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IZVESTAJ
OpSsti podaci o doktoskoj disertaciji

Doktorska disertacija kandidatkinje Jadranke Mileti¢ Vukajlovi¢ pod naslovom
,Ispitivanje zavisnosti lipidnog sastava plazme i parametara lipidne peroksidacije od
stadijuma i duZine trajanja Parkinsonove bolesti i primene terapije” sadrzi sledece delove:
Naslovnu stranu na srpskom i engleskom jeziku, kao i strane sa podacima o mentorima i
¢lanovima Komisije, Zahvalnicu, Sazetke na srpskom i engleskom jeziku (Izvod, Kljuéne reéi,
Naucna oblast i Uza naucna oblast), Skracenice, Sadrzaj i tekst disertacije podeljen po
poglavljima, 1 Priloge (Biografija autora, Izjava o autorstvu, Izjava o istovetnosti Stampane i

elektronske verzije doktorske disertacije 1 Izjava o koriS¢enu doktorske disertacije). Doktorska



disertacija ima 147 strana kucanog teksta i sadrzi 31 sliku, 14 tabela i 350 literaturnih
navoda i podeljena je na sledeca poglavlja: Uvod (28 strana), Ciljevi (2 strane), Materijal i
metode (16 strana), Rezultati (37 strana), Diskusija (14 strana), Zakljuéci (3 strane) i
Literatura (22 strane).

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Poglavlje Uvod podeljeno je na 12 celina i sadrzi 8 ilustracija i 2 tabele. U okviru prvih
sedam celina kandidatkinja je koncizno definisala Parkinsonovu bolest (PB), opisala
patofiziologiju i prikazala klini¢ku sliku i tok bolesti, kao i karakteristicne simptome, nacine
dijagnostikovanja i faktore rizika. U osmoj, devetoj, desetoj i jedanaestoj celini opisani su
mehanizmi nastanka o$tecenja ¢elija i biomolekula usled oksidativnog stresa, kao i mehanizmi
delovanja antioksidativne zastite. Poslednja celina, dvanaesta, odnosi se na primenu terapije u

lecenju PB.

U poglavlju Ciljevi naveden je i obrazloZen naucni cilj doktorske disertacije, koji je bio
da se identifikuju potencijalni biomarkeri za dijagnostiku i evaluaciju stanja pacijenata obolelih
od PB pracenjem promena parametara oksidativnog stresa (OS), prooksidativni-antioksidativni
balans (PAB), produkti oksidovane modifikacije proteina (AOPP), 4-hidroksinonenal (HNE),
malondialdehid (MDA)), odnosa intenziteta pikova fosfatidilholina (PC) i lizofosfatidilholina
(LPC), kao i1 parametara antioksidativne (AQO) zastite (superoksid dizmutaza (SOD), katalaze
(CAT) i glutationa (GSH)) u zavisnosti od klini¢ko-patoloskih karakteristika bolesti (pola,
starosti, Hoehn i Yahr (H&Y) stadijuma i duzine trajanja bolesti). Pored toga, cilj ove studije bio

je i proucavanje efekta koriScene terapije (doza i tip) na prethodno navedene markere.

U poglavlju Materijali i metode prikazani su eksperimentalni protokol i metodoloski
pristup koje je kandidatkinja koristila u ovom istrazivanju. Poglavlje je podeljeno u 9 celina i
sadrzi 3 ilustracije i 1 tabelu. U prvoj celini Materijali navedene su hemikalije koje su kori§¢ene
za potrebe ove eksperimentalne postavke. U drugoj celini Metode, kandidatkinja je prikazala i
opisala kriterijume na osnovu kojih su izabrani ispitanici (u studiji je ucestvovalo 111 ispitanika:
20 zdravih ispitanika koji su predstavljali kontrolnu grupu i 91 ispitanik kojima je na osnovu
dijagnostickih kriterijuma (UK Parkinson disease Society Brain Bank Criteria) postavljena
dijagnoza idiopatske PB). Ova studija je uradena u skladu sa etickim principima Helsinske

deklaracije i preporukama Etickih komiteta za klinicka ispitivanja Klinickog centra Republike



Srbije i Vojnomedicinske akademije. Potom kandidatkinja opisuje na¢in uzorkovanja i pripremu
uzoraka, kao i postupke odredivanja ispitivanih parametara OS i AO zaStite, kao i lipidnog
profila (celine dva — sedam). Promene ispitivanih parametara OS i AO zaStite pratene su
pomocu adakvatnih spektrofotometrijskih metoda i imunoblot tehnikom, dok je lipidni profil
odredivan masenom spektrometrijom zasnovanom na jonizaciji potpomognutoj laserskom
desorpcijom iz matriksa sa detektorom koji meri vreme preleta (eng. Matrix Assisted Laser
Desorption and lonization Time Of Flight - MALDI TOF). U celini osam detaljno je prikazan
nacéin odredivanja ukupne dnevne levodopa ekvivalent doze (LED) kod pacijenata obolelih od
PB s obzirom da svaki pacijent individualno reaguje na primenjenu terapiju, vrste terapije, i da se
njeno doziranje razlikuje od pacijenta do pacijenta. Na kraju ovog poglavlja, u okviru devete

celine navedene su statistiCke analize kori$¢ene pri obradi dobijenih eksperimentalnih rezultata.

