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1ZVESTAJ

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 100 strana, ima 46 tabela, 22 slike i 185 literaturnih
navoda. Sadrzaj doktorske disertacije je izlozen u poglavljima: Uvod, Ciljevi istrazivanja, Materijal
I metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i Literatura.

Cilj ove studije je primarno usmeren ka analizi strukturnih i funkcionalnih karakteristika
lipoproteina visoke gustine (high-density lipoproteins — HDL) kod ispitanika sa metabolickim
sindromom (MS) i pridruzenim stanjima. Analiza zastupljenosti pojedinaénih HDL subfrakcija,
modulatora strukture i markera antioksidativne funkcije HDL cestica, te koncentracije oksidovanog
HDL (OxHDL) je izvedena radi dobijanja sveobuhvatnog uvida u osobine HDL ¢estica i, u skladu s
tim, njhovu potencijalnu ulogu u razvoju kardiometaboli¢kih komplikacija kod ispitanika. U cilju
ispitivanja karakteristika HDL cestica u stanjima koja su blisko povezana sa MS, navedeni markeri
su analizirani kod ispitanika kategorizovanih u tri kategorije na osnovu vrednosti indeksa masne
jetre (fatty liver index-FLI), kao surogat markera za utvrdivanje prisustva nealkoholne masne bolesti
jetre (non-alcoholic fatty liver disease-NAFLD) [1]. Dodatno su analizirana svojstva HDL cestica u
kategorijama metaboli¢ki zdravog i nezdravog fenotipa kod gojaznih i ispitanika sa prekomernom
telesnom masom. U cilju dobijanja uvida u povezanost kvalitativnih osobina HDL ¢estica sa
metabolickim promenama koje su karakteristicne za MS i srodna stanja, ispitane su Kkorelacije
markera kvalitativnih svojstava ovog lipoproteina sa ostalim parametrima lipidnog profila i
glikoregulacije, te markerima inflamacije, adipocitokinima i antropometrijskim veli¢inama.

U poglavlju Materijal i metode su navedeni podaci o ispitanicima i primenjenim metodama.
U studiji su ucestvovali pacijenti Kabineta za ishranu 1 prevenciju metabolickih poremecaja u
sklopu Klinike za endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma (Klini¢ki centar Srbije).
Inicijalno je ukljuéen 201 ispitanik. Osnovna grupa ispitanika sa MS i NAFLD je formirana tako §to
su na samom pocetku su iz studije iskljuCeni ispitanici sa aterosklerotskim KVB (N=15),
dijagnozom tip 2 dijabetes melitusa (N=19), na terapiji statinima, fibratima ili nikotinskom

1



kiselinom (N=18), kao i oni kod kojih su nedostajali podaci za izratunavanje FLI (N=19), tako da je
finalno u studiju uklju¢eno 130 ucesnika. Komponente MS su definisane na osnovu kriterijuma
preporucenih od strane AmeriCkog udruzenja za bolesti srca (American Heart Association) i
Nacionalnog instituta za srce, plu¢a i krv (National Heart, Lung, and Blood Institute) iz 2005.
godine [2]. Definicija MS je zasnovana na osnovu prisustva tri ili viS§e komponenti. Na osnovu
indeksa telesne mase su definisani prekomerna telesna masa (25,0>indeks telesne mase>30,0) i
gojaznost (indeks telesne mase >30,0). Dodatno je izvrSena klasifikacija gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom u kategorije metabolic¢ki zdravog i metaboli¢ki nezdravog fenotipa,
pa je analiza karakteristika HDL cCestica izvrSena i u tim novoformiranim grupama. Metabolicki
zdrav fenotip je definisan na osnovu odsustva komponenti MS, izuzev obima struka. Metaboli¢ki
nezdrav fenotip je definisan na osnovu prisustva > 1 komponente MS, izuzev obima struka. Studija
je izvedena u skladu sa etiCkim standardima navedenim u Helsin§koj deklaraciji i odobrena od
strane Etickog odbora Klini¢kog centra Srbije i Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Koncentracije osnovnih biohemijskih parametara su odredene rutinskim laboratorijskim
metodama. U poglavlju Materijal i metode je navedena formula upotrebljena za izraCunavanja FLI i
kriterijumi za kategorizaciju ispitanika na osnovu vrednosti FLI. Takode su navedene polno-
specificne formule za izracunavanje indeksa visceralne gojaznosti (visceral adiposity index — VAI) i
starosno-specificne grani¢ne vrednosti VAI za klasifikaciju ispitanika na osnovu stepena disfunkcije
masnog tkiva. Aktivnosti lecitin-holesterol-acil-transferaze (lecithin—cholesterol acyltransferase —
LCAT) i holesterol-estar transfernog proteina (cholesteryl ester transfer protein — CETP) su
procenjene upotrebom odgovaraju¢ih matematickih modela zasnovanih na odredivanju
koncentracije slobodnog i ukupnog holesterola u plazmi i frakciji plazme koja sadrzi samo HDL.
Pojedina¢ne subfrakcije HDL i lipoproteina niske gustine (low density lipoproteins — LDL) su
razdvojene metodom vertikalne nedenaturiSuée gradijent gel elektroforeze. Kvantifikacija
lipoproteinskih subfrakcija je izvrSena denzitometrijski. Koncentracije OxHDL, CETP, serumskog
amiloda A (SAA), paraoksonaze 1 (PON1), paraoksonaze 3 (PON3), leptina i adiponektina su
odredene komercijalnim imuno-enzimskim testovima (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA). Paraoksonazna aktivnost PONL1 je odredena kinetickom metodom. Koncentracija lipidnih
hidroperoksida (LOOH) je izmerena spektrofotometrijskom metodom. Na kraju poglavlja su
navedene statisticke metode upotrebljene za opisivanje i analizu rezultata. Poredenje podataka
izmedu dve grupe je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-
Whitney U testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti. Podaci tri grupe ispitanika su medusobno
uporedeni analizom varijanse uz post hoc Tukey test za normalno distribuirane podatke 1 Kruskal-
Wallis-ovim testom za asimetri¢no distribuirane vrednosti. Kategori¢ke promenljive su uporedene
uz pomo¢ Chi-kvadrat testa. Multivarijantna linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju
procene nezavisnog doprinosa parametara ukljucenih u izracunavanje FLI na aktivnost LCAT.
Korelacija izmedu promenljivih je izrazena Spearman-ovim Kkoeficijentom korelacije. Prediktivni
potencijal ispitivanih markera je procenjen logistickom regresijom i analizom ROC (Receiver
Operating Characteristics) krivih.

