoj grupi pacijenata apsolutne koncentracije kampesterola i B-sitosterola su
pokazale pozitivnu korelaciju sa UH i LDL-h. Takode, dobili smo negativnu asocijaciju
izmedu relativnih vrednosti stigmasterola i UH i LDL-h. Pozitivna korelacija je primec¢ena

izmedu relativnih vrednosti -sitosterola i veli¢ine HDL cestica.

Na isti nacin sprovedena je i korelaciona analiza kod pacijenata koji nisu bili na
terapiji statinima. Vrednosti parametara korelacione analize koja je ukljucivala apsolutne i

relativne vrednosti markera sinteze prikazani su u tabeli 24.

Tabela 24. Rezultati korelacione analize apsolutnih i relativnih vrednosti markera sinteze

holesterola u grupi pacijenata bez terapije statinima.

Dezmosterol, Latosterol, Dezmosterol/UH, Latosterol/UH,

Parametri pmol/L pmol/L 10° mmol/mol ~ 10° mmol/mol
r p r p r p r p

UH, mmol/L 0,193 0209 0,515 0,01 -0490 0,01 -0321 0,034
HDL-h, mmol/L 0,124 0423 0,402 0,007 -0320 0,034 -0,134 0,385
LDL-h, mmol/L 0,179 0251 0,492 0,01 -0483 0,01 -0308 0,044
TG, mmol/L 0,084 0,588 0241 0,115 -0293 0,053 -0230 0,133
LDL dijametar, nm  -0,381 0,012 -0016 0920 -0436 0,004 -0,169 0,285
sdLDL, % 0,201 0,197 -0,044 0,779 0242 0,123 0,186 0,238
HDL dijametar, nm  -0,153 0,328 -0,198 0,204 0,093 0,558 0,105 0,508
Male HDL 0155 0320 -0053 0738 0147 0355 0,128 0417

subfrakcije, %

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima niske gustine; HDL-
h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL — male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent
korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne

razlike.

Apsolutne 1 relativne vrednosti dezmosterola pokazale su negativnu korelaciju sa
LDL dijametrom, dok su apsolutne koncentracije latosterola bile u pozitivnoj korelaciji sa

koncentracijama UH, HDL-h i LDL-h. Kada su vrednosti dezmosterola prevedene u
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relativne vrednosti, uocena je negativna korelacija sa koncentracijama UH, HDL-h i LDL-
h. Negativna korelacija je primecena i izmedu relativnih vrednosti latosterola i

koncentracija UH i LDL-h.

Rezultati korelacione analize aposlutnih i1 relativnih koncentracija markera

apsorpcije, za pacijente sa IBS koji nisu bili na terapiji statinima, prikazani su u tabeli 25.
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Tabela 25. Rezultati korelacione analize apsolutnih i relativnih vrednosti markera apsorpcije holesterola u grupi pacijenata bez terapije

statinima.

-0,674

0,001
0,303 0,045 0,129 0,403 0,358 0,017 -0,266 0,081 -0,304 0,045 -0,284 0,061
0,198 0,203 0,178 0,255 0,151 0,335 -0,605 0,001 -0,473 0,001 -0,703 0,001
0,283 0,063 0,287 0,059 0,179 0,245 -0,208 0,176 -0,096 0,536 -0,340 0,024
-0,102 0,514 0,095 0,545 0,095 0,543 -0,197 0,212 -0,010 0,948 -0,048 0,761
0,182 0,242 -0,185 0,236  -0,058 0,711 0,256 0,102 -0,089 0,575 0,073 0,645

-0,309 0,044 -0,226 0,146  -0,177 0,256 0,009 0,956 0,013 0,933 0,138 0,385

0,243 0,117 0,204 0,190 0,359 0,018 0,188 0,233 0,183 0,246 0,248 0,114

UH - ukupan holesterol; TG — trigliceridi; LDL-h — holesterol sadrzan u lipoproteinima niske gustine; HDL-h — holesterol sadrZan u lipoproteinima visoke gustine; sdLDL

—male guste LDL, r — Pearson-ov koeficijent korelacije. Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom. Istaknute su statisticki znacajne razlike.
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Vrednosti markera apsorpcije, kampesterola i B-sitosterola, su pokazale pozitivhu
korelaciju sa HDL-h. Koncentracije kampesterola su negativno korelirale sa HDL
dijametrom, dok su koncentracije B-sitosterola pozitivno korelirale sa udelom malih HDL
gestica. Sto se ti¢e relativnih vrednosti i u ovoj grupi ispitanika su primecene negativne
korelacije izmedu relativnih vrednosti sva tri markera apsorpcije i koncentracija UH i
LDL-h, zatim izmedu relativnih koncentracija stigmasterola i koncentracija HDL-h, te

izmedu relativnih koncentracija B-sitosterola i koncentracija TG.

4.7.5. Ispitivanje obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola

U ovom radu, za procenu obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola koris¢ena su dva
markera sinteze (dezmosterol i latosterol) i jedan marker apsorpcije (B-sitosterol). Zbog
detaljnijeg uvida u sintetske puteve holesterola, za procenu efikasnosti sinteze holesterola
koris¢eni su prekursori oba sintetska puta (Kandutsch-Russel-ovog i Bloch-ovog). Kako [-
sitosterol predstavlja najzastupljeniji sterol u namirnicama biljnog porekla [48, 151],

njegove koncentracije su koriS¢ene za procenu nivoa apsorpcije holesterola.

U cilju boljeg sagledavanja nivoa sinteze i apsorpcije holesterola, podela ispitanika
u podgrupe izvrSena je na osnovu medijalnih vrednosti koncentracija latosterola i [-
sitosterola, kao i dezmosterola i B-sitosterola. Za svaku grupu ispitanika izraCunata je
medijana koncentracija ovih NHS. Medijalna vrednost koncentracije latosterola u KG
iznosila je 7,21 umol/L, u grupi pacijenata na terapiji statinima 9,66 pumol/L, a u grupi
pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima 10,30 pmol/L. Medijalne vrednosti
dezmosterola iznosile su 8,95 umol/L u KG, 12,18 pumol/LL kod pacijenata na terapiji
statinima 1 12,70 pmol/L. kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima. Vrednosti
medijana za [-sitosterol su iznosile 8,41 umol/L u kontrolnoj grupi, 6,64 pmol/L kod
pacijenata na terapiji statinima i 6,20 umol/L. kod pacijenata koji nisu bili na terapiji
statinima. Zahvaljujui ovim podelama, u okviru svake ispitivane grupe formirane su 4
podgrupe sa razli¢itim obrascima sinteze i apsorpcije holesterola. Podgrupa 1 se sastojala
od ucesnika koji su imali koncentracije markera sinteze i markera apsorpcije manje od
medijalnih vrednosti i Ciji obrazac sinteze i apsorpcije holesterola karakteriSe sniZena
sinteza i sniZena apsorpcija (SS/SA), odnosno oni su slabi sintetizeri i apsorberi. Podgrupu
2 predstavljaju ucesnici C€iji su nivoi markera sinteze bili manji od medijalne vrednosti, a
koncentracije markera apsorpcije bile viSe od medijane za tu grupu ispitanika. Obrazac

ovih ispitanika karakteriSe sniZena sinteza i poviSena apsorpcija (SS/PA), odnosno
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ispitanici su oznaceni kao slabi sintetizeri i dobri apsorberi. Podgrupu 3 ¢ine ucesnici sa
koncentracijama markera sinteze iznad medijane, a sa koncentracijama markera apsorpcije
nizim od medijane za tu grupu ispitanika. Ova podgrupa se na osnovu obrazaca sinteze i
apsorpcije holesterola smatra dobrim sintetizerima i slabim apsorberima, odnosno
ispitanici imaju poviSenu sintezu i sniZzenu apsorpciju (PS/SA). Ispitanici koji su imali
koncentracije markera sinteze i apsorpcije holesterola iznad medijalnih vrednosti, svrstani
su u ¢etvrtu podgrupu, te njihov obrazac karakteriSe povisSena sinteza i apsorpcija (PS/PA).

Ovi ispitanici su oznaceni kao dobri sintetizeri i apsorberi.

4.7.5.1. Ispitivanje obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola koriséenjem
koncentracija latosterola i fi-sitosterola

Podele ispitanika u podgrupe na osnovu medijalnih vrednosti za koncentracije

latosterola i B-sitosterola graficki su prikazane na slici 36.
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Slika 36. Graficki prikaz podele ispitanika u podgrupe prema obrascima sinteze i apsorpcije holesterola na osnovu medijalnih vrednosti

koncentracija latosterola i B-sitosterola (A — Kontrolna grupa, B — Pacijenti sa IBS na terapiji statinima, C — Pacijenti sa IBS bez terapije

statinima, SS/SA — sniZena sinteza/sniZena apsorpcija, SS/PA — sniZena sinteza/povisena apsorpcija, PS/SA — povisena sinteza/sniZena

apsorpcija, PS/PA — povisena sinteza/povisena apsorpcija).
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Izmedu dobijenih podgrupa, a u okviru jedne ispitivane grupe, poredene su
vrednosti osnovnih parametara lipidnog statusa i koncentracije apoB-100 1 apoA-I. U tabeli

26 su prikazani rezultati dobijeni koriS¢enjem ANOVA testa.

Poredenje parametara izmedu podgrupa vrsi se u okviru jedne posmatrane grupe. U
KG 1 grupi pacijenata koji nisu na terapiji statinima, primeceno je da sa poveCanjem
efikasnosti sinteze 1i/ili apsorpcije raste koncentracija UH. U prethodno navedenim
grupama, ispitanici sa najviSim stepenom sinteze i apsorpcije imali su i najvisSe
koncentracije UH. Nivoi UH u podgrupi PS/PA su se znacajno razlikovale od vrednosti
dobijenih u SS/SA podgrupi kako u KG, tako i u grupi pacijenata bez terapije statinima
(p<0,05, p<0,01). Takode, primeceno je da se koncentracije UH razlikuju izmedu
podgrupa Ciji su nivoi apsorpcije smanjeni, ali koje se razlikuju po efikasnosti sinteze.
Tako, podgrupe sa viS§im stepenom sinteze imaju i vise koncentracije UH, §to je utvrdeno u
KG 1 u grupi pacijenata bez terapije statinima (p<0,05, p<0,01), ali ne i u grupi pacijenata
na terapiji statinim, a u odnosu na SS/SA podgrupu. Takode, primecen je trend ka viSim
koncentracijama LDL-h kako raste efikasnost sinteze i/ili apsorpcije u KG i grupi
pacijenata bez terapije statinima. Kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima,
koncentracije LDL-h u PS/PA podgrupi su bile zna€ajno viSe u odnosu na vrednosti u
grupama SS/SA i SS/PA (p<0,01 za oba poredenja). U ovoj grupi pacijenata, koncentracija
LDL-h se razlikovala izmedu podgrupa koje su imale sniZenu apsorpciju, ali razlicitu
efikasnost sinteze. Oc¢ekivano, vrednosti su bile viSe u podgrupi sa poviSenom sintezom
(p<0,01, za oba poredenja). Interesantno je da je u grupi pacijenata na terapiji statinima,
PS/SA podgrupa imala zna¢ajno niZe koncentracije LDL-h u odnosu na SS/PA podgrupu
(p<0,05). U KG, koncentracije HDL-h i ApoA-I bile su viSe u SS/PA u odnosu na SS/SA
podgrupu (p<0,05 za oba poredenja). U istoj grupi, nivoi TG bili su najvisi u PS/SA
podgrupi i znaCajno su se razlikovali u odnosu na SS/PA podgrupu (p<0,01). U KG,
podgrupe koje su imale poviSenu sintezu, imale su znacajno viSe koncentracije apoB-100 u
odnosu na SS/PA podgrupu (p<0,05). U grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima,
koncentracije apoB-100 su bile znacajno vise u svim podgrupama koje su imale povisenu
sintezu i/ili apsorpciju u odnosu na podgrupu sa smanjenom i sintezom i apsorpcijom

(p<0,05).

Razlike u veli¢ini LDL ¢&estica, prisustvu sdLDL ¢estica, kao i u relativnim udelima
pojedinih LDL subklasa nisu uocene izmedu podgrupa unutar KG i grupe pacijenata koji

nisu bili na terapiji statinima, kada su za formiranje podgrupa koriS¢ene medijalne
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vrednosti latosterola i B-sitosterola. U grupi pacijenata koja je bila na terapiji statinima,
dokazane su razlike u zastupljenosti LDL IVB subklasa. Procentualni udeo LDL IVB
subklasa se razlikovao izmedu podgrupa SS/PA (17,5%£3,30 %) i PS/SA (11,5+£2,28 %)
(p<0,001), i izmedu PS/SA i PS/PA (16,9+4,35 %) (p<0,05). Rezultati su dobijeni
koriS¢éenjem ANOVA testa i Least Significant Difference post hoc testa .
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Tabela 26. Distribucija koncentracija osnovnih parametra lipidnog statusa, apoA-I i apoB-100 izmedu podgrupa dobijenih na osnovu

medijalnih vrednosti koncentracija latosterola i B-sitosterola u okviru ispitivanih grupa.