U poglavlju Rezultati dobijeni rezultati doktorske disertacije Jadranke Mileti¢
Vukaljlovi¢, predstavljeni u 5 celina i na 20 slika i 11 tabela. Na pocetku poglavlja predstavljeni
su demografski i klini¢ki podaci za zdrave ispitanike i pacijente koji su podeljeni po polu,
starosti, duzini trajanja bolesti, kao i H&Y stadijumima. U prvoj celini prikazane su promene
parametara OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB u
poredenju sa zdravim ispitanicima. Rezultati su obradeni Mann Whitney i Kruskal-Wallis
testom. Promene ispitivanih parametara OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod
pacijenata obolelih od PB u zavisnosti od klini¢ko-patoloskih karakteristika prikazani su drugoj
celini. Rezultati su obradeni Chi-square (y°) testom, kao i Mann Whitney i Kruskal-Wallis
testovima. Takode, predstavljeni su i rezultati za uticaj terapije na promene ispitivanih
parametara OS 1 AO zatite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB
(celina tri). Rezultati su obradeni Kruskal-Wallis testom. Pored svega navedenog, u 2 tabele
prikazani su 1 rezultati varijabilnosti ispitivanih parametara OS 1 AO zaStite, kao 1 PC/LPC
intenzitet pikova u zavisnosti od klinicko-patoloskih karakteristika i primenjene antiparkinsone
terapije testirani GLM (generalni linearni model) analizom (celina éetiri). Na kraju, u celini pet
pokazano je u odnosu na zdrave ispitanike odsustvo promene ekspresije ispitivanih enzima AO
zastite (CuZnSOD i CAT) kod pacijenata obolelih od PB podeljenih na osnovu klini¢ko-
patoloskih karakteristika.

U poglavlju Diskusija kandidatkinja analizira dobijene eksperimentalne podatke i

interpretira ih uz osvrt na relevantne podatke iz literature. Rezultati ove doktorske disertacije



dopunjuju dosadasnja saznanja o ispitivanim parametrima OS i AO zastite kod pacijenata
obolelih od PB. Istaknuto je da je kod pacijenata narusena oksidativna-antioksidativna ravnoteza
Sto je u skladu sa literaturnim podacima iako tacan uzrok koji dovodi do pojave OS i smanjenog
kapacitata AO zastite 1 posledi¢no oStecenja neurona nije poznat. U daljem tekstu diskusije,
kandidatkinja daje osvrt na lipidni profil ispitanika i PC/LPC intenzitet pikova, koji predstavljaju
prve rezultate na ovu temu u svetskoj javnosti. Takode, tumaci i rezultate ispitivanih parametara
u odnosu na klini¢ko-patoloske karakteristike 1 istie njihovu usaglasenost odnosno
neusaglasenost sa do sada dostupnim literaturnim podacima. Podaci 0 nepromenjenim
ispitivanim parametrima OS i AO zastite, kao i PC/LPC inteziteta pikova izmedu pacijenata na
razli¢itim tipovima i1 dozama terapije predstavljaju znacajan doprinos razumevanju efekata

terapije buduci da ovi podaci oskuduju u svetskoj literaturi.

U poglavlju Zakljucéci sumirani su predstavljeni rezultati i dat je opsti zakljuCak ove
doktorske disertacije. Kandidatkinja isti¢e da se ispitivani parametri mogu Kkoristiti kao

potencijalni markeri u evaluaciji stanja pacijenata obolelih od PB.

Na kraju doktorske disertacije data je lista od 350 bibliografske jedinice, koje su iz
oblasti od znacaja sa uradenu disertaciju i citirane su adekvatno, tako da doprinose objasnjenju i

afirmaciji dobijenih rezultata.

B. Opis dobijenih rezultata

U ispitivanju je ucestvovalo 20 zdravih ispitanika (kontrola) 1 91 pacijent sa PB, od kojih
je 14 bilo de novo, odnosno sa tek otkrivenom bolesti bez terapije, a 77 je le¢eno odgovaraju¢om
terapijom. Svi ispitivani pacijenti bili su podeljeni prema polu, starosti, Zivotnoj dobi u kojoj je
postavljena dijagnoza, duzine trajanja bolesti i H&Y stadijumu. Potencijalne promene ispitivanih
parametara OS (PAB, AOPP, HNE, MDA) i AO zastite (SOD; CAT; GSH) pracene su
uporedivanjem dobijenih vrednosti izmedu zdravih ispitanika i pacijenata. Predstavljeni rezultati
ukazuju da se njihovi nivoi odnosno aktivnost statisticki znacajno razlikuju izmedu kontrola i
pacijenata, kao i izmedu kontrola i de novo pacijenta odnosno pacijenata koji su na terapiji, sto
ukazuje na povecan inetnzitet OS 1 narusen kapacitet AO zastite. Dalje, kandidatkinja isti¢e da su
potencijalne promene lipidnog profila plazme ispitivane kod 10 zdravih ispitanika i 25 pacijenata
sa PB kod kojih su detektovani karakteristicni pikovi fosfolipida (PL), sfingomijelina, triacil