Na pocetku poglavlja Rezultati su navedene osnovne karakteristike cele grupe ispitanika:
starost, zastupljenost polova, antropometrijske veli¢ine (obim struka, indeks telesne mase),
vrednosti sistolog i dijastolnog krvnog pritiska, parametri glikoregulacije i osnovni parametri
lipidnog profila, kao i relativna zastupljenost pojedina¢nih komponenti MS. U narednom delu
poglavlja Rezultati su prikazane su razlike izmedu ispitanika razvrstanih prema polu u osnovnim
demografskim i klinickim podacima (starosti, pusackom statusu, antropometrijskim veli¢inama,
vrednostima sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska), parametrima lipidnog profila i glikoregulacije,
zastupljenosti MS, kao i koncentracijama adipocitokina, markera inflamacije i oksidativnog stresa
izmedu ispitanika razli¢itog pola. Uz uporednu analizu zastupljenosti pojedinacnih LDL i1 HDL
subfrakcija, ispitane su i razlike u markerima kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL
cestica kod ispitanika klasifikovanih prema polu. Slede¢i deo poglavlja Rezultati je posvecen
analizi ispitivanih parametara izmedu grupa formiranih prema prisustvu MS. Prikazane su razlike u
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osnovnim demografskim i klinickim podacima, parametrima lipidnog profila i glikoregulacije, kao i
koncentracijama adipocitokina, markera inflamacije i oksidativnog stresa. U odnosu na prisustvo
MS su uporedno analizirani raspodela LDL i HDL subfrakcija i markeri kvalitativnih karakteristika
i remodelovanja HDL c¢estica. Dodatno, prikazane su razlike u markerima karakteristika HDL
cestica (koncentraciji HDL-holesterola, relativnoj zastupljenosti pojedinacnih HDL subfrakcija,
markerima remodelovanja i antioksidativne aktivnosti HDL ¢estica i koncentraciji OxHDL) u
odnosu na prisustvo pojedina¢nih komponenti MS.

Slede¢i deo poglavlja Rezultati je posveéen analizi karakteristika HDL cCestica i ostalih
ispitivanih parametara kod pacijenata klasifikovanih na osnovu FLI. Pored demografskih, osnovnih
klinickih 1 laboratorijskih podataka, uporedno su prikazane razlike u koncentracijama adipocitokina,
markera inflamacije i oksidativnog stresa izmedu grupa sa razli¢itim vrednostima FLI. Zatim su
analizirane razlike u raspodeli pojedinacnih LDL i HDL subfrakcija i markerima kvalitativnih
karakteristika i remodelovanja HDL c¢estica izmedu FLI kategorija. Na osnovu uocenih razlika u
markerima kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL ¢&estica, binarnom logistickom
regresionom analizom je ispitan potencijal selektovanih markera u predikciji prisustva NAFLD. S
obzirom na to da je prethodnom analizom utvrden nezavisni potencijal LCAT u predvidanju pojave
NAFLD, multivarijantnom linearnom regresionom analizom je procenjen nezavisan doprinos
parametara ukljucenih u izra¢unavanje FLI na aktivnost LCAT. Naredni deo poglavlja Rezultati je
posveéen analizi ispitivanih parametara kod ispitanika sa razli¢itim fenotipovima metabolickog
zdravlja. Uporedeni su demografski, osnovni klinicki i laboratorijski podaci, koncentracije
adipocitokina, markera inflamacije 1 oksidativnog stresa, zastupljenost pojedina¢nih LDL 1 HDL
subfrakcija, kao 1 markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica. Zatim su
prikazani rezultati ispitivanja moguée primene HDL-holesterola, OxHDL i odnosa OxHDL/HDL-
holesterol kao markera za predvidanje pojave metaboli¢ki nezdravog fenotipa. Dodatno su prikazani
rezultati ROC analize klinic¢ke ta¢nosti primene OxHDL, HDL-holesterola i odnosa OXHDL/HDL-
holesterol za klasifikaciju metabolicki nezdravog | metabolicki zdravog fenotipa gojaznosti. ROC
analizom je takode procenjena klini¢ka tacnost obima struka i VAI u detekciji metaboli¢kih
fenotipova gojaznosti. Kao deo poglavlja Rezultati su prikazane promene odnosa OxHDL/HDL-
holesterol u odnosu na stepen disfunkcije masnog tkiva. U preostalom delu poglavlja su prikazani
rezultati korelacione analize ispitivanih markera kvalitativnin karakteristika HDL cestica sa
antropometrijskim parametrima, biohemijskim profilom, LDL i HDL subfrakcijama i
koncentracijama adiponektina, leptina i SAA.