Parametar

UH, mmol/L

HDL-h, mmol/L

LDL-h, mmol/L

TG, mmol/L

ApoA-I, g/L

ApoB-100, g/L

Grupa 1
SS/SA
(N=7)

3,9+0,46

1,3+0,18

2,4+0,27

1,0£0,45

1,6£0,13

1,1£0,16

Kontrolna grupa

Grupa2 Grupa3 Grupa4
SS/PA PS/SA PS/PA
(N=8) (N=9) (N=7)

4,4+£0,57 4,7+0,68 5,0£0,43

a* a*
1,9+0,33 1,7+0,59 1,5+0,31
a*
2,5¢0,51 2,8+0,49 3,0+0,46
0,8+0,21 1,4+0,49 1,1+0,49
b**
1,9+0,14 1,8+0,24 1,8+0,21
a*
1,0£0,23  1,2+0,26 1,4+0,26

b* b*

Pacijenti na terapiji statinima

Grupal Grupa2 Grupa3 Grupa4
SS/SA SS/PA PS/SA PS/PA
(N=7) (N=9) (N=9) (N=7)

4,7¥0,94 5,5+1,00 4,6£1,35 4,8+0,36

1,3+0,55 1,3x0,27 1,1£0,25 1,3+0,23
2,8+0,49 3,6+0,87 2,7£1,20 2,8+0,51
b*

1,4€0,39 1,6%0,52 1,7£0,83 1,6+0,54

1.6£0,21 1,8+0,28 1,7x0,19 1,8%0,17

1,10,17 1,2+#0,25 1,2+0,5 1,2+0,29

Grupa 1
SS/SA
(N=12)

3,8+1,16

1,0£0,25

2,2+0,95

1,3+£0,49

1,5+£0,23

1,0£0,26

Pacijenti bez terapije statinima

Grupa2  Grupa 3 Grupa 4
SS/PA PS/SA PS/PA
(N=12) (N=12) (N=11)

4,74091  5,5+1,88 5,8+1,64

a** a**
1,1+0,35  1,2+0,32 1,2+0,36
2,7+0,52  3,6+1,53 3,8+1,13

a** a,b**

1,91,58  1,7+0,87 1,8+0,75

1,720,34  1,6%0,25 1,8+0,24

¥
1,3+£0,32  1,4+0,56 1,5+0,44
a* a* a**

SS/SA — sniZena sinteza/sniZena apsorpcija, SS/PA — sniZena sinteza/poviSena apsorpcija, PS/SA — poviSena sinteza/sniZena apsorpcija, PS/PA — poviSena
sinteza/poviSena apsorpcija, UH — ukupan holesterol, HDL-h — holesterol sadrzan u lipoproteinima velike gustine, LDL-h — holesterol sadrzan u lipoproteinima male
gustine, TG — trigliceridi, ApoA-I — apolipoprotein A-I, ApoB-100 — apolipoprotein B-100. a— Znacajno razli¢ito od SS/SA. b— Znacajno razli¢ito od SS/PA. * P<0.05; **
P<0.01. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Vrednosti su poredene koriS¢enjem analize varijansi (ANOVA) i Least Significant Difference
post hoc testom. Medijalne vrednosti koncentracija latosterol su: 7,21 pmol/L (KG), 9,66 umol/L (pacijenti na terapiji statinima) i 10,30 umol/L (pacijenti bez terapije
statinima). Medijalne vrednosti koncentracija B-sitosterola su: 8,41pmol/L (KG), 6,64 umol/L (pacijenti na terapiji statinima) i 6,20 umol/L (pacijenti bez terapije
statinima). Istaknute su statisticki znacajne razlike.
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4.7.5.2. Ispitivanje obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola koriséenjem
koncentracija dezmosterola i fi-sitosterola

Na osnovu vrednosti koncentracija dezmosterola i B-sitosterola formirane su 4
podgrupe (SS/SA, SS/PA, PS/SA i PS/PA). Graficki prikaz formiranih podgrupa u okviru
svake grupe ispitanika prikazan je na slici 37. Rezultati analize medusobnog poredenja
dijametra LDL Ccestice i udela pojedinih LDL subklasa izmedu podgrupa, a u okviru

pojedinih ispitivanih grupa, prikazani su u tabeli 32.
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Slika 37 Graficki prikaz podele ispitanika u podgrupe prema obrascima sinteze i apsorpcije holesterola na osnovu medijalnih vrednosti

koncentracija dezmosterola i B-sitosterola (A — Kontrolna grupa, B — Pacijenti sa IBS na terapiji statinima, C — Pacijenti sa IBS bez terapije

statinima, SS/SA — sniZena sinteza/sniZena apsorpcija, SS/PA — sniZena sinteza/povisena apsorpcija, PS/SA — poviSena sinteza/sniZena

apsorpcija, PS/PA — povisena sinteza/povisena apsorpcija).
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Tabela 27. Distribucija veli¢ine i raspodele LDL subklasa izmedu podgrupa dobijenih na osnovu medijalnih vrednosti koncentracija

dezmosterola i B-sitosterola u okviru ispitivanih grupa.

Parametar

LDL
dijametar, nm

LDLI, %
LDL IIA, %
LDLIIB, %
LDL IIIA, %
LDL IIIB, %
LDL IVA, %
LDLIVB, %

sdLDL, %

SS/SA - sniZena sinteza/sniZena apsorpcija, SS/PA — sniZena sinteza/poviSena apsorpcija, PS/SA — povisSena sinteza/sniZena apsorpcija, PS/PA — poviSena sinteza/poviSena apsorpcija, LDL
— Lipoproteini male gustine, sdLDL — male guste LDL. * — Znacajno razli¢ito od SS/SA. ® — Znacajno razli¢ito od SS/PA. “ P<0.05; ™ P<0.01. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost +
standardna devijacija. Vrednosti su poredene kori§¢enjem analize varijansi (ANOVA) i Tukey post hoc testom. Medijalne vrednosti koncentracija dezmosterola su: 8,95 umol/L (KG), 12,18
umol/L (pacijenti na terapiji statinima) i 12,70 umol/L (pacijenti bez terapije statinima). Medijalne vrednosti koncentracija B-sitosterola su: 8,41umol/L (KG), 6,64 pmol/L (pacijenti na
terapiji statinima) i 6,20 pmol/L (pacijenti bez terapije statinima). Istaknute su statisticki znacajne razlike.

Grupa 1
SS/SA
(N=8)

27,7+0,88
32,749,16
14,8+2,36
13,5%3,32
10,2+1,33
5,6%1,59

10,3+£2,81
12,9+4,93

39,0£9,08

Kontrolna grupa

Grupa 2
SS/PA
(N=8)

26,8+1,30
19,3+£5,92
a**
12,1£2,10
18,6+4,95
15,9+4,04
a*
7,0£1,99
11,3+0,85
15,8+3,54

50,0+6,34

Grupa 3
PS/SA
(N=8)

25,6£1,93

19,1+6,13
PEL
10,1+1,67

Pk

15,7+4,58

17,0+5,63
a*

9,1+2,83
a*

13,7+4.55

15,2+4,81

55,0+8,38

Pk

Grupa 4
PS/PA
(N=7)

26,1+2,29
23,6%7,03
12,9+2,38
17,7£5,91
14,2+2,33
6,1%1,45

10,9+3,43
14,6%5,13

45,8+9,06

Grupa 1
SS/SA
(N=8)

25,2+1,72
22,2+7,63
11,1+£1,97
14,2+1,12
15,5%€2,50
9,4%2,65

14,3+£3,37
13,4+5,60

52,6%£9,97

Pacijenti na terapiji statinima

Grupa 2
SS/PA
(N=9)

26,4+1,11
22,3422
12,0£1,32
14,1£5,36
14,4+2.51
6,3%£2,58

13,2+3,23
17,7£3,52

51,6+£7,01

Grupa 3
PS/SA
(N=8)

25,7%1,31
25,3+7,23
12,242,778
16,3%£3,77
14,5%4,59
6,4+3,27

13,3%£8,17

11,9£2,42
b*

Grupa 4
PS/PA
(N=7)

24,8+1,35
19,4+4.39
10,9+2,73
15,1£3,15
15,4%2,51
7,7£2,28

14,7+4,03

16,8+3,83

46,1+11,36  54,6£9,90

Pacijenti bez terapije statinima

Grupa 1
SS/SA
(N=13)

26,5+1,60
24,2+6,92
11,3¥2,41
14,8%4,11
13,2+2,58
6,6=1,40

12,1£3,31
17,8+4,85

49,7+9,24

Grupa 2
SS/PA
(N=11)

26,0+1,53
23,9+9,08
12,4%2,70
17,8%5,74
13,9+1,57
6,5+2,81

11,2+3,31

14,3+6,30

Grupa 3
PS/SA
(N=11)

24,95+1,6
3
21,7%5,02
11,1+1,96
15,0£3,09
15,1£3,15
7,3%1,31

13,4%2,40

16,4+5,24

45,9+11,49 52,2+8,03

126

Grupa 4
PS/PA
(N=12)

26,2+1,73
22,7%6,15
11,1£1,79
14,5+2,08
14,2+3,58
7,3+3,49
12,6%3,04
17,5+4,65

51,7%8,17



Poredenje parametara izmedu podgrupa vrsi se u okviru jedne posmatrane grupe. Kod
sve tri ispitivane grupe, LDL dijametri se nisu razlikovali izmedu podgrupa, ali su primecene
razlike u zastupljenosti pojedinih LDL subklasa. Relativni udeo LDL I subklase, u kojoj se
nalaze LDL cestice sa najve¢im dijametrom, razlikovao se izmedu podgrupa u okviru KG.
Vrednosti udela LDL I subklase bile su znacajno viSe kod zdravih osoba koje imaju niZi
stepen sinteze i apsorpcije holesterola (SS/SA) u poredenju sa podgrupama kod kojih je
sinteza, odnosno apsorpcija bila pove¢ana (SS/PA, PS/SA) (p<0,01, za oba poredenja). lako
nisu utvrdene znacajne razlike u udelima LDL I subklase izmedu SS/SA i PS/PA podgrupa,
primecen je trend ka viSim vrednostima udela ove subfrakcije u SS/SA podgrupi. U podgrupi
zdravih ispitanika sa poviSenom sintezom 1 snizenom apsorpcijom, udeo druge po velicini
LDL subfrakcije, LDL IIA, bio je znacajno manji u odnosu na podgrupu sa smanjenom i
sintezom 1 apsorpcijom (p<0,01). Poredenjem ove dve podgrupe ustanovili smo da PS/SA
podgrupa ima vece udele manjih, LDL IIIA i LDL IIIB subklasa, u poredenju sa SS/SA
podgrupom (p<0,05, za oba poredenja). U podgrupi koja ima obrazac sinteze i apsorpcije
holesterola takav da je sinteza smanjena, a apsorpcija povecana, udeo LDL IITA subklasa je
bio vec¢i u odnosu na podgrupu koja ima smanjenu i apsorpciju (SS/SA) (p<0,05). U okviru
KG, u podgrupama sa smanjenom apsorpcijom, udeo sdLDL cestica je bio znacajno veci u
podgrupi koja ima povecanu sintezu (PS/SA) u odnosu na podgrupu koja ima smanjenu

sintezu (SS/SA).

Kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima nisu utvrdene znacajne razlike u
veli¢ini LDL dijametara i distribuciji pojedinih subklasa, s tim da je primecen trend ka ve¢em

udelu sdLDL ¢estica u podgrupama sa poviSenom sintezom.

Kod pacijenata na terapiji statinima, primecen je trend porasta relativnog udela LDL
IVB subfrakcija u podgrupama koje imaju poviSenu apsorpciju. Podgrupa sa poviSenom
sintezom 1 smanjenom apsorpcijom je imala znacajno niZe vrednosti udela proaterogenih LDL
Cestica (LDL IVB) u odnosu na podgrupu kod koje je doSlo do smanjenja sinteze, ali i

povecanja apsorpcije (p<0.05).

Izmedu podgrupa dobijenih koriS¢enjem medijalnih vrednosti dezmosterola i -
sitosterola, a u okviru jedne ispitivane grupe, poredene su vrednosti osnovnih parametara

lipidnog statusa 1 koncentracije apoB-100 1 apoA-I. UoCene su razlike u vrednostima TG, gde
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su nivoi TG bili najve¢i u PS/SA podgrupi (1,6£0,39 mmol/L) u odnosu na SS/SA (1,0+0,44
mmo/L) (p<0,05), SS/PA (0,9+0,39 mmol/L) (p<0,05) i PS/PA podgrupu (0,8+0,19 mmol/L)
(p<0,01). U okviru grupe pacijenata na terapiji statinima nisu uocene razlike u
koncentracijama osnovnih parametara lipidnog statusa i koncentracijama apoB-100 i apoA-I.
U grupi pacijenata koja je bila na terapiji statinima, zapazene su razlike u koncentracijama
apoB-100 izmedu podgrupa SS/SA (1,0+0,27 g/L) i PS/PA (1,5+0,42 g/L) (p<0,05). Rezultati

su dobijeni koris¢enjem ANOVA testa i Tukey post hoc testa.
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5. Diskusija

Ateroskleroza predstavlja hroni¢nu, fokalnu bolest intime krvnih sudova i najceSce se
razvija na bifurkacijama i krivinama krvnih sudova. Ceste varijacije u pritisku cirkuliuée krvi,
kao i pojave vrtloznih struja na ovim mestima, uzrokuju oSteCenje endotela praceno
inflamacijom i hemotaksom leukocita [21, 152]. lako inflamacija ima za cilj da obnovi
oSteceno tkivo, ona dovodi do nastanka takozvanog circulus vitiosus-a i dalje progresije
aterosklerotskog procesa [152, 153]. Pored inflamacije, klju¢nu ulogu u patogenezi i progresiji
ateroma ima hiperholesterolemija. Klinicari se obi¢no za procenu hiperholesterolemije
oslanjaju na koncentracije UH, LDL-h, HDL-h i nivoe apolipoproteina. Medutim, ovi
parametri su samo indikatori trenutne koncentracije holesterola. Autori savremenih studija
smatraju odredivanje osnovnih parametara lipidnog statusa nedovoljnim za procenu rizika i
otpoCinjanje leCenja [36, 37, 40, 42, 44, 47]. Danas se zna da koncentracije holesterola u krvi
zavise dominantno od brzine procesa sinteze, odnosno apsorpcije. Odredivanjem koncentracija
NHS, moguce je identifikovati individualne razlike u metabolizmu holesterola 1 izvrSiti

procenu stanja njegove homeostaze [36, 47].

Vodeca stru¢na udruzenja iz oblasti kardiologije preporucuju promene u ishrani i, ako
je potrebno, primenu hipolipemika za smanjenje visokih koncentracija holesterola, posebno
LDL-h, u primarnoj i sekundarnoj prevenciji KVB [5-7]. Primeceno je da terapija statinima
pruza veliku korist, ali rezultati epidemioloskih studija ukazuju na postojanje subpopulacije
pacijenata kod kojih terapija statinima ne postize oCekivane efekte. Razlog zbog kojeg veliki
broj ispitanika i pored terapije statinima ima lo§ klinic¢ki ishod, joS uvek nije poznat. Kao
moguci uzrok smanjene efikasnosti terapije statinima navode se individualne razlike u

metabolizmu holesterola [47, 154].

Kako navodi Kuksis, odredivanje koncentracija NHS je korisno za procenu
homeostaze holesterola, ali ova kompleksna meSavina relativno niskih koncentracija i
hemijski nestabilnih steroidnih struktura, predstavlja specifican problem za njihovu izolaciju,
identifikaciju 1 kvantifikaciju [39]. Smatra se da varijacije u koncentracijama NHS u razli¢itim

studijama, poti¢u od problema metodoloske prirode.

Prethodno navedene Cinjenice ilustruju potrebu za validacijom metoda za odredivanje
NHS i njihovom harmonizacijom, kao i za utvrdivanjem preanaliti¢kih i analitickih faktora
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uticaja na kvantifikaciju NHS. Takode, namece se potreba za daljim bazi¢nim i klinickim
ispitivanjima kompleksnosti obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola i njihove povezanosti sa
osnovnim lipidnim parametrima i parametrima koji opisuju kvalitet 1 funkcionalnost glavnih

lipoproteinskih Cestica.