glicerola i dr. Izdvajanjem najintenzivnijih PC i LPC pikova izracunavan je njihov odnos koji je



koriS¢en kao parametar u ovom istrazivanju. StatistiCka obrada dobijenih rezultata za PC/LPC
intenzitet pikova ukazala je na postojanje znacajne razlike izmedu kontrola i pacijenata, kao i
izmedu kontrola i de novo i pacijenata Sto za posledicu moze imati narusavanje lipidnog profila

ispitanika usled povecanog intenziteta OS-a i promenjenog statusa AO zastite.

U zavisnosti od klinicko-patoloskih karakteristika, uocena je statisticka znacajnost
izmedu pola, starosti, H&Y stadijuma pacijenata u nivou PAB-a, dok AOPP nije pokazao
statistiCki znacajne razlike u odnosu na ispitivane klinicko-patoloske karakteristike. Statisticki
znacajna razlika u vrednostima HNE utvrdena je samo izmedu polova, dok se za MDA ta
znacajnost uo¢ava izmedu polova i razli¢ite H&Y stadijume pacijenata. Rezultati korelacione
analize su pokazali da je starost pacijenata u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa MDA,
dok ostala tri ispitivana parametra OS nisu pokazala znacajnu povezanost sa godinama starosti
ispitanika. Pored toga, statisti¢ki znacajna korelacija nije uo¢ena izmedu duZine trajanja bolesti i
nijednog od ispitivanih parametara OS. Korelaciona analiza je pokazala da starost ispitanika nije
ni u znacajnoj korelaciji sa parametrima AO zaStite. Poredenjem duzine trajanja bolesti i
ispitivanih parametara AO zaStite statisticki znaCajna pozitivna korelacija zabeleZena je sa
koncentracijom GSH, dok je odsustvo korelacije uoc¢eno ne samo kod SOD ve¢ i CAT. Takode,
pracenje su promene PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB u zavisnosti od
klini¢ko-patoloSkih karakteristika. Statisticki znacajna razlika nije dobijena izmedu PC/LPC
intenziteta pikova i pola, iako je blagi porast primeéen kod pacijenata zenskog pola. Poredenjem
PC/LPC intenziteta pikova izmedu kontrolne grupe i pacijenata u razli¢itim stadijumima PB
uocena je statisticki znacajna razlika, gde su u najvecem stadijumu bolesti uocene vise vrednosti.
Pored toga, kod pacijenata je utvrden statisti¢ki znacajno visi PC/LPC intenzitet pikova u odnosu
na kontrole, nezavisno od duZine trajanja bolesti $to ukazuje da duzina trajanja bolesti ne utic¢e na
PC/LPC intenzitet. Poredenjem vrednosti ispitivanog parametra izmedu samih pacijenata
korelacija nije uocena Sto moze ukazati da je naruSeni lipidni profil karakteristika same bolesti
kada je vec¢ina dopaminskih neurona u kompaktnom delu crne supstancije (lat. substantia nigra
pars compacta, SNpc) ve¢ izgubljena, a bolest je ve¢ uznapredovala i kada su se manifestovali

klini¢ki simptomi bolesti kod pacijenata.

U ovoj doktorskoj disertaciji proucavan je i uticaj terapije na promene ispitivanih
parametara OS 1 AO zastite, kao 1 PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata obolelih od PB.

Pored prvobitne podele pacijenata na de novo i pacijente koji su na antiparkinsonoj terapiji (apt),