Na kraju disertacije, dati su poglavlja Diskusija i Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata
istrazivanja 1 njihove analize.

B. Opis dobijenih rezultata

U grupi ispitanika sa MS su utvrdene vise koncentracije triglicerida, ukupnog i LDL-
holesterola i niza koncentracija HDL-holesterola u odnosu na grupu bez MS. Kod ispitanika sa MS
su takode uocene promene u distribuciji LDL i HDL subfrakcija u smislu dominacije manjih
subfrakcija, vise aktivnosti LCAT i koncentracije CETP, te koncentracije OxHDL i odnosa
OxHDL/HDL-holesterol. Podela ispitanika u specifiéne potkategorije na osnovu prisustva
pojedni¢anih komponenti MS ukazala je na konzistentne promene kvalitativnih i kvantitativnih
odlika HDL cestica, i to pre svega na izmene distribucije HDL subfrakcija. Naime, u grupi
ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola je utvrdena povecana relativna
zastupljenost malih HDL cestica i poviSena aktivnost LCAT. U kategoriji ispitanika sa povisenom
koncentracijom triglicerida su utvrdeni snizena koncentracija HDL-holesterola, povecan relativni
udeo malih HDL cestica i povisene aktivnosti LCAT i CETP. U grupi ispitanika sa povisenom
glukozom naste je uoCena veca relativna zastupljenost HDL 2a subfrakcije u odnosu na grupu sa
normalnom koncentracijom glukoze. Kod ispitanika sa povecanim obimom struka je uocena veca
zastupljenost manjih HDL subfrakcija i poviSena aktivnost LCAT. Analizom markera
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antioksidativne funkcije HDL ¢estica u odnosu na prisustvo pojedinacnih komponenti MS je
utvrdena sniZzena koncentracija PON3 u grupama ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-
holesterola i pove¢anim obimom struka. Povisen odnos OxHDL/HDL-holesterol je uocen kod
ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola, poviSenom koncentracijom triglicerida i
glukoze naste u odnosu na grupe bez navedenog faktora rizika. Povisena koncentracija OxHDL je
utvrdena kod ispitanika sa poviSenom koncentracijom glukoze naste.

U slede¢em delu poglavlja Rezultati su prikazane razlike u ispitivanim parametrima izmedu
ispitanika razvrstanih u kategorije prema FLI. Kod ispitanika sa FLI>60 su utvrdene vise
koncentracije ukupnog i LDL-holesterola u odnosu na ispitanike sa FLI<30. Grupa sa FLI>60 se
odlikovala nizom koncentracijom HDL-holesterola i viSom koncentracijom triglicerida u poredenju
sa druge dve grupe sa nizim FLI. Takode, u grupi ispitanika sa FLI>60 je utvrdena veca relativna
zastupljenost malih, gustih LDL u poredenju sa osobama sa FLI<30 i veéi relativni udeo malih
HDL u odnosu na druge dve grupe. Paralelno sa porastom FLI je uoCeno poviSenje aktivnosti
LCAT. U poredenju sa FLI<30 grupom, kod ispitanika sa FLI>60 su uoceni niZza koncentracija
PON3 i viSe vrednosti odnosa OXHDL/HDL-holesterol. Imaju¢i u vidu ove rezultate, studija je
nastavljena ispitivanjem prediktivnog potencijala selektovanih markera kvalitativnih karakteristika
HDL cestica za prisustvo NAFLD. Aktivnost LCAT se izdvojila kao znacajan nezavisni prediktor
povisenih vrednosti FLI. Budu¢i da je vrednost FLI izvedena primenom matemati¢kih modela koji
ukljuCuju viSe parametara znaCajnih za etiopatogenezu NAFLD, ispitivan je nezavisan uticaj ovih
parametara na aktivnost LCAT. U modelu 1, koji je uklju¢io parametre koji se koriste za
izratunavanje FLI, samo je koncentracija triglicerida ostala znacajno povezana sa povisenom
aktivnoséu LCAT. U modelu 2, koji je pored parametara sadrzanih u modelu 1 dodatno obuhvatio
serumske lipidne parametre i starost, utvrdeno je da su koncentracije triglicerida i slobodnog
holesterola parametri koji nezavisno moduliraju aktivnost LCAT. Analiza je prosSirena ispitivanjem
nezavisnog doprinosa parametara ukljuenih u izracunavanje FLI na promene aktivnosti LCAT kod
ispitanika razli¢itog pola. U modelu 1 je koncentracija triglicerida izdvojena kao jedini nezavisan
prediktor aktivnosti LCAT kod oba pola. U modelu 2 je koncentracija triglicerida bila jedini
znacajan prediktor aktivnosti LCAT kod musSkaraca, dok je kod Zena koncentracija slobodnog
holesterola ostala nezavisno povezana sa aktivnos¢u LCAT.