Cilj mnogih klinickih istrazivanja bio je ispitivanje povezanosti dislipidemije 1 razvoja
KVB, kao i upotrebe statina u primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih dogadaja
[36, 42, 46, 47]. Smatra se da aterogena trijada, koju ¢ine poviSene koncentracije TG,
smanjeni nivoi HDL-h i prisustvo sdLDL ¢estica ima poseban znacaj u razvoju ateroskleroze
[29, 31]. U naSoj opservacionoj studiji, nivoi UH i LDL-h pokazali su trend ka viSim
vrednostima u grupama pacijenata, medutim, nije bilo znacajnih razlika u nivoima ovih
parametara izmedu posmatranih grupa (Tabela 7). Takode, primetili smo da je kod pacijenata
koji su bili tretirani statinima prisutan trend ka viSim vrednostima HDL-h i niZim nivoima
LDL-h u poredenju sa pacijentima koji nisu bili na terapiji hipolipemicima. Koncentracije
HDL-h su bile znacajno niZze u obe grupe pacijenata u odnosu na KG (Tabela 7), time
potvrdujuci rezultate drugih studija koje govore o kardioprotektivnoj ulozi ove antiaterogene
Cestice [4, 109, 110]. Iako se vrednosti UH i LDL-h nisu znacdajno razlikovale izmedu
ispitivanih grupa, ocekivani rezultati su dobijeni za vrednosti TG, koje su bile znacajno vise u
obe grupe pacijenata u poredenju sa KG (Tabela 7). Poznato je da sa povecanjem sadrzaja TG,
LDL cestice postaju aterogenije [31, 155]. U studiji koju su sproveli Rizzo i saradnici [31],
ova Cinjenica je potvrdena kroz rezultate negativne korelacije velicina LDL Ccestica i
koncentracije serumskih TG. Kako navode ovi autori, poviSena koncentracija TG u serumu,
koja je primecena 1 kod obe grupe naSih pacijenata, ukazuje na moguce prisustvo aterogenih,
sdLDL cestica. Takode, Stefanutti i saradnici u sprovedenoj meta-analizi potvrduju ulogu

hipertrigliceridemije u remodelovanju LDL cestica [156].

Danas je u rutinskoj laboratorijskoj praksi moguce odrediti koncentracije glavnih
apolipoproteina HDL i1 LDL cestica — apoA-I 1 apoB-100. Tabas i saradnici su kroz nekoliko
bazicnih 1 ekspereimentalnih studija ukazali da je lipoproteinska Cestica koja sadrzi apoB-100
glavni pokretaC aterosklerotskog procesa [157, 158]. U svojim istraZivanjima, u kojima se bavi
patogenezom atzeroskleroze i morfoloskim karakteristikama ateroma, Tabas navodi da je
subendotelna akumulacija LDL-Cestica klju¢ni korak u pokretanju lezije, te da subendotelna

akumulacija apoB-100 dovodi do aktivacije endotelnih ¢elija, koje luce¢i hemokine uzrokuju

130



hemotaksu monocita i pokretanje i progresiju inflamatornog procesa [157, 158]. Nasi rezultati
su pokazali da su koncentracije apoB-100 bile neSto viSe (na granici statisticke znac¢ajnosti)
kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u odnosu na KG, dok nije bilo znacajnih
razlika izmedu vrednosti dobijenih kod pacijenata na terapiji statinima duzoj od tri meseca i
KG (Slika 24). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima studija Ballantynea i saradnika [159],
koji ukazuju na znacajno sniZzenje vrednosti UH, LDL-h i apoB-100 nakon primene statina.
Takode, znacCajno sniZenje vrednosti apoB-100 nakon kombinovane terapije statinima i
ezetimibom utvrdili su u svojoj studiji Tremblaya i saradnici [160]. Kako su opisali Goldstein
i Brown, tokom terapije statinima, pored inhibicije sinteze holesterola, povecava se i
uklanjanje LDL cestica iz cirkulacije, Sto dovodi do sniZenja koncentracije apoB-100
lipoproteina [161]. MoZemo da pretpostavimo da je u grupi pacijenata na terapiji statinima
tretman dao pozitivne rezultate i da su vrednosti apoB-100 dostigle one u zdravoj populaciji.
Premda su razlike u vrednostima apoB-100 bile na granici statisticke znacajnosti, primecen je
trend ka viSim vrednostima u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u odnosu na
KG (Slika 24). Ovaj rezultat govori u prilog utvrdenoj €injenici da je jedan od etioloSkih
faktora koji lezi u osnovi ateroskleroze, te posledi¢no IBS, poviSena vrednost apoB-100, a

time 1 prisustvo veceg broja LDL ¢estica [29, 31].

ApoA-I je esencijalni apolipoprotein odgovoran za odvijanje procesa RTH, sazrevanje
HDL cdestica i za njihovu protektivnu ulogu. Kardioprotektivna uloga HDL cestica je
potvrdena ne samo kroz RTH, ve¢ i kroz dokazana antiinflamatorna, antioksidativna i
antitrombotska svojstva ove partikule [110, 111]. Smatra se da je apoA-I bolji prediktor rizika
za nastanak KVB u odnosu na osnovne parametre lipidnog statusa [162]. Pored efekta koji
ostvaruju na lipidne komponente, statini deluju 1 na proteinske komponente lipoproteina. U
studiji koju su sproveli Sharma i saradnici, primecena je znacajna modifikacija lipidnog
profila i rast koncentracija apoA-I kod pacijenata koji su 16 nedelja bili na terapiji
atorvastatinom ili simvastatinom [163]. Mnogi naucnici opisuju povecanje koncentracija
ApoA-I nakon terapije kao plejotropni efekat statina, imaju¢i u vidu pre svega
antiinflamatorna i antioksidativna svojstva HDL cCestica [164]. Rezultati naSe studije su
pokazali znacajno niZe koncentracije apoA-I u grupi pacijenata koja nije bila na terapiji

statinima, u odnosu na KG (Slika 23). Takode, nije primecena razlika u nivoima apoA-I
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izmedu pacijenata na terapiji statinima i KG, Sto bi bilo u saglasnosti sa rezultatima prethodnih

studija, o uticaju statina na povecanje koncentracija apoA-I [162-164].

LDL Ccestice, narocito sdLDL, su najosetljivije na oksidaciju indukovanu slobodnim
radikalima. Viigima 1 saradnici kao nezavisni marker ateroskleroze predlazu oksidovanu
modifikaciju LDL cestica na koje je vezan MDA (oxLDL) [165]. U studiji Yanga 1 saradnika
predloZen je potencijalni mehanizam koji dovodi do oSte¢enja endotelnih celija pod dejstvom
molekula MDA. Kako navode autori, pored dokazane supresije gena koji reguliSu endotelnu
funkciju, kao $to je endotelna azot-monoksid sintaza, oxLDL cestica dovodi do supresije
transkripcije gena za fibroblastni faktora rasta 2 (eng. fibroblast growth factor 2 — FGF2),
koji je ukljuen u angiogenezu. Mehanizam je posredovan MDA epitopima i ukljucuje
metilaciju promotor regiona u genu za FGF2, time smanjuju¢i koncentraciju FGF2 u
endotelnim celijama. Autori navode da je oStecenje endotelnih ¢elija smanjeno dodavanjem
anti-MDA antitela u Celijski medijum. Kako su cirkulusu¢i nivoi MDA i oxLDL cestica
znacajno povecani kod pacijenata sa IBS, autori ukazuju na potrebu za odredivanjem MDA u
visokorizicnim grupama za nastanak i razvoj KVB, kao i kod pacijenata sa KVB [166].
Imajuéi sve ovo na umu, kao i rezultate koje smo dobili prilikom odredivanja apoB-100, u sve
tri grupe ispitanika odredena je koncentracija MDA. Ocekivano, rezultati su pokazali da su
koncentracije MDA znacajno viSe kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG (Slika 25) i ovim
potvrdile nalaze prethodnih studija koje govore o ulozi MDA u aterogenezi [32]. Trenutno se
sprovodi veliki broj in vitro eksperimenata koji ispituju efekte imunizacije MDA-
modifikovanim LDL cesticama. Ateroprotektivno dejstvo potvrdeno u in vitro istraZivanjima
ukazuje na mogucnost otkrivanja vakcine, time otvaraju¢i nove terapijske mogucnosti u

primarnoj i sekundarnoj prevenciji [167].

Iako postoje nedvosmisleni dokazi o inverznoj povezanosti nivoa HDL-h 1 rizika za
KVB, danas se smatra da je ovaj efekat povezan sa funkcionalnoS¢u HDL cestice. Studija
Voighta i saradnika, potvrdila je da su biomarkeri funkcije HDL cestica kljucni za protektivnu
ulogu ove Cestice, pre nego sama koncentracija HDL-h [168]. Biomarkeri funkcionalnosti
HDL cestice se trenutno ispituju u brojnim klini¢kim studijama i podrazumevaju ispitivanja
efluksa Celijskog holesterola, antioksidativnih i antiinflamatornih efekata cestice, kao i efekata
na vaskularni endotel. S tim u vezi, jedan od postavljenih ciljeva bio je da ispitamo

funkcionalnost RTH, odredujuci aktivnost LCAT i CETP kod sve tri grupe ispitanika. LCAT
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se sintetiSe u jetri, a u cirkulaciji se vezuje za diskoidne i sferne HDL cestice. Vezan za HDL,
katalizuje reakciju esterifikacije holesterola, uz pomo¢ apoA-I kao kofaktora, time doprinoseci
sazrevanju HDL cestice. Mutacije u genu za LCAT koje dovode do smanjenja ili inhibicije
njegove aktivnosti, povezane su sa nagomilavanjem malih HDL cestica u cirkulaciji i
smanjenim koncentracijama HDL-h, ukazujué¢i na povecan rizik za nastanak i razvoj KVB
[112]. Sa druge strane, CETP katalizuje dvosmerni prenos estara holesterola i TG sa HDL
Cestice na Cestice bogate TG. Deficijencija CETP kod ljudi povezana je sa poviSenim nivoima
HDL-h, prisustvom ve¢ih HDL cestica u cirkulaciji, te smanjenim rizikom za pojavu KVB
[112]. Veliki broj bazi¢nih i klini¢kih studija usmeren je ka otkrivanju novih inhibitora i
modulatora aktivnosti CETP [30]. Studija Abd El-Aziza i saradnika je pokazala da su kod
pacijenata sa KVB promenjene aktivnosti LCAT i CETP [169]. Rezultati nase studije su
delom potvrdili ove nalaze. Nasi rezultati su pokazali trend ka vi§Sim vrednostima aktivnosti
CETP kod pacijenata koji nisu bili na tretmanu statinima u odnosu na zdrave ispitanike (Slika
26). Medutim, nisu primecene razlike u aktivnostima LCAT enzima izmedu ispitivanih grupa

(Slika 26).

Imajué¢i u vidu sve do sada navedeno, razlike u koncentracijama apoA-I izmedu
posmatranih grupa, kao i trend ka ve¢im aktivnostima CETP u grupi pacijenata koji nisu bili
na terapiji statinima, smatrali smo da je za detaljniju analizu lipoproteinskog profila
neophodno odrediti udeo pojedinih HDL i LDL subklasa. Raspodela subfrakcija lipoproteina
zavisi od opSteg fizioloSkog 1 metaboliCkog stanja organizma [101, 102]. Mnoge prethodne
studije su pokazale da razli¢ite LDL i HDL subfrakcije imaju razliCite metabolicke i
funkcionalne osobine, te posledi¢no imaju razli¢it uticaj na razvoj KVB. Poznato je da su
sdLDL cestice najaterogenije [101, 102, 104]. Nasuprot tome, medusobni odnosi izmedu
velicina HDL cestica 1 funkcija ovog lipoproteina jo§ uvek nisu u potpunosti definisani.

Postoji sve viSe dokaza da manje HDL imaju smanjen protektivni potencijal [28, 112].

Rezultati analize zastupljenosti LDL fenotipova u ispitivanim grupama pokazali su
vecu ucestalost fenotipa LDL A kod zdravih ispitanika, u odnosu na pacijente (Slika 27). U
obe grupe pacijenata, zastupljenosti LDL A 1 LDL B fenotipova su bile gotovo podjednake.
Ovo pomeranje dominantnog dijametra LDL c{estice ka manjim vrednostima ukazuje na
prisustvo aterogenijeg LDL profila u grupama pacijenata. Dobijeni podaci govore u prilog

rezultatima nasSih prethodnih istrazivanja [170, 28]. Naime, u naSem ranijem istraZivanju se
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zastupljenost oba LDL fenotipa kod pacijenata sa IBS kretala oko 50%, Sto je u skladu i sa
rezultatima ove studije. Takode, prethodne studije su ukazale na vecu zastupljenost fenotipa A
u grupi zdravih ispitanika [170, 28]. Kako navode Rizzo i saradnici [31], zastupljenost LDL B
fenotipa u populaciji zdravih odraslih muskaraca se kre¢e oko 30% sa ¢ime se slazu i rezultati

ovog istraZivanja.

Pored toga Sto je analiza fenotipova dala donekle ocekivane rezultate, relativni udeli
pojedinih LDL subfrakcija se nisu znacajno razlikovali izmedu ispitivanih grupa (Tabela 8).
Primecen je trend ka viSim udelima sdLDL cestica kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG.
Iako je gotovo u svim studijama primecena razlika u zastupljenosti pojedinih LDL subklasa
izmedu pacijenata sa IBS i zdravih osoba [31], prethodni rezultati naseg istraZzivackog tima su
ukazali na nisku klini¢ku tacnost odredivanja LDL subfrakcija u skriningu pacijenata za IBS
[28]. Vazno je napomenuti da su u odnosu na aktuelnu studiju, prethodne studije u kojima su
primecene razlike u zastupljenosti pojedinih LDL subklasa sprovedene na veéem uzorku
pacijenata i zdravih ispitanika. Pretpostavljamo da je sa manjim brojem ispitanika teZe uociti
interindividualne metabolicke razlike. Pored toga, rezultati naSe studije su pokazali razlike u
nivoima TG izmedu grupa pacijenata i KG, ali ne i u koncentracijama LDL-h (Tabela 7). Ovo
donekle moZe objasniti rezultate dobijene za distribuciju LDL subklasa i trend ka ve¢im udelu
sdLDL cestica u obe grupe pacijenata u odnosu na KG (Tabela 8).