pacijenti koji pripadaju apt grupi podeljeni su i na osnovu doze medikamenata koje primaju,
odnosno, LED ekvivalenta. Stoga, pacijenti su podeljeni na one koji su u: ,,pocetnoj fazi” (doza <
600 mg), ,,srednjoj fazi” (doza 600 - 1200 mg), ,,uznapredovanoj/kasnoj fazi” (doza > 1200 mg).
Predstavljeni rezultati ukazuju na znaajno variranje nivoa PAB parametra izmedu grupa
ispitanika. U odnosu na kontrole, statisticki znac¢ajno povecanje uoceno je kod pacijenata koji
primaju niske i srednje LED doze. Sa druge strane, nije detektovana statisticki znacajna razlika
izmedu de novo pacijenata i pacijenata na razli¢itim terapijskim dozama lekova. Rezultati su
pokazali da je AOPP statisticki znacajno veci kod svih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika, dok nije uocena razlika u koncentracijama AOPP izmedu pacijenata koji su bili na
razli¢itim terapijskim rezimima. Za ispitivane parametare lipidne peroksidacije (LPO), HNE i
MDA, takode je uocena statisticka znacajnost medu ispitivanim grupama. Kod grupe ispitanika
koja nije primila terapiju, onih ¢ija je terapija sa najnizim i srednjim LED ekvivalentom u odnosu
na zdrave ispitanike, promena HNE je bila statististi¢ki znacajna. Sa druge strane, apt pacijenti
koji primaju visoke doze nisu pokazali statisticki znacajne razlike u promeni MDA u poredenju
sa kontrolnom grupom, dok je kod ostalih tri grupa pacijenata ona uo¢ena. Osim promena OS
parametara, zapazeno je i znacajno variranje PC/LPC intenziteta izmedu grupa. Posmatrano
pojedinacno, povecanje PC/LPC intenziteta primeceno je kod svih grupa pacijenata u poredenju
sa kontrolnom grupom, mada je ono bilo statisticki znac¢ajno samo kod de novo grupe. Dalje,
statisticki znacajna promena uocena je izmedu svih grupa ispitanika za sva tri ispitivana
parametara AO zastite (SOD, CAT, GSH). Ispitivane su razlike izmedu grupa i uoceno je da kod
de novo pacijenata aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu grupu nije bila statisticki znacajno
promenjena, dok je kod apt pacijenata bila statisticki znacajno smanjena. Aktivnost CAT je bila
povecéana kod svih pacijenata sa PB. U poredenju sa kontrolama, izmerena koncentracija GSH je
statistiCki znacajno smanjena u Svim ispitivanim grupama pacijenata. Dodatno, apt pacijenti su
pored navedene podele na osnovu primljene doze, klasifikovani i na osnovu vrste terapije na: one
koji su primali samo L-dopu (LD), one koji su Koristili samo neuroprotektivhe medikamente
(NP) i one koji su primali oba tipa medikamenata (LD+NP). Kod NP i LD+NP pacijenata,
vrednosti PAB-a bile su statisticki znacajno viSe u odnosu na zdrave ispitanike. Rezultati
statistiCke analize su pokazali da su koncentracije AOPP bile statisticki znacajno vise kod
pacijenata koji nisu primali terapiju, LD+NP pacijenata i NP pacijenata u odnosu na zdrave

ispitanike. LD pacijenti su imali statisti¢Cki znacajno nize vrednosti AOPP u poredenju sa



pacijentima koji nisu jo$ uvek poceli terapiju. Statisticka analiza pokazala je i da su
koncentracije HNE i MDA bile statisticki znac¢ajno vise kod pacijenata koji nisu primali terapiju
i LD+NP pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, statisti¢ki zna¢ano povecanje MDA uoceno je
kod NP pacijenata. PC/LPC intenzitet pikova je bio povecan kod svih grupa pacijenta u odnosu
na zdrave ispitanike, iako je statisticka znacajnost uo¢ena samo kod de novo pacijenta. Takode,
aktivnost SOD-a je statisticki znac¢ajno manja kod LD, LD+NP i NP, dok je kod svih ispitivanih
pacijenata detektovana statisticki znacajna promena vrednosti CAT i GSH u odnosu na zdrave
ispitanike. Izmedu ostalih ispitivanih grupa nije uocena statisticki znacajna razlika u aktivnosti
SOD, CAT kao i koncentraciji GSH. S obzirom da su uofene promene aktivnosti ispitivanih
enzima AO zaStite, u ovoj studiji pracena je i potencijalna modulacija ekspresije proteina
Cu/ZnSOD i CAT koja nije bila statisti¢cki zna¢ajno promenjena u odnosu ni na jednu od
ispitivanih klini¢ko-patoloskih karakteristika, $to ukazuje sa boles¢u menja enzimska efikasnost,

a da ne dolazi do de novo sinteze ovih proteina.

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

lako je predmet dugogodiSnjih istrazivanja, tacna molekularna patogeneza
neurodegeneracije kod pacijenata sa PB ostaje nejasna [1]. Smatra se da je jedan od nastanka
nastanka PB poremecaj ravnoteze i osetljivosti neurona na oksidativna oStec¢enja zbog visokog
sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) u membranama neurona, velike potrosnje

kiseonika 1 slabe AO zastite.

S obzirom da jo§ uvek nije identifikovan specifi¢an indikator koji bi posluzio kao
adekvatni dijagnosti¢ki pokazatelj, danas se PB dijagnostifikuje isklju¢ivo neuroloSkim
pregledom, Sto moze, u pojedinim slucajevima biti neprecizno, jer mnoge bolesti mogu imati
sli¢ne simptome, poput Vilsonove bolesti, multiple skleroze, multiple sistemske atrofije i drugih.
Iz tog razloga se namece potreba za pronalazenjem i1 uvodenjem jedinstvenog kvantitativnog
parametra (ili viSe njih), koji bi potencijalno sluZzio kao lako dostupni, specifiéni, rani
dijagnosticki biomarker. Literaturni podaci ukazuju da OS, koji predstavlja naruSavanje
ravnoteze izmedu reaktivnih kiseoni¢nih/azotovih vrsta (RKV/RAV) i komponenti AO zastite,
ima jednu od vodecih uloga kod neurodegenerativnih bolesti, dok su makromolekuli kao §to su

lipidi, proteini i nukleinske kiseline podlozni promenama pri njihovom delovanju (2-5).



