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Izvod

Hroni¢na bolest bubrega (HBB) predstavlja stanje koje se karakteriSe brojnim
tradicionalnim i netradicionalnim faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB).
Dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija zahvaljuju¢i medusobnim interakcijama
predstavljaju faktore koji znafajno doprinose patogenezi i progresiji ateroskleroze kod
bolesnika sa HBB. Paraoksonaza 1 (PONI) je glavni antioksidativni enzim na HDL
Cesticama, koji svoj antiaterogeni potencijal ostvaruje mehanizmima koji spreCavaju
oksidaciju lipoproteina niske gustine (LDL). Prema in vitro studijama u reverznom transportu
holesterola mogu ucestvovati i membrane eritrocita koje razmenjuju holesterol (RBC-Mh) sa
drugim lipoproteinima, kao 1 hemoglobin koji privremeno uklanja viSak holesterola tako Sto
gradi Hb-holesterol kompleks (Hb-h). Brojne studije su pokazale da inflamacija ima vaznu
ulogu u inicijaciji i progresiji ateroskleroze. Takode, remodelovanje ekstracelularnog
matriksa (ECM) i neadekvatna aktivnost matriks metaloproteinaza (MMP) i tkivnih inhibitora
matriks metaloproteinaza (TIMP), kao i galektin-3 doprinose napredovanju hroni¢ne bolesti
bubrega i razvoju ateroskleroze kod ovih bolesnika. Cilj ove studije je bio ispitivanje
parametara dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije u krvi bolesnika sa HBB,
bolesnika na hemodijalizi i1 zdravih ispitanika. Takode, ova studija je imala za cilj i
ispitivanje uticaja pomenutih faktora rizika na redoks status u glavnim lipoproteinskim
frakcijama 1 na remodelovanje ECM. Cilj je bio 1 izraCunati odgovarajue skorove
dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije kako bi se procenio sinergisticki efekat ovih
procesa kao i efekat koji zajedno ostvaruju na oksidativno-stresni status u lipoproteinskim
frakcijama kod bolesnika sa razli¢itim stepenom bubreZnog oStecenja.

U istraZivanju je ucestvovalo 77 bolesnika sa razli¢itim stepenom oStecenja funkcije
bubrega i 40 zdravih ispitanika. IstraZivanje je planirano i sprovedeno prema etickim

principima u skladu sa HelsinSkom deklaracijom.

Svi parametri oksidativnog stresa, totalni oksidativni status (p<0,01), uznapredovali
produkti oksidacije proteina (AOPP) (p<0,01) i tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance
(p<0,05) su bili znacajno visi kod bolesnika sa oSteCenom funkcijom bubrega u odnosu na
zdrave ispitanike. Vrednosti Hb-h u obe grupe bolesnika su bile nize u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0,001), dok je s druge strane RBC-Mh bio povisen kod bolesnika na hemodijalizi u
poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,01). Zdravi ispitanici su imali znacajno visi relativni
udeo HDL?2 subfrakcija u odnosu na bubreZne bolesnike (p<0,05). Koncentracija i aktivnost

PONI1 u serumu su bile znac¢ajno nize u obe grupe bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike



(p<0,001). Arilesterazna aktivhost PON1 je bila statisticki znacajno niZza kod bubreZnih
bolesnika i na HDL2 i na HDL3 subklasama (p<0,001). Utvrdeno je da nakon hemodijalize
dolazi do znac¢ajnog povecanja paraoksonazne aktivnosti PON1 (p<0,01), dok je arilesterazna
aktivnost PON1 bila niZza posle hemodijalize (p<0,01). Znacajno niZza koncentracija PON1
izmerena je kod bubreznih bolesnika u izolovanoj HDL lipoproteinskoj frakciji u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001), dok se vrednosti izmerene u ostalim lipoproteinskim frakcijama
nisu razlikovale izmedu bolesnika i zdravih. Poredenjem lipoproteinskih frakcija,
koncentracija AOPP je bila najviSa u VLDL c¢esticama u odnosu na ostale lipoproteinske
Cestice u svim analiziranim grupama (p<0,001). Koncentracija inflamatornog markera-
pentraksina-3 je znacajno visa kod bolesnika sa HBB (p<0,01) i bolesnika na hemodijalizi
(p<0,001) u poredenju sa zdravim ispitanicima. Takode, koncentracije MMP-9 i TIMP-1 su
bile vise kod bubreznih bolesnika (p<0,01 i p<0,001, redom) u odnosu na zdrave ispitanike,
dok je koncentracija galektina-3 bila znacajno viSa u kontrolnoj grupi nego kod bubreznih
bolesnika (p<0,05). Nakon statistiCke analize uoceno je da su vrednosti pojedinacnih skorova
1 zbirnog DOI skora bile poviSene kod bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike
(p<0,001). ROC analiza je pokazala da DOI skor ima izvanrednu sposobnost (AUC=0,920,

p<0,001) u razdvajanju bolesnika sa oSte¢cenom funkcijom bubrega od zdravih ispitanika.

Detaljnom analizom dislipidemije, oksidativnhog stresa i inflamacije, kao 1
sagledavanjem kompleksnih interakcija izmedu razlicitih faktora rizika kod bolesnika sa
HBB, pruza se bolji uvid u mehanizam nastanka i progresije KVB kod ovih bolesnika.
Izracunavanje skora dislipidemije, oksidativno-strsnog skora i skora inflamacije moZe biti
korisno u proceni koji proces je dominantno prisutan u razli¢itim grupama pacijenata i samim
tim moZe sluziti kao vodi€ za dalje preventivne mere koje treba primeniti kako bi se smanjili

dominantno prisutni kardiovaskularni faktori rizika.
Kljuéne reci: Dislipidemija, oksidativni stres,inflamacija, lipoproteinske Cestice.
Naucna oblast: Medicinske nauke- Farmacija
UZa naucna oblast: Medicinska biohemija

UDK broj: 615:577.115:616.61-008.6(043.3)
Abstract

Chronic kidney disease (CKD) presents condition that is characterized by numerous

traditional and non-traditional risk factors for developing cardiovascular disease (CVD).



Dyslipidemia, oxidative stress and inflammation due to mutual interaction are factors that
significantly contribute to the pathogenesis and progression of atherosclerosis in patients with
CKD. Paraoxonase 1 (PONT1) is the main antioxidant enzyme on HDL particles, which has
antiatherogenic potential by mechanisms that inhibit oxidation of low density lipoprotein
particles (LDL). In accordance to in vitro studies reverse cholesterol transport could involve
erythrocyte membranes that exchange free cholesterol (RBC-Mc) with other lipoproteins, as
well as hemoglobin that temporarily removes excess of cholesterol by building Hb-
cholesterol complex (Hb-c). Numerous studies have shown that inflammation plays an
important role in initiation and progression of atherosclerosis. Also, extracellular matrix
(ECM) remodeling and inadequate activity of matrix metalloproteinase (MMP) and tissue
matrix metalloproteinase inhibitors (TIMP) as well as galectin-3 also contribute to the
progression of chronic kidney disease and atherosclerosis in these patients. The aim of this
study was to examine the parameters of dyslipidemia, oxidative stress and inflammation in
serum of patients with CKD, dialysis patients and healthy subjects. Also, this study was
aimed at examining the influence of the mentioned risk factors on redox status in major
lipoprotein fractions and on ECM remodeling. The aim was to calculate summary score of
dyslipidemia, oxidative stress and inflammation to evaluate the synergistic effect of these
processes as well as the effect on oxidative stress status in lipoprotein fractions in patients

with different degrees of renal impairment.

The study included 77 patients with different stage of renal function impairment and
40 healthy subjects. The research is planned and implemented according to ethical principles

in accordance with the Helsinki Declaration.

Healthy subjects had a significantly higher percentage of HDL2 subfractions
compared to renal patients (p <0.05). The values of Hb-c in both patients groups were lower
than in control group (p <0.001), while values of RBC-Mc were elevated in dialysis patients
compared to the control group (p <0.01). All parameters of oxidative stress, total oxidative
status (p <0.01), advanced oxidation protein products (AOPP) (p <0.01) and thiobarbituric
acid reactive substances (p <0.05) were significantly higher in patients with impaired renal
function compared to healthy subjects. Concentration and activity of PON1 in serum were
significantly lower in both groups of patients compared to healthy subjects (p <0.001).
Arylesterase activity of PON1 was significantly lower in renal patients on HDL2 and HDL3
subclasses (p <0.001). It was found that after hemodialysis there was a significant increase in

paraoxonase activity of PON1 (p <0.01), while arylesterase activity of PON1 was lower after



dialysis (p <0.01). A significantly lower concentration of PON1 was observed in renal
patients in the isolated HDL lipoprotein fraction compared to the control group (p <0.001),
whereas the values found in other lipoprotein fractions were not different between patients
and healthy subjects. Comparison of lipoprotein fractions, have shown that concentration of
AOPP was highest in VLDL particles compared to other lipoprotein particles in all analyzed
groups (p <0.001). Concentration of inflammatory marker-pentraxin-3 was significantly
higher in patients with CKD (p<0.01) and dialysis patients (p<0.001) compared to healthy
subjects. Also, concentrations of MMP-9 and TIMP-1 were significantly higher in renal
patients (p <0.01 and p<0.001, respectively) compared to healthy subjects, whereas galectin-3
concentration was significantly higher in the control group than in renal patients (p <0.05).
After the statistical analysis, the values of the single scores and the DOI score were
significantly elevated in the renal patients compared to the healthy subjects (p <0.001). ROC
analysis showed that the DOI score showed a significant ability (AUC = 0.920, p <0.001) in

the separation patients with impaired renal function from healthy subjects.

Detailed analysis of dyslipidemia, oxidative stress and inflammation, as well as the
examination of complex interactions between different risk factors in patients with CKD
provides a better insight into the mechanism of development and progression of CVD in these
patients. Estimation of dyslipidemia score, oxy score, and inflammation score could be useful
in evaluation process that is dominantly presented in patient group and consequently as a
guide for further preventive measures in order to minimize distinct cardiovascular risk

factors.
Key words: Dyslipidemia, oxidative stress, inflammation, lipoprotein particles
Scientific field: Medical sciences- Pharmacy
Special topic: Medical biochemistry

UDC N°: 615:577.115:616.61-008.6(043.3)



Skrecenice u tekstu:

HBB- Hroni¢na bolest bubrega

TBB- Terminalna bubreZna bolest

HIV- Virus humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus)
SAD- Sjedinjene Americke drzave

KDOQI- Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
JGF- Jacina glomerularne filtracije

KVB- Kardiovaskularne bolesti

AHA- American Heart Assocation

LDL-h- Holesterol u lipoproteinima niske gustine
HDL-h- Holesterol u lipoproteinima visoke gustine
ApoC- Apoliprotein C

ApoE- Apoliprotein E

VLDL- Lipoprotein veoma niske gustine

LDL- Lipoprotein niske gustine

HDL- Lipoprotein visoke gustine

HMG-CoA reduktaza- Hidroksi-3-metil glutaril-CoA reduktaze
sdLDL- Male guste LDL cestice (eng.small dense LDL)
CETP- Holesterol estar transferni protein

oxLDL- Oksidovani lipoprotein niske gustine

apoA-I- Apoliprotein A-I

mRNK- Informaciona RNK (eng. Messenger RNA)

ABCA-1- ATP-vezuju¢i kasetni transporter klase Al (eng. ATP-binding cassette transporter-
Al)

ACAT- Acetil-koenzim A acetiltransferaze
LCAT- Lecitin-holesterol aciltransfereza

ABCG-1- ATP-vezuju¢i kasetni transporter klase G1 (eng. ATP-binding cassette transporter-
GI)



MCP-1- Monocit hemotaksni protein (eng. Monocyte chemoattractant protein-1)
LRP- LDL povezan protein (eng. Lipoprotein receptor-related proteins)

SR-B1- SkevindZer receptori klase B1 (eng. scavenger receptor class B1)
PONI1- Paraoksonaza-1

PAF-AH- Acetilhidrolaza faktora aktivacije trombocita

PON2- Paraoksonaza-2

PON3- Paraoksonaza-3

FC- Slobodan holesterol (eng.Free cholesterol)
CE- Estar holesterola (eng. Cholesterol ester)
RBC- Eritrociti (eng. Red blood cell)

LDL-R- Receptori za LDL

ABCGS5/8- ATP-vezuju¢i kasetni transporter klase G5/8 (eng. ATP-binding cassette
transporter-G5/8)

UV zracenje- Ultravioletno zracenje
ROS- Reaktivna kiseoni¢na jedinjenja (eng.Reactive oxygen species)
Oy " - Superoksidni anjon
H,0,-Vodonik peroksid

HO- Hidroksi radikal

HOO'- Hidroperoksil radikal

OCI - Hipohloritini anjon

NO- Azotmonoksidni radikal

NO,'- Azotdioksidini radikal

ONOQO' - Peroksinitritni anjon

NO- Azot-monoksid

DNK- Dezoksiribonukleinska kieslina
IL-1- Interleukin-1

IL-6- Interleukin-6



TNF-a- Faktor nekroze tumora o

hsCRP- Visoko osetljivi C reaktivni protein (eng. High sensitive C reactive protein)
ECM- Ekstracelularni matriks

MMP- Matriks metaloproteinaze

TIMP- Tkivni inhibitor matriksmetaloproteinaza

AGE- Uznapredovali krajnji produkti glikacije (eng. Advanced Glycation End-products)

RAGE- Receptori za uznapredovale krajnje produkte glikacije (eng. Receptor for Advanced
Glication End-products)

ITM- Indeks telesne mase

EDTA- Etilendiaminotetrasiréetna kiselina

UH- Ukupan holesterol

apoB-100- Apolipoprotein B-100

MDRD- Modification of Diet in Renal Disease

metHb- Methemoglobin

Hb- Hemoglobin

RBC-Mh- Holesterol iz membrane eritrocita

Hb-h- Holesterol vezan za hemoglobin

FRS- Framingamski skor rizika

ABTS- 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
TAS- Totalni antioksidativni status (eng Total antioxidative status)
TOS- Totalni oksidativni status (eng. Total oxidative status)

AOPP - Uznapredovali produkti oksidacije proteina (eng. Advanced oxidation protein
products)

SH-grupe- Sulthidrilne grupe (eng. Sulfhydryl groups)
DTNB- 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojevom kiselinom

TBARS- Tiobarbituratna kiselina reagujuce supstance (eng. Thiobarbituric acid reactive
substances)

PAB- Prooksidativno-antioksidativni balans



TMB- 3,375,5 -tetrametilbenzidin

HKU- Hidrogen-peroksid komplementarne jedinice

ELISA- Enzimski imunoesej (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay)
d- Gustina uzorka (reagensa)

DOI- Skor dislipidemije-oksidativno-stresnog statusa-Inflmacije (eng.Dyslipidemia score-
Oxidative stress score-Inflammation score)

CI- Interval pouzdanosti (eng. Confidence interval)
x2- Chi-kvadrat

ANOVA- Analiza varijanse

ANCOVA- Analiza kovarijanse

ROC- Receiver Operating Characteristics

AUC- PovrSina ispod ROC krive (eng. Area under the curve)
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1. Uvod
1.1 Epidemiologija hroni¢ne bolesti bubrega

Hroni¢na bolest bubrega (HBB) predstavlja grupu heterogenih poremecaja koji
zahvataju strukturu i funkciju bubrega, a koji se medusobno razlikuju po uzroku, stepenu
tezine bolesti 1 progresiji (1). Imaju¢i u vidu da bubrezi zauzimaju centralnu ulogu u
odrZavanju homeostatskih mehanizama u organizmu, patoloski procesi i promene koje dovode
do smanjenja bubrezne funkcije predstavljaju jedan od vodec¢ih uzroc¢nika morbiditeta i
mortaliteta Sirom sveta (2). Asimptomatski tok u ranim stadijumima bolesti i neadekvatan
tretman dovode do potpunog gubitka funkcije bubrega i nastanka terminalne bubreZne bolesti
(TBB) kada pacijenti zahtevaju dijalizu ili transplantaciju bubrega kako bi odrzali vitalne
funkcije (3). Prema rezultatima najnovijih studija, preko dva miliona pacijenata je trenutno na
terapiji dijalizom Sto predstavlja samo 10 % od ukupnog broja kojima je ovaj tretman
potreban (4,5). Takode prema procenama proisteklim iz ovih studija smatra se da ¢e do 2030.
godine broj pacijenata na dijalizi dosti¢i 5,5 miliona na svetskom nivou (5,6). Naime rezultati
ovih studija pokazuju da 10-15% svetske populacije, ta¢nije oko 600 miliona ljudi ima
odredeni oblik HBB (5,6). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije iz 2012. godine,
1,5 % svih smrtnih slu¢ajeva u svetu mogu se pripisati HBB, pri ¢emu se na listi vodec¢ih
uzro¢nika smrti, nalazi na ¢etrnaestom mestu (7). Studija Global Burden of Disease je 1990.
godine rangirala HBB kao 27. uzro¢nik smrtnosti, za samo dve decenije, 2010. godine HBB
su zauzele 10. mesto, ovakav porast osim HIV (eng. human immunodeficiency virus) infekcije
nije zabelezila ni jedna druga bolest (8). U Srbiji je 2015.godine metodama za zamenu
funkcije bubrega leCeno 5673 bolesnika, a 818 novih bolesnika je zapocelo leCenje, pri ¢emu
se smatra da je broj obolelih u ranijim stadijumima bolesti bubrega znatno veéi (9). Takode,
uocena je tendencija opadanja broja umrlih bolesnika leCenih metodama za zamenu funkcije
bubrega, tako je 2015. godine u Srbiji umrlo 632 bolesnika koji su leceni metodama za
zamenu funkcije bubrega, dok je u 2014.godine broj umrlih bolesnika iznosio 762 (9,10).
Generalno, incidenca i prevalenca HBB se dosta razlikuju izmedu zemalja i regiona (11).
Karakteristicno je da se broj obolelih u razliitim stadijumima HBB razlikuje izmedu
razvijenih zemalja i zemlja u razvoju, Sto se najceS¢e pripisuje razliCitom nacinu Zivota,
socioekonomskom statusu, rasi, ceni zdravstvenog osiguranju u toj zemlji, ali 1 Zivotnom veku

stanovnisStva (12).