Za razliku od LDL subfrakcija, dobijene su znacajne razlike u relativnim udelima
pojedinih HDL subfrakcija izmedu posmatranih grupa. Uc¢eS¢e sdLDL cestica u patogenezi
ateroskleroze je potvrdeno, dok je joS uvek nejasna uloga pojedinih subklasa HDL cestica.
Neki autori navode da se funkcionalnost HDL Cestica ogleda u koli¢ini holesterola prisutnog u
HDL Ccesticama, te da je prisustvo vec¢ih, HDL Ccestica, koje sadrze viSe holesterola, u
cirkulaciji znak oc¢uvanosti RTH [28, 31 ,170]. Sa duge strane, pojedini autori su miSljenja da
se funkcionalnost HDL Ccestice ogleda u njenom potencijalu da preuzima holesterol iz
perifernih tkiva, te je zastupljenost manjih, diskoidnih HDL cestica u cirkulaciji odraz
funkcionalnosti ovog lipoproteina [171]. NaS$i rezultati su pokazali znacajnu razliku u
zastupljenosti HDL fenotipova izmedu pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima i KG
(Slika 28). U grupi pacijenata primecena je veca zastupljenost HDL 3 fenotipa, u odnosu na
KG, $to ukazuje da kod pacijenata preovladuje populacija HDL cestica manjeg dijametra.

Ovaj rezultat ide u prilog prvoj teoriji da manje HDL cestice imaju sniZene protektivne,
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antiaterogene sposobnosti [28, 31, 170]. Kako Kardassis 1 koautori navode, velike HDL
Cestice snazno koreliraju sa ukupnom koncentracijom HDL-h i inverzno su povezane sa
rizikom za KVB [112]. Sa druge strane, poviSene koncentracije malih HDL Cestica povezane
su sa aterogenijim profilom koji karakteriSe visoka koncentracija TG u plazmi i povecan nivo
sdLDL cestica. Dakle, autori navode da ve¢i antiaterogeni potencijal imaju HDL cestica veceg
dijametra [112]. Na$i rezultati su pokazali znacajno ve¢i udeo manjih subklasa, HDL 3b i
HDL 3c, kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG (Tabela 9). U skladu sa prethodnim,
ukupan udeo malih HDL subklasa kod obe grupe pacijenata bio je znacajno veci nego u KG.
Ocekivano, udeo vecih subfrakcija, HDL 2a i HDL 2b bio je znafajno niZi u grupama
pacijenata. NaSi rezultati govore u prilog rezultatima meta-analize koju su sproveli Pérez-
Méndez i saradnici [172], a koja ukazuje na poviSenu zastupljenost manjih HDL cestica kod
razli¢itih manifestacija KVB, kao i u bolestima kod kojih se kao komorbiditet javljaju KVB.
Kako navode Kardassis i saradnici, odredivanje sastava i velicine HDL cestica moglo bi da

bude klju¢ razumevanja njihovih antiaterogenih svojstava [112].

Pored svih navedenih parametara, koji detaljnije opisuju LDL i HDL lipoproteinske
partikule, kao i parametara koji govore o funkcionalnosti metaboli¢kih puteva HDL cestice i
oksidativnim promenama LDL cestice, smatrali smo da je za potpuniji uvid u metabolizam
holesterola neophodno sagledati efikasnost njegove sinteze i apsorpcije. Takode, brojni izvori
ukazuju da statini, koji inhibiraju sintezu holesterola, u pojedinim podgrupama pacijenata ne

daju ocekivane rezultate [36, 79].

Koncentracije endogenih sterola, koji predstavljaju prekursore u sintetskim putevima
holesterola, pokazatelji su efikasnosti njegove sinteze, dok egzogeni fitosteroli sluZze kao
surogat-markeri efikasnosti apsorpcije [36, 37, 39]. Upotrebom savremenih hromatografskih
tehnika, mogucnosti detekcije 1 kvantifikacije NHS otvorile su nova vrata u pogledu
odredivanja efikasnosti sinteze i apsorpcije holesterola. Poremecaj homeostaze holesterola,
koji se javlja na nivou sinteze ili apsorpcije, moZe biti povezan sa razvojem
hiperholesterolemije, ateroskleroze, te posledi¢no IBS [36, 47, 48]. Veliki broj studija ukazao
je da promene u metabolizmu holesterola leze u osnovi razliitih bolesti 1 smatra se da
promene u brzinama sinteze i apsorpcije holesterola, te posledi¢no narusavanje homeostaze
holesterola, leze u osnovi hiperholesterolemije i razvoja KVB [38-42]. Medutim, i pored

njihovog znacajnog dijagnostickog potencijala [38-42], ve¢i broj faza u analizi NHS i dalje
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pokazuje Siroku varijabilnost [89]. Razlike u metodologiji znacajano doprinose varijaciji u
koncentracijama NHS, time oteZavaju¢i mogucnost sprovodenja meta-analize. Smatra se da
¢ak 25% varijacije koncentracija fitosterola poti¢e od metodoloskih razlika [89]. Upravo zato,
jedan od ciljeva ove studije bio je da se uspostavi i validira metoda za odredivanje NHS, kao i

da se ispitaju razliciti preanaliticki i analiticki faktori uticaja na kvantifikaciju NHS.

Do danas je sproveden mali broj istrazivanja koja su se bavila validacijom metoda za
odredivanje NHS [36, 89], a prema naSim saznanjima nema podataka o razli¢itim
preanalitickim faktorima uticaja na njihovu kvantifikaciju. Do 1000 puta vece koncentracije
UH u uzorku, ometaju odredivanje NHS, naro¢ito metodama te¢ne hromatografije sa tandem
masenom spektrometrijom. Kako navode Mackay i saradnici, metoda izbora za odredivanje
NHS je GC [89], koja je koriS¢ena i u ovoj studiji. Studije koje su se bavile validacijom
postupaka za odredivanje NHS navode mogucée preanalitiCke i analiticke probleme i
naglaSavaju potrebu za uspostavljanjem preciznih i taénih metoda za njihovu kvantifikaciju
[36, 89]. Optimalna metoda pripreme uzorka za analizu NHS ukljucuje korake saponifikacije,
teCno-teCne ekstrakcije i, kako neki autori navode, proces derivatizacije. Saponifikacija se
obi¢no izvodi sa metanolnim ili etanolnim rastvorima NaOH ili KOH, nakon cCega sledi
inkubacija u periodu od 30-120 min na 60-100 °C. Nakon zavrSenog procesa saponifikacije i
hidrolize estarskih veza, te€no-te€na estrakcija sterolnih jedinjenja iz plazme/seruma obicno se
vr$i sa nepolarnim rastvara¢ima, kao sSto su petroletar, n-heksan, n-heptan i cikloheksan [89].
Neki autori nakon procesa tecno-tecne ekstrakcije primenjuju postupak visestrukog “ispiranja”
ekstrakta, kako bi se izvrSila desalinizacija organskog sloja [36, 89, 90]. Kako navode
Liitjohann i saradnici, izbor IS je vaZzan za izraCunavanje prinosa ekstrakcije i dalju
kvantifikaciju NHS, naro€ito u GC-FID metodama [89]. Ovi autori navode da sa posebnom
paznjom treba izabrati IS ukoliko je u pripremu uzoraka ukljucen i1 proces derivatizacije.
Najcesce koris¢eni IS su 5a-holestan, koji je koriS¢en u ovoj studiji, i epikoprostanol [36, 47,
89]. Studiju koju su sproveli Toivo i saradnici [173], imala je za cilj otkrivanje mogucih
faktora uticaja na pripremu uzoraka za odredivanje sterola u biljnim uljima. Rezultati ove
studije su pokazali da nema razlike u prinosima ekstrakcije koriS¢enjem tecno-teCne
ekstrakcije i SPE metode. Za uspostavljenu metodu, primenjena je te¢no-tecna ekstrakcija, sa

prinosom od 80-95% koji je uspesno korigovan primenom KFE.
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Tokom procesa uspostavljanja metode, u cilju postizanja zadovoljavajuceg
hromatografskog razdvajanja pikova od interesa (Rs<1,2), primenjivani su razli€iti postupci
pripreme uzoraka, kao 1 razliCiti hromatografski uslovi. Priprema uzoraka bez procesa
derivatizacije nije dala zadovoljavajuce razdvajanje pikova NHS (Slika 30). Poznato je da se
bolje razdvajanje pikova postize sa ve¢im faktorom rezolucije, odnosno povecanjem duZine
hromatografske kolone. Medutim, povecanje duZine kolone se izbegava u rutinskoj praksi, jer
svako povecanje duZine kolone povecava retenciono vreme i zahteva veci ulazni pritisak gasa,
Sto moZe dovesti do problema u zaptivanju i nanoSenju uzorka na kolonu. Istovremeno, zbog
stiSljivosti gasova, samo jedan deo kolone ima Zeljeni protok mobilne faze. Zbog svega
navedenog, povecanje duzine kolone u praksi predstavlja krajnju opciju za poboljSanje
rezolucije, te smo se u nasim eksperimentima ogranicili na koriS¢enje kolone duZine 30 m.
Alternativno, promenom polarnosti analiziranih jedinjenja, promenama temperature kolone,
izborom razli¢itih nose¢ih gasova i njihovih brzina protoka ili promenom karakteristika
kolone, moze se posti¢i bolja rezolucija pikova [91, 150, 174]. Primenom multilinearnog
programiranja temperature, zatim koriS¢enjem razli¢itih nosec¢ih gasova (azot i helijum), kao 1
upotrebom kolona razliCite polarnosti stacionarne faze nije postignuta adekvatna separacija
pikova dezmosterola i latosterola. Male razlike u njihovoj hemijskoj strukturi uslovljavaju 1
male razlike u njihovim fizi¢im osobinama, pa tako i male razlike u temperaturama kljucanja
[175]. Kako navodi Liitjohann, za razdvajanje NHS primenom GC-FID metode klju¢na je
razlika u njihovoj isparljivosti [89]. Primenom postupka derivatizacije i prevodenjem NHS u
njihove trimetil-silil derivate postignuta je zadovoljavajuca separacija pikova od interesa
(Re>1,2) (Slika 32 i Slika 33). Silanizacija je najceS¢e koriS¢ena tehnika derivatizacije u
analizi NHS koja omogucava zamenu hidroksilne grupe u C3 poloZaju sa trimetil-silil grupom
(-SiMe3) [89, 90, 176]. Promenom hemijske strukture, derivati NHS postaju manje polarni,
isparljiviji 1 termicki stabilniji u odnosu na polazna jedinjenja. Izbor silaniziraju¢eg reagensa
se vrsi na osnovu njegove reaktivnosti i selektivnosti prema datom jedinjenju, kao i stabilnosti
dobijenih derivata i koli¢ini nusprodukata reakcije [89, 179]. Idealno, postupak derivatizacije
bi trebao biti brz, ponovljiv i jednostavan, i sa prinosom derivatizacije od 95-100% [89].
Uslovi derivatizacije koji su koriS¢eni u ovoj studiji dali su zadovoljavajue prinose
derivatizacije koji su se kretali u rasponu od 97,4-99,7% sa cut off vrednoS¢u za prinos od 95%

(Slika 34). Iako se koncentracije NHS uspeSno koriguju sa prinosom derivatizacije ve¢im od
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95%, koji je dobijen koriS¢enjem 150 pL. derivatizujuceg reagensa, u ovom radu kori§¢ena je
zapremina od 220 pL. Za koriS¢enje vece zapremine opredelili smo se zbog uticaja vlage na
prinos derivatizacije i razli¢itih vrednosti holesterola u ispitivanim uzorcima u odnosu na pool
plazme koji je koriS¢en za analizu ispitivanja prinosa derivatizacije.

U praksi je medutim, primena derivatizacije povezana sa mnogim poteskocama. Uz
uobicajene probleme i smetnje u toku proces derivatizacije, kao Sto su izbor optimalnog
volumena reagensa, duZina trajanja procesa derivatizacije, reakciona temperatura i vlaZnost
[89], veoma je vazno ispitati i dodatne faktore koji mogu da utiCu na prinos derivatizacije.
Kako derivatizujuci reagens koji smo koristili u kontaktu sa vlagom podleZe hidrolizi [175],
reakcija derivatizacije je izvedena u struji azota. Pretragom literaturnih izvora, nismo naisli na
podatak o proceni prinosa derivatizacije kada se kao IS koristi Sa-holestan, na¢inu njegove
kvantifikacije, kao i uticaju upotrebe plasticnog laboratorijskog posuda na reakciju
silanizacije. lako neki autori navode da je prinos derivatizacije moguce korigovati koriS¢enjem
5-a-holestana [36], zbog odsustva hidroksilne grupe u polozaju C3 ovaj molekul ne podleze
silanizaciji. Predlozili smo jednostavan nacin procene efikasnosti derivatizacije koriS¢enjem
procentualnih odnosa pikova nederivatizovanog i derivatizovanog holesterola prisutnog u

uzorcima plazme.

Uticaj preanalitickih faktora na kvantifikaciju NHS je veliki. Poznato je da prisustvo
vlage u atmosferi, kao i koriS¢enje razli€itih derivatizujucih reagenasa, uti¢u na kvantifikaciju
NHS [89, 176]. Medutim, malo je poznat uticaj plasticnih materija na kvantifikaciju NHS.
Prilikom uspostavljanja metode koriS¢ene su pipete dva razliita proizvodaca. U sastavu pipeta
jednog od proizvodaca nalazili su se plasti¢ni polimeri niske gustine. Za razliku od prethodno
koriS¢enih pipeta, koje su bile sacinjene od polimera visoke gustine, plastika u €iji sastav ulaze
polimeri niske gustine u kontaktu sa organskim rastvaraima lako otpuSta odredene
komponente plastike [96]. Koriste¢i pipete u ¢ijem su se sastavu nalazili polimeri niske
gustine, u seriji hromatograma pojavila su se tri neidentifikovana pika. Na osnovu podataka
dobijenih iz tih hromatograma, pokazalo se da je prinos derivatizacije bio svega 60%, Sto je
daleko ispod vrednosti ustanovljene za pouzdanu kvantifikaciju (95%). Ispitivanjem
kompletnog preanalitickog i analitiCkog postupka, ustanovljeno je da je izvor problema
upotreba plasticnih Pasterovih pipeta za jednokratnu upotrebu tokom procesa ekstrakcije

sterola iz bioloSkog materijala. Imaju¢i ovo na umu, izolovali smo i identifikovali specifi¢ne
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komponente plastike koje interferiraju u postupku derivatizacije (Slika 35, Tabela 12). Amidi
masnih kiselina, palmitamid, oleamid i stearamid, koji se rutinski koriste u postupcima
polimerizacije plasticnih masa, identifikovani su kao interferiraju¢e supstance (Slika 35).
Ispitivanjem smo ustanovili da ova jedinjenja nisu bila prisutna u n-heksanu koji smo koristili
prilikom procesa ekstrakcije, kao ni u uzorcima pripremanim sa staklenim pipetama. Do
sli¢nih nalaza u svojim eksperimentima, dosli su i Watson i saradnici [96]. Ovi autori su otkrili
da ¢ak i promena serijskog broja pojedinog plasti¢nog laboratorijskog posuda moze dovesti do
pogreSnih rezultata, te posebno treba obratiti paznju prilikom upotrebe plasti¢énih materijala u
toku analitickog procesa. U svojoj studiji, navedeni autori su ispitivali uticaj DMSO reagensa
na plasti¢ne nastavke za jednokratnu upotrebu koji su bili potopljeni u rastvarau tokom no¢i,
na sobnoj temperaturi. Ovim postupkom, iz nastavaka je izolovan erukamid, amid masne
kiseline koji moZe da interferira u specificnim bioloSkim analizama [96]. Prema navodima
Olivieri i saradnika [177], eksperimentalni uslovi koji uti¢u na otpuStanje plastifikatora iz
plastiénog materijala su temperatura 1 duZina trajanja kontakta plasticnih materija sa
rastvara¢ima. Takode, Garrido-Lopez i saradnici su pokazali da je ekstrakcija erukamida i
oleamida iz polietilenskih filmova zavisila od temperature na kojoj se izvodila i duZine
trajanja ekstrakcije. U njihovim eksperimentima primeceno je da je maksimalna ekstrakcija
amida postignuta tokom Sesnaestominutnog izlaganja organskim rastvara¢ima na temperaturi
od 105 °C [178]. Pri uslovima koji su primenjeni u naSoj studiji, iz Pasterovih pipeta izolovani

su palmitamid, oleamid i stearamid.