Centralni nervni sistem (CNS) je osetljiv na OS s obzirom da je bogat PNMK i siromasan
komponentama AQO zaStite Sto, u sluCaju naruSavanja ravnoteze, dovodi do akumuliranja
proizvoda LPO. Samim tim, produkti LPO, poput HNE, MDA i drugih, koji su glavni parametri
OS, mogu potencijalno posluziti pri dijagnostikovanju bolesti. MDA koji se smatra i mutagenim
proizvodom lipidne peroksidacije kao i toksi¢éni HNE, imaju vaznu ulogu u ¢elijskoj signalizaciji
1 dovode u pitanje ¢elijski opstanak. Toksi¢nost HNE se moZe objasniti u njegovoj brzoj reakciji
sa tiol/imidazol/e-amino grupom cisteina, histidina i lizina, tako da nije iznenadujuca velika
osetljivost proteina na modifikaciju indukovanu ovim reaktivnim aldehidom pri ¢emu mogu
nastati uznapredovali produkati oksidacije proteina (AOPP) [6]. Detaljnije poznavanje uloge
AOPP-a u patofizioloskim procesima moze da pruzi vazne informacije o poreklu i razvoju
bolesti [7]. Pored pomenutih parametara, uveden je jedinstveni parametar PAB kojim se
istovremeno ukazuje narusavanje ravnoteze izmedu oksidanasa i antioksidanasa. Promena nivoa
PAB, kao pokazatelja koji promoviSe i kontroliSe sistemski OS, je prvi pokazatelj narusSene
ravnoteze, i ,,ukazuje* da je produzena produkcija toksi¢nih vrsta povezana sa ¢elijskim/tkivnim
povredama izazvanim OS, §to na kraju moze da dovede do klinicke manifestacije bolesti.
Literaturni podaci isticu da se povecani nivoi HNE, MDA, AOPP i PAB mogu detektovati u
tkivima pacijenta obolelih od razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (8-16), ukljucujuéi PB, §to je
dobijeno i u ovoj doktorskoj disertaciji. Predstavljeni rezultati za oksidativni i antioksidativni
balans koji je pomeren ka oksidativnom, zajedno sa povecanim nivoom AOPP i produkcijom

produkata LPO, ukazuju na poveéanje intenziteta OS kod pacijenata sa PB.

Od sadrzaja masnih kiselina lipidnih membrana zavise njene biofizicke osobine,
ukljucujuéi propustljivost, fluidnost i naelektrisanje [17,18]. Stoga, gubitak vaznih nezasi¢enih
masnih kiselina, koje su u velikoj meri prisutne u neuronima, smatra se da doprinosi
membranskom oStecenju u patogenezi neurodegenerativnih bolesti [19]. Pretpostavlja se da
Zajedno sa akumulacijom produkata LPO, promenjen metabolizam lipida moZe biti odgovoran za
neurodegeneraciju koja se javlja u neuroloskim oboljenjima. Promene u sastavu
glicerofosfolipida poput fosfatidilholina (PC), lizofosfatidilholina (LPC), fosfatidiletanolamina
(PE), fosfatidilglicerola (PG), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinozitola (PI), fosfatidne kiseline
(PA), kardiolipina (CL), i drugih, primecene su u razli¢itim bolestima [21-25]. Veliki broj studija
pokazao je smanjen nivo PNMK-sadrzajucih fosfolipida, i u mozgu i u plazmi pacijenata koji
imaju Alchajmerovu bolest (AB) [20,21], posebno PC-a [22,23]. Takode, uoc¢eno je da kod nekih



bolesti poput AB, reumatodnog artritisa i drugih dolazi do naruSavanja nivoa fosfolipida,
posebno PC 1 LPC, i da pracenje njihovih promena mogu posluziti kao indikatori bolesti. Uprkos
prethodnim studijama koje su ukazale na vaznost pracenja ukupnih koncentracija PC i LPC, kao
1 njihovog odnosa u razli¢itim bolestima i stanjima [24,25], do sada nije bilo istrazivanja o
odnosu PC i LPC intenziteta u plazmi pacijenata koji boluju od PB. U ovoj doktorskoj disertaciji
detektovana je razlika izmedu PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata sa PB u odnosu na
zdrave ispitanike, pogotovu u razli¢itim stadijumima bolesti i kod pacijenata sa razli¢itom
duzinom trajanja bolesti. Na osnovu dobijenih rezultata moglo bi se pretpostaviti da su uocene
promene PC/LPC intenziteta pikova prouzrokovane sistemskim OS kod pacijenata sa PB.
Upravo, prethodne studije [26,27,28] ukazuju da OS moze da indukuje aktiviranje razliitih
procesa, uz modifikaciju metaboli¢ke aktivnosti - najverovatnije kroz osStecenje i disfunkciju
enzima koji su odgovorni za konverziju ispitivanih lipidnih vrsta. Stoga, lipidi, poput masnih
kiselina, glicerolipida, glicerofosfolipida, sfingolipida, sterola lipida, prenol lipida, saharolipida i

poliketida, mogu posluziti kao potencijalni biomarkeri neurodegenerativnih bolesti.