1.2. Faktori rizika za nastanak hroni¢ne bolesti bubrega

Imajuc¢i u vidu stalni porast broja bolesnika sa HBB, kao i bolesnika na dijalizi,
poslednjih decenija sve se viSe paznje posvecuje ranom prepoznavanju faktora rizika koji
postepeno mogu dovesti do razvoja bolesti bubrega, kao i njihovoj prevenciji. Zbog
heterogenosti i sloZenosti interakcija izmedu razliCitih faktora rizika, predloZena je podela na
inicirajuce 1 faktore rizika koji ubrzavaju progresiju HBB (13). U inicirajuce faktore koji se
povezuju sa razvojem bolesti bubrega spadaju dijabetes, muski pol i starije Zivotno doba, a u
faktore koji se povezuju sa pogorSanjem stanja bubrega spadaju hipertenzija, proteinurija i
hiperurikemija (13). Mnogo CeS¢e koriS¢ena podela jeste na tradicionalne i1 netradicionalne
faktore rizika koji mogu dovesti do HBB, a zatim 1 do terminalne bubrezne bolesti (14). U
tradicionalne faktore rizika spadaju: dijabetes, hipertenzija, gojaznost i starije Zivotno doba a
u netradicionalne glomerulonefritis, izlaganje nefrotoksinima, kamen u bubregu, faktori
Zivotne sredine i akutna bubreZna bolest (14). Bez obzira na nain podele, epidemioloSke
studije su izdvojile dijabetes, hipertenziju i starost kao dominantne faktore rizika koji dovode
do razvoja i progresije HBB (15). Prema Nacionalnoj fondaciji za bubreg SAD (National
Kidney Fondation), u 2013. godini je bilo preko pedeset hiljada novoregistrovanih bolesnika
sa HBB koje su nastale kao posledica dijabetesa (15). Dijabetes pored mikrovaskularnih
komplikacija dovodi do epitelne disfunkcije, propadanja podocita, fokalne i1 difuzne
glomerularne skleroze, vakuolizacije tubula, intersticijalne inflamacije i na kraju do fibroze
(16, 17). Prethodne studije su pokazale da ¢ak 85-95% bolesnika sa HBB ima povisen krvni
pritisak (18). Izmedu hipertenzije i HBB postoji jaka uzajamna veza. Naime nekontrolisano
poviSen krvni pritisak dovodi pre svega do oSte¢enja glomerula, a zatim i do smanjenja brzine
glomerularne filtracije, Sto rezultuje u nagomilavanju tecnosti i proizvoda metabolizma, a
kasnije i do povecanog krvnog pritiska. Na taj nacin se stvara zaCarani krug u kome dolazi do
oStecenja endotela krvnog suda 1 do nastanka kardiovaskularnih komplikacija (19,20). Posle
30. godine Zivota dolazi do postepenog fizioloSkog gubitka funkcije bubrega, s tim da se
ubrzan pad beleZi posle pedesete godine Zivota (21). Prema istraZzivanjima koja su sprovedena
na zivotinjama brojni procesi, kao Sto su ishemija, metabolicki poremecaji i gojaznost su
ukljuceni u stvaranje oZiljnog tkiva tokom starenja (21). U razli¢itim zemljama zastupljenost
pojedinih faktora rizika se znacajno razlikuje, Sto je prikazano na slici 1. U razvijenim
zemljama dijabetes 1 hipertenzija predstavljaju vodece faktore rizika, dok je na podrucju Azije

i Afrike najviSe zastupljen glomerulonefritis kao faktor rizika (22).
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260-72. (11)



1.3. Definicija i klasifikacije hroni¢ne bolesti bubrega

Prema definiciji koju je dala Nacionalna fondacija za bubreg SAD u Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative (KDOQI) vodicu, a koju su prihvatili nacionalni vodi¢i Sirom
sveta hroni¢na bolest bubrega se definiSe kao oStec¢enje strukture i funkcije bubrega i/ili
smanjenje ja¢ine glomerularne filtracije ispod 60mL/min/1,73m” koje traje duZe od tri meseca
(22). Pored svega navedenog kod ovih bolesnika su prisutne promene u strukturi bubrega koje
se otkrivaju patohistoloskim pregledom ili nekom od tehnika vizuelizacije. Takode pregledom
urina je moguce uociti prisustvo proteina, leukocita, eritrocita ili cilindara Sto ukazuje na
smanjenu funkciju bubrega (22). Na osnovu preporuka koje daje na$ Nacionalni vodi¢ dobre
klinicke prakse, a koji je u skladu sa KDOQI vodi¢em, hroni¢na bolest bubrega ima pet
stadijuma uzimaju¢i u obzir ja¢inu glomerualarne filtracije (JGF) kao parametar sveobuhvatne

funkcije bubrega (Tabela 1) (22, 23).

Tabela 1. Klasifikacija hroni¢nih bubrezZnih bolesti prema Nacionalnom vodi¢u dobre

klinicke prakse (22)

Stadijum e
L (mL/min/1,73m?)
I Ostecenje bubrega sa normalnom ili pove¢anom JGF >90
I Ostecenje bubrega sa blagim smanjenjem JGF 60-89
II1a 45-59
Ostecenje bubrega sa umerenim smanjenjem JGF
IIb 30-44
v Tesko smanjenje JGF 15-29
<15
A\ Terminalna bubreZna bolest ( Dijaliza ili transplantacija
bubrega)

Rano otkrivanje bolesnika sa povecanim rizikom za razvoj HBB sprecava dalju
progresiju bolesti 1 ujedno omogucava odlaganje kardiovaskularnih komplikacija koje

predstavljaju glavni uzrok smrtnosti kod ovih bolesnika (24).




1.4. Kardiovaskularne bolesti kod bolesnika sa hroni¢cnom boles¢u bubrega

Brojne epidemioloske studije su pokazale da kardiovaskularne bolesti (KVB)
predstavljaju glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika sa HBB (25, 26). Naime
iako vremenom dolazi do postepene progresije bolesti bubrega i razvoja terminalne bubrezne
bolesti, najveci broj obolelih umire od posledica kardiovaskularnih komplikacija, a tek nakon
toga sledi smrtnost usled potpunog prestanka rada bubrega (26). Povecanje rizika od
nezeljenog kardiovaskularnog dogadaja je proporcionalno smanjenju funkcije bubrega (27).
Tako je utvrdeno da bolesnici sa terminalnom bubreZznom bole$¢u koji su na dijalizi imaju 10-
30 puta veci rizik u odnosu na zdrave ispitanike sli¢ne po godinama, polu 1 rasnoj pripadnosti
(28). Studija Go i saradnika je pokazala da je rizik za kardiovaskularne dogadaje obrnuto
proporcionalan jacini glomerularne filtracije, pri ¢emu su Manjunath i saradnici kvantifikovali
taj odnos i utvrdili da se sa smanjenjem jadine glomerularne filtracije za 10 mL/min/1,73 m*
rizik od neZeljenog kardiovaskularnog dogadaja povecava za 5% (29,30). U prilog ovim
istraZivanjima govore rezultati iz viSe epidemioloskih studija koji su pronasli da je rizika za
KVB dva puta veci kod bolesnika koji se nalaze u treCem stadijumu HBB i tri puta veci kod
bolesnika u Cetvrtom stadijumu HBB u odnosu na zdrave ispitanike sa ocuvanom funkcijom
bubrega (31). Stoga Americka nacionalna fondacija za bubreg i Americka asocijacija za srce
(American Heart Association, AHA) svrstavaju HBB u grupu bolesti koje su ekvivalenti
koronarnoj bolesti, naglasavaju¢i visok rizik za razvoj kardiovaskularnih komplikacija,
posebno u grupi bolesnika koji se nalaze na hroni¢nom programu le¢enja hemodijalizom (32).

PoviSena incidenca KVB kod bolesnika sa HBB, posebno kod bolesnika na
hemodijalizi se samo delimi¢no moZe objasniti prisustvom tradicionalnih faktora rizika (33).
SloZenost patofizioloSkih procesa koji se nalaze u osnovi HBB i koji dovode do razvoja KVB,
ukazuju na medusobnu interakciju kako tradicionalnih, tako i netradicionalnih faktora rizika.
Starost, hipertenzija, dijabetes, dislipidemija, puSenje i gojaznost predstavljaju tradicionalne
faktore rizika koji su Siroko rasprostranjeni u opStoj populaciji, ukljucujuci i bolesnike sa
HBB. S druge strane netradicionalni faktori rizika koji se nazivaju i “uremija specificni”
faktori su mnogo ¢eSc¢e prisutni kod bolesnika sa HBB i terminalnom bubreznom boles¢u u
odnosu na opstu populaciju. U ove faktore spadaju poviSen oksidativni stres, inflamacija,
hiperparatireoidizam, anemija, endotelna disfunkcija i metabolicke bolesti kostiju (33).
Povezanost razliCitih tradicionalnih 1 netradicionalnih faktora rizika ostvaruje sinergisticki

efekat koji doprinosi ubrzanom razvoju ateroskleroze kod ovih bolesnika (33, 34).



Kompleksna interakcija izmedu tradicionalnih i netradicionalnih faktora rizika je prikazana na

slici 2.

Hroniéna bolest bubrega

il
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Slika 2. Tradicionalni i netradicionalni faktori rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti i progresiju HBB

Poslednjih godina sve se viSe paZnje posvecuje vezi koja postoji izmedu dislipidemije,
oksidativnog stresa i inflamacije kao bitnim faktorima rizika koji svojim efektima i
medusobnom povezanoS$¢u ostvaruju uticaj na preostale faktore rizika, ¢ime znacajno
doprinose progresiji HBB 1 razvoju kardiovaskularnih komplikacija kod ovih bolesnika (35).
Rano otkrivanje ovih faktora rizika i kvantifikovanje veze koja postoji izmedu njih, moZe

pruZiti doprinos u prevenciji KVB i uticati na dalji tok bolesti bubrega.



1.5. Dislipidemija u hroni¢noj bolesti bubrega

Hroni¢na bolest bubrega i terminalna bubreZna bolest se karakteriSu kvantitativnim i
kvalitativnim promenama lipoproteina koje dovode do pojave specificne dislipidemije kod
ovih pacijenata (36). Abnormalnosti u metabolizmu lipoproteina kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega se javljaju se na nivou sinteze, oslobadanja, metabolizma i razgradnje
lipida, lipoproteina i apolipoproteina (36). Ove promene se javljaju u ranoj fazi oStecenja
funkcije bubrega i rezultiraju dislipidemijom koja predstavlja jedan od vodecih faktora rizika
za razvoj ateroskleroze (37). Dislipidemija koja prati HBB karakteriSe se poviSenom
koncentracijom triglicerida, sniZzenim vrednostima holesterola unutar lipoproteina velike
gustine (HDL-h), dok su koncentracije ukupnog holesterola i holesterola unutar lipoproteina
male gustine (LDL-h) u granicama optimalnih vrednosti (38). Sve promene na nivou sinteze,

oslobadanja, metabolizma i razgradnje lipida kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega

su prikazane na slici 3 (39).
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Slika 3. Dislipidemija kod bolesnika sa HBB.

Preuzeto uz izmene na srpski jezik iz: Florens N, Calzada C, Lyasko E, Juillard L, Soulage CO. Modified
Lipids and Lipoproteins in Chronic Kidney Disease: A New Class of Uremic Toxins. Toxins. 2016; 8: 376.

(39)
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1.5.1. Promene na nivou VLDL c¢estica

-----

pacijenata sa HBB, pocinje da se javlja u ranim fazama bolesti, a najviSe vrednosti pokazuje
kod pacijenata na dijalizi 1 u slucaju nefrotskog sindroma (40). Povecana koncentracija
triglicerida se javlja kao posledica usporenog katabolizma ili poja¢anog stvaranja lipoproteina
veoma male gustine (VLDL) (41). Smanjena aktivnost lipoproteinske lipaze usled sniZene
ekspresija gena za lipoproteinsku lipazu (42) 1 prisustva inhibitora samog enzima (43),
predstavljaju glavni razlog usporene razgradnje triglicerida kod ovih bolesnika. Usled
insulinske rezistencije koja je prisutna kod ovih bolesnika i koja je udruzena sa smanjenom
JGF dolazi do razgradnje triglicerida u masnom tkivu, pojacanog oslobadanja masnih kiselina
zbog Cega izostaje inhibitorni efekat insulina na hormon-senzitivnu lipazu. Kao posledica
ovog procesa, javlja se pojacana sinteza triglicerida iz masnih kiselina u jetri, Sto dovodi do
stvaranje VLDL cCestica (44). Kod bolesnika sa terminalnom bubreznom boles¢u pored
prisustva svih pomenutih mehanizama koji ucestvuju u nastanku hipertrigliceridemije,
znaCajnom povecanju nivoa triglicerida doprinosi i sam postupak dijalize. Primeceno je da
upotreba razli¢itih membrana za dijalizu i dijalizata moZe imati odreden uticaj na lipidni profil
ovih bolesnika (40). Tako ponovljena primena niskomolekularnog heparina kao
antikoagulansa moze dovesti do odvajanja lipoproteinske lipaze sa povrSine endotela, usled
cega dolazi do gubitka aktivnosti enzima i1 samim tim se ograniava katabolizam lipoproteina
bogatih trigliceridima (45). Medutim, studije koje su testirale ulogu heparina u patogenezi
dijalizom-indukovane dislipidemije pokazale su kontradiktorne rezultate (46). Oprecne
rezultate su pokazale i studije koje su se bavile ispitivanjem uticaja dijaliznih membrana na
nivo lipida u serumu bolesnika na hemodijalizi (46). Studija Wanner i saradnika je pokazala
da primena polisulfona visokog fluksa ili triacetatne celulozne membrane dovodi do
znaCajnog smanjenja koncentracije triglicerida u serumu (47). Medutim, druge studije nisu
potvrdile ovaj rezultat (46,48), tako da uticaj dijalize joS uvek nije u potpunosti razjasnjen.
Iako su detaljno ispitani mehanizmi kojima dolazi do povecanja koncentracije
triglicerida kod bolesnika sa HBB 1 kod bolesnika na hemodijalizi, malo se zna o
kvalitativnim promenama koje se deSavaju na nivou VLDL cestica. U uremijskim uslovima
produzeno prisustvo VLDL cestica u cirkulaciji, potencijalno moze uticati da ove Cestice
bogate trigliceridima podleZzu oksidativnim modifikacijama, pri ¢emu i same mogu postati
izvor slobodnih radikala. Studija koju su sproveli Liu i saradnici pronasla je znatno visi nivo

parametara oksidativnog stresa na VLDL cesticama kod osoba koje su imale poviSenu
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koncentraciju triglicerida u serumu (49). S druge strane, rezultati studije Saxena 1 saradnika su
pokazali da postprandijalna hipertigliceridemija znacajno povecava nivo okisdativnog stresa
kod bolesnika sa dijabetesom u odnosu na zdrave ispitanike (50). Medutim, mali broj
istrazivanja se bavio ispitivanjem promena na nivou VLDL cestica kod bolesnika sa

smanjenom funkcijom bubrega (51).

1.5.2. Promene na nivou LDL ¢estica

Pored hipertrigliceridemije, lipidni profil ovih bolesnika se karakteriSe i optimalnim
vrednostima ukupnog holesterola i LDL-h, §to ujedno predstavlja i “bubrezni paradoks”
imajuci u vidu da se povecana incidenca kardiovaskularnih dogadaja povezuje sa povisenim
vrednostima LDL-h (52) HBB u odsustvu teSke proteinurije ne dovodi do znacajnih promena
u sintezi holesterola s obzirom na to da je genska ekspresija klju€nog enzima u sintezi
holesterola - hidroksi-3-metil glutaril-CoA reduktaze (HMG-CoA reduktaze) nepromenjena.
Takode kod ovih bolesnika nisu zabeleZene promene u aktivnosti holesterol 7a-hidroksilaze,
enzima koji je odgovora za eliminaciju holesterola (53), kao ni promene u preuzimanju
holesterola, s obzirom da nema poremecaja u sintezi LDL receptora (53).

Medutim, iako se koncentracija LDL-h nalazi u okviru preporucenih vrednosti,
kvalitativna analiza pokazuje znaCajno vecu zastupljenost malih gustih LDL Cestica (small
dense LDL-sdLDL) (40). Naime, u cirkulaciji je prisutno viSe diskretnih subfrakcija LDL
Cestica koje se medusobno razlikuju po veli€ini, gustini, hemijskom sastavu i metabolickim
osobinama. (54) Tako razlikujemo velike (LDL I), srednje (LDL II), male (LDL III) i vrlo
male (LDL IV) subfrakcije, pri ¢emu se smatra da osobe koje imaju dominantno prisutne
velike subfrakcije LDL, €iji je dijametar veci od 25 nm pripadaju LDL A fenotipu, dok osobe
sa povecanom zastupljenoS¢u malih LDL subfrakcije ¢iji je dijametar manji od 25,5 nm
odgovaraju aterogenijem LDL B fenotipu (54). Karakteristi¢no prisustvo sdLDL cestica je
zabeleZeno Cak i u ranim stadijumima oStec¢enja funkcije bubrega, s tim da sa progresijom
bolesti dolazi do znatnog povecanja zastupljenosti ovih Cestica (55). Naime smatra se da
hipertrigliceridemija prisutna kod bolesnika sa HBB, posebno kod bolesnika na dijalizi
pogoduje razmeni triglicerida i estara holesterola izmedu VLDL i LDL cestica pri ¢emu
nastaju LDL Cestice koje su bogate trigliceridima (56). Ova razmena se odvija pod dejstvom
holesterol-estar transfernog proteina (CETP), Cija je aktivnost povecana kod bolesnika sa
smanjenom funkcijom bubrega (57). Dalja razgradnja LDL cestica bogatih trigliceridima se

odvija pod uticajem hepati¢ne lipaze, $to postepeno dovodi do nastanka sdLDL cestica (56).
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Eksperimentalna istraZivanja su pokazala da se male, guste LDL Ccestice sporije uklanjaju iz
cirkulacije, lakSe prelaze u intimu krvnog suda i duZe zadrZavaju u subendotelnom prostoru,
gde lakSe podlezu oksidativnim modifikacijama, a to su ujedno i glavni mehanizmi kojima se
objasnjava njihov izrazito proaterogeni potencijal (58). Imaju¢i u vidu da oksidovani LDL
(oxLLDL) igra bitnu ulogu u inicijaciji i progresiji aterosklerotskog procesa kako u opstoj
populaciji tako i kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega, kvalitativna analiza LDL
Cestica pruza mogucnost adekvatne prevencije kardiovaskularnih bolesti (59). U uremijskim
uslovima, pored oksidativnih modifikacija, LDL cCestice podlezu i glikaciji i karbamilaciji, Sto
dodatno otezava preuzimanje ovih Cestica od strane LDL receptora i njithov metabolizam

(39,60).