Poznato je da se ftalati koriste kao aditivi za poboljSanje fizickih karakteristika
plastike, pa njihovo ispuStanje iz plasti¢nih materija takode moZe da interferira u analitickim
postupcima [96, 179]. Zbog toga smo ispitali da li plasti¢ne Pasterove pipete otpustaju ftalate 1
da 1i oni interferiraju prilikom procesa pripreme uzoraka za kvantifikaciju NHS. Ekstrakt
pripreman na isti naCin kao i za ispitivanje sadrzaja amida, sadrzao je <0,01% ftalata.
Fankhauser-Noti 1 Grob su u svojoj studiji pokazali da su ftalati sveprisutni hemijski agensi u
plasticnom laboratorijskom priboru, da su odredene koncentracije prisutne gotovo na svim
povrSinama u laboratoriji, kao i da je njihovo prisustvo zabeleZzeno ¢ak i u heksanu HPLC
Cisto¢e nakon otvaranja boce [95]. Rezultati dobijeni u nasem eksperimentu, kojima je
utvrdeno prisustvo ftalata u koli¢ini manjoj od 0,01% u ekstraktima, ne smatraju se znacajnim

[95, 96].
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Nasi rezultati potvrduju potrebu koris¢enja iskljucivo staklenog laboratorijskog posuda
u postupcima pripreme uzoraka za kvantifikaciju NHS. Ukoliko drugacije nije moguce,
upotrebu plasticnog materijala treba svesti na minimum, uz obavezno koriS¢enje plastike

saCinjene od dobro umreZenih plasti¢nih polimera visoke gustine.

U praksi je, zbog eventualnog ponavljanja ili dodatnih analiziranja, potrebno sacuvati
alikvote bioloSkog materijala, te smo zbog toga sproveli studiju stabilnosti uzoraka za
kvantitativno odredivanje NHS. Podaci o stabilnosti analita od interesa su korisni narocito
ukoliko uzorci ne mogu biti pripremljeni i analizirani istog dana. Rezultati su pokazali da nije
bilo razlika u koncentracijama NHS nakon skladiStenja uzoraka na -80 °C u trajanju od dva
meseca (Tabela 13). Sa druge strane, primeceno je da prilikom izlaganja visokim
temperaturama, holesterol i fitosteroli podlezu oksidativnim promenama [97, 180]. Kako je
prema nasoj metodi, postupak pripreme uzoraka dugotrajan i zametan i ukljucuje dva procesa
inkubacije, postoji realna mogucnost oksidativne modifikacije sterola, koja moZe dalje
napredovati prilikom Cuvanja derivatizovanih uzoraka na -20 °C. Rezultati naSe studije su
pokazali da su derivatizovani uzorci stabilni nedelju dana, ukoliko se ¢uvaju na -20 °C, te da

pod ovim uslovima ¢uvanja ne dolazi do oksidativne modifikacije analiziranih NHS.

Takode, dokumentovano je da oksidaciju steroidnih jedinjenja indukuje i prisustvo
metalnih jona [97]. U nastojanju da smanjimo verovatno¢u oksidacije steroidnih jedinjenja
tokom postupka pripreme uzoraka, najceSce koris¢ene metalne zatvarace za epruvete zamenili
smo poklopcima od inertnog politetrafluoroetilena. Literaturni podaci naglaSavaju da je
posebno osetljiva C5-C6 dvostruka veza u jezgru fitosterola i da je sklona oksidaciji. Reakcija
pocinje formiranjem hidroperoksida, nakon ¢ega sledi niz reakcija €iji su krajnji proizvodi
razli€iti alkoholi, ketoni i epoksidi. Osim ove, oksidativna modifikacija je moguca i u polozaju
C25 [181, 182]. Cesta odmrzavanja i zamrzavanja alikvota u slu¢aju ponavljanja i dodatnih
analiziranja, povecavaju mogucnost oksidativnih modifikacija. Treba ista¢i da svaka promena
u strukturi jedinjena moZe da utie na kvantifikaciju koriS¢enjem visokoosetljivih tehnika.
Zbog toga smo ispitali uticaj procesa zamrzavanja/odmrzavanja na kvantifikaciju NHS u
uzorcima sa 1 bez antioksidanasa. Kao antioksidans izabran je hidrofilni analog vitamina E
(Trolox®) koji se ne prenosi u organski sloj ekstrakta. Zahvaljuju¢i njegovoj hidrofilnosti i
smanjenoj mogucnosti prelaska u organski ekstrakt, interferencije prilikom hromatografskog

razdvajanja NHS su svedene na minimum. Za ovaj eksperiment, izabrani su uzorci plazme,
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zbog veceg antioksidativnog kapaciteta u poredenju sa serumom [183]. Kao $to pokazuju nasi
rezultati, dodatak antioksidansa pre prvog procesa zamrzavanja povecava stabilnost uzoraka sa
jednog ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, na Cetiri ciklusa. VaZnost ispitivanja stabilnosti
uzoraka prilikom ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja je znaajno i zbog eventualnog
transporta uzoraka, nestanka elektricnog napajanja, kao i premestanja uzoraka tokom godiSnjih
odrZavanja i servisiranja rashladnih uredaja. Mnoge studije su se bavile uticajem zamrzavanja
i odmrzavanja na koncentraciju holesterola, pa su Cuhadar i saradnici pokazali da se
koncentracija holesterola izmerena enzimskom metodom ne menja nakon pet ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja [184]. Medutim, dugotrajna priprema uzoraka za analizu NHS,
mogla bi da dovede do modifikacija strukture steroidnih jedinjenja. Ove promene nije moguce
otkriti prilikom kori$¢enja rutinskih spektrofotometrijskih metoda, ali osetljivije tehnike, kao
Sto je GC, mogu da detektuju razlike u strukturnim promenama koje dovode do razlika u
hromatografskim svojstvima jedinjenja. Kada govorimo o NHS, veliki broj najnovijih studija
povezuje promene u koncentracijama ovih markera sa patogenezom 1 prognozom razli¢itih
bolesti [38-42]. Medutim, do sada nije bilo studija koje su se detaljnije bavi razli¢itim

preanalitickim faktorima uticaja na kvantifikaciju NHS.

U savremenoj literaturi moZzemo da naidemo na stavove istraZivaca vezane za izbor
bioloskog materijala za odredivanje NHS. Dok jedni autori opravdavaju koris¢enje plazme,
zbog kraceg vremena dobijanja uzorka, drugi isklju¢ivo preporucuju upotrebu seruma [90].
Rezultati naSe studije su pokazali da je metoda za pripremu uzoraka i detekciju analita
primenjiva i za serum i za plazmu, $to potvrduju vrednosti koeficijenata varijacije unutar i
izmedu serije, kao i rezultati recovery analize (tabele 15-18). Prema smernicama FDA za
hromatografske tehnike, prihvatljivi koeficijenti varijacije izmedu i unutar serije su manji od
15% [146]. Rezultati naSe studije su pokazali zadovoljavajuce vrednosti koeficijenata
varijacije za svaki ispitivani sterol i za oba tipa uzorka (Tabela 15). Vrednosti koeficijenata
varijacije izmedu i unutar serije za LOD i LOQ nivoe iznosile su manje 15% za svaki sterol
(Tabela 14), Sto je prema smernicama FDA zadovoljavaju¢a preciznost za ove nivoe
koncentracija [146]. Primetili smo da se u razblazenim uzorcima plazme dobijaju viSe
vrednosti LOD i LOQ nego kada smo koristili razblazene standardne rastvore (Tabela 14).
Kako su u ovoj studiji za procenu LOD i LOQ koriS¢eni S/N odnosi, nesto vise vrednosti u

razblaZzenim uzorcima seruma i plazme se mogu objasniti uticajem matriksa, te vecéim
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signalom bazne linije [185]. U ovom eksperimentu dobijeni su zadovoljavajuéi rezultati za
recovery vrednosti za pet nivoa koncentracija, koriste¢i serum i plazmu kao bioloske
materijale (tabele 16-18). Prema smernicama FDA, prihvatljive recovery vrednosti za GC

metode krecu se u opsegu od = 25% [146].

Nakon validacije i verifikacije metode i na osnovu dobijenih rezultata, potvrdeno je da
je uspostavljena metoda optimizovana i validna za kvantifikaciju NHS. Veliki broj mogucih
preanalitickih greSaka je uklonjen, rezolucije pikova analita od interesa su zadovoljavajuce, a
odredivanje koncentracija NHS je ta¢no i precizno.

Dalje smo pristupili odredivanju koncentracija NHS u sve tri grupe ispitanika. Nasa
namera je bila da izvrSimo detaljniju procenu metabolizma holesterola u cilju identifikacije
asimptomatskih osoba sa povecanim rizikom za nastanak i razvoj ateroskleroze, kao 1 za
individualnu optimizaciju farmakoloSkog tretmana kod pacijenata sa IBS. Povezanost izmedu
dislipidemije i razvoja IBS je odavno utvrdena, kao i koristi od primene statina u primarnoj i
sekundarnoj prevenciji KVB [29, 76]. Statini, deluju¢i kao inhibitori HMG-KoA reduktaze
smanjuju sintezu holesterola. Smanjenjem sinteze povecava se apsorpcija holesterola, iako ne
u tolikoj meri da dostigne koncentracije holesterola pre tretmana [30]. Medutim, kod nekih
osoba, zbog primarnog poremecaja na nivou apsorpcije, statini ne pokazuju potpunu
efikasnost [47, 79]. U ovoj studiji, efikasnost procesa sinteze je procenjena preko
koncentracija latosterola i dezmosterola, dok je efikasnost procesa apsorpcije procenjen
analizom fitosterola (kampesterola, stigmasterola i 3-sitosterola).

Za procenu efikasnosti homeostaze koris¢ene su apsolutne vrednosti NHS i njihove
relativne vrednosti (odnos koncentracije NHS 1 UH). ViSe apsolutne i relativne vrednosti
dezmosterola u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u poredenju sa kontrolnom
grupom i grupom pacijenata na terapiji statinima, ukazuju na to da je terapija statinima
efikasno smanjila sintezu holesterola u Bloch-ovom sintetskom putu (Tabela 19). Ovi rezultati
su ocekivani i potvrduju rezultate prethodnih studija [36, 45, 76]. Apsolutni i relativni nivoi
latosterola, kao prekursora u glavnom sintetskom putu, bili su znacajno visi u obe grupe
pacijenata u odnosu na KG, dok se vrednosti izmedu grupa pacijenata nisu razlikovale.
Rezultati studije Matthana i saradnika pokazali su da se koncentracije dezmosterola i
latosterola znac¢ajno smanjuju nakon Sest meseci primene statina u odnosu na pocetne nivoe

[47]. Ucesnici u nasoj studiji su bili na terapiji statinima tri ili viSe meseci. Slicne vrednosti u
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koncentracijama latosterola, dobijene kod dve grupe pacijenata, mogu se objasniti time da se
dejstvo statina joS uvek nije ispoljilo na Kandutsch-Russell-ov sintetski put, odnosno kra¢im
vremenskim periodom primene leka kod dela pacijenata ukljuenih u naSu studiju, u odnosu
na studiju Matthana i saradnika. Rezultati naSe studije su pokazali vece vrednosti
stigamasterola, B-sitosterola i stigmasterol/UH u KG u odnosu na obe grupe pacijenata (Tabela
19). U studiji koju su sproveli Strandberg i saradnici [186], ispitivane su vrednosti markera
sinteze i apsorpcije u populaciji zdravih muSkaraca tokom 22 godine i njihov prognosticki
efekat na razvoj KVB. Rezultati ove studije su pokazali da osobe koje su na pocetku
istrazivanja imale viSe vrednosti biljnih sterola, narocito B-sitosterola, imaju nizi rizik od
smrtnog ishoda usled KVB. Asorpcija pomocu istog NPCIL1 receptora omogucava
fitosterolima da kompetitivnim mehanizmima smanje apsorpciju holesterola u crevima i da na
taj nacin ucestvuju u odrzavanju niZih koncentracija holesterola u plazmi [30, 64]. Na ovaj
nacin opisuje se mehanizam protektivnog dejstva biljnih sterola i moguénost da u populaciji
zdravih osoba znaCajno utiCu na odrZavanje homeostaze holesterola [30, 36, 37]. Vise
apsolutne i relativne vrednosti biljnih sterola kod zdravih ispitanika u naSoj studiji, govore u
prilog prethodnoj tvrdnji. Odnosi koncentracija markera sinteze i apsorpcije holesterola se
Cesto koriste u proceni homeostaze holesterola. Vrednosti odnosa dezmosterol/B-sitosterol u
nasoj studiji pokazali su razlike izmedu sve tri ispitivane grupe. Ocekivano, najvise vrednosti
ovog odnosa bile su u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima. U studiji koju su
sproveli Strandberg i saradnici navodi se da su poviSene vrednosti odnosa dezmosterol/[-
sitosterol udruZene sa pove¢anom incidencom smrtnosti od KVB [186].

