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IZVESTAJ

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 163 strane, sadrzi 39 tabela, 27 slika 1 181
literaturni navod. Sadrzaj doktorske disertacije izloZen je u slede¢im poglavljima: Uvod, Cilj,
Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i Literatura.

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite kod pedijatrijskih pacijenata u razli¢itim stadijumima hroni¢nih bolesti
bubrega (HBB), kao i ispitivanje povezanosti ovih parametara sa drugim odredivanim

lipidnim 1 nelipidnim parametrima. Poseban akcenat u ovoj studiji stavljen je na ispitivanje
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koncentracije enzima mijeloperoksidaze (MPO) i aktivnost enzima paraoksonaze 1 (PONT1)
kod pacijenata u razli¢itim stadijumima HBB, kao i na povezanost ovih enzima sa ostalim
ispitivanim lipidnim i nelipidnim parametrima. Osim toga, cilj je bio da se ispita raspodela
subfrakcija lipoproteinskih Cestica niske gustine (LDL) i visoke gustine (HDL), kao i
povezanost karakteristika raspodele LDL i HDL subfrakcija sa drugim odredivanim lipidnim
parametrima, te sa parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

U poglavlju Materijali i metode predstavljeni su podaci o ispitanicima i primenjenim
metodama. U istrazivanju je ucestvovao 51 pedijatrijski pacijent uzrasta od 3 do 21 godine: 10
pacijenata u predijaliznom stadijumu HBB, 20 pacijenata na hemodijaliznom tretmanu i 21
pacijent sa transplantiranim bubregom. Svi pacijenti su leceni u Univerzitetskoj decijoj klinici
TirSova na Klinici za nefrologiju, Klinickog centra Srbije. Kriterijumi za iskljucivanje
pacijenata iz studije bili su prisustvo dijabetes melitusa (DM), pridruzene manifestne
kardiovaskularne bolesti ili prisustvo bilo kog drugog akutnog patofizioloskog stanja.
Kontrolnu grupu su ¢inila zdrava deca i adolescenti uzrasta 6,4 do 15 godina, koji su
selektovani u toku redovnih sistematskih pregleda u Domovima zdravlja Pancevo i Kovacica.
Kontrolnu grupu je ¢inilo 50 dece, a za ucesce u studiji su odabrana deca koja nisu bila
ukljuc¢ena na bilo kakvu hroni¢nu ili akutnu terapiju i kod kojih na sistematskom pregledu
nisu konstatovani znaci infekcije, ili prisustvo kardiovaskularnih, bubreznih, hepati¢nih ili
malignih bolesti.

Istrazivanje je planirano je i sprovedeno prema etickim principima u skladu sa
Helsinskom deklaracijom, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinic¢ka ispitivanja
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Etickog komiteta za klinicka ispitivanja
Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Opsti klinicki i anamnesticki podaci o pacijentima uzeti su u okviru redovnih pregleda
na Klinici za nefrologiju. Za procenu ranih aterosklerotskih promena pacijentima je odredena
debljina intime-medije karotidnih arterija (cIMT) metodom ultrasonografije.

Ukupni holesterol (UH) i trigliceridi (TG) su odredeni rutinskim enzimskim metodama
na ILAB 300+ biohemijskom analizatoru (Instrumentation laboratory, Milano, Italija).
Koncentracija HDL-holesterola (HDL-h) je odredena metodom precipitacije lipoproteina koji
sadrze apolipoprotein apoB-100 (apoB) u plazmi sa fosfovolframovom kiselinom u prisustvu
jona magnezijuma. Vrednosti LDL-holesterola (LDL-h) su izratunate pomocu Friedewald-
ove formule. Apolipoprotein A-I (apoA-I) i apoB odredivani su imunoturbidimetrijskom
metodom. Koncentracije uree, kreatinina i ukupnih proteina su odredivane rutinskim

laboratorijskim metodama na biohemijskom analizatoru uz upotrebu komercijalnih testova.



Koncentracije adiponektina i leptina u plazmi su merene enzimskom imunoesej
(ELISA) metodom. Koncentracija lipoproteina (a) (Lp (a)) je odredena pomocu specifi¢nih
anti Lp(a) antitela imunoturbidimetrijskom metodom. Kada su u pitanju parametri
oksidativnog stresa, odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci
(TBKRS) izvrseno je primenom molarnog apsorpcionog koeficijenta, superoksidni anjon je
odreden redukcijom nitrobluetetrazolium soli spektrofotometrijski, dok su produkti
oksidativne modifikacije proteina (AOPP) odredivani takode spektrofotometrijski.