Potom je prikazana uporedna analiza karakteristika HDL cestica i ostalih ispitivanih
parametara kod ispitanika sa razli¢itim fenotipovima metaboli¢kog zdravlja. U grupi ispitanika sa
prekomernom telesnom masom su uocene vise koncentracije triglicerida kod metabolicki nezdravog
fenotipa. U grupi gojaznih ispitanika je pored viSe koncentracije triglicerida, utvrdena i niza
koncentracija HDL-holesterola kod metabolicki nezdravog fenotipa. Analizom razlika u raspodeli
LDL i HDL subfrakcija je uoc¢ena dominacija manjih LDL i HDL Ccestica kod metabolicki
nezdravog fenotipa. Povisena koncentracija OXHDL je uocena kod metaboli¢ki nezdravog fenotipa
kod ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Odnos OXHDL/HDL-holesterol je bio visi kod
ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom u obe podgrupe. Zatim je procenjen kapacitet
OxHDL, HDL-holesterola i odnosa OXHDL/HDL-holesterol za predvidanje prisustva metabolicki
nezdravog fenotipa. Modeli su ukljuéili starost, pol, status puSenja, te markere insulinske
rezistencije, inflamacije, funkcije jetre i disfunkcije masnog tkiva. Odnos OxHDL/HDL-holesterol
je ostao pozitivan prediktor metaboli¢ki nezdravog fenotipa u svim modelima. Dodatnom analizom
izmedu kategorlja 1sp1tan1ka formiranih na osnovu stepena disfunkcije masnog tkiva (koja je
procenjena izraCunavanjem VAlI), je uoceno da su ispitanici sa teSkom disfunkcijom masnog tkiva
imali viSe vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol u poredenju sa ispitanicima kod kojih nije bila
prisutna disfunkcija masnog tkiva. Ispitivanje klini¢ke tacnosti selektovanih parametara za
razlikovanje metaboli¢ki nezdravog od metabolic¢ki zdravog fenotipa je izvedeno ROC analizom.
Najveca povrSina ispod krive je utvrdena za odnos OxHDL/HDL-holesterol u grupi ispitanika sa
prekomernom telesnom masom, a kod gojaznih ispitanika za HDL-holesterol. Takode je utvrdeno
da odnos OxHDL/HDL-holesterol u grupi gojaznih ispitanika ima prihvatljivu dijagnosticku
tacnost, prema Kkriterijumima definisanim u odnosu na AUC.
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U preostalom delu poglavlja Rezultati su prikazani ishodi analize korelacija izmedu markera
kvalitativnih karakteristika HDL cestica i ostalih ispitivanih parametara. Povezanost koncentracije
OxHDL i odnosa OxHDL/HDL-holesterol sa antropometrijskim parametrima, biohemijskim
profilom i karakteristikama lipoproteinskih Cestica je ispitana u objedinjenoj grupi ispitanika sa
indeksom telesne mase > 25,0. Odnos OxHDL/HDL-holesterol je pozitivno korelirao sa obimom
struka, vrednostima HOMA IR, koncentracijama triglicerida i LOOH, dok je utvrdena negativna
korelacija sa relativnom zastupljeno$¢u najvecih HDL 2b subfrakcija. U celoj grupi ispitanika,
aktivnost LCAT je pozitivno korelirala sa obimom struka, indeksom telesne mase, odnosom
leptin/adiponektin, vredostima HOMA IR, koncentracijom triglicerida, ukupnog i LDL-holesterola.
Takode, aktivnost LCAT je negativno korelirala sa relativnim udelom LDL Il, dok je utvrdena
pozitivna korelacija sa relativnom zastupljenos¢u malih HDL. Dalje je uoc¢ena negativna korelacija
koncentracije PON3 sa indeksom telesne mase i obimom struka, koncentracijom triglicerida,
odnosom leptin/adiponektin i relativnim udelom malih HDL. Poglavlje Rezultati je zaklju¢eno
prikazom korelacija koncentracija leptina, adiponektina i SAA sa koncentracijom HDL-holesterola i
relativnom zastupljenos¢u pojedinaénih HDL subfrakcija. Odnos leptin/adiponektin je negativno
korelirao sa koncentracijom HDL-holesterola i pozitivno sa zastupljeno$¢u malih HDL.