Trenutno ne postoji konsenzus o nacinu prikazivanja vrednosti markera sinteze i
apsorpcije holesterola [187, 188]. Neki autori smatraju da NHS treba prikazivati kao relativne
koncentracije zbog izrazenih intraindividualnih varijacija u nivoima UH [188]. Drugi pak
sugeriSu da efekat terapije statinima treba sagledavati kroz promene u apsolutnim vrednostima
markera sinteze i apsorpcije, jer se sa smanjenjem koncentracije holesterola mogu povecati
relativne koncentracije NHS [187]. Autori koji podrZavaju ovakav nacin predstavljanja
vrednosti NHS, pored terapije statinima, kao ograni¢enje za prikazivanje relativnih vrednosti
markera apsorpcije navode 1 ishranu bogatu biljnim sterolima. Iako je potrebno 100 puta
povecati unos biljnih sterola da bi se njihove vrednosti u plazmi povecale dva puta, pri

tumacenju rezultata analize NHS, treba voditi rauna o dijetarnim navikama i odnosima biljnih
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1 Zivotinjskih masti u ishrani pojedinca [76, 77]. Vazno je napomenuti da ispitanici koji su bili
ukljuceni u naSu studiju nisu bili na vegetarijanskom ni veganskom nacinu ishrane. Miettinen i
saradnici preporucuju merenje najmanje dva ili viSe markera sinteze i apsorpcije holesterola,
kako bi rezultati merenja bili validni. Ovi autori ne preporucuju izraZzavanje rezultata NHS u
vidu relativnih vrednosti [189].

U cilju boljeg razumevanja procesa sinteze i apsorpcije holesterola i njihove
povezanosti sa osnovnim parametrima lipidnog statusa i veli¢inom LDL i HDL Ccestica,
sprovedena je korelaciona analiza, unutar svake ispitivane grupe (tabele 20-25). Ocekivano,
latosterol kao marker sinteze, pokazao je pozitivnu korelaciju sa vrednostima UH, LDL-h i TG
u KG (Tabela 20). Navodi pojedinih bazi¢nih studija ukazuju na to da je glavni put sinteze
holesterola Kandutsch-Russel-ov put [30, 37]. lako se doprinos sintetskih puteva u zavisnosti
od tkiva razlikuje, Kempen i saradnici su pokazali da su serumski nivoi latosterola indikatori
sinteze holesterola u celom organizmu [190, 191]. Rezultati navedenih studija navode da
postoji fenomen takozvane ,.ekstrakcije® latosterola iz tkiva u plazmu koji je proporcionalan
koli¢ini prisutnog holesterola u plazmi [191]. Takode, studija Stellaarda i saradnika je
pokazala da koncentracija latosterola dobro korelira sa celokupnom de novo sintezom
holesterola, kao 1 da prati cirkadijalni ritam sinteze holesterola [192]. U studiji koju je sproveo
Kempen, takode su zabelezene pozitivne korelacije latosterola sa UH i TG [191]. Rezultati
nase studije su pokazali pozitivhu korelaciju izmedu vrednosti dezmosterola i koncentracija
TG 1 negativnu korelaciju dezmosterola sa dijametrom LDL cestica. IstraZivanje Matthana i
saradnika sprovedeno u populaciji zdravih ispitanika, pokazalo je pozitivnu korelaciju izmedu
vrednosti dezmosterola i koncentracije ne-HDL-h [37]. Poznato je da ne-HDL-h predstavlja
koncentraciju holesterola sadrzanu u svim aterogenim lipoproteinskim Cesticama i da je bolji
prediktor rizika za IBS od LDL-h [193]. Sa druge strane, ustanovljeno je da aterogenost LDL
Cestice zavisi od njene veliCine 1 sadrzaja TG [28, 31, 103]. Nasi rezultati govore u prilog
rezultatima studije Matthana i saradnika koji su pokazali da zdrave osobe sa poviSenim
stepenom sinteze holesterola imaju aterogeniji profil pracen hipertrigliceridemijom 1, kako
navode autori, vec¢u Sansu da u narednih 10 godina doZive neki kardiovaskularni dogadaj [37].

Efekat biljnih sterola na metabolizam holesterola kao i1 na rizik za nastanak i razvoj
KVB 1 dalje je predmet mnogih diskusija. Neki istrazivaci smatraju da biljni steroli imaju

znacajan uticaj na razvoj ateroskleroze, ¢emu govori u prilog ¢injenica da mutacije u genu za
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ABCGS5/GS8 proteina dovode do pojacane apsorpcije biljnih sterola, te posledicno do razvoja
sitosterolemije, nakupljanja biljnih sterola u zidu arterija i razvoja KVB [194]. S druge strane,
razliCite studije su pokazale zaStitne efekte suplementacije biljnim sterolima, pre svega u
snizavanju vrednosti LDL-h [195-197]. Korelaciona analiza izmedu markera apsorpcije i
parametara lipidnog statusa u nasoj studiji je prikazala povezanost relativnih vrednosti -
sitosterola i nivoa UH (Tabela 21), §to je rezultat matematicke relacije izmedu ovih
parametara. Rezultati korelacione analize koju smo sproveli, pokazali su negativnu asocijaciju
izmedu apsolutnih vrednosti B-sitosterola i dijametra LDL c{estica i pozitivnu asocijaciju
izmedu relativnih vrednosti fB-sitosterola i kampesterola sa relativnim udelom sdLDL. Iako
fitosteroli dovode do sniZenja koncentracije LDL-h, postoje razli€iti rezultati i tumacenja o
njihovoj povezanosti sa velicinom LDL cestice. Dok jedni autori navode da fitosteroli
smanjuju broj sdLDL ¢estica [198], Charest je u svojoj studiji primetio da dodatak stanola u
ishrani dovodi do znafajnog smanjenja LDL-h, usled smanjenja nivoa holesterola unutar
velikih LDL subfrakcija [199]. Sprovedena meta-analiza koja je se bavila efektima unosa
biljnih sterola na lipidni profil je objedinila rezultate epidemioloskih studija sprovedenih u
Velikoj Britaniji, Svedskoj i Kini [197]. Analizirane studije su ispitivale uticaj sterola i stanola
dostupnih u namirnicama biljnog porekla na parametre lipidnog statusa. Rezultati ovih studija
su pokazali da, uprkos moduliraju¢im efektima na metabolizam holesterola kod zdravih osoba,
nakon konzumiranja ovih namirnica ne dolazi do smanjenja nivoa LDL-h. Stavise, analiza je
pokazala da samo najviSi nivoi unosa biljnih sterola/stanola imaju  skroman
hipoholesterolemijski efekat [197]. Za razliku od prirodno dostupnih biljnih sterola 1 stanola,
ucinak fortifikovanih namirnica je mnogo ve¢i i rezultati studije su pokazali znacajno
smanjenje UH 1 LDL-h kod ispitanika sa blagom hiperholesterolemijom. Zakljuak ove meta-
analize je bio da namirnice fortifikovane biljnim sterolima imaju pozitivan efekat na lipidni
status kod osoba sa razvijenom hiperholesterolemijom i da pokazuju sinergisticki efekat sa
terapijom hipolipemicima. Autori ove meta-analize navode da efekat biljnih sterola i stanola
na razvoj KVB treba detaljnije ispitati kroz velike 1 dobro kontrolisane studije [197]. Vazno je
napomenuti da u toku sprovodenja ove studije, na naSem trZiStu nisu postojale namirnice
fortifikovane biljnim sterolima 1/ili stanolima. Imaju¢i u vidu sve gore navedeno, na osnovu

naSih rezultata moZe se zakljuciti da povecanje apsorpcije holesterola, pra¢eno poviSenom
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koncentracijom biljnih sterola, dovode do promena u strukturi LDL ¢estica i povecanog
prisustva sdLDL cestica.

Rezultati korelacione analize sprovedene u grupi pacijenata koji su bili na terapiji
statinima pokazali su pozitivnu asocijaciju izmedu koncentracija dezmosterola i koncentracija
TG 1 relativnog udela malih HDL cestica. IstraZivanje koje su sproveli Tian i saradnici [200]
imalo je za cilj da ispita uticaj statina na distribuciju HDL subklasa kod pacijenata sa IBS.
Rezultati studije su pokazali da tokom primene terapije statinima dolazi do promena u
distribuciji HDL subklasa. Kod pacijenata je primecena smanjenja zastupljenosti ve¢ih, HDL
2b, te povecana zastupljenosti manjih HDL cestica u odnosu na zdrave osobe. Autori su
zakljucili da bi za pojavu kardiovaskularnih dogadaja tokom primene terapije statinima moglo
da bude odgovorno pomeranje raspodele HDL subklasa ka manjim cesticama. Poznato je da
tokom terapije statinima dolazi do povecanja vrednosti HDL-h [46], ali se namece pitanje
veliCine i sastava HDL cestica tokom terapije. NaSi rezultati distribucije HDL subklasa su
pokazali znacajno niZe vrednosti udela HDL 2b ¢estica kod pacijenata na terapiji statinima u
odnosu na KG (Tabela 9). Zanimljivo je i to da je zastupljenost HDL 2b subklasa imala trend
ka viSim vrednostima u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u odnosu na
pacijente koji su bili na terapiji hipolipemicima. Zastupljenost malih HDL subklasa je bila
najvea u grupi pacijenata na terapiji statinima. NaSi rezultati govore u prilog rezultatima
studije Tiana 1 saradnika [200] 1 uticaju terapije statinima na distribuciju HDL subklasa. U dve
odvojene studije, Moore i Leitinger su u ispitivali uticaj dezmosterola na RTH [201, 202].
Smatra se da dezmosterol promoviSe efluks holesterola iz penastih celija posredovan HDL
Cesticama [201]. Iako su vrednosti dezmosterola u grupi pacijenata koji su bili na terapiji
statinima dostigle vrednosti u KG (Tabela 19), na osnovu rezultata korelacione analize (Tabela
22) mozemo da pretpostavimo da pacijenti koji ne odgovaraju adekvatno na terapiju statinima
1 kod kojih vrednosti dezmosterola ostaju poviSene, uz prisutnu hipertrigliceridemiju, mogu
imati i pove¢an udeo manjih HDL subklasa.

Nasi rezultati su pokazali da apsolutne vrednosti kampesterola i B-sitosterola pozitivno
koreliraju sa vrednostima UH i LDL-h kod pacijenata na terapiji statinima (Tabela 23). Kako
navode Wu 1 saradnici, smanjenje sinteze pod dejstvom statina, povecava apsorpciju
holesterola u cilju uspostavljanja dinamicke ravnoteze [36]. Apsorpcija holesterola tokom

terapije statinima raste, ali vrednosti UH ne dostiZu vrednosti pre otpocinjanja tretmana [30].
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Poznato je da je odgovor na terapiju statinima individualan. Novije studije naglasavaju da je
za predvidanje odgovora na terapiju potrebno merenje markera sinteze i apsorpcije holesterola
pre otpocinjanja tretmana [36, 44, 48, 154]. Rezultati studije Wua i saradnika su pokazali da
pacijenti koji pre otpoc¢injanja terapije statinima imaju poviSene vrednosti markera apsorpcije
loSije odgovaraju na terapiju. Autori smatraju da je kod ovih pacijenata primarni poremecaj na
nivou apsorpcije uzrokovao razvoj dislipidemije, odnosno hiperholesterolemiju [36]. Rezultati
naSe studije nisu pokazali znac¢ajno povecanje markera apsorpcije kod pacijenata na terapiji
statinima u odnosu na pacijente koji nisu bili na terapiji (Tabela 19), ali na osnovu rezultata
korelacione analize moZemo da utvrdimo da kod pacijenata na terapiji sa povecanjem
apsorpcije dolazi do povecanja koncentracija UH i LDL-h. Pored snizavanja vrednosti UH i
LDL-h, u 48 studiji je zabelezeno povecanje vrednosti HDL-h za 8% nakon terapije statinima
u trajanju od 5,4 godina [46]. Kako navode Matthan 1 saradnici [47], kod pacijenata na terapiji
statinima, stepen povecanja vrednosti B-sitosterola tokom terapije statinima ukazuje na
adekvatan odgovor na terapiju statinima 1 pozitivno korelira sa stepenom povecanja
koncentracija HDL-h. Autori takode navode da je pored povecanja koncentracije HDL-h
tokom terapije, vazno sagledati 1 njegovu funkcionalnost, te da terapija statinima kod nekih
pacijenata moZe da utiCe 1 na druga ateroprotektivna svojstva ovih €estica. Na osnovu rezultata
studije Matthana i saradnika, moZemo da pretpostavimo da pozitivna korelacija izmedu
relativnih vrednosti B-sitosterola i dijametra HDL cestica (Tabela 23), mozZe da ukaZe na to da
je povoljan efekat terapije, praen povecanjem [-sitosterola, pracen i povecanjem veli€ine
HDL cestica.

Kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima, vrednosti latosterola kao markera
sinteze pozitivno su korelirale sa vrednostima UH, ali i sa vrednostima holesterola sadrzanog u
LDL i HDL lipoproteinskim cesticama (Tabela 24). Ovaj rezultat je oCekivan, a pozitivna
korelacija izmedu ovih parametara uocena je i u Framingham Offspring studiji [37]. U ovoj
grupi ispitanika primetili smo inverznu asocijaciju izmedu apsolutnih i relativnih vrednosti
dezmosterola sa dijametrom LDL dcestica. Prisustvo sdLDL cCestica u ovoj grupi ispitanika,
potvrduje postojanje aterogene trijade [31], a uzrok naruSene homeostaze holesterola kod
pacijenata sa vecom zastupljenoSéu sdLDL {estica treba traZiti u povecanoj sintezi. Kod
pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima, uocena je pozitivna korelacija izmedu vrednosti

kampesterola sa koncentracijom HDL-h i negativna korelacija kampesterola sa dijametrom
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HDL Ccestica (Tabela 25). Slicne rezultate pokazala je i korelaciona analiza B-sitosterola sa
HDL-h i udelom malih HDL cestica. U studiji Matthana i saradnika, kod pacijenata sa IBS,
takode je primecena pozitivna asocijacija izmedu markera apsorpcije i koncentracija HDL-h,
ali i koncentracija TG [37]. MoZemo da pretpostavimo da naruSena homeostaza holesterola,
pracena povecanom apsorpcijom, dovodi do povecanog preuzimanja holesterola od strane
HDL-a preko ABCAI na bazolateralnoj membrani enterocita. Prisutna hipertrigliceridemija
kod ovih pacijenata (Tabela 7), dovodi do remodelovanja HDL posredstvom CETP. U
hipertrigliceridemiji, modifikacija HDL cestice posredovana CETP-om je intenzivnija, te HDL
Cestice postaju manje i bogatije TG [114]. Ove nalaze potvrduju i naSi rezultati aktivnosti
CETP, gde je primecen trend ka viSim vrednostima u grupi pacijenata bez terapije statinima
(Slika 26). Takode, kod ovih pacijenata primecena je veca zastupljenost manjih HDL cestica u
odnosu na KG (Tabela 9.). Na osnovu gore navedenog moZemo da primetimo da uz prisutnu
hipertrigliceridemiju, poremecaj na nivou sinteze holesterola dovodi do remodelovanja LDL
Cestica 1 povecanog prisustva sdLDL. Sa druge strane, pretpostavljamo da poremecaj na nivou
apsorpcije dovodi do pomeranja profila HDL cestica ka manjim Cesticama, posredstvom
CETP enzima.