Medu parametrima antioksidativne zastite odredivana je aktivnost superoksid
dizmutaze (SOD) modifikacijom originalne metode koja se zasniva na sposobnosti enzima
SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini. Ukupni sadrzaj
sulthidrilnih grupa (SH grupe) odreden je spektrofotometrijski. Status enzima PON1 odreden
je kao aktivnost enzima prema dva razliita supstrata: paraoksonu (POazna aktivnost) i
diazoksonu (DZOazna aktivnost) spektrofotometrijski. Odreden je i fenotip aktivnosti za
polozaj 192 (PON1QI192R). Koncentracija MPO odredivana je komercijalnim ELISA testom.
Za razdvajanje subfrakcija LDL i HDL koriS¢ena je metoda vertikalne elektroforeze na
nedenaturiSu¢em gradijentu poliakrilamidnog gela.

U poglavlju Rezultati najpre su prikazani osnovni demografski podaci,
antropometrijske karakteristike i rezultati odredivanja rutinskih biohemijskih parametara kod
dece pacijenata sa HBB i kod zdravih ispitanika. Zatim je izvrSeno poredenje dobijenih
rezultata u odvojim podgrupama pacijenata u predijaliznom, dijaliznom i post-
transplantacionom stadijumu, kao i u kontrolnoj grupi, a ispitivani parametri su ukljucivali pol,
starost, indeks telesne mase (ITM), odnos struka i kuka (OS/OK), sistolni i dijastolni
pritisak,te osnovne biohemijske parametre: ukupne proteine, glukozu, TG, UH, LDL-h, HDL-
h, Slobodan holesterol, apoA-I, apoB, Lp (a) i aterogeni indeks plazme (AIP). Takode,
prikazani su parametri procene bubrezne funkcije izmedu grupa pacijenata. U nastavku su
predstavljeni su i rezultati poredenja dobijenih vrednosti parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite: TKBRS, superoksidnog anjona, AOPP, SH grupa i SOD.

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke,
odnosno kao apsolutne frekvence za kategoricke podatke. Za poredenje dobijenih rezultata
kori$¢ena je analiza varijanse (ANOVA), kao i Chi-kvadrat () test za kategoricke varijable.

Da bi se ispitalo eventualno postojanje korelacija izmedu parametara oksidativnog
stresa i antioksidativne zasStite sa ostalim lipidnim i nelipidnim parametrima, koriS¢ena je
metoda Pearson-ove korelacione analize. Analiza je sprovedena za svaku grupu ispitanika

posebno. Pearson-ova parametarska korelaciona analiza je primenjena i da bi se utvrdilo
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postojanje povezanosti POazne i DZOazne aktivnosti PON1 sa ispitivanim lipidnim i
nelipidnim parametrima u sve Cetiri grupe ispitanika. Koncentracija antioksidativnog enzima
MPO je ispitivana u cilju detaljnije evaluacije antioksidativnog statusa ispitanika, a
sprovedena je Pearsonova parametarska korelaciona analiza povezanosti koncentracije MPO
sa lipidnim i nelipidnim parametrima.

Da bi se ispitalo eventualno postojanje korelacije izmedu AIP i parametara
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kao i ostalih lipidnih i nelipidnih faktora rizika za
razvoj kardiovaskularnih bolesti, koriS¢ena je metoda Pearson-ove parametarske korelacione
analize. Na osnovu rezultata Pearson-ove korelacione analize detaljnije je ispitana povezanost
pomenutih parametara univarijantnom linearnom regresionom analizom. Da bi se utvrdilo da
li ispitivani parametri imaju nezavisan uticaj na AIP, primenjena je multivarijantna linearna
regresiona analiza. Model je napravljen na osnovu rezultata korelacione analize.