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

Promene metabolizma lipida i ugljenih hidrata formiraju vaskularno okruzenje koje
predstavlja osnovu za razvoj i1 progresiju KVB. Jedna od metabolickih promena koja doprinosi
povecanju rizika za razvoj KVB je aterogena dislipidemija, Ciji je sastavni element sniZena
koncentracija HDL-holesterola [3]. Buduci da se proteom, lipidom, metabolizam, funkcionalnost i
distribucija subfrakcija HDL menjaju u razli¢itim patofiziolo$kim stanjima, ispitivanje kvalitativnih
svojstava ovih lipoproteinskih Cestica je vazno sa stanovista procene ateroprotektivnog potencijala
pacijenata [4]. Osnovni cilj ove studije je bio procena karakteristika HDL cCestica kod MS, stanja
blisko povezanog sa razvojem KVB, ali i tip 2 dijabetes melitusom [2]. MS karakteriSe prisustvo
visestrukih metabolickih poremecaja, kao $to su dislipidemija, insulinska rezistencija, inflamacija i
disfunkcija masnog tkiva [2], koji interaktivnim delovanjem formiraju nepovoljno metabolicko
okruzenje, S$to je osnov za razvoj klinicki manifestnih komplikacija. U ovoj studiji su takode
procenjene karakteristike HDL cestica kod NAFLD, kao stanja blisko povezanog sa MS [5]. Novije
smernice u oblasti ispitivanja metabolickog profila kod MS i pridruzenih stanja ukljucuju i analizu
metaboli¢kog profila kod razli¢itih metabolickih fenotipova gojaznosti, pa je takvom analizom
dopunjena ova doktorska disertacija.

Jedna od karakteristicnih metaboli¢kih promena kod MS je izmenjen metabolizam
lipoproteina u pravcu razvoja aterogene dislipidemije ¢iji su elementi hipertrigliceridemija, snizena
koncentracija HDL-holesterola i dominacija manjih LDL ¢estica [2]. Dodatno, u studiji koju su
sproveli Lagos i saradnici utvrdena je izmenjena distribucija HDL subfrakcija kod MS, u smeru
dominacije manjih Cestica [6]. Sve prethodno navedene komponente dislipidemije, kao i poviSena
koncentracija CETP kod MS su uocene i u ovoj studiji. Buduéi da je CETP jedan od znac¢ajnih
modulatora strukture lipoproteinskih Cestica ¢ija poviSena aktivnost rezultuje formiranjem malih
HDL i LDL cestica [7], rezultati ove doktorske disertacije potvrduju postojanje visestrukih
mehanizama koji doprinose promeni balansa lipoproteina u MS. Na nove komponente dislipidemije
kod MS ukazuje studija koju su sproveli Hurtado-Roca i saradnici [8], u kojoj je utvrdena povisena
koncentracija oksidovanog LDL kod ovog stanja. Oksidovani LDL je dobro poznat ucesnik u
razvoju ateroskleroze i kardiovaskularnih komplikacija, a u ovoj doktorskoj disertaciji je utvrden i
povisen stepen oksidativne modifikacije HDL kod MS. Oksidativna modifikacija HDL je u manjoj
meri ispitivana u odnosu na LDL, a narocito su retke studije koje su se bavile sveobuhvatnim
izmenama kvaliteta ovih Cestica, Sto ukljuuje ne samo stepen oksidacije, nego i1 izmene raspodele
subfrakcija, remodelovanje i promene aktivnosti znacajnih konstituenata HDL Cestica. Rezultati ove
studije su znacajni s obzirom da ukazuju na slozene izmenama svojstava HDL kod MS, sto
nesumnjivo doprinosi povisenom riziku od KVB kod ovog stanja.
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Do sada dostupni podaci ukazuju na promene remodelovanja HDL cestica u prisustvu
metabolickih poremecaja povezanih sa MS. Naime, u uslovima hipertrigliceridemije dolazi do
akumulacije manjih HDL cestica [6, 7], $to je uoceno i u ovoj studiji. U Kkategoriji ispitanika sa
hipertrigliceridemijom je takode potvrden obrazac po kome se, zbog smanjenog sadrzaja holesterola
u manjim HDL subfrakcijama [9], akumulacija manjih HDL cestica manifestuje snizenjem
koncentracije HDL-holesterola. Rezultati drugih autora ukazuju na remodelovanje HDL cestica u
korist dominacije manjih subfrakcija kod ispitanika sa povecanim obimom struka i sa poremec¢ajima
tolerancije glukoze [10, 11]. Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju obrazac remodelovanja
HDL u skladu sa prethodno navedenim nalazima. Takode, rezultati ove studije naglasavaju znacaj
naprednih tehnika procene kvalitativnih svojstava HDL radi uvida u metabolizam lipoproteinskih
Cestica. Naime, promene kvalitativnih svojstava HDL nisu nuzno pra¢ene smanjenjem kocentracije
HDL-holesterola, tako da je kompletan uvid u status ovog ateroprotektivnog lipoproteina mogué
samo uz pomo¢ dodatnih analitiCkih postupaka, koji jo§ uvek nisu deo rutinske laboratorijske
prakse.