1.5.3. Promene na nivou HDL cestica

SniZena koncentracija HDL-h predstavlja jedan od osnovnih lipidnih poremecaja
prisutnih kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega, a javlja se zbog neadekvatne
sinteze, sazrevanje i katabolizma HDL cestica (61).

Osnovna uloga HDL-h jeste da ucestvuje u reverznom transportu holesterola, medutim
kod bolesnika sa HBB, ova funkcija je u velikoj meri ugrozena (61).

U fizioloskim uslovima, stvaranje HDL cCestica zapoc€inje sintezom apolipoproteina A-
I (apoA-I) u jetri i intestinumu, odakle se oslobada u cirkulaciju. Medutim kod bolesnika sa
HBB, prisustvo uremijskih toksina inhibira ekspresiju gena za apoA-I i1 utie na stabilnost
mRNK ¢ime se u velikoj meri objasnjava sniZena koncentracija apoA-I, a samim tim i HDL
Cestica kod ovih bolesnika (62). Nastale nascentne HDL Ccestice ucestvuju u reverznom
transportu holesterola tako Sto se preko apoA-I vezuju za ATP-vezujuci transporter klase Al
(eng. ATP-binding cassette transporter- ABCA1) na makrofagama i preuzimaju holesterol.
Medutim niska koncentracija apoA-I i oksidativnom modifikacijom promenjena struktura
apoA-I i1 HDL cestica otezavaju vezivanje za ABCAI receptore i u velikoj meri remete efluks
holesterola kod ovih bolesnika (63). Pored toga, kod bolesnika sa HBB dolazi do povecane
aktivnost acetil-koenzim A acetiltransferaze (ACAT) koja pospeSuje intracelularnu
esterifikaciju holesterola i dodatno otezava efluks holesterola preko ABCA1 receptora (64).
Kod zdravih osoba nakon preuzimanja slobodnog holesterola iz makrofaga, dolazi do
esterifikacije pod dejstvom lecithin-holesterol aciltransferaze (LCAT) i do premeStanja estara
holesterola u unutraSnjost HDL cestica. Na ovaj nacin se nascenti HDL transformiSe u

diskoidalne HDL 3, a potom u velike sferne HDL 2 cestice bogate holesterolom (65).
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Medutim kod bolesnika sa HBB je primecena smanjena sinteza i aktivnost LCAT ezima, §to
rezultuje u neadekvatnom sazrevanju HDL cestica, smanjenju udela HDL 2 i posledi¢nom
nagomilavanju HDL 3 Cestica, posebno kod bolesnika na hemodijalizi (66). Kao Sto je ranije
pomenuto kod ovih bolesnika zbog prisutne hipertrigliceridemije i povecane aktivnosti CETP
enzima, dolazi do intenziviranja razmene triglicerida i estara holesterola izmedu HDL i VLDL
Cestica pri ¢emu nastaju HDL cestice bogate trigliceridima (57,67). Ove Cestice se dalje
razlazu pod uticajem hepati¢ne lipaze i tako nastaju male guste HDL 3 cestice, koje se
preuzimaju procesom endocitoze i brzo razgraduju (67). Promene u metabolizmu i

funkcionalnosti HDL Cestica su prikazane na slici 4 (68).
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Slika 4. Promene u metabolizmu i funkcionalnosi HDL Cestica kod bolesnika sa HBB.
Preuzeto uz izmene na srpski jezik iz: Kumar S, Bogle R, Banerjee D. Why do young people with chronic
kidney disease die early? World Journal of Nephrology. 2014; 3: 143-155. (68)

Medutim iako je sam mehanizam nastanka HDL 2 i HDL 3 c{estica gotovo u
potpunosti razjasnjen, jo§ uvek nije sa sigurnoS¢u utvrdeno koja od HDL cestica ima bolji
antiaterogeni potencijal (69). Brojne studije su pokazale znatno niZu zastupljenost HDL 2
subfrakcija kod bolesnika sa kardiovaskularnim bolestima (70), dok s druge strane postoje
brojni dokazi koji ukazuju da HDL 3 festice pruzaju bolju zastitu od razvoja ateroskleroze
(71). HDL Ccestice prisutne u cirkulaciji su Siroko heterogene u pogledu njihovih fizicko-
hemijskih osobina, metabolizma 1 bioloSke aktivnosti. Koris¢enjem gradijent-gel

elektroforeze moguce je razdvojiti HDL cestice na velike HDL 2 (HDL 2b i HDL 2a) i male
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HDL 3 (HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c) subfrakcije koje se razlikuju ne samo u veli€ini, nego i u
strukturi 1 funkciji koju obavljaju (72). U fizioloSkim uslovima povecana zastupljenost HDL 3
subfrakcije, veci sadrzaj proteina i centralna uloga u reverznom transportu holesterola,
namecu zaklju¢ak da su ove Cestice najve¢im delom odgovorne za antiaterogeni potencijal
HDL cestica (73). Medutim, u kompleksnim patoloskim stanjima kao $to su kardiovaskularne
bolesti 1 ekvivalenti kardiovaskularnih bolesti moZe do¢i do ozbiljnih strukturnih 1
funkcionalnih promena koje ¢ine da HDL 3 Cestice gube svoja zaStitna svojstva (74).

Pored uloge u reverznom transportu holesterola, HDL cestice svoj anti-aterogeni
potencijal ostvaruju tako Sto deluju antoksidativno, antiinflamatorno i spre¢avaju agregaciju
trombocita. Medutim kod bolesnika sa HBB dolazi do znafajnog smanjenja i promene
protektivnih aktivnosti HDL Cestica (61, 75).

Antioksidativna uloga HDL cestica se zasniva na karakteristikama apoA-I kao i na
prisustvu enzima kao Sto su paraoksonaza 1 (PON1), glutation- peroksidaza i acetil-hidrolaza
faktora aktivacije trombocita (PAF-AH) (76). ApoA-I zahvaljuju¢i ostacima metionina u
svojoj strukturi konvertuje lipidne hidroperokside do metionin-sulfoksida koji je znacajno
manje reaktivan. Funkcionalan HDL pored preuzimanja i neutralizacije lipidnih peroksida,
stimuliSe 1 njihovu eliminaciju putem jetre (76, 77). HDL svoju antioksidativnu ulogu,
najve¢im delom ostvaruje preko enzima PONI1. Familija paraoksonaza se sastoji iz
paraoksonaze 1, paraoksonaze 2 (PON2) i paraoksonaze 3 (PON3). PONI se sintetiSe u jetri,
a zatim dospeva u cirkulaciju gde se preko svog hidrofobnog N-terminalnog kraja vezuje za
fosfolipide na HDL ¢esticama (78). Izmedu PON1 i HDL postoji uzajamna zavisnost jer HDL
olakSava sekreciju PONT1 i stvara hidrofobno okruZenje koje je neophodno za aktivnost
enzima, dok PONI1 za uzvrat spreCava oksidaciju HDL cCestica i olakSava preuzimanje
holesterola iz makrofaga (78,79). ApoA-I nije neophodan za ostvarivanje veze izmedu PON1
i HDL cestica, ali je neophodan za stabilnost i aktivnost enzima, kao i joni kalcijuma (80). U
manjoj meri PONT1 je prisutan na VLDL cesticama 1 hilomikronima, dok se na LDL ¢esticama
ne nalazi (78). PONI1 hidrolizuje razliCite supstrate zahvaljujuc¢i svojoj organofosfatnoj,
arilesteraznoj, laktonaznoj i peroksidaznoj aktivnosti, medutim tacan fizioloski supstrat jos
uvek nije sa sigurnoS¢u utvrden (78). PON1 ima direktnu antioksidativnu i antiinflamatornu
ulogu. Deluje tako $to $titi LDL i HDL od oksidativnih modifikacija, jer razgraduje
oksidovane fosfolipide 1 estre holesterola, poput holesteril-linolat hidroperoksida i
hidroperoksida linolenske kiseline (81). Pored toga hidolizuje lipidne perokside unutar
aterosklerotskih lezija (79). Sposobnost PON1 da direktno deaktivira oksidovane lipide se

zasniva na prisustvu specifi¢nog cisteinskog ostatka na poziciji 284 (81). Oksidovani lipidi,
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kao 1 njihovi proizvodi degradacije imaju proinflamatorna svojstva i deluju tako Sto aktiviraju
endotelne celije da eksprimiraju razli¢ite adhezione molekule 1 hemokine, Sto predstavlja
jedan od ranih znakova ateroskleroze (81). Razgradnjom oksidovanih lipida, PON1 ostvaruje
svoj antiaterogeni potencijal, jer spreCava negativne efekte oksidativnog stresa i inflamacije
(81). KoriS¢enjem gradijent gel elektroforeze 1 imunohemijskih tehnika, znatno veca aktivnost
PON1 je pronadena na HDL 2 subfrakcijama (82), dok je s druge strane nakon
ultracentrifugiranja PON1 aktivnost bila dominantno zastupljena u HDL 3 subfrakciji (83).
Pretpostavlja se da PON1 prati normalan metabolicki put sazrevanja HDL cestica i da nakon
inicijalnog vezivanja za HDL 3, posle sazrevanja ovih Cestica i transformacije u HDL 2
cestice i PON1 postaje sastavni deo HDL 2 ¢estica. Medutim, jo§ uvek ne postoji jedinstven
zakljucak da li je PON1 dominantno lokalizovana na HDL 2 ili HDL 3 (78).

Pored PONI1, i PON2 i PON3, takode imaju antioksidativnu ulogu. PON2 deluje
iskljucivo unutar celije, dok se PON3 enzim sintetiSe u jetri i manjim delom u bubrezima, a
zatim oslobada u cirkulaciju gde se nalazi vezan za HDL cestice (84). PON3 ostvaruje pre
svega laktonaznu aktivnost, dok za razliku od PONI ima ograni¢enu arilesteraznu i
paraoksonaznu aktivnost (85). PON3 ima antioksidativnu i antiinflamatornu ulogu, sprec¢ava
nagomilavanja lipidnih hidroperoksida i oksidovanih fosfolipida na LDL ¢esticama i ujedno
njihovom razgradnjom ograni¢ava hemotaksu monocita. (86). Pored toga in vitro 1 in vivo
studije su pokazale da PON3, zajedno sa PON2 S§titi od infekcija izazvanih bakterijom
Pseudomonasom aeruginosa tako $to inaktivira N-acil-homoserin lakton koji je odgovoran za
virulentnost (87).

Kvantitativne 1 kvalitativne promene na HDL cCesticama, kao 1 prisustvo uremijskih
toksina dovode do smanjene aktivnosti i koncentracije PON1 enzima kod bolesnika sa HBB,
posebno kod bolesnika na hemodijalizi (88). S druge strane, aktivnost i koncentracija enzima
PON3 nisu dovoljno ispitane kod ovih bolesnika. Glikacija, karbamilacija i oksidacija HDL
Cestica smanjuje aktivnost PONI, tako Sto remete vezivanje i stabilnost enzima (89). Kao
posledica smanjene aktivnosti PON1, dolazi do pojac¢ane oksidacije lipida i proteina unutar
LDL i HDL cestica Sto se znacajno odrazava na njihov metabolizam i funkcionalnost.
Oksidativnim modifikacijama apoA-I naruSava se vezivanje za ABAC-1 receptore, $to dovodi
do otezanog reverznog transporta holesterola (89). Takode aldehidi stvoreni tokom lipidne
peroksidacije usled izostanka adekvatne antioksidativne zasStite menjaju strukturu HDL Cestica
i smanjuju aktivnost LCAT enzima §to dovodi do poremecaja u maturaciji HDL cestica (89).

Dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija, dovode do strukturalnih promena §to se

odraZzava i na funkcionalnost HDL cestica, koje ne samo da gube svoju antiaterogena svojstva
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nego postaju proaterogene i zajedno sa ostalim promenjenim lipidima ucestvuju u razvoju i

progresiji ateroskleroze kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega (90).

1.6. Reverzni transport holesterola posredovan eritrocitima

Kao §to je objaSnjeno, proces reverznog transporta holesterola odvija se posredstvom
HDL cestica (91). Medutim, studije na Zivotinjama su pokazale da jedan deo holesterola moze
biti transportovan u sklopu membrane eritrocita do celija jetre (92). Unutar membrane
eritrocita se nalazi slobodni holesterol koji se moZe uzajamno razmenjivati sa holesterolom
unutar lipoproteina plazme, pri ¢emu su ex vivo studije pokazale da se ravnoteZa postiZe za
oko 6 sati (93). Uprkos znacajnoj sposobnosti eritrocita da prenose holesterol, mali broj
studija se bavio ispitivanjem reverznog transporta holesterola koji je posredovan eritrocitima.
IstraZivanje na Zivotinjama je pokazalo da apoA-I deficijentni miSevi vec¢i deo holesterola
transportuju upravo preko eritrocita (92). Hung 1 saradnici su predloZili potencijalni
mehanizam koji objaSnjava kako eritociti ucestvuju u reverznom transportu holesterola.
Prema ovom modelu, kod apoA-I deficijentnih miSeva, bitnu ulogu u reverznom transportu
holesterola igra apoE, kao i drugi apolipoproteini koji se tokom rezerznog transporta
holesterola razmenjuju izmedu razli€itih lipoproteina (92). ApoE se vezuje za ABCA-1
receptore koji se nalaze na makrofagama, preuzima holesterol i formira nascentnu HDL
Cesticu. Ovako formirana HDL cestica u cirkulaciji dolazi u kontakt sa eritrocitima pri ¢emu
se slobodan holesterol prenosi na membranu eritrocita. Nakon toga, eritociti prolaze kroz
kapilare jetre gde mogu predati slobodni holesterol direktno sinusoidnim endotelnim ¢elijama,
koje dalje predaju holesterol hepatocitima, pri cemu joS§ uvek nije razjaSnjeno da li se ovaj
korak odvija sasvim pasivno ili ukljucuje i prisustvo odredenih nosaca. Alternativno, prenos
holesterola iz eritrocita u hepatocite moze ponovo biti posredovan slobodnom razmenom
holesterola izmedu eritrocita i lipoproteina (Slika 5) koji mogu migrirati u perisinusoidni
prostor i isporuciti holesterol u hepatocite. U ovaj model nije uklju¢en CETP, posto kod
miSeva nije prisutan ovaj enzim, medutim smatra se da kod ljudi i ovaj enzim ima
odgovarajucu ulogu u transportu holesterola koji je posredovan eritrocitima. Prikaz reverznog

transporta holesterola posredovanog eritrocitima je ilustrovan na slici 5.
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Slika 5. Reverzni transport holesterola posredovan eritrocitima

Preuzeto uz izmene na srpski jezik iz: Hung KT, Berisha SZ, Ritchey BM, Santore J, Smith JD. Red Blood
Cells Play a Role in Reverse Cholesterol Transport. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology.
2012;32:1460-1465 (92).

Pored holesterola iz membrane eritrocita pronaden je i holesterol vezan za hemoglobin
za koji se pretpostavlja da ima zaStitnu ulogu i da privremeno uklanja viSak holesterola iz
cirkulacije (94). Proces formiranja veze izmedu hemoglobina i holesterola je relativno spor i
odvija se u dve faze. U prvoj fazi dolazi do vezivanja holesterola iz cirkulacije za fosfolipide
prisutne u membrani eritrocita, a u drugoj fazi holesterol se vezuje za hemoglobin i nastaje
stabilan produkt (95). Prema rezultatima in vitro studije, pored holesterola iz membrane
eritrocita i1 holesterol vezan za hemoglobin moZe da ucestvuje u reverznom transportu, tako
Sto dolazi do transfera holesterola nazad u membranu odakle interaguje sa HDL cesticama iz
cirkulacije (95, 96).

Kod bolesnika sa HBB, ¢ak i u ranim stadijumima bolesti dolazi do znacajnog
smanjenja broja eritrocita, $to se pogorSava sa progresijom bolesti (97). Anemija kod ovih

bolesnika nastaje pre svega kao posledica neadekvatnog stvaranja eritropoetina u oSte¢enim
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bubrezima. Pored toga sam proces dijalize, nedostatak gvozda, vitamina B12 i folne kiseline,
kao i skraceni Zivotni vek eritrocita i supresija eritropoeze uremijskim toksinima predstavljaju
dodatne razloge znaCajnog smanjenja broja eritrocita kod ovih bolesnika (97). Anemija
doprinosi i progresiji HBB, tako $to smanjen broj eritrocita i niska koncentracija hemoglobina
uzrokuju neadekvatnu isporuku kiseonika celijama bubrega usled ¢ega se javlja bubrezna
ishemija, zatim intersticijalne povrede 1 fibroza (98).

Methemoglobinemija kao stanje koje se karakteriSe povecanom koncentracijom
methemoglobina u kome je Fe'* moZe izazvati akutno o$tecenje bubrega kod ljudi (99).
Morfoloske karakteristike koje su zabeleZene kod ovih bolesnika sli¢ne su onima u akutnom
oStecenju bubrega izazvanom methemoglobinom u eksperimentalnim modelima (99,100).
Brojne studije su pokazale da usled trovanja i posledicnog povecanja koncentracije
methemoglobina, dolazi do akutnog ostecenja funkcije bubrega (101,102). Medutim, mali

broj studija se bavio ispitivanjem methemoglobina kod bolesnika sa HBB (103).