U nastavku su analizirane veli¢ina i1 raspodela lipoproteinskih subfrakcija u
ispitivanim grupama. Dominantni HDL i LDL dijametri su poredeni izmedu cetiri grupe
ispitanika. Takode, ispitane su razlike u relativnim udelima pojedinacnih LDL i HDL
subfrakcija u Cetiri grupe ispitanika. Za ove analize koris¢ena je ANOVA sa post hoc Tukey
testom. Postojanje znacajnih korelacija izmedu analiziranih rutinskih antropometrijskih i
laboratorijskih parametara sa karakteristikama lipoproteinskih subfrakcija u sve Cetiri grupe
ispitanika provereno je Pearsonovom korelacionom analizom. Takode, istom analizom
ispitano je postojanje znacCajnih korelacija izmedu parametara oksidativhog stresa sa
karakteristikama lipoproteinskih subfrakcija u ispitivanim grupama.

U grupi pacijenata je odreden cIMT u nivou zajednicke karotidne arterije (ACC) i
unutrasnje karotidne arterije (ACI). Pearsonovim korelacionim testom ispitane su korelacije
cIMT na nivou ACC sa karakteristikama LDL i HDL subfrakcija kod celokupne HBB grupe
(ukljuCuju¢i pacijente u predijaliznom i dijaliznom stadijumu) i grupe pacijenata sa
transplantiranim bubregom. Na kraju su ispitani su nezavisni faktori uticaja na pojavu
povecanih relativnih udela malih HDL 3 subfrakcija. Kao kovarijable u ovoj analizi kori§¢eni
su parametri koji su u prethodnoj korelacionoj analizi sprovedenoj u objedinjenoj grupi
ispitanika dovedeni u vezu sa relativnim udelima HDL 3 subfrakcija.

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

analize.



B. Opis dobijenih rezultata

Ispitanici su podeljeni na kontrolnu grupu (KG) i grupu pacijenata pri c¢emu su ove
grupe bile uskladene po polu i starosti. Grupu pacijenata su Cinili pedijatrijski pacijenti u
predijaliznoj fazi HBB (pdHBB), pacijenti na dijalizi (D) kao i pacijenti nakon transplantacije
bubrega (T). Razultati analize parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite su
pokazali da je aktivnost SOD bila je statisticki znacajno visa u grupi pacijenata na dijalizi u
poredenju sa pdHBB grupom, kao i u poredenju sa grupom ispitanika sa transplantiranim
bubregom. U grupi predijaliznih pacijenata sa HBB koncentracija TBKRS je bila u statistic¢ki
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom Apo B. Koncentracija SH-grupa je bila u
statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa godinama starosti pacijenata, dok je aktivnost
SOD bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom apoAl. Od svih
ispitivanih parametara oksidativnog stresa u grupi pacijenata na dijalizi, jedino je
koncentracija TBKRS bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom UH i
koncentracijom apoB. U grupi pacijenata sa transplantiranim bubregom, koncentracija
TBKRS je bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom TG. Nivo
superoksidnog anjona je u ovoj grupi pacijenata bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa ITM, OS/OK, koncentracijama UH, LDL-h i apoB. POazna aktivnost je bila
slicna u sve Cetiri ispitivane grupe, dok je DZOazna aktivnost bila visa u kontrolnoj grupi
ispitanika u odnosu na grupe pacijenata. Koncentracija enzima MPO bila je statisticki
znacajno visa u pdHBB grupi u odnosu na zdrave ispitanike, kao i u odnosu na pacijente na
dijalizi 1 pacijente sa transplantiranim bubregom. Koncentracija MPO je bila u statisticki
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa AIP i koncentracijom TBKRS u grupi D. U grupi T,
koncentracija MPO je bila u pozitivnoj korelaciji sa AOPP i u negativnoj korelaciji sa SH-
grupama. Rezultati u grupi zdrave dece su pokazali da je AIP u statisticki znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom MPO. U pdHBB grupi, AIP bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa ITM, sistolnim pritiskom i koncentracijom TBARS. Rezultati univarijantne
linerane regresione analize su pokazali da je AIP u ovoj grupi pacijenata znacajno povezan sa
sistolnim krvnim pritiskom. S druge strane, u grupi D AIP je bio u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa duzinom trajanja dijalize, ITM, dijastolnim krvnim pritiskom, koncentracijom
MPO kao i koncentracijom AOPP, dok je univarijantna linerna regresiona analiza izdvojila
koncentraciju MPO i koncentraciju AOPP kao parametre koji su znacajno povezani sa AIP.
Rezultati multivarijantne linearne regresione analize su pokazali da su koncentracija MPO kao

i koncentracija AOPP nezavisno povezani sa AIP kod pacijenata na dijalizi. Kod pacijenata
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nakon transplantacije, koncentracije MPO, TBKRS i SH-grupa bile su u znacajnoj korelaciji
sa vrednostima AIP, a univarijantna linerana regresiona analiza je pokazala da su jedino
koncentracije TBKRS i AOPP znacajno povezane sa AIP.