Posmatrano u odnosu na klinicko-patoloske karakteristike, u ovoj doktorskoj disertaciji
pokazano je da pol pacijenata utice na nivoe PAB, HNE, i MDA kod ovih pacijenata. Ovakvi
rezultati ukazuju na moguce postojanje razlike u podloznosti bolesti izmedu Zena i muskaraca.
Takode, dobijeni rezultati ukazuju da je odnos obolelih muskaraca i zena 2:1, sa kasnijom
pojavom bolesti kod Zena u odnosu na muskarce, $to je u skladu sa prethodnim publikacijama
[29,30-32]. Pored pola, literaturni podaci isti¢u da na pojavu PB utiCe i starost, pri ¢emu veéu
predispoziciju za nastanak bolesti imaju starije osobe [29,33]. Rezultati dobijeni tokom izrade
ove doktorske disertacije ukazuju na to da H&Y stadijum bolesti uti¢e na nivo OS parametara
PAB 1 MDA. Ovakav ishod moze ukazati na visi nivo OS, odnosno na naruSeni oksidativni-
antioksidativni balans, kao i da se MDA moze koristiti kao parametar za pracenje tezine OS kroz

stadijume bolesti 1/ili da stadijum bolesti moZe biti povezan sa intenzitetom OS.

Postoji nekoliko razli¢itih mehanizama, enzimskih i neenzimskih, koji imaju funkciju
zaStite organizma od Stetnih uticaja RKV/RAV. Ovi mehanizmi su odgovorni za odrZavanje
ravnoteze izmedu pro- i antioksidansa i ublazavanje OS. AO molekuli koji ¢ine AO zastitu
organizma deluju na razli¢itim nivoima i u njih spadaju enzimi i neenzimski molekuli. SOD,
CAT i glutation peroksidaza (GPx) koji dismutuju O2", razgraduju H,O, i hidroperokside, do

,bezopasnih®“ molekula su kljuéni enzimi prve linjje zaStite 1 imaju ulogu da onemoguce ili



spreCe formiranje slobodnih radikala ili reaktivnih vrsta u celiji. GSH predstavlja jedan od
najznacajnijih neenzimskih antioksidanasa u ¢eliji. Pored neosporne antioksidativne uloge kao
kofaktor odredenih enzima, na direktan nacin eliminiSe lipidne i slobodne radikalske vrste (OH",
02", ONOQ)), hidroperokside, ali i omoguéava regeneraciju neenzimskih AO vrsta kao i
reparaciju celija izazvanu oksidativnim o$te¢enjima [34-36]. U ovoj eksperimentalnoj postavci,
UoCena smanjena aktivnost SOD kod ispitivanih pacijenata moze biti posledica njegove
inaktivacije posredstvom RKV/RAV ili usled postranslacionih modifikacija, kao $to je pokazano
u prethodnim istrazivanjima [37]. Takode, smanjena aktivnost SOD u krvi otkrivena je i kod
mnogih hroni¢nih bolesti [38], bolesti bubrega [39], kao i kod nekih neuroloskih poremecaja
[40]. U uzorcima pacijenata ispitivanih u ovoj studiji, dokazana je povec¢ana aktivnost CAT §to je
u saglasnosti sa literaturnim podacima kod pacijenata obolelih od drugih tipova
neurodegenerativnih bolesti [41]. S obzirom da je CAT klju¢ni enzim u uklanjanju H,O; u vi§im
koncentracijama [42,43], povecana aktivnost CAT u krvi pacijenata sa PB moze potvrditi opsti
zakljucak ove studije da su pacijenti sa PB izloZeni hroni¢nom OS i da se javlja kompenzatorno
poveéanje aktivnosti ovog enzima AO zaStite. Osim toga, nedostatak GSH doprinosi i
oksidativnom/azotnom stresu, koji su povezani sa patogenezom mnogih bolesti, poput malignih
bolesti, cisti¢ne fibroze, infekcije i bolesti starenja, ukljucuju¢i PB [44]. Koncentracija GSH u
krvi ispitivanih pacijenata sa PB je statisticki znacajno smanjena u poredenju sa zdravim
ispitanicima, §to se moze povezati sa povecanim intenzitetom OS 1 narusenom kapacitetom AO
zastite. Treba ista¢i da nije uoCena znaCajna povezanost izmedu klini¢ko-patoloSkih
karakteristika (pol, starost, duZina i stadijum bolesti) i ispitivanih parametara AO zastite. Pored
toga, u ovoj disertaciji ispitivane su korelacije parametara AO zastite sa OS (PAB 1 AOPP) 1
klini¢ko-patoloskim karakteristikama. Rezultati korelacione analize su pokazali da je GSH u
statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa AOPP, dok ostali ispitivani parametri OS nisu
pokazali statisti¢ki znaCajnu povezanost §to moze ukazati na vezu GSH i promenjen intenzitet

OS, ta¢nije narusene oksidativne modifikacije proteinskih molekula.