1.7. Oksidativni stres kod bolesnika sa hroni¢cnom boles¢u bubrega

U fizioloSkim uslovima mala koli¢ina slobodnih radikala nastaje u toku celijskog
disanja kada dolazi do “curenja” superoksidnog anjona iz mitohondrija. Takode pod uticajem
egzogenih faktora sredine kao S$to su jonizujuce, UV zracenje, pusSenje i u prisustvu teskih
metala moze doc¢i do stvaranja razli€itih slobodnih radikala (104). Za odrzavanje fizioloskih
funkcija organizma neophodan je nizak nivo slobodnih radikala koji ucestvuju u procesima
proliferacije, odbrane organizma od patogena, transdukcije signala i ekpresije gena (105).
Velika reaktivnost ovih jedinjenja je zasnovana na prisustvu jednog ili viSe nesparenih
elektrona na atomima, atomskim grupama ili molekulima. U cilju postizanja stabilnosti,
slobodni radikali teZe da predaju nespareni elektron na neki drugi molekul ili da preuzmu
elektron sa drugog molekula, pri ¢emu na taj nacin nastaju novi slobodni radikali Sto dovodi
do lancane reakcije i do oStec¢enja brojnih celijskih struktura (105). U zavisnosti od atoma gde
se nalazi nespareni elektron, slobodni radikali se dele na reaktivna kiseonikova jedinjenja
(eng. Reactive oxygen species- ROS), reaktivna azotova jedinjenja, reaktivha sumporna
jedinjenja i reaktivna ugljenikova jedinjenja (106). Pored superoksidnog anjona (O,”), u
reaktivna kiseonikova jedninjenja spadaju i vodenik peroksid (H,0O,), hidroksil radikal (HO"),
hidroperoksil radikal (HOO"), hipohloritini anjon (OCI) i singlet kiseonik (106). Superoksidni
anjon nastaje direktno delimi¢nom redukcijom kiseonika u mitohondrijama tokom celijskog

disanja, gde se pod uticajem superoksid dismutaze prevodi u H,0,. Ukoliko ne dode do
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uklanjanja H,O, dejstvom katalaze, H,O, lako prolazi kroz membrane i u reakciji koja je
poznata kao ,,Fentonova reakcija“ sa atomima gvozda i bakra daje jako reaktivna jedinjenja
(HO, HO"). Vodonik preoksid iako predstavlja molekul niske reaktivnosti, jer ne sadrzi
nesparene elektrone, zbog reakcije sa drugim jonima i metalima smatra se izvorom brojnih
slobodnih radikala (107). Tako u reakciji sa hloridnim jonima u prisustvu mijelopreoksidaze
dovodi do nastanka hipohlorne kiseline i jako reaktivnog OCI koji dalje dovodi do ozbiljnog
ostecenja celije (107). Pored ROS i reaktivna azotova jedinjenja kao $to su azotmonoksidni
radikal (NO’), azotdioksidni radikal (NO;) i peroksinitritni anjon (ONOQO") predstavljaju
izuzetno jake slobodne radikale (108). U fizioloS8kim uslovima, azot-monoksid (NO)
ucestvuje u vazodiltaciji, spreCava agregaciju trombocita, doprinosi nespecifi¢noj odbrani
organizma od patogena i predstavlja neurotransmiter u centralnom i perifernom nervnom
sistemu (109). S druge strane, u patoloSkim uslovima, prekomerna proizvodnja i produZeno
delovanje NO mogu dovesti do oSteCenja tkiva. U reakciji NO sa O," nastaje peroksinitritni
anjon koji dovodi do lipidne peroksidacije i do oSte¢enja proteinskih struktura (108,109).

U fizioloskim uslovima negativnom uticaju slobodnih radikala suprostavljaju se brojni
enzimski i neenzimski antioksidansi (110). U enzimske antioksidanse spadaju superoksid
dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza koji deluju tako Sto prevode slobodne radikale u
manje reaktivna jedinjenja (111). Neenzimski antioksidansi svoj pozitivan efekat ostvaruju
tako Sto prihvataju slobodan elektron ili doniraju elektron reaktivnim jedinjenjima kiseonika,
pri ¢emu 1 sami postaju slobodni radikali, ali znatno manje reaktivni od slobodnih radikala
koje su neutralisali (110). Nakon toga na nenezimske antioksidanse koji su prihvatili
slobodan elektron deluju odgovaraju¢i enzimi ili drugi antioksidansi i na taj nacin se
regeneriSu (110). Takode, neenzimski antioksidansi ostvaruju svoju ulogu tako S$to heliraju
metalne jone koji ucestvuju u Fentonovoj reakciji ili podsti€u dejstvo enzima koji su
odgovorni za neutralizaciju slobodnih radikala (110).U nenezimske antioksidanse spadaju
tioli (glutation,N-acetilcistein), koenzim QI10, melatonin, mokra¢na kiselina, bilirubin,
proteini koji vezuju metalne jone (ceruloplazmin, transferin, albumin, feritin, mioglobin),
vitamin C, vitamin E, polifenoli, flavonoidi, karotenoidi, selen, omega-3 i omega-6 masne
kiseline (110,111).

Kada negativan uticaj slobodnih radikala nadvlada antioksidativne mehanizme zastite
nastaje oksidativni stres. Pooksidativno-antioksidativni disbalans koji se karakteriSe
nagomilavanjem ROS sa jedne strane i slabljenjem antioksidativne zaStite sa druge strane,

vodi u jedan zaCarani krug gde oksidativni stres naknadno amplifikuje sintezu slobodnih
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radikala (104). Mehanizam nastanka oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite je prikazan

na slici 6.

Oksidacija DNK
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Slika 6. Mehanizam nastanka oksidativnog stresa i antioksidativne zastite (112)

Povisen nivo oksidativnog stresa dovodi do oStec¢enja strukture lipida, proteina i
nukleinskih kiselina, ¢ime se naruSava integritet membrane, remeti se uloga klju¢nih enzima 1
dolazi do poremecaja na nivou ekspresije gena (113). Proces lipidne peroksidacije ukljucuje
niz lanc¢anih reakcija u kojima ROS napada polinezasi¢ene masne kiseline $§to dovodi do
stvaranja toksi¢nih aldehida i novih slobodnih radikala (114). Na ovaj nacin dolazi do
ozbiljnog oStecenja koje se odraZava na funkcionalnost celije, jer se naruSava integritet,
fluidnost 1 funkcija membrane (113,114). Nastali malondialdehid, akrolein, 4-hidroksi-2-
nonenal i izoprostani se koriste za procenu lipidne peroksidacije (113). Tokom oksidacije
proteina moze do¢i do direktne veze slobodnih radikala sa aminokiselinama, do cepanja
polipeptidne veze ili do nastanka derivata proteina koji su podloZni degradaciji (115).
Oksidativne modifikacije proteina mogu dovesti do gubitka enzimske aktivnosti,
funkcionalnih promena, gubitka strukturnog integriteta i agregacije proteina (116). Svi
aminokiselinski ostaci mogu biti meta slobodnih radikala, pri ¢emu su metionin i cistein

posebno osetljivi 1 lako podlezu oksidaciji ¢ak 1 u uslovima blagog oksidativnog stresa.

21



Medutim zahvaljujuéi odgovaraju¢im reduktazama koje su prisutne u organizmu, i metionin i
cistein se brzo regeneriSu. Upravo iz ovih razloga, proteini koji imaju visok sadrZaj metionina
i cisteina imaju ujedno i veliki antioksidativni kapacitet (117). U cilju procene oksidativnih
modifikacija proteina mogu se koristiti uznapredovali produkti oksidacije proteina (118).
Oksidativna oStecenja dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) mogu dovesti do prekida lanaca,
baznih modifikacija 1 unakrsnih povezivanja (119). Ukoliko nakon oksidativnog oStecenja, ne
dode do pravilne i efikasne popravke DNK, moZe do¢i do mutacija, greSaka tokom
replikacije, genomske nestabilnosti, pa i do smrti ¢elije (119). Kao marker za procenu
oksidativnog oStecenja DNK molekula moze se koristiti 8 hidroksideoksi guanozin (113,119).

Visok nivo oksiativnog stresa prati proces normalnog starenja, ali se povezuje i sa
brojnim akutnim i hroni¢nim patoloskim stanjima uklju¢uju¢i i HBB (120). Ranija
istrazivanja su pokazala da se disbalans u oksidativno-stresnom statusu javlja u ranijim
stadijumima bolesti, pri ¢emu se pogorSava sa progresijom bolesti. U razvoju oksidativnog
stresa kod bolesnika sa HBB bitnu ulogu igraju uremijski toksini, ali znacajno doprinose i
dislipidemija, inflamacija i anemija (121). Kod bolesnika sa terminalnom bubreZnom boles¢u
na dijalizi uklanjanje antioksidativnih jedinjenja tokom dijalize, bioinkompatibilnost sistema
za dijalizu 1 prisustvo male koli¢ine endotoksina, predstavljaju potencijalne razloge zbog
kojih kod ovih bolesnika dolazi do znaCajnog naruSavanja oksidativno-stresnog balansa.
Takode kod bolesnika na dijalizi, pojacana aktivacija fagocita doprinosi dodatnoj produkciji
ROS, Sto moze dovesti do osSte¢enja leukocitne DNK (122). Pored svega navedenog,
intravenska primena gvozda, usled teSke anemije moZe pokrenuti stvaranje slobodnih radikala

preko Fentonove reakcije 1 dodatno ugroziti antioksidativni sistem (123).
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1.8. Inflamacija kod bolesnika sa hroni¢nom boleS¢u bubrega

Inflamacija se definiSe kao sloZeni bioloSki odgovor tkiva na Stetne stimulanse, kao
Sto su razliciti patogeni, oStecene Celije ili toksiCne materije, zato inflamaciju treba posmatrati
kao zaStitni mehanizam pomoc¢u koga organizam pokuSava da ukloni Stetne agense i da
pokrene proces zarastanja tkiva (124). Iako akutno oslobadanje proinflamatornih citokina
poput interleukina-1(IL-1), interleukina-6 (IL-6) 1 faktora nekroze tumora o (TNF-0) ima
povoljne efekte, hroni¢no visoke vrednosti citokina dovode do oStecenja tkiva. Hroni¢no
nizak stepen inflamacije kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega karakteriSe stalno
prisutna stimulacija inflamatornog procesa S$to dovodi do progresije bolesti (124,125). Kod
bolesnika sa HBB, posebno kod bolesnika na hemodijalizi, visok nivo proinflamatornih
citokina nastaje kao posledica smanjenog bubreznog klirensa i pove¢ane produkcije citokina
(125). Citokini medusobno interaguju na kompleksan nacin koji moze biti aditivan,
sinergisticki ili antagonisticki. U uremijskim uslovima kod bolesnika sa HBB 1 kod bolesnika
na hemodijalizi, sinergisticka interakcija izmedu citokina i posledi¢no stalno prisutan nizak
nivo inflamacije predstavljaju znacajan faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod
ovih bolesnika (124). Takode, faktori koji se odnose na sam proces hemodijalize kao Sto je
membranska bioinkompatibilnost i ostali faktori poput stalnih infekcija, komorbiditeta i
genetski faktori mogu doprineti iniciranju 1 odrZavanju inflamacije kod ovih bolesnika (125).
PoviSen nivo oksidativnog stresa kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega takode
deluje proinflamatorno, pri ¢emu izmedu inflamacije i oksidativnog stresa postoji uzajamna
veza. PoviSen nivo slobodnih radikala koji nastaje u uremijskim uslovima pokrece kaskadu
intracelularnih signalnih puteva, zbog Cega dolazi do pojacane ekspresije proinflamatornih
gena. S druge strane aktivirani neutrofili oslobadaju veliku koli¢inu slobodnih radikala Sto
dovodi do povisenog oksidativnog stresa na mestu inflamacije (126). Dislipidemija prisutna
kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega moZze biti joS jedan od uzro¢nika poviSene
inflamacije. Holesterol, masne kiseline i modifikovani lipidi mogu direktno da aktiviraju
inflamatorne puteve, s druge strane proinflamatorni citokini mogu da utiCu na metabolizam
lipida. Stvaranje penastih ¢elija koje se nalaze u osnovi aterosklerotskog plaka, nastaje kao
posledica preuzimanja oksidovanih LDL ¢estica od strane makrofaga, nakon ¢ega dolazi do
pokretanja inflamatornog odgovora i produkcije brojnih citokina, $to dovodi do privlacenja
¢elija imunskog sistema na mesto aterosklerotske lezije (127). Pored broja leukocita, za
procenu nisko-stepene inflamacije kod bolesnika sa HBB mogu se koristi i visoko osetljivi C-

reaktivni protein (hsCRP), IL-6, fibrinogen i pentraksin-3 (124).
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Pentraksini predstavljaju familiju proteina akutne faze koji se u zavisnosti od strukture
1 duzine molekula dele na kratke i duge pentraksine. U grupu kratkih pentraksina spadaju CRP
i serumski amiloid A koji se proizvode u jetri kao odgovor na prisustvo interleukina-6. S
druge strane pentraksin-3 koji pripada grupi dugih pentraksina stvara se lokalno na mestu
inflamacije (128). Sintetisan molekul pentraksina-3 se skladiSti u granulama neutrofila odakle
se oslobada nakon stimulacije citokinima ili bakterijskim endotoksinima i aktivira sistem
komplementa. PoviSen nivo pentraksina-3 je pronaden u aterosklerotskim lezijama, S$to
ukazuje na znacaj ovog proteina u kardiovasukarnim bolestima (129). Pored toga, poviSena

vrednost je pronadena u mnogim patoloskim stanjima ukljucujuc¢i i HBB (130).

1.9. Remodelovanje ekstracelularnog matriksa kod bolesnika sa hroni¢énom

boleS¢u bubrega

Ekstracelularni matriks (ECM) pored toga Sto ucestvuje u odrZavanju integriteta i
elasticnosti tkiva, predstavlja i dinamic¢nu struktura koje je stalno podlozna promenama kako
bi se kontrolisala homeostaza tkiva. Prisutan je u svim tkivima i od sustinskog je znacaja za
normalno funkcionisanje organizma (131). Funkcionalni zna¢aj ECM-a je ilustrovan kroz
Sirok spektar razli¢itih poremecaja tkiva koji se javljaju usled poremec¢aja na nivou ECM
(132). U sastav ECM ulazi veliki broj proteina i glikozaminoglikana gde izmedu ostalih
spadaju i kolagen, proteoglikani i glikoproteini. Komponente ECM-a stalno su u kontaktu sa
epitelnim cCelijama, ¢ime reguliSu adheziju, migraciju, proliferaciju, apoptozu, prezivljavanje
ili diferencijaciju ¢elija (131). Remodelovanje ECM predstavlja proces koji se neprekidno
desava, jer Celije konstantno obnavljaju i remodeluju ECM kroz sintezu, degradaciju, i
hemijsku modifikaciju (133). Ovi procesi su sloZeni i moraju biti ¢vrsto regulisani kako bi se
odrZzala homeostaza tkiva, u suprotnom moZze do¢i do nastanka i progresije bolesti (131).

Matriks metaloproteinaze (MMP) su glavni enzimi ukljuceni u degradaciju ECM-a. U
fizioloSkim uslovima aktivnost MMP je niska, ali se povecava usled povreda kada dolazi do
remodelovanja tkiva (134). Ve¢ina MMP se izluCuje u obliku zimogena, a zatim se aktivira
proteolizom. Kako bi se izbeglo prekomerno razlaganje ECM i posledi¢no oStecenje tkiva,
tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMP) reverzibilno inaktiviraju MMP (134,135).
Kod bolesnika sa HBB u uslovima povisenog oksidativnog stresa, dolazi do promene u
ravnoteZzi MMP-TIMP, §to moze dovesti do progresije bolesti i do nastanka renalne fibroze
(136,137). U ranim stadijumima bolesti, oStecenje tkiva 1 posledicno remodelovanje ECM,

dovodi do povecane aktivnosti MMP, koja ukoliko nije adekvatno kontrolisana mozZe dovesti
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do dodatnih oSteCenja i progresije bolesti. S druge strane prekomerna inhibicija MMP moZe
biti razlog renalne fibroze (136,137). Oksidativni stres poveca koncentraciju i aktivnost
MMP, dok s druge strane MMP pospeSuje inflamaciju tako $to ucestvuje u razgradnji ECM i
olakSava hemotaksu inflamatornih c¢elija (136,138). Na ovaj nacin nastaje zaCaran krug u
kome dolazi do amplifikacije ovih procesa §to dodatno doprinosi progresiji bolesti bubrega.
Poslednjih godina sve vecu paznju privlace studije koje se bave ispitivanjem uticaja MMP na
metabolizam lipida, jer je pokazano da degradacijom apoA-I, matriks metaloproteinaze
oteZavaju reverzni transport holesetrola i sazrevanje HDL cestica (89).

Galektin-3 predstavlja multifunkcionalni lektin koji je odgovoran za mnoge fizioloSke
1 patofizioloSke procese u organizmu (139). Ucestvuje u organogenezi, apoptozi, produkciji
poinflamatornih citokina, indukuje stvaranje slobodnih radikala i tako pospeSuje aktivaciju
makrofaga (139). lako njegova primarna uloga nije u regulaciji ektracelularnog matriksa,
prethodne studije su pokazale da i tu ima uticaja. U studiji sprovedenoj na Zivotinjskim
modelima, teZina fibroze uretre je bila znacajno povecana kod miSeva koji su imali nedostatak
gena za galektin-3 (140). Pored toga, intracelularni galektin-3 spreCava apoptozu, tako Sto u
citoplazmi inhibira aktivaciju kaspaza. Na ovaj nacin galektin-3 poboljSava oporavak
tubularnih celija, jer sa jedne strane ograniava apoptozu, a sa druge strane promoviSe
proliferaciju Celija tokom hroni¢ne povrede bubrega (140). Galektin-3 predstavlja i receptor
za uznapredovale proizvode glikacije-AGE (eng. Advanced Glycation End-products) (141),
pri cemu za razliku od RAGE receptora (eng.Receptor for Advanced Glication End products),
koji promoviSu oStecenje tkiva kroz indukciju oksidativnog stresa, galektin-3 uklanja AGE 1

sprecava povrede na nivou bubrega (142).
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2. Ciljevi

Uzimajuéi u obzir povezanost dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije, kao i
efekta koji ostvaruju na metabolizam lipoproteina i remodelovanje ekstracelularnog matriksa,
ova studija je imala sledece ciljeve:

1.0Odrediti oksidativno-stresni status merenjem koncentracija parametara oksidativnog
stresa 1 antioksidativne zaStite u krvi bolesnika sa razliitim stepenom oSteCenja
bubrega i zdravih ispitanika.