Ispitivanjem dominantnih LDL i HDL dijametara dobijene su statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih grupa. Primenom post hoc analize utvrdeno je da se dominantni
LDL dijametar u kontrolnoj grupi razlikuje u odnosu na pacijente u pdHBB grupi, a
dominantni HDL dijametar kod dece nakon transplantacije bio je znacajno veci u odnosu na
druge dve grupe pacijenata sa HBB. Ispitivanjem raspodele LDL subfrakcija kod pacijenata sa
HBB, uoceno je da pacijenti nakon transplantacije imaju povoljniji LDL profil u odnosu na
pdHBB i D grupu, u smislu pomeranja ravnoteze ka veé¢im cesticama. Udeo malih HDL
subfrakcija je bio znacajno visi, a udeo velikih HDL 2b Cestica i dominantni HDL dijametar
znacajno niZi kod pacijenata sa HBB u odnosu na ispitanike sa transplantiranim bubregom.

Kod pacijenata sa transplantiranim bubregom godine starosti ispitanika su bile u
pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 3b subfrakcija, dok je ITM pozitivno
korelirao sa LDL dijametrom, a negativno sa relativnim udelom malih, gustih LDL cestica.
Ispitivanjem korelacije subfrakcija LDL i HDL cestica sa parametrima oksidativnog stresa
kod pacijenata na dijalizi utvrdeno je da je PON1 aktivnost bila je u negativnoj korelaciji sa
relativnim udelom HDL 2a subfrakcija, a u pozitivhoj sa udelom HDL 3c subfrakcija.
Aktivnost SOD je negativno korelirala sa udelom LDL IV subfrakcija. Koncentracija TBKRS
je bila u pozitivnoj korelaciji sa dominantnim LDL dijametrom i relativnim udelom HDL 2b
subfrakcija, a u negativnoj sa relativnim udelom HDL 3¢ ¢estica. Koncentracija MPO
negativno korelirala sa dominantnim LDL dijametrom i relativnim udelom LDL I subfrakcija,
a pozitivno sa relativnim udelom HDL 3b subfrakcija. U grupi pacijenata sa transplantiranim
bubregom uocena je pozitivna korelacija PONI1 paraoksonazne aktivnosti sa relativnim
udelom HDL 2a subfrakcija a koncentracija MPO je bila u pozitivnoj korelaciji sa relativnim
udelom subfrakcije HDL 3a.

Dalje je ispitivana vrednost MPO/PON1 odnosa u grupama pacijenata sa HBB i nakon
transplantacije bubrega Statisticki znacajno visi MPO/PON1 odnos uocen je kod pacijenata
sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu u odnosu na pacijente sa transplantiranim
bubregom. Takode, ispitani su nezavisni faktori uticaja na pojavu povecanih relativnih udela
malih HDL 3 subfrakcija. Dobijeni rezultati su pokazali da povisen odnos MPO/PONI1

predstavlja znaCajan nezavisan faktor rizika za pojavu malih HDL subfrakcija.



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

Rezultati veceg broja istrazivanja su ukazali da postojanje hronicne inflamacije i
oksidativnog stresa moze imati klju¢nu ulogu u razvoju kardiovaskularnih komplikacija kod
pacijenta sa HBB (1-4). Naime, utvrdeno je da prisustvo uremijskih toksina, inflamacija, pa i
sam proces dijalize u terminalnim fazama bolesti, dovode do intenziviranja oksidativnog
stresa. Dejstvom slobodnih radikala dolazi do oksidativnog oStecenja proteina, a marker koji
se pokazao dobrim pokazateljem intenziteta ovog oStecenja jeste koncentracija AOPP (5), dok
se intenzitet lipidne peroksidacije i nagomilavanja produkata oksidacije lipida moze pratiti
merenjem koncentracije TBKRS (6). Dosada$nja istrazivanja ukazuju na to da je intenzitet
oksidativnog stresa poviSen kod kod pacijenata na dijalizi (5, 7). U ovoj doktorskoj tezi je
utvrdeno da je koncentracija TBKRS statisticki znacajno veca u sve tri ispitivane grupe
pacijenata u odnosu na KG. Takode, dobijeni rezultati su pokazali da je koncentracija AOPP i
nakon transplantacije bubrega znac¢ajno ve¢a u odnosu na KG, ali ipak zna¢ajno niza u odnosu
na pacijente na dijalizi.