Osnovnim lekom u tretmanu PB smatra se metabolicki dopamin (DA) prekursor,
levodopa (L-dopa) koji prvenstveno deluje na motorne simptome bolesti. Mnogim studijama
potvrdeno je da L-dopa poboljsava kvalitet zivota pacijenata i produzuje zivotni vek te se i danas
smatra zlatnim standardom leCenja. Medutim, zbog nezeljenih dejstava u terapiju L-dopom su

uvedeni i inhibitori dekarboksilaze, koji imaju funkciju da blokiraju dopa dekarboksilazu van



mozga, omogucavajuci da Sto vise L-dope dospe do ciljanog mesta, ¢ime se povecava njena
iskoristivost. Potpuni uticaj terapije na leGenje PB nije u potpunosti razjasnjen [45-47], stoga je
bilo neophodno ispitati kako kombinacija medikamenata i njihovo doziranje imaju efekat na
le¢enje bolesti. U novijoj literaturi su kontradiktorni podaci o vezi izmedu terapije L-dopom i
intenziteta OS. Rezultati ove studije su ukazali da se nivoi OS parametara (PAB, AOPP, HNE,
MDA), kao i PC/LPC intenziteta pikova statisticki znacajno razlikuju izmedu kontrola i
pacijenata koji su podeljeni u grupe prema dozi kori§éene terapije. Pri medusobnom poredenju
razli¢itih grupa pacijenata nije uocena statisticka znacajnost ni za jedan od ispitivanih
parametara. S obzirom da je u grupi ispitanika bilo de novo pacijenata i onih koji su bili na
terapiji, moze se zakljuciti da tip terapije kao ni primenjena terapijska doza ne uti¢u na intenzitet
OS. Osim toga, na osnovu predstavljenih rezultata moze se pretpostaviti da su detektovane
promene parametara OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenziteta pikova kod pacijenata sa PB

posledica same bolesti a ne uticaja terapije.

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 12% poklapanja sa 128 izvora. Preklapanje teksta sa
dva izvora iznosi 2%, sa pet izvora 1%, a u svim ostalim slu¢ajevima je slicnost 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 Jadranke Mileti¢ Vukajlovié u

potpunosti originalna, ako 1 da su poStovana akademska pravila citiranja.

E. Zakljucak- obrazloZenje nauc¢nog doprinosa doktorske disertacije

Kandidatkinja sistematicno 1 precizno zajedno sa iznetim zakljuécima doktorske
disertacije daje osvrt na njen nau¢ni doprinos. Naime, poredenjem zdravih ispitanika i pacijenata
sa PB uoceno je povecanje svih ispitivanith OS parametara (PAB, AOPP, HNE, MDA) S§to

ukazuje na povecan intenzitet OS-a $to je u skladu sa literaturnim podacima [2-4], a §to kao



posledicu moze imati klinicku manifestaciju bolesti. Osim toga, detektovane promene ispitivanih
parametara AO zastite (SOD, CAT, GSH) mogu doprineti povecanju intenziteta OS kod
pacijenata u poredenju sa kontrolama sto je u skladu sa predhodnim istrazivanjima [48,49].
Smanjenu aktivnost SOD-a, kao i smanjenu koncentraciju GSH kod pacijenata, kandidatkinja,
povezuje sa povecanim OS, a povecanje aktivnosti CAT smatra kompenzatornim mehanizmom
zaStite organizma od OS. Stoga, na osnovu navedenog za promene ispitivanih parametara OS i
AO zastite, moze se pretpostaviti da se upravo ovi parametri mogu koristiti kao markeri u
evaluaciji PB. Nivoi PAB i parametara LPO (HNE, MDA) zavise od pola pacijenata odnosno PB
se cesce javlja kod muskaraca nego kod zena, iste starosne dobi verovatno zbog protektivne
uloge estrogena kod Zena. Prezentovani rezultati, takode, ukazuju da nivoi MDA i PAB zavise
od H&Y stadijuma bolesti, a nivo PAB-a od starosti pacijenata sto ukazuje da intenzitet OS-a
raste sa porastom stadijuma bolesti i starosti ispitanika, Sto moze biti posledica napredovanja
bolesti usled povecane produkcije reaktivnih vrsta. O narusenoj oksidativnoj ravnotezi kod
pacijenata sa PB ukazuje i pozitivna korelacija izmedu starosti i MDA, §to moze dovesti do
zakljucka da sa godinama pacijenata raste OS. Stoga, navedeni rezultati ilustruju da se ispitivani
parametri OS-a, PAB, HNE i MDA mogu koristiti kao potencijalni markeri za evaluaciju stanja
pacijenta obolelih sa PB. Dalje, kandidatkinja isti¢e da promene ispitivanih parametara AO
zaStite nisu zavisne od klini¢ko-patoloskih karakteristika $to moze ukazati da su naruSene
aktivnosti odnosno koncentracije posledica pojave bolesti 1 povecanja intenziteta OS, a ne njene
progresije, odnosno da ne zavise od pola i starosti pacijenata. Sa druge strane, pozitivha
korelacija izmedu duZine trajanja bolesti 1 GSH upucuje na naruSavanje neenzimske komponente

AO zastite, Sto za posledicu, takode, moze imati povecan intenzitet OS-a.