2.Ispitati da li postoji razlika u vrednostima parametara koji opisuju ulogu eritrocita u
transportu 1 Cuvanju holesterola (holesterol vezan za hemoglobin i holesterola iz
membrane eritrocita) izmedu bolesnika sa razliCitim stepenom oSte¢enja bubrega i
zdravih ispitanika. Uporediti relativni udeo methemoglobina izmedu bolesnika sa
razli¢itim stepenom oStecenja bubrega i zdravih ispitanika.

3.Utvrditi dijametre i raspodele subfrakcija LDL i HDL cestica, i uporediti dobijene
vrednosti izmedu bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika.

4 Ispitati povezanost LDL fenotipa (LDL A i LDL B) sa biohemijskim parametrima,
parametrima oksidativno-stresnog statusa i eritrocitnim parametrima kod bolesnika sa
razli¢itim stepenom oStecenja bubrega i kod zdravih ispitanika.

5.0drediti status enzima paraoksonaze, merenjem arilesterazne 1 paraoksonazne
aktivnosti enzima PONI1 u serumu, kao i merenjem koncentracija PON1 i PON3
enzima kod bolesnika sa razli¢itim stepenom oSteCenja bubrega i kod zdravih
ispitanika.

6.Utvrditi da 1i postoji razlika u parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite unutar razlicitih lipoproteinskih frakcija (VLDL, LDL i HDL) izolovanih
ultracentrifugiranjem kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih
ispitanika. Takode ispitati da li postoji razlika u koncentraciji parametara oksidativno-
stresnog statusa izmedu VLDL, LDL i HDL lipoproteinske frakcije u svim
ispitivanim grupama

7.0drediti aktivnost PON1 na pojedina¢nim HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama zimogram
metodom kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i kod zdravih ispitanika.

8.Ispitati da li postoji razlika u stepenu inflamacije merenjem koncentracije pentraksina-

3, izmedu bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika.
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9.0drediti nivo parametara c¢ija se aktivnost povezuje sa remodelovanjem

ekstracelularnog matriksa (MMP9, TIMP1 1 galektina-3) kod bolesnika sa razli¢itim

stepenom bubreznog oSte¢enja i kod zdravih ispitanika.

10. Utvrditi povezanost Framingamskog skora rizika (FRS) sa pentraksinom-3,

11.

galektinom-3, MMP9, TIMP1 i ja¢inom glomerularne filtracije kod bolesnika sa
razli¢itim stepenom bubreZnog oStecenja.

Na osnovu standardizovanih vrednosti parametara lipidnog statusa, oksidativno-
stresnog statusa i inflamacije, izracunati odgovaraju¢e skorove dislipidemije,
oksidativnog stresa i inflamacije kako si se procenio sinergisticki efekat ovih procesa

kod bolesnika sa razliCitim stepenom bubreznog oStecenja.
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3. Materijal i metode
3.1. Ispitanici

U istrazivanju je ucestvovalo 100 bolesnika sa razliCitim stadijumom hroni¢nog
oStecenja bubrega, starosti od 57+14 godina. Selekcija ispitanika je sprovedena prilikom
redovne kontrole pracenja bolesti na odeljenju za nefrologiju u Klinickom centru Srbije, u
Beogradu, kao 1 u opS$toj bolnici “Sveti Luka” u Smederevu. U toku preliminarnog ispitivanja,
iz daljeg istraZivanja su iskljuceni svi bolesnici koji su bolovali od kardiovaskularnih, bolesti
jetre ili malignih bolesti, kao i bolesnici kod kojih su bili prisutni znaci akutne infekcije. S
obzirom na to da su dalja ispitivanja podrazumevala detaljnu analizu lipidnog profila i
odredivanje parametara oksidativno-stresnog statusa, iz studije su iskljuceni i bolesnici koji su
koristili lekove sa antihiperlipidemijskim delovanjem ili neki vid antioksidativne
suplementacije. Nakon ovakve selekcije u studiju je finalno uklju¢eno 20 bolesnika sa HBB
na konvencionalnoj terapiji lekovima (ACE inhibitori, blokatori receptora angiotenzina-2,
hipoglikemici) 1 57 bolesnika sa terminalnom boleS¢u bubrega koji su bili na hronicnom
programu le¢enja hemodijalizom. Primarne bolesti koje se nalaze u osnovi HBB ukljucivale
su: hroni¢ni glomerulonefritis (29,8%), nefroangiosklerozu (12,9 %), dijabeti¢na nefropatiju
(22,3%), policisticnu bolest bubrega (7,8%), nepoznate uzroc¢nike bolesti (14,3%) 1 ostalo
(12,9%). Dijagnoza bolesti je postavljena na osnovu kriterijjuma Nacionale fondacije za
bubreg (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) (15). Prema ovim
preporukama, kao i prema preporukama koje daje ,Nacionalni vodi¢ za prevenciju,
dijagnostifikovanje i lecenje hroni¢ne bolesti bubrega®, bolesnici na dijalzi su bili na
hronicnom programu hemodijalize tri puta nedeljno (u trajanju 4-5 h), uz primenu
poliamidnih 1 polisulfonskih membrana, niskog ili visokog fluksa. Kontrolnu grupu,
sastavljenu od 40 zdravih ispitanika bez klini¢ki evidentiranih oboljenja Cinili su najve¢im
delom zaposleni na Farmaceutskom fakultetu u Beogradu kao i zdravi ispitanici koji su se
dobrovoljno javili da u¢estvuju u studiji. Prilikom uzimanja bioloskog materijala svi ispitanici
su detaljno upoznati sa ciljevima i ocekivanim ishodima studije. Nakon informisanja i
potpisivanja pristanka za ucestvovanje putem usmenog intervjua sa ispitanicima, prikupljeni
su demografski podaci, podaci o Zivotnim navikama: puSacki status, fizicka aktivnosti,
konzumiranje alkohola, kao i podaci o terapiji i porodi¢noj istoriji bolesti. Takode tada je
izmeren 1 krvni pritisak. Ispitanici su smatrani hipertenzivnim ukoliko su u viSe navrata imali

vrednosti sistolnog krvnog pritiska >140 mm Hg i/ili dijastolnog pritiska > 90 mm Hg ili su
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ve¢ bili na nekom obliku antihipertenzivne terapije (143). Izmerena je i1 teZina i visina svih
ispitanika, nakon €ega je izraCunat indeks telesne mase (ITM) (teZina (kg)/visina (m)z), a
ispitanici su na osnovu izracunatih vrednosti ITM-a podeljeni u tri grupe: normalno uhranjene
(20 kg/m’<ITM<25 kg/m?), predgojazne (25 kg/m’<ITM<30 kg/m2) i gojazne (ITM >30
kg/m?) (144).

Studija je planirana i sprovedena prema etickim principima u skladu sa HelsinSkom
deklaracijom, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta Klini¢kog centra Srbije i Etickog
komiteta za klinicka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Uzorci krvi su dobijeni nakon dvanaestoasovnog no¢nog gladovanja, venepunkcijom
iz prednje kubitalne vene, pri ¢emu je kod bolesnika na hemodijalizi, krv vadena pre procesa
hemodijalize. Za ispitivanje uticaja hemodijalze, krv je sakupljana naknadno, tako §to je
uzorkovanje izvrSeno pre i posle tretmana hemodijalizom. Krv za izdvajanje plazme je
prikupljena u epruvetama sa etilendiaminotetrasir¢etnom kiselinom (EDTA) i1 heparinom, dok
su za izdvajanje seruma koriS¢ene epruvete sa separator gelom. Nakon centrifugiranja (10
minuta na 1500 x g), plazma i serum su odvajani u alikvote i ¢uvani na -80°C do trenutka

analiziranja.
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3.2. Osnovne biohemijske analize

Koncentracije ukupnog holesterola (UH) i triglicerida su odredene koriS¢enjem
enzimskih metoda na automatskom analizatoru. HDL-h je izmeren metodom selektivne
precipitacije, pomocu reagenasa koji prvo dovode do agregacije lipoproteina koji sadrze
apoB-100, a zatim se koriS¢enjem kuplovanih enzimskih reakcija odreduje koncentracija
holesterola unutar HDL lipoproteina. Kod bolesnika kod kojih je koncentracija triglicerida
bila manja od 4,2 mmol/L, koncentracija LDL-h izracunata je pomoc¢u Friedewald-ove
formule:

LDL-h (mmol/L) = Ukupni holesterol (mmol/L) — HDL-h (mmol/L) — Trigliceridi
(mmol/L)/2,22 (145)

Ukoliko je koncentracija triglicerida bila ve¢a od 4,52mmol/L, koncentracija LDL-h je
odredena direktnom homogenom metodom na automatskom analizatoru. Koncentracija apoA-
I je izmerena imunoturbidimetrijskom metodom koriS¢enjem komercijalnih reagenasa.

Takode, na automatskom analizatoru komercijalnim testovima izmerena je
koncentracija glukoze (metoda sa glukoza-oksidazom), ukupnih proteina (biuretska metoda) i
albumina (metoda sa bromkrezol-zelenim). Koncentracije ureje, kreatinina i mokracne
kiseline su odredene standardnim laboratorijskim metodama na automatskom analizatoru, dok
je koncentracija hemoglobina odredena koriS¢enjem Drapkinogov reagensa na
spektrofotometru UV-1800 UV-VIS (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Za sva automatska merenja koris¢en je analizator ILab 300" (Instrumentation
Laboratory, Milan, Italy) i reagensi proizvodaca BioSystems (BioSystems S.A., Barcelona,
Spain).

JaCina glomerularne filtracije je izraCunata na osnovu koncentracije kreatinina, pola i
starosti bolesnika korisS¢enjem MDRD (eng. Modification of Diet in Renal Disease) formule
(146):

JGF (mL/min/1,73m2) = 175 x [Koncentracija kreatinina u serumu (umol/L) x
0,0113] ** x Godine *** (x 0,742 za Zene)
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3.3. Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija koriS¢enjem gradijent gel

elektroforeze

Razdvajanje HDL i LDL lipoproteina izvrSeno je koriS¢enjem vertikalne gradijent gel
elektroforeze na nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gradijent gelu (3-31%). Princip
razdvajanja lipoproteina zasniva se na razli¢itoj veli¢ini HDL i LDL lipoproteinskih frakcija, s
obzirom da se veli¢ina pora gela smanjuje sa povecanjem koncentracije poliakrilamida.
Primena jednosmerne struje i konstatnog napona, omogucava kretanje lipoproteinskih Cestica
kroz gel, a potporni medijum sastavljen od poliakrilamida razli¢ite koncentracije omogucava
efekat ,,molekularnog prosejavanja‘““ i razdvajanje lipoproteinskih Cestica na osnovu razlike u
veli¢ini. Elektroforetsko razdvajanje i analiza lipoproteinskih subfrakcija vrSena je po
originalnoj metodi koju su predloZili Rainwater i saradnici (147), a koja je modifikovana i
prilagodena nasim laboratorijskim uslovima (148). Razdvajanju lipoproteina prethodilo je
izlivanje gelova pomocu sistema Hoefer SE 675 (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna,
Austria), dok je formiranje odgovarajuceg gradijent (3-31%) gela, postignuto kontrolisanim
meSanjem monomera poliakrilamida koriS¢enjem peristaltickih pumpi Masterflex L/S (Cole
Parmer Instrumental Company, Vernon Hills, IL, SAD) i softvera Masterflex Linkable
Instrument Control Software (WinLIN) istog proizvodaca. Nakon izlivanje i polimerizacije
gelova, za elektroforetsko razdvajanje HDL i LDL lipoproteinskih subfrakcija koriS¢ena je
vertikalna kada (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Gelovi su kalibrisani
pomocu smeSe proteina velike molekulske mase koji sadrZze proteine poznatog dijametra:
tireoglobulin (17,0 nm), feritin (12,2 nm), laktat-dehidrogenazu (8,4 nm) i albumin (7,1 nm)
(Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Takode za kalibraciju su koriS¢ene
karboksilovane polistirenske cCestice (mikrosfere) dijametra 40 nm (Duke Scientific
Corporation, Palo Alto, CA, SAD) i standardizovana humana plazma. Nakon elektroforeze
gelovi su isprani u etanolnom rastvoru, fiksirani, a zatim bojeni odgovaju¢om bojom: deo gela
gde se nalaze lipopoteinske Cesti je preko noci stajao u etanolnom rastvoru boje Sudan black
B, dok je deo sa proteinskim standardima bojen rastvorom Coomassie brilliant blue G-250.
Nakon toga, viSak boje je uklonjen pomocu smeSe za odbojavanje, a zatim su gelovi
ostavljeni preko noc¢i u rastvoru Tris pufera pH=8,35 kako bi postigli prvobitan oblik i
veli¢inu. Denzitometrijsko skeniranje razdvojenih subfrakcija, vrSeno je na skeneru Image
Scanner (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) uz koriS¢enje programa Magic
Scan software (version 4.6;1999; UMAX Data Systems, Inc), dok je za analizu dobijenih

rezultata koriS¢en program Image Quant software (version 5.2;1999; Molecular Dynamics).
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Za definisanje LDL i HDL subfrakcija, koriS¢ene su kalibracione krive na osnovu kojih je bilo
moguce odrediti regione koji odgovaraju svakoj LDL i HDL subfrakciji pojedinacno.
KoriS¢enje gradijent gel elektroforeze omogucilo je razdvajanje LDL-h na sledece
subfrakcije: LDL I (27,2-28,5 nm), LDL 1II (25,5-27,2 nm), LDL III (24,2-25,5 nm), LDL IV
(22,0-24,2 nm), dok je HDL-h razdvojen na: HDL 2b (9,7-12,0 nm), HDL 2a (8,8-9,7 nm),
HDL 3a (8,2-8,8 nm), HDL 3b (7,8-8,2 nm) i HDL 3c (7,2-7,8 nm) subfrakcije. Osobe kod
kojih su dominantno bile prisutne LDL subfrakcije ¢iji je dijametar ve¢i od 25,5 nm (zbir
LDL I i LDL II) oznacene su fenotipom A, dok su osobe kod kojih su dominantno bile
prisutne LDL subfrakcije ¢iji je dijametar manji od 25,5 nm (zbir LDL III i LDL IV)

oznacene fenotipom B. Na slici 7 je prikaz izgleda gela nakon elektroforetskog razdvajanja.

- “=%— mikrosfere

LDLA —

LDLB — standardizovana

" humana plazma

m“h“: '

\ ! = < tireoglobulin
- . -
HDL2b —
HDL2a —
HDL3a —
HDL3b ——
HDL3¢ —

— +«— feritin

‘hhlluig*l -

—<+— albumin

Slika 7. Izgled gela sa razdvojenim LDL i HDL subfrakcijama (148)
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3.4. Odredivanje eritrocitnih parametara

3.4.1. Priprema uzorka hemolizata

U cilju odredivanja methemoglobina (metHb), holesterola vezanog za hemoglobin i
holesterola iz membrane eritrocita bilo je neophodno napraviti odgovaraju¢e hemolizate.
Nakon izdvajanja plazme, eritrociti su isprani 3 puta hladnim fizioloSkim rastvorom i svaki
put centrifugirani (Eppendorf Centrifuge 5702, Eppendorf, Germany) 5 minuta na 3000 x
g.-Za 1izdvajanje hemolizata sa membranama, u jednu zapreminu ispranih eritrocita
(oko120ul) dodato je 14 zapremina ledeno-hladne destilovane vode (oko 1,7mL) koja je imala
za cilj da pospesi razaranje membrane eritrocita. Uzorak je zatim dobro izmeSan i ostavljen da
stoji 30 minuta u frizideru na 4°C, a nakon toga uzorak je ¢uvan na -20°C. Za izdvajanje
membrana eritrocita i hemolizata bez membrana eritrocita, uzima se novi alikvot ispranih
eritrocita (oko120ul) dodaje se 14 zapremina ledeno-hladne destilovane vode (oko 1,7mL) i
nakon mesSanja, uzorak se centrifugira 30 minuta na 15 000 x g. Nakon centrifugiranja, bilo je
potrebno izdvojiti supernatant u kome se nalazi hemoglobin bez membrane eritrocita. I ovaj
uzorak je ¢uvan na -20°C. Na dnu mikrocentrifuske epruvete, nakon centrifugiranja ostaju
memebrane eritrocita koje je bilo potrebno isprati bar tri puta sa po 14 zapremina hladnog
(4°C) 10 mM Tris-HCI pufera pH 7,4, a zatim suspendovati u maloj zapremini (oko 150 ul)
TRIS-HCI pufera. Uzorak membrane eritrocita je ¢uvan na -20°C (149).
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3.4.2. Odredivanje ukupnog hemoglobina

Koncentracija ukupnog hemoglobin (Hb) u uzorcima hemolizata (sa i bez membrane)
odredena je primenom cijano-methemoglobinske metode uz koriS¢enje Drabkinovog reagensa
(150). Princip metode se zasniva najpre na oksidaciji hemoglobina do methemoglobina u
prisustvu K;[Fe(CN)g] , a zatim methemoglobina u reakciji sa KCN daje stabilan cijano-
methemoglobin ¢iju apsorbanciju merimo na 540 nm. Za izraCunavanje koncentracije

ukupnog hemoglobina kori$¢ena je slede¢a formula:

b 16114 3 A540 xR
11000

U datoj jednacini vrednost od 16114 predstavlja molekulsku masu hemoglobina u
odnosu na gvozde, R faktor razblazenja, dok 11000 odgovara milimolarnom ekstinkcionom
koeficijentu za hemoglobin. Koncentracija ukupnog hemoglobina je izrazena u g/L.

Koncentracija hemoglobina u membranama eritrocita odredena je istom metodom uz
dodatak natrijum-dodecil sulfata.

3.4.3. Odredivanje koncentracije methemoglobina

Koncentracija methemoglobina je izracunata koriS¢enjem metode koju su predlozili
Szebeni 1 saradnici (151). Prema ovoj metodi, sadrzaj methemoglobina u svezim
hemolizatima se racuna na osnovu vidljivog spektra uzorka u opsegu 500—700 nm. Relativna
zastupljenost methemoglobina odreduje se na osnovu jednacine u koju ulaze ekstinkcioni
koeficijenti oksi, met 1 hemihrom hemoglobina i1 apsorbancija izmerena na talasnim
duzinama: 577, 630 i 560nm. Nakon merenja, neophodno je vrednosti umanjiti za

apsorbanciju na 700 nm (151).