Brojna istrazivanja kod pacijenata sa HBB su pokazala da osim pojacanja intenziteta
oksidativnog stresa postoji i smanjenje nivoa antioksidativne zastite (5). U istrazivanju
uradenom u okviru ove doktorske disertacije ukupne SH-grupe su bile statisticki znacajno
nize kod dece u pdHBB grupi i dece na dijalizi, u odnosu na KG i grupu dece kojima je
transplantiran bubreg, $to bi moglo da ukazuje na iscrpljenost antioksidativnih kapaciteta
organizma usled povecanog oksidativnog stresa. Prethodna strazivanja istrazivanja su utvrdila
1 znacajno smanjenje aktivnosti SOD kod pacijenata u predijaliznom stadijumu HBB zbog
povecanog prisustva uremijskih toksina (8). Rezultati prikazane studije su takode ukazali na
znacajno sniZzene vrednosti SOD u pdHBB grupi i kod transplantiranih pacijenata, ali i
statisticki znacajno visi SOD u grupi pacijenata na dijalizi u poredenju sa KG.

Rezultati studija koje su se bavile proucavanjem enzima PON1 u HBB nisu
konzistentni (9, 10), naroCito vezano za uticaj procesa dijalize na koncentraciju i aktivnost
ovog enzima. Generalno su rezultati prethodnih studija pokazali da su pacijenti sa HBB imali
snizen nivo aktivnosti PON1, §to svakako moZze biti uzrok poveéanog rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (11, 12). Rezultati ove studije su pokazali smanjenje POazne i
DZOazne aktivnosti kod dece na dijalizi u poredenju sa KG, ali rezultat nije dostigao
statisticku znacajnost.

Najvazniji mehanizam putem koga oksidativni stres ucestvuje u razvoju

ateroksleroze je oksidativna modifikacija lipoproteina (5). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da
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je MPO jedan od vaznih induktora stvaranja slobodnih radikala kod nefroloskih pacijenata
(13,14). MPO koja je oslobodena ekstracelularno moze katalizovati peroksidaciju lipoproteina
1 smatra se i glavnim uzrokom lipidne peroksidacije in vivo (15), a prospektivne studije su
pokazale da se visoki nivoi MPO povezuju sa povecanim rizikom od kardiovaskularnih
bolesti kod zdravih pojedinaca (16). Kod bolesnika sa HBB izmenjena funkcionalnost MPO
moze ukazati na rizik od razvoja endotelnih promena i kardiovaskularnih komplikacija (17).
Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske teze su pokazali statisticki znacajno visu
koncentraciju MPO u pdHBB grupi u odnosu na KG, ali i u odnosu na ostale ispitivane grupe
pacijenata, Sto ide u prilog tezi da postojanje HBB dovodi do pojacane produkcije MPO.

Iako je poznato da sve LDL Ccestice imaju izrazite proaterogene karakteristike,
istrazivanja su identifikovala najve¢i proaterogeni potencijal kod malih, gustih LDL cestica
(18, 19). Ove cestice, zahvaljuju¢i svojoj veli¢ini lakSe prodiru u subendotelni proctor, Sto ih
¢ini podloznim oksidaciji (18), a upravo oksidativne promene indukuju vecu aktivaciju
monocita/makrofaga (20, 21). Rezultati prikazane studije su pokazali znacajnu pozitivhu
korelaciju izmedu koncentracije MPO 1 TBKRS u grupi pacijenata na dijalizi, $to je upucuje
na zakljucak da se povecanje intenziteta oksidativnog stresa moze dovesti u vezi sa veéim
stepenom lipidne peroksidacije. Kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, nivo MPO nije
bio statisticki znacajno razli¢it u odnosu na KG, ali je pozitivno korelirao sa AOPP, a
negativno sa SH-grupama .