U ovoj studiji je procenjen i stepen oksidativne modifikaciije HDL u zavisnosti od prisustva
pojedinac¢nih komponenti MS. Prethodno su Kotani i saradnici su utvrdili povisen stepen oksidacije
HDL cestica kod ispitanika sa povisenom glukozom naste [12]. Rezultati ove studije podrzavaju te
nalaze. Pored toga, u ovom istrazivanju je utvrden poviSen stepen oksidativne modifikacije HDL
Cestica 1 u kategoriji ispitanika sa hipertrigliceridemijom. Ceriello i saradnici su ustanovili
povezanost postprandijalne hipertrigliceridemije i hiperglikemije sa razvojem oksidativnog stresa
[13]. U skladu sa tim, uoc¢eni poviSen stepen oksidativne modifikacije HDL Cestica kod ispitanika sa
hipertrigliceridemijom bi mogao barem delom da se pripiSe metabolickim promenama nastalim
usled poviSene koncentracije triglicerida.

LCAT je jedan od klju¢nih ¢inilaca za sazrevanje HDL cCestica u smislu obogacivanja jezgra
ovih lipoproteina estrima holesterola [9]. Na osnovu analize rezultata veéeg broja studija, Rousset i
saradnici su sugerisali da uloga LCAT u pro- ili antiaterogenim procesima zavisi od metabolickog
profila ispitanika [14]. U ovoj studiji je uo¢ena poviSena aktivnost LCAT kod ispitanika sa MS, §to
je u skladu sa rezultatima studije koju su sproveli Dullaart i saradnici [15]. U navedenom
istrazivanju je takode utvrdena i pozitivna veza izmedu aktivnosti ovog enzima i debljine intime-
medije karotidne arterije [15], §to govori o povisenoj aktivnosti LCAT kod proaterogenih procesa.
PoviSena aktivnost LCAT je u ovoj studiji utvrdena 1 u kategorijama ispitanika sa sniZenom
koncentracijom HDL-holesterola, hipertrigliceridemijom i poveéanim obimom struka. Navedeni
rezultati govore u prilog povezanosti povisene aktivnost LCAT sa faktorima rizika za KVB.

U oblasti izu¢avanja metabolickih promena kod MS i srodnih stanja, brojne studije su bavile
ispitivanjem proaterogenih procesa kod pacijenata sa NAFLD. Budué¢i da je jetra centralni
regulatorni organ u metabolizmu ugljenih hidrata i lipida, patoloski procesi koji se javljaju u sklopu
NAFLD se ispoljavaju, izmedu ostalog, i preko izmenjenog metabolizma ovih biomolekula. Noviji
podaci iz oblasti izu¢avanja karakteristika HDL govore o povezanosti modulatora strukture HDL sa
NAFLD [16]. Nass i saradnici su utvrdili pozitivnu povezanost izmedu aktivnosti LCAT i poviSenih
vrednosti FLI [16]. U ovoj doktorskoj disertaciji je aktivnost LCAT prepoznata kao znacajan
prediktor poviSenih vrednosti FLI. Stoga, rezultati ove studije podrzavaju i prosiruju prethodne
nalaze pruzajuc¢i nove podatke o nezavisnoj povezanosti LCAT i NAFLD. Pored toga, kod NAFLD
su utvrdene i promene u remodelovanju lipoproteina u smeru dominacije manjih LDL i HDL
subfrakcija [17-19], §to je potvrdeno i u ovoj studiji.

Istrazivanja antioksidativne funkcije HDL do sada nisu pruzila definitivan odgovor na
pitanje da li se i u kom smeru menja paraoksonazna aktivnosti PON1 kod ispitanika sa NAFLD [6,
20-22]. Van den Berg i saradnici nisu utvrdili razliku u arilesteraznoj aktivnosti PON1 izmedu
ispitanika kategorizovanih na osnovu rastu¢ih vrednosti FLI [23]. Rezultati ove doktorske
disertacije podrzavaju te nalaze ukazujuéi na to da nepovoljni metaboli¢ki uslovi kod pacijenata sa
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poviSenim vrednostima FLI nisu ostvarili negativan uticaj na aktivnost PON1. Na znacaj paralelne
procene PON1 i PON3 upucuje studija koju su sproveli Marsillach i saradnici medu ispitanicima sa
autoimunim bolestima [24]. U navedenoj studiji [24] je utvrdeno snizenje koncentracije PON3 u
HDL ¢esticama u podgrupi ispitanika sa subkliniCkom aterosklerozom, bez razlika u koncentraciji
PON1 izmedu kategorija sa i bez subklini¢ke ateroskleroze. Obrazac prema kome sniZena
koncentracija PON3 nije pra¢ena promenom koncentracije PON1 je uocen i u ovoj studiji. PON3 je
najmanje izuc¢avan ¢lan porodice paraoksonaza i do sada nema podataka o promeni koncentracije 1
aktivnosti PON3 kod NAFLD. Stoga, snizena koncentracija PON3 kod NAFLD utvrdena u ovoj
doktorskoj disertaciji, pruza podatke za ovu nedovoljnu istrazenu oblast. Razvoj oksidativnog stresa
je jedna od metaboli¢kih promena karakteristicna za NAFLD [25]. U skladu sa tim, u nasoj studiji
je utvrden povisen stepen oksidativne modifikacije HDL cestica kod ispitanika sa poviSenim
vrednostima FLI. Ukupno, ukazuju¢i na izmenjene kvalitativne karakteristike HDL kod povisenih
vrednosti FLI, rezultati nase studije pruzaju podatke o dodatnim komponentama dislipidemije u
NAFLD koji mogu doprineti proaterogenom okruzenju kod ovog stanja.