[metHb]= 7,0xAs77 + 76,8XAg30 — 13,8XAs60
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3.4.4. Odredivanje koncentracije holesterola u eritrocitima

Reakciji za odredivanje holesterola, prethodi ekstrakcija lipida primenom metanola i
hloroforma. U dobijene hemolizate (250 pL ukupnog hemolizata sa membranama eritrocita i
250 uL hemolizata bez membrana eritrocita) i u 150 PL suspenzije membrana eritrocita,
najpre dodati 5 zapremina metanola, a zatim joS 5 zapremina hloroforma. Dobijenu suspenziju
inkubirati na 37°C u vodenom kupatilu 5 minuta, a zatim centrifugirati 10 minuta na 3000 x g.
Nakon toga je bilo potrebno ukloniti supernatant, a metanolno-hloroformski ostatak upariti do
suva u struji argona. Kompletnu ekstrakciju ponoviti jo§ dva puta, a dobijeni suvi ostatak
potom ekstrahovati joS tri puta sa 1,25 mL hloroforma. Na kraju dobijeni hloroformski
ekstrakt podeliti na dva jednaka dela i upariti do suva (152). Ovako dobijeni suvi ekstrakt je
kori$¢en za odredivanje koncentracije holesterola enzimskom metodom. Dobijene vrednosti
za sadrZaj holesterola u ukupnom hemolizatu (sa i bez membrana eritrocita) izraZzavane su kao
milimol holesterola na L spakovanih eritrocita (mmol holesterola/ L. RBC). U preparatima
membrana dobijene vrednosti holesterola se izrazavaju na mg membranskih proteina (umoL
holesterola/ mg membranskih proteina) i dobijena vrednost predstavlja relativni udeo
holesterola u membrane eritrocita (RBC-Mh). U hemolizatima bez membrana izmerena
koncentracija holesterola se izraZava na mol hemoglobina (mol holesterola/ mol Hb) nakon
Cega se dobijena vrednost predstavlja kao relativni udeo holesterola vezanog za hemoglobin
(Hb-h). Koncentracija proteina u membrani eritrocita je odredena primenom modifikovane

Lowry-jeve metode (153).
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3.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zasStite

3.5.1. Totalni antioksidativni status

Erel i saradnici su 2004. godine (154) opisali metodu za merenje totalnog

antioksidativnog statusa, koja se zasniva na obezbojavanju (redukciji) katjona 2,2'-azino-bis

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), koji se koristi kao hromogen. Intenzitet

obezbojavanja smaragdno zelenog hromogena, odnosno smanjenje apsorbancije srazmerno je

koncentraciji ukupnih antioksidanasa prisutnih u serumu. Za preraCunavanje koncentracije

totalnog antioksidativnog statusa (TAS) konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije

0,2-2mmol/L), pri ¢emu je kao standard koris¢en hidrosolubilni ekvivalent vitamina E- Trolox

(6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) 2mmol/L rastvoren u fosfatnom

puferu (30 mmol/L) pH=7,4. Dobijeni rezultati su izraZzeni u mmol/L Trolox ekvivalenta.

2,5

. =-0,6765x + 0,0187
Standardna kriva za TAS Y R2 = 0,9988
0
(£ 0,5 1 1,5 2
-0,2 \\
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N= \\
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<
§ '1 \\
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< T~
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Koncentracija Trolox-a, mmol/L

Slika 8. Standardna kriva za TAS
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3.5.2. Totalni oksidativni status

Metoda za odredivanje totalnog oksidativnog statusa (TOS) (155) se zasniva na

oksidaciji fero jon iz kompleksa sa o-dianizidinom do feri jona pod uticajem oksidanasa

prisutnih u serumu. Nastali feri jon zatim formira obojeni kompleks sa ksilenol oranZzom u

kiseloj sredini, a povecanje apsorbancije izmereno na 546 nm je proporcionalno koncentraciji

ukupnih oksidanasa prisutnih u uzorku. Za preracunavanje koncentracije totalnog

oksidativnog statusa konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije 2,5-50 mmol/L),

pri ¢emu je kao standard koriS¢en vodeni rastvor vodonik-peroksida. Dobijeni rezultati su

izraZeni u umol/L vodonik peroksid ekvivalenata (umol H,O, Equiv./L).

. y =0,0118x - 0,001
Standardna kriva za TOS R2=0,9995
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Slika 9. Standardna kriva za TOS
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3.5.3. Uznapredovali produkti oksidacije proteina

Uznapredovali ~ produkti oksidacije =~ proteina  (AOPP) su  odredeni
spektrofotometrijskom metodom koju su postavili Witko-Sarsat i saradnici (156). Princip
metode se zasniva merenju apsorbancije razblaZzenog uzorka (uzorak se razblazuje sa fosfatni
pufer, pH 7,4 u odnosu 1:5) na 340nm nakon dodatka siréetne kiseline i rastvora KJ. S
obzirom na to da poviSena koncentracija triglicerida moZe da predstavlja potencijalnu
interferenciju u metodi za odredivanje AOPP, uzorci su razblazeni i koriS¢ena je slepa prova
uzorka kako bi se spreCile potencijalne interferencije. Za izradu standardne krive (opseg
koncentracije 10-100 pmol/L) koristi se rastvor hloramina T u fosfathom puferu pH 7.4.
Koncentracija AOPP se izrazava preko umol/L hloramina T ekvivalenata (umol hloramina T

Equiv./L).

. y = 0,0033x - 0,0208
Standardna kriva za AOPP R? = 0,9942
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Slika 10. Standardna kriva za AOPP
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3.5.4. Ukupne sulfhidrilne grupe

Metoda za odredivanje ukupnih sulfhidrilnih grupa (SH grupe) po Ellman-u (157)
zasniva se na reakciji alifati¢nih tiolnih jedinjenja prisutnih u uzorku sa 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-
benzojevom kiselinom (DTNB) u baznoj sredini (fosfatni pufer (0,2 mol/L K,HPO4- EDTA)
pH 9,0). Kao proizvod ove reakcije nastaje p-nitrofenoksidni anjon, ¢iju apsorbanciju merimo
na 412 nm. Za preracunavanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa konstruisana je
standardna kriva (opseg koncentracije 0,1 mmol/L -1 mmol/L) pri ¢emu je kao standard

koris¢en vodeni rastvora redukovanog glutationa.

. y = 0,4633x + 0,0031
Standardna kriva za ukupne SH-grupe R2 = 0,9987
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Slika 11. Standardna kriva za ukupne SH-grupe
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3.5.5. Tiobarbiturna kiselina-reagujuce supstance

Metoda za odredivanje tiobarbiturna kiselina-reaguju¢ih supstanci (TBARS) (158)

zasniva se na reakciji TBARS, ukljucujuci i malondialdehid sa tiobarbiturnom kiselinom, pri

¢emu nastaje kompleks c¢iju apsorbanciju merimo na 535 nm. Za preracunavanje

koncentracije tiobarbiturna kiselina-reaguju¢ih supstanci konstruisana je standardna kriva

(opseg koncentracije 0,1 mmol/L -1 mmol/L) pri ¢emu je kao standard koriS¢en vodeni

rastvora malondialdehid bis(dietil-acetal), 97%.
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Slika 12. Standardna kriva za tiobarbiturna kiselina-reagujuce supstance
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3.5.6. Prooksidativno-antioksidativni balans

Merenje proksidativno-antioksidativhog balansa (PAB) omogucava istovremeno
odredivanje prooksidanasa i antioksidanasa u datom uzorku, a samim time i merenje postojece
ravnoteZze izmedu njih. Princip metode za odredivanje prooksidativno-antioksidativnog
balansa se zasniva na reakciji hromogena 3,3°5,5"-tetrametilbenzidin (TMB) sa H,O, u
prisustvu enzima peroksidaze, ali i na istovremenoj reakciji TMB hromogena sa mokra¢nom
kiselinom kao antioksidantom, pri ¢emu dolazi do smanjenja intenziteta boje hromogena.
Intenzitet boje proporcionalan je koli€ini prisutnih prooksidanasa, dok smanjenje intenziteta
boje ukazuje na dominantno prisustvo antioksidanasa u uzorku (159). Za preraunavanje
prooksidativno-antioksidativnog balansa konstruisana je standardna kriva sastavljena od
rastvora 1mmol/L H,0O, i 3mmol/L. mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima. Vrednosti PAB-
a se izraZzavaju u arbitrarnim jedinicama-HKU (hidrogen-peroksid komplementarne jedinice),

koje predstavljaju procenat H,O, u standardnim rastvorim.

i y =0,0151x - 0,6567
Standardna kriva za PAB R2 = 0,9946
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Slika 13. Standardna kriva za prooksidativno-antioksidativni balans
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3.6. Odredivanje statusa enzima paraoksonaze-1

3.6.1. Odredivanje paraoksonazne aktivnosti enzima paraoksonaze-1 (PON1) u serumu

Prema metodi koju su predlozili Richter i Furlong (160) odredivanje paraoksonazne
aktivnosti se zasniva na delovanju enzima PONT1 iz seruma na supstrat paraokson, pri ¢emu
dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola koji se u baznoj sredini nalazi u obliku p-
nitrofenoksidnog anjona. Brzina nastanka p-nitrofenoksidnog anjona se prati kinetic¢ki u toku
tri minuta na 405 nm i raCuna se promena apsorbancije po minuti. Aktivnost PONI1 se

izrazava u [U/L.

3.6.2. Odredivanje arilesterazne aktivnosti enzima PON1 u serumu

Metoda za odredivanje arilesterazne aktivnosti PON1 zasniva se na razgradnji
fenilacetata pri ¢emu u baznoj sredini dolazi do nastanka fenola. Brzina nastanka proizvoda
razgradnje merena je na 270nm u toku tri minuta, na analizatoru Shimatzu (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). Pre analize, uradena je slepa proba reagensa, kako bi se izvrsila

korekcija usled spontane hidrolize fenilacetata. Aktivnost enzima je izraZzavana u kIU/L (161).
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3.6.3. Odredivanje masene koncentracije enzima PON1

Masena koncentracija PONT1 je odredena koriS¢enjem tehnike enzimskog imunoeseja -
ELISA”sendvi¢” testa (R&D systems, Minneapolis, SAD). Princip metode se zasniva na
reakciji izmedu primarnog monospecificnog antitela koje je imobilisano na mikroplo¢i i
odgovaraju¢eg epitope na molekulu PONI1. Nakon perioda inkubacije sledi dodavanje
sekundarnog antitela koje se vezuje za drugi specifican epitop na PONI i tako nastaje
kompleks (“sendvi¢”) primarno antitelo- PON1- sekundarno antitelo. U slede¢em koraku se
dodaje streptavidin za koji je zakaCen enzim peroksidaza koji se vezuje za sekundarno
antitelo. Dodatkom rastvora H,O, i odgovaraju¢eg hromogena pod dejstvom enzima
peroksidaze dolaze do razvoja boje ¢iji je intenzitet srazmeran koncentraciji PON1 u uzorku.
Za preracunavanje koncentracije PON1 konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije
0,156 ng/mL -2,5 ng/mL) pri ¢emu je kao standard koriS¢en rastvor PON1 u fosfatnom puferu
(PBS, pH=7,4). Uzorci su razblaZeni na slede¢i nacin: serum-1:800, lipoproteinske frakcije-

1:100.
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Slika 14 . Standardna kriva za PON1
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3.6.4. Odredivanje masene koncentracije enzima PON3

Masena koncentracija PON3 je odredena koriS¢enjem ELISA”sendvi¢” imunoeseja
(R&D systems, Minneapolis, SAD). Princip metode se zasniva na imunohemijskoj reakciji
izmedu primarnog monospecificnog antitela kojim se oblaZze mikroploc¢a i odgovarajuéeg
epitope na molekulu PON3. Nakon perioda inkubacije i uklanjanja viSka anti-PON3 antitela
ispiranjem, sledi dodavanje sekundarnog antitela koje se vezuje za drugi specifi¢an epitop na
PON3 gradec¢i kompleks primarno antitelo- PON3- sekundarno antitelo. U sledeCem koraku
se dodaje strepdavidin za koji je vezan enzim peroksidaza koji se vezuje za sekundarno
antitelo. Boja se razvija nakon dodatka rastvora H,O, i odgovaraju¢eg hromogena koji
predstavljaju supstrat za enzim peroksdazu, pri ¢emu je intenzitet srazmeran koncentraciji
PON3 u uzorku. Za preraCunavanje koncentracije PON3 konstruisana je standardna kriva
(opseg koncentracije 0,234 ng/mL -3,75 ng/mL) pri ¢emu je kao standard kori§¢en rastvor
PON3 u fosfatnom puferu (PBS, pH=7,4).Uzorci su razblazeni na slede¢i nacin:serum-

1:10,HDL lipoproteinska frakcija-1:5, VLDL lipoproteinska frakcija-bez razblazenja.

. y = 0,6549x - 0,0068
Standardna kriva za PON3 R2 =0,9989
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Slika 15. Standardna kriva za PON3
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3.6.5. Odredivanje aktivnosti PON1 na HDL 2 i HDL 3 lipoproteinskim subfrakcijama

Nakon razdvajanja HDL lipoproteina koriS¢enjem gradijent gel -elektroforeze,
aktivnost enzima PON1 na HDL 2 i HDL 3 lipoproteinskim subfrakcijama je odredena
koriste¢i metodu koju su predloZzili Guglliuchi i saradnici (162). Princip metode se zasniva na
arilesteraznoj aktivnosti PON1 i sposobnosti ovog enzima da razlaZe fenil-acetat do fenola.
Nastali fenol zatim u reakciju sa 4 aminoantipirinom i K3[Fe(CN)6], daju ruzicasto obojene
frakcije na gelu koje su proizvod aktivnosti PON1 na HDL 2, odnosno HDL 3 subfrakcijama.
Reakcija se zaustavlja dodatkom EDTA pufera koji vezuje kalcijum i blokira enzim PONI.
Nakon zaustavljanja reakcije, relativni udeo PONT1 aktivnosti unutar svake HDL subfrakcije
(HDL 2b, HDL 2a , HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c¢) odredena je denzitometrijski, skeniranjem
gelova na skeneru Image Scanner III (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) uz
primenu programa Magic Scan software (version 4,6;1999; UMAX Data Systems, Inc).
Relativni udeo PON1 u svakoj HDL subfrakciji je izraZena kao procenat ukupne povrsSine
ispod krive.

Izvodenje metode:

Odmah nakon elektroforeze, potrebno je aktivirati gelove koriS¢enjem sveze
napravljenog TRIS-HCI pufera (0,1 mol/LTRIS-HCI; 2mmol/L CaCl2; pH 8,3). Gel stoji u
200 mL aktivacionog pufera, dva puta po 15 minuta (nakon 15 minuta, prosuti pufer u kome
je gel stajao, sipati 200 mL sveZeg pufera i ostaviti gel da stoji jo§ 15 minuta), na 25°C, uz
lagano meSanje. Nakon aktiviranja, gel prebaciti u posudu gde se nalazi 200mL rastvora 20
mmol/L 4 aminoantipirin-a i 2 mmol/L K3[Fe(CN)¢]. Gel inkubirati 15 minuta, na 25°C, uz
lagano meSanje, zaSticen od delovanja svetlosti. Nakon perioda inkubacije, izvu¢i 80 mL
rastvora 4 aminoantipirin-a i Ksz[Fe(CN)g] i direktno na gel gel dodati 54,4 pl fenil acetata, a
zatim vratiti 80mL rastvora nazad na gel. Gel inkubirati 20 minuta, na 25°C, uz lagano
meSanje, zaStiCen od delovanja svetlosti. Nakon pojave ruZiCastih linija na gelu, prosuti
rasrtvor koji je sluZio za razvijanje boje i1 neZno isprati rastvor led-hladnim rastvorom
Smmol/L EDTA i ostaviti gel da stoji u hladnom rastvoru EDTA 5 minuta uz lagano meSanje,
zaSticen od delovanja svetlosti. Na slici 16 su prikazani gelovi nakon skeniranja i nakon

bojenja.
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Slika 16. Izgled gela nakon bojenja (A) i nakon skeniranja (B)

3.7. Izdvajanje lipoproteinskih frakcija  koriS¢enjem tehnike

ultracentrifugiranja

Za razdvajanje VLDL, LDL i HDL lipoproteinskih frakcija plazme koriS¢ena je
metoda sekvencionalnog ultracentrifugiranja, zasnovana na razli¢itoj gustini lipoproteinskih
cestica. Ovakav postupak podrazumeva viSekratno ultracentrifugiranje, pri cemu se u svakom
koraku podesava gustina uzorka tako da odgovara maksimalnoj gustini lipoproteinske frakcije
koju izdvajamo. Lipoproteinska frakcija koja ima istu ili manju gustinu od rastvora u kome se
nalazi, izdvoji¢e se na vrhu epruvete, dok ¢e se sve teZe frakcije na¢i na dnu. S obzirom da je
gustina VLDL lipoproteinske frakcije < 1,006 g/mL, za izdvajanje ove lipoproteinske frakcije,
bilo je potrebno podesiti gustinu uzorka na 1,006 g/mL dodatkom rastvora NaCl iste gustine,
kako bi se nakon ultracentrifugiranja VLDL lipoproteinska frakcija nasla na vrhu epruvete,
Gustina LDL lipoproteinske frakcije se krece u opsegu od 1,019-1,063 g/mL, pa je nakon
izdvajanja VLDL lipoproteinske frakcije primenom ¢vrstog KBr gustina uzorka podeSena na
1,063 g/mL kako bi se nakon ultracentrifugiranja LDL lipoproteinska frakcija izdvojila na
vrhu epruvete. Nakon uklanjanja VLDL i1 LDL lipoproteinske frakcije, za razdvajanje HDL
lipoproteinske frakcije ¢ija se gustina krece u opsegu od 1,063-1,21 g/mL od proteina plazme,
bilo je potrebno podesiti gustinu uzorka na 1,21 g/mL koriS¢enjem KBr, kako bi se nakon

viSe€asovnog ultracentrifugiranja HDL izdvojio na povrSini epruvete.
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Primenjena tehnika brzog ultracentrifugiranja zasnovana je na metodi koju su
predlozili McEney i saradnici (163), a koja je modifikovana u skladu sa raspoloZivom
opremom. Za razliku od originalne procedure koja je podrazumevala primenu ultracentrifuge
Beckman Optima MAX-E Table Top (Beckman Coulter, SAD) sa fiksnim rotorom
(Beckman-TL100.3) mi smo koristili ultracentrifuga Sorvall™ WX+ (Thermo
Scientific,SAD) sa fiksnim rotorom T-8100 (Thermo Scientific, SAD) Sto je sa sobom
povla¢ilo i upotrebu posebnih polipropilenskih epruveta (Ultracrimp tubes, Thermo
Scientific,SAD) vece zapremine. Primenjeni sistem je omogucio odgovaraju¢e razdvajanje
VLDL, LDL 1 HDL lipoproteinske frakcije plazme. Kako bi proverili da li tokom razdvajanja
nije doSlo do meSanja lipoproteinskih frakcija, tacnije da li su sve izdvojene lipoproteinske
frakcije Cciste, primenili smo agaroza gel elektroforezu. Za precis¢avanje izdvojenih
lipoproteinskih frakcija, odnosno uklanjanje malih molekula, pre svega molekula soli (KBr),

koris¢ene je metoda gel filtracije.
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3.7.1. Izdvajanje VLDL lipoproteinske frakcije