Rezultati klinickih studija su izdvojili AIP kao dobar prediktor rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti i ateroskleroze (22, 23). Vaznost ovog markera je posebno istaknuta
u kontekstu procene lipidnog statusa kod pacijenata sa hipertrigliceridemijom (24). Prema
rezultatima analizirane studije, u grupi zdrave dece AIP je pokazao znacajnu pozitivhu
korelaciju jedino sa koncentracijom MPO, dok je u grupi D AIP bio u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom MPO i AOPP. Dobijeni rezultati su ukazali da AIP moze
implicirati postepeno povecanje aterogenog rizika paralelno sa progresijom bolesti kod dece
sa HBB. Na osnovu dokazanog nezavisnog uticaja parametara oksidativnog stresa na AIP
kod pacijenata na dijalizi, ovaj parametar moze indirektno da odrazava stepen oksidativnog
stresa koji je uzrokovalo oslobadanje MPO kao i povecanje AOPP.

Prethodne studije su utvrdile da je pedijatrijska populacija sa izmenjenom
homeostazom lipida dugoro¢no ugrozena, jer promene u lipidnom profilu u ranom zivotnom
dobu mogu povecati rizik od kardiovaskularnih komplikacija u odrasloj dobi (25).
Dosadasnja istrazivanja sugeriSu da odredivanje LDL profila u pedijatrijskoj populaciji ne

daje dovoljno pouzdane rezultate za eventualnu klini¢ku interpretaciju (26). U ovoj studiji je
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udeo najmanjih LDL IV subfrakcija bio znacajno manji u grupi T u odnosu na pdHBB i D
grupu zajedno, a pretpostavka je bila da ovaj rezultat odrazava povoljni efekat transplantacije
na lipidni profil.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su manje HDL subfrakcije posebno podlozne
promenama u uremijskoj sredini, tako da brzo gube svoje ateroprotektivne osobine i ¢ak
mogu postati proaterogene (27). Rezultati date studije su ukazali na statisticki znacajnu
razliku u dominantnom HDL dijametru kod zdrave dece u KG odnosu na pdHBB i D grupu,
dok je procentualni udeo malih HDL subfrakcija znacajno nizi kod KG, u odnosu na decu sa
HBB. Rezultati su ukazali na znacajno povoljniji HDL profil nakon transplantacije nego u
toku trajanja HBB.

Odnos MPO/PONI1 koji je nedavno predlozen kao kompetentni indikator
funkcionalnosti HDL cestica (28, 29). Rezultati ove studije su pokazali trend ka viSim
vrednostima MPO/PONT1 kod pacijenata sa HBB, u odnosu na KG ili T grupu. Dobijene su
statisticki znacajno veée vrednosti MPO/PONI kod pacijenata u predijaliznom i dijaliznom
stadijumu HBB u odnosu na T grupu, $to je objasnjeno ve¢om incidencom oksidativnog
oste¢enja kod HBB pacijenata nego kod pacijenata nakon transplantacije. Rezultati logisticke
regresione analize pokazali su da je odnos MPO/PONI znacajan i nezavisan prediktor
poveéane prisutnosti manjih HDL cestica. Haraguchi et al. (28) predlozili su odnos
MPO/PONI1 kao koristan indeks oslabljene funkcionalnosti HDL ¢estica. U ovoj studiji nisu
direktno istrazene funkcionalne osobine HDL, ali je pokazano da povecan udeo manjih HDL

Cestica prati povecani odnos MPO/PONI.

D. Provera originalnosti doktorske disertacije

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

Program iThenticate je registrovao ukupno 18% poklapanja sa 171 izvorom. Preklapanje
teksta sa tri izvora iznosi 2%, sa dva izvora 1%, a u svim ostalim slucajevima je sli¢nost
teksta iznosila manje od 1%. Detaljnim uvidom u materijal utvrdeno je da je podudarnost
teksta posledica koris¢enja licnih imena, bibliografskih podataka, naziva metoda, reagenasa i

odredivanih analita, te opStih mesta i podataka u vezi sa temom disertacije.



Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Danijele Kornic u

potpunosti originalna, ako i da su poStovana akademska pravila citiranja.