Treba ista¢i da je ovo prva studija u kojoj je proucavana promena odnosa intenziteta
pikova najintenzivnijih fosfolipida u plazmi pacijenta obolelih od PB. Naime, poveéanje odnosa
intenziteta PC i LPC kod pacijenata sa PB u odnosu na zdrave ispitanike ukazao je na
narusavanje lipidnog profila usled povec¢anog intenziteta OS-a i promenjenog statusa AO zastite.
Stoga, kandidatkinja predlaze da proucavanje PC/LPC intenziteta pikova moze biti prvi korak u
karakterizaciji lipidnih promena kod pacijenata sa PB i moze predstavljati indikator strukturnih
lipidnih rekonfiguracija. Nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu PC/LPC intenziteta
pikova izmedu grupa pacijenata sa PB u razliCitim stadijumima bolesti, kao 1 pacijenata sa

razli¢itom duzinom trajanja bolesti, moZe ukazati da je naruseni lipidni profil karakteristika same



bolesti kada je ve¢ina DA neurona u SNpc ve¢ izgubljena, a bolest je ve¢ uznapredovala i kada

su se manifestovali klini¢ki simptomi bolesti kod pacijenata.

S obzirom na predstavljene rezultate za efekte terapije (doza i tip) na ispitivane parametre
OS i AO zastite, kao i PC/LPC intenziteta, kandidatkinja istie da odsustvo statisticki znacajnih
razlika ispitivanih parametara izmedu pacijenata koji su podeljeni u grupe prema dozi i tipu
terapije upucuje da tip terapije kao ni doze upotrebljivanih lekova nije povezana sa pove¢anjem

OS kod pacijenata sa PB.

Na osnovu svega navedenog, predstavljeni rezultati ukazuju da se ispitivani parametri OS
mogu Kkoristiti kao potencijalni markeri u evaluaciji stanja pacijenata obolelih od PB, dok se
proucavani parametri AO zastite, kao i PC/LPC intenziteti pikova mogu Koristiti kao indikatori
bolesti s obzirom da se njihovi nivoi ne menjaju u zavisnosti od klinicko-patoloskih

karakteristika pacijenata.
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G. Misljenje i predlog Komisije

Na osnovu analize doktorske disertacije kandidatkinje Jadranke Mileti¢ Vukajlovi¢ pod
naslovom ,,Ispitivanje zavisnosti lipidnog sastava plazme i parametara lipidne peroksidacije
od stadijuma i duZine trajanja Parkinsonove bolesti i primene terapije”, Komisija zakljucuje
da predstavljeni rezultati daju jasniju sliku o poveéanju OS, naruSavanju kapaciteta AO zastite i
lipidnog profila kod obolelih od Parkinsonove bolesti, kao i o efektima primenjene terapije na
ispitivane parametre.

Clanovi Komisije posebno isticu da je kandidatkinja pokazala izuzetnu samostalnost i
visok stepen kompetentnosti tokom izrade doktorske disertacije, kao i da je na adekvatan nac¢in
primenila metode sto je doprinelo publikovanju rezultata ove doktorske disertacije u relevantnim
medunarodnim cCasopisima. Istrazivanja potkrepljena dobrom teoretskom osnovom, kao i

postignuti rezultati, interpretirani u Diskusiji i sumirani u izvedenim Zaklju¢cima, doprinose



dodatnom razumevanju promena ispitivanih parametara OS i AO zastite, kao i PC/LPC inteziteta
pikova u uzorcima pacijenata obolelih od Parkinsonove bolesti u poredenju sa zdravim
ispitanicima, kao i u zavisnosti od klini¢ko-patoloskih karakteristika i primenjene terapije.
Znacaj rezultata ove doktorske disertacije ogleda se i u mogucnosti primene ispitivanih
parametara u laboratorijskoj proceni i evaluaciji stanja pacijenata obolelih od Parkinsonove
bolesti.

Na osnovu uvida u istrazivanja i postignute rezultate, Komisija zakljucuje da su ispunjeni
ciljevi, koji su usvojeni prilikom prihvatanja teme za izradu doktorske disertacije, i da dobijeni
rezultati predstavljaju znacajan nau¢ni doprinos za oblast medicinske biohemije. Stoga,
predlazemo Nastavno-nau¢nom Vecéu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da
prihvati pozitivnu ocenu doktorske disertacije i uputi ga Veéu naucnih oblasti medicinskih
nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom
“Ispitivanje zavisnosti lipidnog sastava plazme i parametara lipidne peroksidacije od
stadijuma i duZine trajanja Parkinsonove bolesti i primene terapije”, kandidatkinje master

hemicara Jadranke Mileti¢ Vukajlovi¢.
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