Kako bi izdvojili VLDL lipoproteinsku frakciju ¢ija je gustina < 1,006 g/mL bilo je
potrebno pripremiti rastvor NaCl iste gustine (1,006 g/mL). U cilju provere tacnosti gustine
pripremljenog rastvora NaCl, na analitickoj vagi je tri puta izmerena masa 1 mL rastvora, a
zatim iz dobijene srednje vrednosti mase izraCunata gustina. Nakon pripreme pomenutog
reagensa, 2,3 mL plazme je sipano u posebne epruvete za ultracentrifugiranje, a zatim je
epruveta do vrha napunjena rastvorom NaCl (3,5 mL NaCl gustine 1,006 g/mL). Epruvete su
zatvorene pomocu unutraSnjeg i spoljaSnjeg cCepa, koriS¢enjem posebnog sistema za
zatvaranje (Ultracrimp Tube Sealing System, Thermo Scientific, SAD). Nakon zatvaranja i
blagog meSanja, uzorci su stavljeni u ultracentrifugu Sorvall™ WX+ (Thermo Scientific,
SAD) sa fiksnim rotorom T-8100 (Thermo Scientific, SAD) koja je koriS¢ena za izdvajanje
lipoproteinskih frakcija. Uzorci su centrifugirani 2 sata na 82 100 rpm (541 000 x g), na
temperaturi od +4°C. Nakon ultracentrifugiranja, epruvete su pazljivo punktirane pomocu igle
na visini od 3,3cm (mereno od dna epruvete) i pomocu Sprica je izvucen gornji sloj u kome se
nalazi VLDL lipoproteinska frakcija. Kako bi se omogucilo lakSe izvlaCenje lipoproteinske
frakcije 1 ujedno izbeglo stvaranje vakuuma pomocu druge igle smo punktirali sam vrh

epruvete. Postupak izolovanja VLDL frakcije nakon ultracentrifugiranja prikazan na slici 17.

Slika 17. Postupak izolovanja VLDL frakcije nakon ultracentrifugiranja

Preostali deo wuzorka, koji ostaje na dnu epruvete nakon izdvajanja VLDL
lipoproteinske frakcije predstavlja infranatant u kome se nalaze LDL, HDL lipoproteinske
frakcije i proteini koji dalje podleZzu procesu ultracentrifugiranja. Cistoéa VLDL frakcije je
proverena primenom agaroza gel elektroforeze, a razdvojene frakcije su ¢uvane na -80°C. Pre
zamrzavanja preko VLDL frakcije je puStena “struja” azota, kako bi se istisnuo kiseonik i

sprecila oksidacija lipida unutar lipoproteinske frakcije.
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3.7.2. Izdvajanje LDL lipoproteinske frakcije

Za izdvajanje LDL lipoproteinske frakcije iz infranatanta koji je ostao nakon
uklanjanja VLDL lipoproteinske frakcije, bilo je potrebno podesiti gustinu uzorka na 1,063
g/mL 1 pripremiti rastvor KBr iste gustine kako bi obezbedili jednaku gustinu u citavom
medijumu. Gustina uzorka je proverena tako $to je na analitiCkoj vagi tri puta merena masa
ImL uzorka zatim je iz dobijene srednje vrednosti mase izraCunata gustina. Nakon toga je
odredjena masa Cvrstog KBr koju je bilo potrebno dodati kako bi gustinu uzorka bila

podesena na 1,063 g/mL, a za to je koriS¢ena formula koju su dali Radding i Steinberg (164):

Vids — dy)

il Vsl ela

My =

Mkp,= potrebna masa KBr, V= zapremina uzorka c¢iju gustinu podeSavamo,
d,= izmerena gustina uzorka (rastvora) ¢iju gustinu podeSavamo na 5 °C, dpr= gustina uzorka
(rastvora) koju Zelimo da postignemo na 5 °C , vs= parcijalni specifi¢ni volumen KBr na 5 °C
( za gustinu 1,063 g/mL iznosi 0,2769).

Za pripremu rastvora KBr gustine 1,063 g/mL kao polazni rastvor je koriS¢en
prethodno pripremljen rastvor NaCl (d=1,006 g/mL) u koji je dodata odgovarajua masa
¢vrstog KBr, izraCunata na osnovu pomenute formule. Nakon pripreme rastvora KBr i provere
gustine, 3mL uzorka je preneto u posebne epruvete za ultracentrifugiranje, koje su zatim
napunjene do vrha rastvorom KBr (2,8 mL KBr gustine 1,063 g/mL). Epruvete su zatvorene,
uzorci su blago promesSani, a zatim centrifugirani 3 sata na 82 100 rpm (541 000 x g), na
temperaturi od +4°C, pri ¢emu se LDL lipoproteinska frakcija kao najlak$a naSla u
supernatantu, dok su HDL lipoproteinska frakcija i proteini ostali u infranatantu, na dnu
epruvete. Nakon zavrSetka ultracentrifugiranja, epruvete su pazljivo punktirane pomocu igle
na visini od 3,5 cm (mereno od dna epruvete) i pomocu Sprica je izvucen gornji sloj u kome
se nalazi LDL lipoproteinska frakcija. U cilju lakSeg izvlaCenja lipoproteinske frakcije
pomocu druge igle je punktiran sam vrh epruvete i tako je izbegnuto stvaranje vakuuma. Sam
princip izdvajanja nakon ultracentrifugiranja je identican kao 1 kod izdvajanja VLDL frakcije,
Sto je graficki prikazano na slici 17. Nakon izdvajanja LDL frakcije, primenjena je agaroza
gel elektroforezu u cilju provere efikasnost razdvajanja i CistoCe izolovane LDL frakcije.
Razdvojene frakcije su ¢uvane na -80°C, a pre zamrzavanja je preko LDL frakcije pustena

“struja” azota, kako bi se istisnuo kiseonik.
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3.7.3. Izdvajanje HDL lipoproteinske frakcije

U poslednjoj fazi ultracentrifugiranja bilo je potrebno izdvojiti HDL lipoproteinsku
frakciju od proteina, Sto je postignuto podeSavanjem gustine uzorka na 1,21 g/mL i primenom
rastvora KBr iste gustine. Slicno prethodnom koraku izdvajanja, na samom pocetku
neophodno je bilo proveriti gustinu uzorka. Nakon utvrdivanja gustine, pomoc¢u formule koju
su dali Radding i Steinberg (164), izracunata je masa KBr koju je bilo potrebno dodati, kako
bi gustina svakog ispitivanog uzorka bila 1,21 g/mL (parcijalni specificni volumen KBr na 5
°C za gustinu 1,21 g/mL iznosi 0,2944). Za pripremu rastvora KBr gustine 1,21 g/mL kao
polazni rastvor koris¢en je prethodno pripremljen rastvor NaCl (d=1,006 g/mL) u koji je
dodata odgovaraju¢a masa ¢vrstog KBr, izracunata na osnovu pomenute formule. Procesu
ultracentrifugiranja je prethodila provera gustine uzorak i rastvora, nakon ¢ega je oko 3,2 mL
uzorka prebaceno u epruvete za ultracentrifugiranje koje su zatim do vrha dopunjene
rastvorom KBr (2,6 mL KBr gustine 1,21g/mL). Uzorci su centrifugirani 6 sati na 82 100 rpm
(541 000 x g), na temperaturi od +4°C, nakon Cega je doSlo do adekvatnog razdvajanja HDL
lipoproteinske frakcije od proteina, s obzirom na to da se HDL frakcija kao lakSa izdvojila u
supernatantu dok su se proteini istaloZili na dnu epruvete. Kako bi se izbeglo stvaranje
vakuuma i omogucilo laksSe izvlacenje HDL lipoproteinske frakcije, pomocu jedne igle je
punktiran sam vrh epruvete, a pomocu druge je pazljivo punktirana epruveta na visini od 3 cm
(mereno od dna epruvete) i izvu€en je gornji sloj u kome se nalazi HDL lipoproteinska
frakcija. Princip izdvajanja HDL lipoproteinske frakcije nakon ultracentrifugiranja je
identican kao i kod izdvajanja VLDL i LDL frakcije, $to je graficku prikazano na slici 17.
Elektroforetsko razdvajanje lipida na agaroza gelu je koriS¢eno kako bi proverili Cisto¢u
izolovane HDL frakcije nakon ultracentrifugiranja. U cilju uklanjanja kiseonika 1 spre¢avanja
oksidacije lipida unutar HDL lipoproteinske frakcije, preko uzoraka je propuStana “struja”
azota Sto je dovelo do istiskivanja kiseonika iz uzorka. Lipoproeinske frakcije su ¢uvane na -

80°C i odmrzavane neposredno pre dalje analize.
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3.7.4. Agaroza gel elektroforeza

Provera Cisto¢e izolovanih lipoproteina (VLDL, LDL i HDL) nakon
ultracentrifugiranja izvrSena je koriS¢enjem agaroza gel elektroforeze. Princip razdvajanja
lipoproteina pomocu elektroforeze kao fizicko-hemijske metode jeste njihove razlicita
pokretljivost u elektricnom polju, Sto je posledica razli¢itog naelektrisanja proteinske
komponente (apolipoproteina) u spoljasnjem omotacu lipoproteina. U skladu sa tim HDL
lipoproteinska frakcija koja ima najveci sadrZaj proteina, putuje najbrZze i nalazi se u blizini
anode, LDL lipoproteinska frakcija je spora i nalazi se u blizini katode, dok se VLDL
lipoproteinska frakcija nalazi izmedu HDL i LDL regiona. Nakon ultracentrifugiranja, na
agaroza gel su nanete izdvojene VLDL, LDL i HDL lipoproteinske frakcije, pri ¢emu je
odsustvo ostalih frakcija u odredenoj lipoproteinskoj frakciji potvrdilo potpuno i adekvatno
razdvajanje lipoproteinskih frakcija. Uporedo sa lipoproteinskim frakcijama, na agaroza gel je
nanet i uzorak seruma koji je nakon razdvajanja imao jasno definisanu svaku lipoproteinsku
frakciju $to je posluzilo kao standard za proveru cistoce izdvojenih lipoproteinskih frakcija.
Razdvajanju lipoproteina je prethodilo izlivanje gelova pomocéu SVG-SYS vari-gel mini
sistema (Alphametrix biotech, Rodermark, Germany) dok je za sam proces elektroforeze
koris¢ena horizontalna kada HUI0 Mini-Plus Horizontal (Alphametrix biotech, Rodermark,
Germany). Elektroforeza se odvijala pri konstantnoj jacini struje u prisustvu barbituratnog
pufera pH 8,6, a izdvojene lipoproteinske frakcije su detektovane pomocu sveze pripremljene

boje Fat Red 7B (165).

3.7.5. Gel filtracija za uklanjanje molekula soli iz izdvojenih lipoproteina (VLDL, LDL,
HDL)

Za uklanjanje soli KBr koja je koriS¢ena za postizanje gustinskog gradijenta tokom
ultracentrifugiranja, primenili smo PD-10 kolone ispunjene sefadeksom G-25. Ove kolone
omogucavaju razdvajanje velikih molekula (Mr > 5000), od malih ( M< 1000) po principu gel
filtracije, pri ¢emu se makromolekuli prvi eluiraju sa kolone, dok mali molekuli prolaze kroz

pore i zadrZavaju se unutar kolone.
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3.8. Odredivanje masene koncentracije pentraksina-3

Masena koncentracija pentraksina-3 je odredena pomocu ELISA sendvic”
imunoeseja (R&D systems, Minneapolis, SAD). U ovom ,sendvi¢c“ ELISA imunoeseju,
monoklonsko antitelo specificno za jedinstveni domen na molekulu PTX-3 je prethodno
imobilisano na mikroplocu. Nakon dodatka uzorka seruma 1 perioda inkubacije sledi, sledi
ispiranje, a zatim dodavanje sekundarnog PTX-3 specificnog antitela koje se vezuje za drugi
epitop na pentraksinu-3 i tako nastaje “sendvi¢” primarno antitelo- pentraksin-3- sekundarno
antitelo. U slede¢em koraku se dodaje strepdavidin koji za sebe ima vezan enzim peroksidazu
1 koji se vezuje za sekundarno antitelo. Dodatkom rastvora H,O; i1 odgovaraju¢eg hromogena
pod dejstvom enzima peroksidaze dolaze do razvoja boje Ciji je intenzitet srazmeran
koncentraciji pentraksina-3 u wuzorku. Za preraCunavanje koncentracije pentraksina-3
konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije 0,1 ng/mL -1,75 ng/mL) pri ¢emu je
kao standard koriS¢en rastvor pentraksina-3 u fosfatnom puferu (PBS, pH=7.,4). Uzorci su

razblaZeni sa reagens diluentom u odnosu 1:5.
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Slika 18. Standardna kriva za pentraksin-3
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3.9. Odredivanje masene koncentracije galektina-3

Za odredivanje masene koncentracije galektina-3 koriS¢ena je ELISA “sendvic”
tehnika (R&D systems, Minneapolis, SAD). U ovom kvanitativnhom ,,sendvi¢* imunoeseju,
monoklonsko antitelo za galektin-3 imobilisano je na ELISA mikroplo¢i i specifi¢no
prepoznaje odgovaraju¢i domen na galektin-3. Nakon perioda inkubacije i reakcije izmedu
primarnog antitela 1 galektina-3 koji se nalazi u uzorku, sledi dodavanje sekundarnog antitela
koje se vezuje za drugi specifian epitop na galektin-3. Na ovaj nacin nastaje kompleks
primarno antitelo- galektin-3- sekundarno antitelo. U slede¢em koraku se dodaje strepdavidin
za koji je vezan enzim peroksidaza koji se vezuje za sekundarno antitelo. Nakon ispiranja
kojim se uklanja nevezani reagens, dodaje se supstrat (H,O, i odgovaraju¢eg hromogena), pri
¢emu pod dejstvom enzima peroksidaze dolaze do razvoja boje ¢iji je intenzitet srazmeran
koncentraciji galektina-3 u uzorku. Za preracunavanje koncentracije galektina-3 konstruisana
je standardna kriva (opseg koncentracije 0, 0625 ng/mL -1ng/mL) pri ¢emu je kao standard
koris€en rastvor galektina-3 u fosfatnom puferu (PBS, pH=7,4). Uzorci su razblazeni sa

reagens diluentom u odnosu 1:5.

. . y = 1,9852x - 0,0302
Standardna Kkriva za Galektin-3 R2 = 0,9993

A merena na 450 i 540 nm
O = N W A N 0 O

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5
Konentracija Galektina-3, ng/mL

Slika 19. Standardna kriva za galektin-3
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3.10. Odredivanje masene koncentracije matriks metaloproteinaze-9

ELISA”sendvi¢” imunoesej (R&D systems, Minneapolis, SAD) je koriS¢en za
odredivanje masene koncentracije MMP-9. Princip metode se zasniva na reakciji izmedu
primarnog monospecificnog antitela koje je imobilisano na mikroplo¢i i odgovarajuéeg
epitope na molekulu MMP-9. Nakon reakcije izmedu primarnog antitela i MMP-9 iz uzorka,
sledi dodavanje sekundarnog antitela koje se vezuje za drugi specifican epitop na MMP-9
grade¢i kompleks primarno antitelo- MMP-9- sekundarno antitelo. U slede¢em koraku se
dodaje strepdavidin za koji je vezan enzim peroksidaza koji se vezuje za sekundarno antitelo.
Dodatkom rastvora H,O, i odgovaraju¢eg hromogena pod dejstvom enzima peroksidaze
dolaze do razvoja boje Ciji je intenzitet srazmeran koncentraciji MMP-9 u uzorku. Za
preracunavanje koncentracije MMP-9 konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije

0,0312 ng/mL -1ng/mL) pri ¢emu je kao standard koriS¢en rastvor MMP-9 u fosfatnom

puferu (PBS, pH=7,4). Uzorci su razblaZeni 1:600 sa reagens diluentom.