E. Zakljucak- obrazloZenje nauc¢nog doprinosa doktorske disertacije

Dosadasnje preporuke o evaluaciji rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u
pedijatrijskoj populaciji sa HBB zasnivaju se na kliniCkom iskustvu i na nauénim
istrazivanjima koja su neretko izvodena kod odraslih pacijenata sa HBB. Zbog same prirode
bolesti i Cinjenice da se radi o populaciji pedijatrijskih pacijenata uzrasta od 3 do 19 godina
dobijeni podaci su veoma dragoceni.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazali su na postojanje poviSenog nivoa
oksidativnog stresa u svim grupama pacijenata sa HBB, kao i da je intenzitet oksidativnog
stresa bio najvisi kod pacijenata na dijalizi. Od velikog znacaja je i Cinjenica da dobijeni
rezultati ukazuju na povezanost oksidativnog stresa i dislipidemije u ovoj specifi¢noj i
vulnerabilnoj populaciji pedijatrijskih pacijenata. Takode, utvrdeno je da je kod dece sa HBB
dolazi do prilagodavanja antioksidativnih kapaciteta organizma na povecanu produkciju
slobodnih radikala, ali i da je prisutno iscrpljivanje mehanizama antioksidativne zastite.
Vazno je ista¢i pokazanu povezanost parametara oksidativnog stresa sa aterogenim indeksom
plazme, $to bi moglo da ima znacajne klinicke implikacije, s obzirom na laku dostupnost ovog
indeksa u rutinskoj laboratorijskoj praksi. Naime, rezultati ove disertacije impliciraju da bi
aterogeni indeks plazme, ukoliko bi se odredivao od momenta pocetka dijalize, mogao dati
vrlo znacajne informacije o stepenu oksidativnog stresa i na taj nacin uticati na buduce
preventivne mere.

Budu¢i da se znacajan deo rezultata odnosio na ispitivanje raspodele lipoproteinskih
Cestica ova disertacija je doprinela aktuelnoj naucnoistrazivackoj problematici u vezi sa
znacajem ovakvih analiza u pedijatrijskoj populaciji. Narocito je vazno ista¢i da su dobijeni
rezultati ukazali na povoljan efekat transplantacije na kvalitativni lipoproteinski profil.
Medutim, razlike u karakteristikama raspodele LDL i HDL subfrakcije kod dece nakon
transplantacije i dalje su bile znacajne u odnosu na kontrolnu grupu, $to bi moglo da ima
znacajne implikacije u smislu tumacenja ukupnog kardiovaskularnog rizika kod mladih

pacijenata sa transplantiranim bubregom. Naime, na osnovu dobijenih rezultata data je
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pretpostavka da transplantacija ne uklanja u potpunosti rizik za razvoj kardiovaskularnih
bolesti.

Kona¢no, veoma znacajan rezultat ove disertacije odnosi se na utvrdenu vezu izmedu
MPO/PONI odnosa i karakteristika raspodele HDL cestica. Na osnovu dobijenih rezultata
postavljena je hipoteza po kojoj odnos MPO/PON1 moze biti koristan pokazatelj oslabljene
funkcionalnosti HDL cestica. Takode, ovaj odnos bi se mogao smatrati lako dostupnim i
korisnim indikatorom, sposobnim da pruzi integrisanu informaciju o interakciji dislipidemije,

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod pedijatrijskih pacijenata sa HBB.
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G. Misljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da prilozena doktorska disertacija predstavlja
znacajan naucni doprinos u oblasti medicinske biohemije. Prevencija razvoja ateroskleroze i
kardiovaskularnih bolesti u pedijatrijskoj populaciji je od posebnog znacaja u savremenom
svetu, a deca i adolescenti sa hroni¢nim bolestima bubrega predstavljaju izuzetno
vulnerabilnu grupu.

Ispitivanje  povezanosti  parametara  oksidativno-stresnog  statusa, enzima
mijeloperoksidaze i raspodele subfrakcija lipoproteinskih Cestica niske i visoke gustine u
proceni kardiovaskularnog rizika kod dece i adolescenata sa hroni¢nim bolestima bubrega u
nasoj populaciji doprinosi boljem razumevanju procesa, kao i moguénostima za prevenciju i
smanjenju rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Rezultati ove doktorske disertacije
publikovani su u dva rada u medunarodnim ¢asopisima.

Stoga predlazemo Nastavno-nau¢nom Vecéu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati ovaj izvesStaj i uputi ga Vecu nauc¢nih oblasti medicinskih nauka, radi
dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom “Znacaj
odredivanja mijeloperoksidaze i raspodele subfrakcija lipoproteinskih cestica niske i
visoke gustine kod dece i adolescenata sa hroni¢nim bolestima bubrega”, kandidata

diplomiranog farmaceuta-medicinskog biohemicara Danijele Kornic.
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