Kod pacijenata koji nisu na terapiji statinima, merenjem markera sinteze i apsorpcije,
moZe se ustanoviti na kom nivou je doSlo do naruSavanja homeostaze holesterola i predvideti
odgovor na eventualnu terapiju hipolipemicima. Znaju¢i da trec¢ina pacijenata na terpiji
statinima ne odgovara adekvatno na tretman [79], najverovatnije zbog naruSavanja
homeostaze na nivou apsorpcije, potencijal NHS u predvidanju odgovora na terapiju
hipolipemicima je znacajan. Studije sprovedene u Kini, Americi i Evropi sugeriSu da kod
pacijenata sa KVB postoje promenjeni obrasci apsorpcije i sinteze holesterola [197]. Wu i
saradnici naglaSavaju da je za utvrdivanje obrazaca homeostaze holesterola najvaznije pratiti
nivoe NHS zajedno sa parametrima osnovnog lipidnog statusa [36]. Za procenu obrazaca
homeostaze holesterola, mnogi autori predlazu odnos markera sinteze i markera apsorpcije.
Najcesce su to kombinacije dezmosterola, odnosno latosterola sa kampesterolom, odnosno -
sitosterolom [37, 43, 47, 187]. Cesto se za procenu obrazaca homeostaze navode odnosi
ukupnih koncentracija markera sinteze i ukupnih koncentracija markera apsorpcije [37]. U
nasoj studiji koristili smo dva odnosa, dezmosterol/B-sitosterol i latosterol/B-sitosterol.

Ocekivano, najviSe vrednosti odnosa primecene su u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji
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statinima. Kako statini smanjenjem sinteze i1 povecanjem apsorpcije reguliSu homeostazu
holesterola, vrednosti ovih odnosa bile su niZze u odnosu na netretirane pacijente, a najnize
zabeleZene vrednosti bile su u KG. Iako ovi odnosi mogu da ukaZu na poremecaj homeostaze
holesterola, oni ne daju precizan odgovor na kom nivou je homeostaza narusena. Imajuci ovo
u vidu izvrSili smo podelu ispitanika u podgrupe na osnovu medijalnih vrednosti koncentracija
markera sinteze i apsorpcije holesterola. Kako prisustvo bolesti ili upotreba hipolipemika
znacajno uticu na promene u obrascima sinteze i apsorpcije holesterola, obrasci su tumaceni
unutar svake ispitivane grupe zasebno. U KG i grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji
statinima, vrednosti UH, LDL-h i apoB-100 rastu kako raste efikasnost sinteze i/ili apsorpcije
(Tabela 26). Prema preporukama nacionalnih i medunarodnih vodica, kod osoba koje razviju
dislipidemiju bez klinickih znakova KVB, promenom Zivotnih navika ili eventualnim
uvodenjem hipolipemika u primarnoj prevenciji, moguce je smanjiti incidencu i prevalencu
KVB [5-7]. U KG primetili smo da podgrupa SS/PA ima viSe koncentracije apoA-11 HDL-h u
odnosu na podgrupu koja ima isti stepen sinteze, ali niZi stepen apsorpcije holesterola. Ovaj
rezultat u skladu je sa rezultatima prethodnih studija koje su pokazale pozitivnu korelaciju
izmedu nivoa markera apsorpcije i koncentracije HDL-h [37, 190, 186, 191]. Takode, ova
podgrupa imala je najniZe vrednosti TG u odnosu na ostale grupe (Tabela 26). NaSi rezultati su
pokazali da SS/PA podgrupa u okviru KG ima najpovoljniji lipidni profil. Na osnovu rezultata
prikazanih u tabeli 26, moZemo da uo¢imo podgrupu zdravih osoba (PS/SA) kod koje je
primecena veca koncentracija TG, u odnosu na ostale tri podgrupe (Tabela 26). Imajuci u vidu
uticaj hiperholesterolemije na modifikaciju LDL i HDL lipoproteinskih Cestica [114], moZemo
da zaklju¢imo da ova podgrupa poseduje aterogeniji lipidni profil (Tabela 27).

Podela ispitanika na osnovu obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola prikazana u ovom
radu, dala je detaljniji uvid u o€uvanje homeostaze holesterola. Kod zdravih osoba, ova podela
pruza mogucnost identifikacije individua sa poviSenim rizikom za razvoj KVB. Kod
pacijenata koji su razvili IBS, na osnovu ovih obrazaca moguce je predvideti odgovor na
terapiju hipolipemicima. Ukoliko je do poremecaja homeostaze doSlo na nivou sinteze,
adekvatan tretman kod ovih pacijenata podrazumevao bi ukljucivanje statina u terapiju, dok je
terapija izbora za pacijente sa poremecajem na nivou apsorpcije ezetimib [36, 47]. Slicne
rezultate pokazale su i druge studije, koriS¢enjem razli¢itth NHS za procenu homeostaze

holesterola [30, 36, 47, 187]. Wu i saradnici su pokazali da pacijenti sa poviSenim vrednostima
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latosterola i sniZzenim apsolutnim i relativnim vrednostima stigmasterola dobro odgovaraju na
terapiju statinima [36]. U studiji Matthana i saradnika za procenu obrazaca homeostaze
holesterola koriS¢eni su latosterol i kampesterol [187]. Autori su primetili da pacijenti koji
adekvatno odgovaraju na terapiju statinima, znaCajnim smanjenjem vrednosti holesterola,
imaju i znacajno smanjenje vrednosti latosterola. Rezultati studije su dokazali da u pogledu
markera apsorpcije, rosuvastatin neznatno smanjuje apsolutne vrednosti kampesterola, dok je
upotreba atorvastatina neznatno povecala njegove apsolutne vrednosti. Relativne vrednosti
kampesterola su pokazale znacajno povecanje za oba statina [187]. Kako navode autori,
merenjem NHS pre otpocinjanja terapije i tokom terapije statinima, moguce je pratiti odgovor
na terapiju i ukoliko je potrebno, blagovremeno je modifikovati [187]. U grupi pacijenata koja
je na terapiji statinima, najniZe vrednosti LDL-h zabeleZene su u PS/SA podgrupi, na osnovu
¢ega mozemo da zaklju¢imo da ova podgrupa adekvatno odgovara na terapiju statinima
(Tabela 26).

Dalje, Zeleli smo da ispitamo da li izmedu grupa ispitanika sa razliitim statusom
sinteze 1 apsorpcije holesterola postoje razlike u raspodeli LDL subklasa. Za ovo ispitivanje
izabran je dezmosterol zbog prethodno primecene korelacije sa zastupljenoS¢u sdLDL cCestica
[187]. U naSoj studiji, viSi nivoi dezmosterola povezani su sa prisustvom manjih LDL Cestica
u KG 1 grupi pacijenata koja nije bila na terapiji statinima (Tabela 20 i Tabela 24). Sli¢no
prethodnom, B-sitosterol je izabran kao reprezentativni marker efikasnosti apsorpcije, s
obzirom da su mnoge studije ukazale na njegovu protektivhu ulogu u sniZavanju nivoa
holesterola, kao 1 u sprecavanju oksidacije LDL cCestica [203, 204]. Naime, kod zdravih osoba,
PS/SA podgrupa ima najvecu zastupljenost sdLDL cestica (Tabela 27), Sto ukazuje da
disbalans u homeostazi holesterola u korist povecane sinteze moZe rezultovati ne samo ve¢om
koncentracijom LDL-h, ve¢ i pojac¢anim formiranjem sdLDL cestica. Podgrupe zdravih osoba
koje su se razlikovale na nivou apsorpcije (SS/SA 1 SS/PA) nisu pokazale razlike u relativnim
udelima sdLDL. Medutim, relativni udeo LDL IIIA u podgupi SS/PA je bio visi u odnosu na
SS/SA podgrupu, Sto bi moglo da ukaZe da promene na nivou apsorpcije mogu da dovedu do
preraspodele lipoproteina ka manjim i guS$¢im cesticama. Sli¢ni rezultati su dobijeni i kada je
homeostaza procenjena na osnovu koncentracija latosterola i B-sitosterola. Za dalju potvrdu
ovih nalaza potrebno je sprovesti dobro kontrolisanu studiju sa ve¢im brojem ispitanika, uz

pracenje pacijenata pre i nakon primene terapije hipolipemicima. Rezultati ovog istrazivanja
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mogu da ukaZzu na to da pacijenti tretirani statinima, koji pripadaju PS/SA podgrupi, dobro
odgovaraju na terapiju, jer imaju znacajno nizi udeo LDL IVB subklasa (Tabela 27) i nize
vrednosti LDL-h (Tabela 26) u odnosu na ostale podgrupe. Takode, nasi rezultati su pokazali
da podgrupe sa povecanom apsorpcijom imaju vecu zastupljenost LDL IVB cestica (Tabela
27). Kako ove cestice predstavljaju najaterogeniju subpopulaciju LDL cestica, moglo bi se
pretpostaviti da grupe sa povecanom apsorpcijom (SS/PA i PS/PA) imaju ve¢i rizik za razvoj
KVB od grupa sa niZom apsorpcijom. Matthan i saradnici su pokazali da su u grupi pacijenata
koji su bili na terapiji statinima, povecani rizik za nastanak kardiovaskularnog dogadaja imale
osobe sa poviSenim vrednostima TG [47]. NaSa klasifikacija pacijenata mozZe pruziti preciznije
informacije o poremecajima na nivou sinteze i apsorpcije holesterola. Na osnovu klasifikacije
pacijenata u jednu od Cetiri podgrupe, moZzemo pretpostaviti da ¢e pacijenti sa poviSenom
sintezom pokazati adekvatan odgovor na terapiju statinima, dok pacijenti koji pripadaju SS/SA
podgrupi mogu imati koristi od terapijske promene nacina Zivota. Na osnovu svega
navedenog, proizilazi da bi u PS/PA podgrupi kombinovana terapija (statini i ezetimib) mogla
dati najbolji efekat [36, 47, 187]. U grupi pacijenata koji nisu leCeni statinima, merenjem NHS
pre otpocinjanja tretmana i tokom primene hipolipemika, moguce je predvideti odgovor na
terapiju 1 pratiti efekte terapije [36, 170, 197].

Produkti hidrolitiCkog dejstva Lp-PLA2 doprinose razvoju endotelne disfunkcije,
inflamacije plaka i formiranja nekroti¢nog jezgra unutar plaka, te Lp-PLA2 moze da se koristi
kao biomarker vaskularne inflamacije [123]. U studiji koju su sproveli White i saradnici,
dokazano je da viSi bazicni nivoi aktivnosti Lp-PLA2 znaCajno povecavaju rizik za kasniji
razvoj kardiovaskularnih dogadaja. Nakon primene terapije pravastatinom u trajanju od
godinu dana, ovi autori su dokazali znacajno smanjenja aktivnost Lp-PLA2 u poredenju sa
placebom [205, 206]. Nasi rezultati su dokazali da su pacijenti koji su bili na terapiji statinima
imali znacajno niZe vrednosti Lp-PLA2 u odnosu na pacijente koji nisu bili na terapiji
statinima. Ovi rezultati mogu da ukazu na veoma znacajan plejotropni efekat terapije statinima
koji se dalje moze odraziti na stabilizaciju aterosklerotskog plaka i smanjenje nekroti¢nih
naslaga unutar lezije [118, 119].

Povecan unos ®-3 MK predstavlja specificnu preporuku u prevenciji KVB,
zahvaljuju¢i kardioprotektivnim efektima serija eikozanoida koji nastaju kao proizvodi

metabolizma ovih MK [35]. Svoje protektivno dejstvo ®-3 MK ostvaruju ugradnjom u
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fosfolipide membrana umesto ARA. Posledi¢no, nakon dejstva PLA2 na ove fosfolipide,
smanjena je koncentracija slobodne ARA, prekursora u sintezi proinflamatornih medijatora
[34, 35]. Rezultati mnogih studija su dokazali povezanost povefanog unosa ®-3 masnih
kiselina i smanjene incidence KVB, ukazuju¢i na to da suplementacija ovim MK mozZe imati
kardioprotektivni efekat [207]. Dokazano je da ®-3 MK sniZavaju koncentracije TG
smanjujuci stvaranje i ubrzavajuci katabolizam VLDL cestica, te se pacijentima koji su na
terapiji statinima, a C¢iji su nivoi TG i dalje poviSeni, preporucuje upotreba ®-3 MK [34].
Dokumentovan je uticaj -3 polinezasicenih MK na sastav i distribuciju lipoproteinskih
Cestica, kao i njihovo vazodilatatorno, antiinflamatorno i antitrombotsko dejstvo, ¢ime se
potvrduje visestruka korist njihove upotrebe [208]. Odredivanje procentualnog udela MK u
ukupnom masnokiselinskom profilu plazme moZe da ukaze na nutritivni status organizma i
ulogu nutrimenata u razvoj aterosklerotskog procesa, ali 1 na eventualni uticaj farmakoloskog
tretmana na njihov metabolizam. Najzastupljenija zasi¢ena MK u naSoj ishrani je palmitinska
kiselina, koja moZe da se sintetiSe de novo u organizmu. S obzirom na to da potice iz dva
izvora, endogenog i1 egzogenog, udeo ove masne kiseline u ukupnom sadrzaju masnih kiselina
plazme je najve¢i [208]. Rezultati naSe studije ukazuju na poviSene vrednosti udela
palmitinske kiseline kod pacijenata sa 1 bez terapije statinima u odnosu na KG. Poznato je da
zasi¢ene masne kiseline menjaju fizicko-hemijske karakteristike molekula TG, Sto se smatra
jednim od nacina na koji ostvaruju aterogeni efekat [208]. ViSe vrednosti palmitinske kiseline
u obe grupe pacijenata govore u prilog ¢injenici o aterogenom potencijalu ,,zasi¢enih masti®.
Kada je u pitanju analiza udela nezasi¢enih MK, dobijeni rezultati ukazuju na smanjenje
procentualnog udela linolne kiseline, a povecanje udela ARA i DHA kod pacijenata koji su na
terapiji statinima. Ovakav masnokiselinski profil u grupi pacijenata na terapiji statinima
mogao bi se objasniti plejotropnim efektima statina. Naime, u in vitro studijama na celijskim
linijama pokazano je da statini pojacavaju aktivnost 65- i 66-desaturaza [209]. Ove desaturaze
kao supstrat koriste, izmedu ostalog, i linolnu kiselinu, ¢ime se moZe objasniti smanjenje
njenog udela kod pacijenata na terapiji statinima dobijeno u ovoj studiji. Serijom reakcija koje
katalizuju pomenute desaturaze 1 naknadno elongaze, dolazi do sinteze razlicitih
polinezasi¢enih masnih kiselina. MoZemo da zaklju¢imo da poviSeni udeli ARA i DHA koji su
dobijeni u ovoj studiji, mogu biti rezultat pojacane desaturazne aktivnosti. Povecanje

procentualnih udela EPA i DHA vodi ka manjem riziku od akutnog koronarnog dogadaja pa je
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ovaj efekat statina itekako povoljan [35]. Iako su mnoge studije dokazale da u populaciji
pacijenata koji su na terapiji statinima postoji podgrupa koja ne odgovara na terapiju
adekvatnim sniZenjem vrednosti LDL-h, korist od primene statina je viSestruka, te plejotropni
efekti mogu imati vaznu ulogu u primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih
dogadaja.