Karakteristike HDL cestica su dodatno analizirane u razli¢itim metabolickim fenotipovima
gojaznosti kod gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Analizom lipidnog profila
nisu utvrdene razlike u koncentraciji HDL-holesterola izmedu metaboli¢kih fenotipova u grupi
ispitanika sa prekomernom telesnom masom, iako je navedeni parametar bio jedan od kriterijuma za
definiciju fenotipa. Nedostatak razlike u koncentraciji HDL-holesterola izmedu metaboli¢kih
fenotipova gojaznosti je uocen i u studiji koju su sproveli Lynch i saradnici [26]. Medutim,
analizom lipoproteinskih subfrakcija je utvrdena redistribucija ka manjim LDL i HDL cesticama
kod metabolicki nezdravog fenotipa, $to je u skladu sa podacima studije koju su sproveli Phillips i
saradnici [27]. Ovakvi rezultati jo§ jednom ukazuju na znacaj dodatnih analiza profila
lipoproteinskih Cestica u sveobuhvatnoj individualnoj proceni rizika za nastanak ateroskleroze.
Aktuelne preporuke se uglavnom oslanjaju na rutinsko merenje koncentracije holesterola u LDL i
HDL frakciji plazme u cilju procene dislipidemije, iako brojni nauc¢ni rezultati, pa i ova doktorska
disertacija isti¢u potencijalnu korist koju bi ukljucivanje proSirene analize lipidnog profila donelo
primarnoj prevenciji KVB.

U naSoj studiji su kod ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom utvrdene viSe
vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol, zajedno sa trendom paralelne promene koncentracije
LOOH. Kim i saradnici su prethodno ustanovili poviSen stepen oksidativnog stresa pracen
povisSenjem koncentracije oksidativno modifikovanih LDL d{estica kod metabolicki nezdravog
fenotipa [28]. Rezultati ove studije potvrduju i prosiruju prethodne izvestaje pruzajuci podatke o
struktrunim promenama HDL ¢estica kod metaboli¢ki nezdravog fenotipa gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom. Iz navedenih podataka proisti¢e da povisen odnos OxHDL/HDL-
holesterol moze biti dodatni pokazatelj naruSenog metabolickog zdravlja gojaznih 1 ispitanika sa
prekomernom telesnom masom.

Pozitivna korelacija izmedu odnosa leptin/adiponektin i relativnog udela malih HDL cestica
je u skladu sa podacima o povezanosti disfunkcije masnog tkiva sa remodelovanjem lipoproteina u
korist dominacije manjih Cestica [29]. U ovoj studiji je utvrdena je negativna korelacija PON3 sa
odnosom leptin/adiponektin, indeksom telesne mase i obimom struka, kao i sa relativnim udelom
malih HDL cestica. Sa druge strane, postoje i podaci koji ukazuju na to da indeks telesne mase i
koncentracija PON3 nisu u korelaciji [30]. Davidson i saradnici su prethodno ustanovili da kod
normolipemic¢nih ispitanika PON3 prevashodno ulazi u sastav malih HDL ¢estica [31], dok nema
podataka o sadrzaju PON3 u HDL subfrakcijama pod metabolickim uslovima koji menjaju
metabolizam HDL &estica i distribuciju HDL subfrakcija. S obzirom da je PON3 najmanje izu¢avan
¢lan iz porodice paraoksonaza, buduc¢a istrazivanja bi trebalo da rasvetle uticaj metabolic¢kih
promena koje uslovljavaju redistribuciju HDL ¢estica na sadrzaj PON3 u pojedina¢nim HDL
subfrakcijama. Ukupno uzevsi, rezultati ove doktorske disertacije podrzavaju pristup po kome je za
potpuni uvid u svojstva HDL cestica, pored odredivanja koncentracije HDL-holesterola, potrebno

7



proceniti markere kvalitativnih karakteristika HDL. Pokazano je da su izmenjene kvalitativne
osobine HDL c¢estica dodatni element dislipidemije kod MS i srodnih stanja. S obzirom na to da je
HDL jedina klasa lipoproteinskih Cestica koja ostvaruje antiaterogeno delovanje, promena
kvalitativnih svojstava ovih lipoproteina moze biti ¢inilac koji doprinosi proaterogenom okruzenju
kod MS i pridruzenih poremecaja.

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 136 izvora. Preklapanje
teksta sa jednim izvorom iznosi 2%, sa tri izvora 1%, a u svim ostalim slu¢ajevima je sli¢nost teksta
iznosila manje od 1%. Detaljnim uvidom u materijal utvrdeno je da je podudarnost teksta posledica
koriS¢enja naziva odredivanih analita, reagenasa i primenjenih instrumentalnih 1 statistickih metoda,
te navodenja opStih mesta u vezi sa temom disertacije.

Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Jelene Jana¢ u potpunosti
originalna, kao 1 da su poStovana akademska pravila citiranja.

E. Zakljucak - obrazloZenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

KVB predstavljaju vodec¢i uzrok mortaliteta i morbiditeta Sirom sveta [32], te se ulazu
znacajni napori u cilju prevencije ovih bolesti. lako su do sada sprovedene brojne studije u oblasti
istrazivanja metaboli¢kog profila koje pogoduje proaterogenim procesima, potraga za novim
markerima povisenog kardiometabolickog rizika je predmet savremenih istrazivanja. Noviji stavovi
sugeriSu da je procena kvalitativnih i funkcionalnih svojstava HDL c¢estica pravac u kome treba
prosiriti istrazivanja lipidnog profila kod aterosklerotskih bolesti [33]. U ovoj doktorskoj disertaciji
su procenjene karakteristike HDL cestica kod MS i pridruzenih stanja koja su povezana sa
povisenim rizikom od KVB. lako je njihova uloga u procesu aterogeneze dugo bila stavljana u drugi
plan, savremena nauka se u velikoj meri okrece istrazivanju sastava i funkcionalnih svojstava HDL.
Ovaj lipoproten ima najkompleksniju gradu u odnosu na sve ostale klase lipoproteina, a uloga svih
pojedina¢nih komponenti koji ulaze u sastav HDL nije joS uvek razjasnjena. U tom smislu, studije
koje pruzaju sveobuhvatni uvid u strukturu, ali i funkcionalna svojstva HDL u razli¢itim
patofizioloSkim stanjima su od nesumnjivog znacaja, pre svega za primarnu prevenciju KVB.
Imajué¢i u vidu prevalencu gojaznosti, MS 1 NAFLD u savremenom svetu, razvoj pouzdanih i
dostupnih biomarkera poviSenog kardiometabolickog rizika u ovim stanjima je jedan od primarnih
ciljeva biomedicinskih istrazivanja. U skladu s tim, sveobuhvatna analiza kvalitativnih i
kvantitativnih svojstava lako dostupnog serumskog biomarkera sa mnogostrukim funkcijama, kao
Sto je HDL, je od izuzetne vaznosti. Ova doktorska disertacija fokusirana je na analizu nekoliko
kljuénih kvalitativnih i kvantitativnih svojstava HDL, te modulatora funkcije ovog lipoproteina
upravo kod pacijenata sa poviSenim kardiometabolickim rizikom, pa stoga moze pruziti znacajan
doprinos veoma aktuelnim istraZivanjima u ovoj oblasti.

Rezultati ove studije ukazuju na izmenjene karakteristike HDL Cestica kod MS 1 pridruzenih
stanja. Utvrdeno je da se izmenjene osobine HDL cestica kod pacijenata sa MS ne manifestuju
samo kao snizenje koncentracije HDL-holesterola, ve¢ i da obuhvataju remodelovanje u korist
dominacije manjih HDL subfrakcija i povisen stepen oksidativne modifikacije HDL ¢estica. Kod
ispitanika sa poviSenim vrednostima FLI, kao surogat markera za prisustvo NAFLD, su takode
uocene izmenjene osobine HDL c¢estica: dominacija manjih subfrakcija, narusena antioksidativna
aktivnost i poviSen stepen oksidativne modifikacije. Navedeni nalazi ukazuju na slozene izmene
svojstava HDL u nepovoljnim metabolickim uslovima, $to predstavlja dodatni element
dislipidemije kod MS i NAFLD. Analizom svojstva HDL cestica kod metaboli¢kih fenotipova
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gojaznosti je utvrdeno da strukturne izmene HDL Ccestica, odnosno poviSen stepen oksidativne
modifikacije, mogu biti dodatni pokazatelj naruSenog metabolickog zdravlja. Rezultati ove
doktorske disertacije naglasavaju znacaj prosirenja standardne procene lipidnog profila, barem u
rizinim kategorijama sa poviSenim rizikom za KVB, u smislu uklju¢ivanja analize kvalitativnih
svojstava HDL cestica radi procene svih komponenata dislipidemije i proaterogenog metabolickog
okruzenja.
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F. Objavljeni rezultati koji ¢ine deo doktorske disertacije
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G. Misljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja znacajan
nauc¢ni doprinos u oblasti medicinske biohemije. Novije tendencije u oblasti ispitivanja
metabolizma lipoproteina ukljuéuju procenu funkcionalnih i strukturnih svojstava HDL. Ova studija
pruza podatke o izmenjenim kvalitativnim svojstima HDL c¢estica i modulatorima njihove strukture
kod MS i srodnih stanja. Rezultati ove studije ukazuju na znacaj procene kvalitativnih karakteristika
HDL ¢estica, pored odredivanja koncentracije HDL-holesterola, kod stanja sa povi§enim rizikom od
KVB. Rezultati ove doktorske disertacije su publikovani u dva rada u medunarodnim ¢asopisima
kategorije M22 i M23.

Stoga predlazemo Nastavno-nau¢nom Vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati ovaj izvestaj i uputi ga Vecu nau¢nih oblasti medicinskih nauka radi dobijanja
saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom ,Ispitivanje kvalitativnih i
kvantitativnih karakteristika lipoproteina visoke gustine i njihove povezanosti sa markerima
dislipidemije 1 metabolickog sindroma®, kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog
biohemicara Jelene Janac.
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