Iz naSih rezultata, kao i rezultata drugih autora, proizilazi zaklju¢ak da osnovni
parametri lipidnog statusa ne daju potpunu sliku o riziku za razvoj dislipidemije, niti o
mehanizmima njenog nastanka, te samim tim ni dovoljnu informaciju o pravilnom izboru
terapije. Sagledavanje celokupnog metabolizma holesterola kroz procese njegove sinteze i
apsorpcije, ali 1 kroz sastav i1 funkcionalnost lipoproteina ukljuenih u njegov transport,
doprinosi razumevanju mehanizama odrZavanja homeostaze holesterola, kao i
etiopatogenetskih procesa ukljuCenih u naruSavanju homeostaze. Analizom statusa sinteze i
apsorpcije holesterola i ispitivanjem odnosa sa drugim lipidnim faktorima rizika, moguce je u
grupi zdravih individua izdvojiti podgrupu sa povecanim rizikom za nastanak i razvoj KVB.
Dalje, kod pacijenata koji su razvili IBS, ispitivanje homeostaze holesterola moze da bude od
koristi za predvidanje odgovora na terapiju hipolipemicima. U tom smislu, upotreba terapije
ostvarila bi maksimalne efekte kod individua kod kojih je do poremecaja u homeostazi
holesterola doslo zbog prekomerne sinteze. Konacno, primena validiranih analitickih metoda
za odredivanje NHS predstavlja vazan preduslov za tacnu i preciznu procenu obrazaca

homeostaze holesterola.
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6. Zakljucci

v Koncentracije UH, LDL-h i apoB-100 izmedu ispitivanih grupa pacijenata sa
IBS i zdravih osoba se nisu znacajno razlikovale. Vrednosti TG su bile znac¢ajno vise u
grupama pacijenata u odnosu na KG, dok su vrednosti HDL-h bile znac¢ajno niZe kod
pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Vrednosti apoA-I bile su znacajno nize u

grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima u odnosu na KG.

v Nije bilo znacajnih razlika u aktivnostima LCAT i CETP izmedu ispitivanih
grupa, ali je primecen trend ka viSim aktivnostima CETP u grupi pacijenata koja nije
bila na terapiji statinima. Koncentracije MDA bile su znacajno vefe u obe grupe

pacijenata u odnosu na KG.

v Udeo HDL 3 fenotipa u grupi pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima je
bio znacajno vec¢i nego u KG. Razlike u zastupljenosti LDL fenotipova nisu bile
znacajne, ali je uoCen trend ka vecoj frekvenci LDL fenotipa B u grupi pacijenata koji

nisu bili na terapiji statinima.

v Iako nije bilo razlike u raspodeli relativnih udela LDL subklasa, utvrdene su
znacajne razlike u distribuciji HDL subklasa medu ispitivanim grupama. Relativni
udeo manjih HDL cestica bila je znacajno veca u obe grupe pacijenata u odnosu na
KG. Raspodela relativnih udela HDL subfrakcija bile su pomerene ka manjim
Cesticama kod pacijenata sa IBS koji su bili na terapiji statinima, u odnosu na pacijente

koji nisu bili na terapiji.

v GC-FID metoda za kvantifikaciju NHS kojom se postiZzu tacni i precizni
rezultati podrazumeva razdvajanje uzoraka na nepolarnoj tridesetometarskoj koloni, uz
splitless rezim injektovanja, pri multilinearnom programiranju temperature kolone,

koriS¢enjem helijuma kao noseceg gasa.
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v Serum 1 plazma su adekvatni uzorci za kvantifikaciju NHS 1 stabilni su 2
meseca na -80 °C. Priprema uzoraka za njihovo odredivanje trebalo bi da sadrZi i korak
derivatizacije, kako bi hromatografska analiza pikova od interesa dala zadovoljavajuce
Ry vrednosti za svaki ispitivani pik. Treba izbegavati upotrebu plasti¢nog
laboratorijskog posuda u toku pripreme uzoraka za odredivanje NHS zbog uticaja
plastifikatora na prinos reakcije derivatizacije. Uzorci pripremljeni na ovaj nain su

stabilni 7 dana na -20 °C.

v Apsolutne i relativne koncentracije markera sinteze su bile poviSene kod obe
grupe pacijenata u odnosu na KG, dok su apsolutne i relativne koncentracije markera
apsorpcije bile znacajno nize. Kod zdravih osoba sniZena sinteza i poviSena apsorpcija
ukazuju na oCuvanu homeostazu holesterola. Pacijenti na terapiji statinima su imali
niZe koncentracije markera sinteze i viSe nivoe markera apsorpcije u odnosu na
pacijente koji nisu bili na terapiji statinima, Sto se moZe smatrati posledicom terapije.
Pacijenti koji nisu bili na terapiji statinima imali su znacajno viSe vrednosti odnosa

dezmosterol/B-sitosterol u odnosu na ostale ispitivane grupe.

v Merenjem koncentracija dezmosterola, latosterola i B-sitosterola, moguce je
proceniti efikasnost sinteze i apsorpcije, te svrstati ispitanike u kategorije dobrih ili
loSih sintetizera, odnosno dobrih ili loSih apsorbera. Na osnovu ovako dobijenih
obrazaca homeostaze holesterola, moguce je izdvojiti podgrupu zdravih osoba koja
ima poviSenu sintezu i smanjenu apsorpciju holesterola, te povecan rizik za nastanak i
razvoj KVB, koji je pracen poviSenim udelima manjih LDL sufrakcija. Podgrupa
zdravih osoba sa smanjenom sintezom i povecano apsorpcijom ima najpovoljniji

lipidni profil pracen viSim vrednostima apoA-I 1 HDL-h i nizim vrednostima TG.

v Kod pacijenata sa IBS, procenom obrazaca sinteze 1 apsorpcije holesterola pre
otpoCinjanja hipolipemijskog tretmana, moguce je predvideti odgovor na terapiju, a
kasnije pratiti efekte terapije. MozZe se ofekivati da su podgrupe pacijenata sa
povecanim nivoima sinteze adekvatni kandidati za terapiju statinima, a podgrupe sa

povecanom apsorpcijom adekvatni kandidati za terapiju ezetimibom.
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v Kod pacijenata sa IBS procenom obrazaca sinteze i apsorpcije holesterola, pre
otpoc¢injanja hipolipemisjkog tretmana, moguce je predvideti odgovor na terapiju, a
kasnije pratiti efekte preporucene terapije. Podgrupe pacijenti sa povecanim nivoima
sinteze mogu biti adekvatni kandidati za terapiju stainima, dok podgrupe sa

povecanom apsorpcijom mogu adekvatno da odgovore na terapiju ezetimibom.

v U grupi pacijenata koji su na terapiji statinima, podgrupa u kojoj je apsorpcija
holesterola poviSena, a sinteza sniZena, ima niZzu koncentraciju LDL-h i manji udeo

sdLDL Cestica, Sto se moZe smatrati adekvatnim odgovorom na terapiju.

v Pra¢enjem vrednosti Lp-PLA2, moguce je proceniti pozitivan efekat terapije
statinima na stabilizaciju aterosklerotske lezije. Takode, relativni udeli zasi¢enih i
nezasi¢enih masnih kiselina, kao i ®-3 1 ®-6 MK kod pacijenata na terapiji statinima,
daju dodatne informacije o plejotropnim efektima terapije na metabolicke puteve

desaturacije i elongacije masnih kiselina.
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U3jaBa 0 NICTOBETHOCTMU LUTaMMaHe U erieKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paaa

Vime n npesnmve ayTtopa Tamapa [NojkoBuh

Bpoj nHoekca 41/11

CTtyaujckmn nporpam MeguumHcka 6ruoxemuja

Hacnos paga 3Hayaj ogpenvBaka Mapkepa CUHTE3€e 1 ancopnumje xonecrepona ko
30paBuX UCMUTaHUKA U NaumjeHaTa ca ucxemujckom borneluhy cpua

MeHTOp npod. ap 3opaHa Jenuh-NBaHoBuh

M3jaBreyjem ga je wtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKO] BEP3nju
Kojy caMm npegao/na pagu noxpaweHa y [AiMrutanHoMm penosvtopujymy YHuBep3utTeTa y
Beorpapy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjuU NUYHM Nogaun Be3aHun 3a gobujarbe akageMcKor HasuBa
OOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe W npe3ume, roamHa u Mecto pohewa u gatym ogbpaHe
paga.

OBM NMYHM nogaum mMory ce ob6jaBuUTK Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe 6ubnuoTteke, y
€TeKTPOHCKOM KaTanory u y nyonukaumjama YHuBep3auteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpaay, 19.09.2018.




U3jaBa o ayTopcTBY

Mme n npe3nmve aytopa ___Tamapa [ojkoBuh

Bpoj nHoekca 41/11

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa AncepTaumja nog HacnoBoMm

3Hayvaj oapehvBarka MapKepa CMHTE3E U ancoprLumje xonecTepona Ko 3apaBuX UCMUTAHUKE
M NaumjeHaTa ca ncxemmjckom doneluhy cpua

* pes3yntaTt CoOnCTBEHOr NCTpaxunesadkor pana,

e [Oa gucepTauMja y UenvHU HWU Y AenoBuma Huje Guna npeanoxeHa 3a ctuuame gpyre
Aunnome npemMa cTyamnjckum nporpammmMa pyrux BUCOKOLLIKONICKUX YCTaHOBA;

s [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBELAEHU U

e [a HMCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa M KOpUCTWUO/Na UHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYrmx
nuua.

Motnuc aytopa

Y beorpagy, 17.09.2018.




UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepautetcky ©ubnuoteky ,Csetosap MapkoBuh® ga y [Ourutanuu
penosutopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy [OOKTOpPCKYy AucepTtauujy noa
HacrnoBOM:

3Hayvaj ogpehunBatba Mapkepa CMHTE3€e M ancoprLmje xonecrepona Koa 3apaBux UCNUTaHMUKA
M NaumjeHaTa ca ncxemmjckom donewhy cpua

Koja je Moje ayTopcKo Aerno.

OuncepTtaumjy ca cBuMm npunosvma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmaTy norogHoM 3a
TpajHO apxuBupame.

Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy y OurntanHom penosvtopujymy YHusepauteta y
Beorpagy v OoCTyrnHy y OTBOPEHOM NMPUCTYMY MOry Aa KOpMCTe CBM KOju NOLWTYj)y oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy
cam ce oanyyuo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCcTBO — HekoMepuumjanHo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo fa 3aoKpyXuTte camo jegHy of LwecT NoHyhHeHnx nuueHun.
KpaTak onuc nuueHuu je cactaBHM A0 OBe usjase).

MoTnuc aytopa

Y beorpaay, 17.09.2018.




1. AytopcTBO. [lo3BOSbaBaTe yMHOXaBawe, AMCTPMOYLMjy U jaBHO caonwTaBake gena, u
npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ofapeheH of cTpaHe ayTopa wnv Aasaoua
nuueHLe, Yak n y komepuujanHe capxe. OBO je HajcnoboaHuja o CBUX NULLEHLIN.

2. AyTopcTBO — HekomMepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUMOYUMjy U jaBHO
caornwTaBake fena, U npepage, ako ce HaBefe UMe aytopa Ha HauvH ofpefeH of cTpaHe
aytopa unu gasaoua nvueHue. OBa nuueHua He J03BOMbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena.

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BosbaBaTe YMHOXaBahe,
OncTpmnbyumjy n jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe
Jena y CBOM fAefy, ako Ce HaBefe MMe aytopa Ha HauvH ogpeheH oa cTpaHe aytopa wunm
Aaaoua nuvueHue. Oa nuvueHUa He J03BOSbaBa KoOMepuujanHy ynoTpeby gena. Y ogHocy
Ha cBe ocTane NnuueHUe, OBOM NULEHLOM Ce orpaHu4aBa Hajsehn obum npasa kopulhewa
gena.

4. AyTOpCcTBO — HEKoOMepuujanHO — AenuTU noad UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTte
YMHOXaBare, ANCTpMbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, U npepaje, ako ce HaBede vMe
ayTopa Ha HauvH oapefeH oA cTpaHe ayTopa wunu gaBaoua nuvueHue U ako ce npepaja
anctpnbyvpa nog MCTOM  UNU  cnNuYHOM  nuueHuoMm. OBa nuvueHua He [03BOrbaBsa
KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga.

5. AytopcTtBOo — 6e3 npepapa. [do3BorbaBate yMHOXaBakbe, AUCTPUOYLM)y W jaBHO
caonwTaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, NnpeobnvkoBawa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce Haeefe MMe ayTopa Ha HauduH oapeheH of cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. Oa
nvueHua [o3BorbaBa komepuujaniy ynotpeby aena.

6. AyTtopcTBO — pOenuTUM nog MUCTUM ycroBuma. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBakwe,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HaunH
ogpeheH oA cTpaHe ayTopa WM faBaola nuvueHue U ako ce npepaga avctpubyvpa nog
NCTOM MNK cnuyHom nuueHuomMm. OBa nuueHua 0o3BOrbaBa KoMepLumjanHy ynotpeby aena u
npepaga. CnnyHa je copTBEPCKUM NMLEHLamMa, OAHOCHO NULEeHLLaMa OTBOPEHOr Koaa.