. y = 1,4168x + 0,0635
Standardna kriva za MMP-9 R? = 0.9944
3,5
E 3
(=3
w25
z 2
]
21,5
2]
=
g 1
g /
< 03 /
0
0 0,5 1 1.5 2 2,5
Koncentracija MMP-9, ng/mL

Slika 20. Standardna kriva za MMP-9
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3.11. Odredivanje masene  koncentracije  tkivhog  inhibitora

metaloproteinaza-1

Masena koncentracija TIMP-1 je odredena koriS¢enjem ELISA”sendvi¢” imunoeseja
(R&D systems, Minneapolis, SAD). Princip metode se zasniva na reakciji izmedu primarnog
monospecificnog antitela koje je imobilisano na mikroplo¢i i odgovarajueg epitope na
molekulu TIMP-1. Nakon perioda inkubacije sledi dodavanje sekundarnog antitela koje se
vezuje za drugi specifi¢an epitop na TIMP-1 i tako nastaje kompleks (“sendvi¢”) primarno
antitelo- TIMP-1- sekundarno antitelo. U slede¢em koraku se dodaje strepdavidin za koji je
zakaCen enzim peroksidaza koji se vezuje za sekundarno antitelo. Nakon ispiranja kojim se
uklanja nevezani reagens, dodaje se supstrat (vodonik peroksida i odgovarajuc¢i hromogen),
pri cemu pod dejstvom enzima peroksidaze dolaze do razvoja plave boje Ciji je intenzitet
srazmeran koncentraciji TIMP-1 u wuzorku. Za preracunavanje koncentracije TIMP-1
konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije 0,0312 ng/mL -2 ng/mL) pri ¢emu je
kao standard koris¢en rastvor TIMP-1 u fosfathom puferu (PBS, pH=7,4). Uzorci su

razblaZeni sa reagens diluentom u odnosu 1:600.

y = 1,3705x - 0,0037

Standardna kriva za TIMP-1 R2 = 0,9852
3
2,5 *
2
*

—

/
/

0 0,5 1 L5 2 2,5
Koncentracija TIMP-1, ng/mL

o
h

A merena na 450 i 540 nm
T

(e

Slika 21. Standardna kriva za TIMP-1
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3.12. Izracunavanje skorova rizika za kardiovaskularne bolesti

3.12.1. Izra¢unavanje Framingamskog skor rizika

Framingamski skor rizika predstavlja algoritam koji se koristi za izraCunavanje
desetogodiSnjeg rizika za pojavu KVB. Pol, starost, puSacki status, koncentracije UH i HDL-
h, kao i vrednost sistolnog pritiska i/ili tretman hipertenzije predstavljaju faktore rizika koji
ulaze u proracun za FRS (166). Svaki od pomenutih faktora rizika nosi odgovarajuci broj
poena u zavisnosti od pola 1 starosti (Tabela 2), a zbir svih poena predstavlja izraCunat FRS
prema kome se ispitanici svrstavaju u odgovarajuce kategorije rizika (Tabela 2). Kategorije
rizika prema izracunatom FRS su: nizak (FSR<10%), umereni (FRS 10-20%) ili visok
(FRS>20%) rizik za pojavu KVB u narednih 10 godina.
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Tabela 2. Izracunavanje FRS za muskarce i Zene (166)

Poeni za Poeni za Poeni za Poeni za Poeni za
N AUSE B IR BUOE a0 media
Starost Poeni | Pusacki status godina Godina godina godina
20-34 -9 (-7) | Pusaci 8(9) 5(7) 34 1(2) 1(1)
35-39 -4 (-3) | Nepusaci 00 0(0) 00 00 0(0)
Poeni za Poeni za Poeni za Poeni za
20-39 40-49 50-59 60-69 Poeni za
40-44 0(0) | UH (mmol/L) godina Godina godina godina 70-79 godina
45-49 3(3) | <4,14 0(0) 0(0) 00 0(@0) 0(0)
50-54 6(6) | 4,14-5,15 4(4) 3(3) 2(2) 1(1) 0(D)
55-59 8(8) |5,16-6,19 7(8) 5(6) 34) 1(2) 0(D)
60-64 10 (10) | 6,20-7,23 9(11) 6 (8) 4(5) 2(3) 1(2)
65-69 11(12) | >7,24 11 (13) 8 (10) 54) 3(2) 1(1)
Sistolni krvni
70-74 12 (14) | pritisak Bez terapije Sa terapijom | FSR -Rizik FSR -Rizik FSR Rizik
75-79 13 (16) | <120 00 0 (0) <9-<1% 14-2% 20-11%
HDL-h Poeni | 120-129 0D 13) 9-1% 15-3% 21-14%
>1,55 -1 (-1) | 130-139 1(2) 2 (4) 10-1% 16-4% 22-17%
1,30-1,54  0(0) | 140-149 13) 2(5) 11-1% 17-5% 23-22%
1,03-1,29 1(1) | 150-159 2(4) 3(6) 12-1% 18-6% 24-27%
<1,03 2(2) 13-2% 19-8% 25->30%

Vrednosti FRS za Zene su date u zagradi
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3.12.2. Izracunavanje zbirnog skora dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije
(DOI)

Imajuci u vidu da su brojni faktori rizika ukljuceni u sloZenu patologiju bubreznih
bolesti i uzimajuci u obzir medusobnu interakciju razlicitih faktora izracunali smo DOI skor,
kao zbir pojedinacnih skorova, dislipidemije (D), oksidativno-stresnog statusa (O) i
inflamacije (I).

S obzirom na to da smo proveravanjem distribucije podataka utvrdili da podaci ne
prate normalnu raspodelu, sve vrednosti koriS¢ene za izraCunavanje su najpre logaritmovane
(log10X).

Za izracunavanje skora dislipidemije bilo je potrebno standardizovati vrednosti za
HDL-h, LDL-h 1 trigliceride odnosno izraCunati z-skor za ove parametre na osnovu
poznavanja srednje vrednosti i standardne devijacije populacije. Podatke o populacionoj
srednjoj vrednosti i standardnoj devijaciji su dobijeni iz dugogodi$njeg odredivanja ovih
parametara u naSoj laboratoriji kod zdrave sredovecne populacije. Nakon toga dislipidemija
skor je izracunat tako Sto se od srednje vrednosti standardizovanih LDL-C i triglicerida

oduzimaju standardizovane vrednosti HDL-h.

Skeor cﬁsﬁpidxﬂﬂjie=z'5kw LDL-h + z-skor trighceridi . ior HDL-h

2

s

Skor oksidativnog stresa je izracunat na osnovu jednacine koju su predlozili Vegila i
saradnici (167), a koja se zasniva na racunanju razlike prooksidativnog i antioksidativnog
skora. Kao i kod skora dislipidemije i ovde je bilo potrebno standardizovati parametre
oksidativnog stresa (AOPP) i antioksidativne zastite (ukupne SH-grupe i paraoksonazna
aktivnost enzima PON1), §to smo ucinili izraCunavanjem z-skora. Nakon toga smo od
prooksidanasa, taCnije od standardizovanih vrednosti AOPP oduzimali srednje vrednosti

standardizovanih ukupnih SH grupa i aktivnosti PON1.

Skor oksidativno-stresnog statusa = 2-skor AQPP - (Z-5kor ukupne SH grupe + zskor PON1)

3
&

Za izraCunavanje skora inflamacije, bilo je potrebno standardizovati vrednosti
pentraksina-3, tacnije izraCunati vrednosti z-skora za pentraksin-3.
Sabiranjem sva tri skora dobili smo zbirni DOI skor, kao sumu skora dislipidemije,

skora oksidativno-stresnog statusa i skora inflamacije.
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3.13. Statisticka analiza

Shapiro-Wilk-ov test je koriS¢en za proveru tipa raspodele kontinuiranih podataka, pri
¢emu je izraCunavanjem koeficijenata asimetriCnosti (skewness) i zaobljenosti (kurtosis)
raspodele kao i konstrukcijom histograma ispitivana normalnost raspodele.

Kontinuirani podaci koji su sledili normalnu raspodelu prikazani su kao aritmeticke
srednje vrednosti * standardne devijacije. Kontinuirani podaci koji primarno nisu bili
normalno distribuirani, ali su nakon logaritmovanja sledili normalnu raspodelu, prikazani su
kao geometrijske srednje vrednosti i 95% intervali pouzdanosti (95% CI). Promenljive koje ni
nakon logaritamske transformacije nisu pratile normalnu raspodelu prikazane su kao medijane
1 interkvartilni rasponi, dok su kategoricki podaci prikazani kao apsolutne frekvence.

Student-ov t-test ili jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-Snedecor-
ovim post hoc testom su koriS¢eni za poredenje podataka koji slede normalnu raspodelu kao i
podataka koji su nakon logaritmovanja normalno distribuirani. Podaci koji ne prate normalnu
raspodelu poredeni su Mann-Whitney 1 Kruskal-Wallis testovima. Razlike izmedu
kategorickih promenljivih proveravane su upotrebom Chi-kvadrat (). Ispitivanje postojanja
razlike izmedu grupa nakon korekcije za godine izvrSeno je analizom Kkovarijanse
(ANCOVA).

Spearman-ovu neparametarsku korelacionu analizu smo primenili za proveru
korelacije izmedu ispitivanih parametara, dok je binarna logistiCka regresiona analiza
koris¢ena u cilju provere prediktivne sposobnosti pojedinih ispitivanih parametara. Primena
ROC analize (eng. Receiver Operating Characteristics) omogucila je procenu dijagnosticke
tacnosti odredenih parametara u razlikovanju bolesnika od zdravih ispitanik.

Kao minimalni uslov za postojanje statisticke znacCajnosti smatrana je verovatno¢a P
<0,05. Statisticka obrada podataka izvedena je koriS¢enjem racunarskog softvera SPSS,

verzija 22.0 (IBM, New York, SAD).
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4. Rezultati istraZzivanja

4.1. Osnovni demografski podaci i rezultati biohemijskih parametara kod

bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika

U tabeli 3 su prikazani osnovni demografski podaci, kao 1 rezultati biohemijskih
parametara kod 77 bubreznih bolesnika i1 40 zdravih ispitanika. Imajuci u vidu da su bubrezni
bolesnici bili stariji od zdravih ispitanika, upotrebom analize kovarijanse (ANCOVA) ispitali

smo postojanje razlike izmedu grupa nakon korekcije za uticaj godina.
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Tabela 3. Demografske
zdravih ispitanika

karakteristike i biohemijski

parametri kod bubreznih bolesnika i

Parametri, jedinice Kontrolna grupa BubreZzni bolesnici p
N=40 N=77 vrednost

Starost, godine 46,6+10,4 57,4+14,7 <0,001
Pol, m/zZ 18/22 49/28 0,053
ITM, kg/m® 24,7+4.1 25,1%4,2 0,750
Sistolni krvi pritisak, mm Hg 125+14 136+23 0,136
Dijastolni krvni pritisak, mm Hg 82,3+£10,4 81,7£12,8 0,841
JGF, mL/min/1,73m2* 77,8 (75,2-84,8) 8,52 (5,25-13,00) <0,001
Glukoza, mmol/L* 5,14 (4,82-5,51) 5,40 (4,80-6,20) 0,186
Urea, mmol/L* 5,93 (5,13-7,28) 24,3 (19,1-26,8) <0,001
Kreatinin, pmol/L 87,9£13,5 775+332 <0,001
Mokraéna kiselina, pmol/L* 356 (276-442) 412 (366-508) <0,001
Ukupni proteini, g/L* 68,5 (66,9-71,4) 66,3 (62,5-70,0) <0,01
Ukupan holesterol, mmol/L 5,01+0,88 4,86%1,26 0,525
Trigliceridi, mmol/L* 1,26 (1,21-1,67) 1,41 (1,40-1,89) 0,266
LDL-h, mmol/L 3,10+0,78 3,37£1,14 0,101
HDL-h, mmol/L* 1,48 (1,26-1,75) 0,70 (0,41-0,96) <0,001
apoA-I, g/L 179£23 15127 <0,001
FSR,%* 2,34 (1,51-9,42) 30,0 (15,6-30,1) <0,001

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu, odnosno kao apsolutne frekvence za kategoritke podatke. *Podaci koji nakon logaritmovanja slede
normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95% CI). *Podaci koji ne slede normalnu raspodelu
su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Kategoricke promenljive su poredene Chi-kvadrat testom.
Student-ov t test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih koje slede normalnu raspodelu, dok je
Mann-Whitney test kori$¢en za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz
ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.
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Nakon statisticke obrade podataka nije bilo razlike u ITM, kao ni u distribuciji polova
izmedu bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika. Sistolni i dijastolni pritisak se nisu znacajno
razlikovali, dok je JGF, kao $to je i ocekivano bila niza u grupi bolesnika (p<0,001).
Koncentracija glukoze se nije statisticki razlikovala izmedu ispitivanih grupa. Kod bubreznih
bolesnika su pronadene znaCajno viSe vrednosti uree (p<0,001), kreatinina (p<0,001) i
mokraéne kiseline (p<0,001), dok je koncentracija ukupnih proteina bila niZa u poredenju sa
zdravim ispitanicima (p<0,01). Analizom lipidnih parametara utvrdena je statisticki znac¢ajno
niza koncentracija HDL-h (p<0,001) kod bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike
dok su vrednosti ukupnog holestrola, LDL-h i triglicerida bile sli¢ne u obe ispitivane grupe.
Framingamski skor rizika za KVB je bio znacajno viSi kod bubreznih bolesnika u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001).

Slede¢i korak u analizi, obuhvatao je ispitivanje osnovnih biohemijskih parametara
kod bubreznih bolesnika sa razli¢itim stepenom oSte¢enja bubreZzne funkcije, zbog Cega su
bolesnici podeljeni na bolesnike sa HBB 1 na bolesnike sa terminalnom boleS¢u bubrega koji

su na hemodijalizi. Rezultati su prikazani u tabeli 4.
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Tabela 4. Demografske karakteristike i biohemijski parametri kod bubreznih bolesnika sa

razlicitim stepenom bubreZnog oStecenja i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Boelsnici na hemodijalizi p
N=40 N=20 N=57 vrednost
Starost, godine 46,6104 55,1+16,9 58,2+13,9 * <0,01
Pol, m/% 18/22 12/10 37/18 0,250
Glukoza, mmol/L* 5,14 (4,82-5,51) 5,75 (4,80-7,37) 5,40 (4,70-5,90) 0,386
Urea, mmol/L* 5,93 (5,13-7,28) 23,0 (18,2-28,7) ™ 24,5 (19,7-26,8) **» PP <0,001
Kreatinin, pmol/L* 85,5 (78,3-98,7) 437 (217-505) *2 897 (760-1116) *@bbb <0,001
Mokraéna kiselina, pmol/L* 356 (276-442) 553 (480-658) ** 401 (351-462) *PP® <0,001
Ukupni proteini, g/L 68,7+3,7 61,4+8,5 ** 67,8+5,7 ** <0,01
Ukupan holesterol, mmol/L 5,01+0,88 5,06%1,33 4,78+1,23 0,533
Trigliceridi, mmol/L* 1,26 (1,21-1,67) 1,53 (1,15-1,67) 1,36 (1,34-1,84) 0,393
LDL-h, mmol/L 3,10+0,78 3,23+1,26 3,42+1,10 0,264
HDL-h, mmol/L* 1,48 (1,26-1,75) 1,03 (1,02-1,09) ** 0,51 (0,49-0,68) **PP <0,001
apoA-I, g/L 179423 162422 141428 2P <0,001
FSR,%* 2,34(1,51-9,42) 21,2 (15,7-28,8) ™= 20,1 (15,7-25,9) = <0,001

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti  standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu, odnosno kao apsolutne frekvence za kategoricke podatke. *Podaci koji nakon logaritmovanja slede
normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95% CI). *Podaci koji ne slede normalnu raspodelu
su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Kategoricke promenljive su poredene Chi-kvadrat testom.
ANOVA-a sa Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su kori§éeni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji
slede normalnu raspodelu kao i podataka koji su nakon logaritmovanja normalno distribuirani. Kruskal-Wallis i
Mann-Whitney test su kori$¢eni za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. a-Statisticki znacajne
razlike u odnosu na kontrolnu grupu; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znaCajne razlike u odnosu
na bolesnike sa HBB; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz
korekciju za starost ispitanika
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Nakon statistiCke obrade podataka uocena je razlika u godinama izmedu bolesnika na
hemodijalizi 1 zdravih ispitanika, zbog cega je koriS¢en ANCOVA test kako bi se ispitalo
postojanje razlike izmedu grupa nakon korekcije za godine. Koncentracije uree, kreatinina i
mokrac¢ne kiseline su bile znacajno vise kod bolesnika sa HBB (redom p<0,001; p<0,001;
p<0,001) i kod bolesnika na hemodijalizi (redom p<0,001; p<0,001; p<0,05) u odnosu na
zdrave ispitanike. Takode s obzirom na prisustvo terminalnog stadijuma bubreZne bolesti,
bolesnici na hemodijalizi su imali znacajno viSe koncentracije uree (p<0,001), kreatinina
(p<0,001) i mokra¢ne kiseline (p<0,001) u poredenju sa bolesnicima sa HBB. Ukupni proteini
su bili statisti¢ki znacajno niZi kod bolesnika sa HBB (p<0,001) i bolesnika na hemodijalizi
(p<0,001) u poredenju sa zdravim isitanicima, dok s druge strane nije bilo razlike u
koncentraciji proteina izmedu bubreznih bolesnika sa razli¢itim stepenom bubreznog
oStec¢enja. Parametri lipidnog statusa, ukupan holesterol, trigliceridi i LDL-h su bili sli¢ni u
svim ispitivanim grupama, dok su koncentracije HDL-h (p<0,001) i apoA-I (p<0,001) bile
statisticki znacajno niZe kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na kontrolnu grupu. Takode
koncentracija HDL-h je bila znaCajno niZa kod bolesnika sa HBB u odnosu na zdrave
ispitanike (p<0,001), dok nije bilo razlike u koncentraciji apoA-I. Poredenjem koncentracije
HDL-h i apoA-I, izmedu bubreznih bolesnika sa razli¢itim stepenom oSte¢enja funkcije
bubrega, znacajno niZe vrednosti su uocene kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na
bolesnike sa HBB. Kao §to je i o¢ekivano Framingamski skor rizika za KVB je bio znacajno
visi kod bolesnika sa HBB i bolesnika na hemodijalizi u odnosu na grupu zdravih ispitanika

(p<0,001).
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4.2. Distribucija LDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika i zdravih

ispitanika

Pored osnovnih parametara lipidnog statusa, naSe istraZivanje je obuhvatalo 1 detaljno

ispitivanje raspodele LDL 1 HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika. U

tabeli 5 su prikazani rezultati poredenja relativnih udela LDL subfrakcija kod bubreznih

bolesnika i zdravih ispitanika.

Tabela 5. Relativni udeo veli¢ine i raspodela LDL subfrakcija kod bubreZznih bolesnika i zdravih

ispitanika

Parametri, jedinice

Kontrolna grupa

N=40

LDL dijametar, nm

LDL I, %

LDL ITa, %

LDL IIb, %

LDL Illa, %

LDL IIIb, %

LDL IVa, %

LDL IVb, %

sdLDL, %

27,40 (25,80-28,30)

26,4 (19,7-29.9)

13,3 (11,2-15,5)

15,3 (12,8-18,7)

12,1 (10,7-15,8)

6,2 (4,55-7.4)

10,6 (6,8-12,3)

13,9 (8,1-16,1)

44,7 (34,1-48,8)

BubrezZni bolesnici p
N=57 vrednost

26,73 (26,07-27,42) 0,225
29,6 (22,55-40,65) 0,153
14,7 (12,4-16,3) 0,223
16,2 (13,5-19,8) 0,987
11,9 (10,2-14,8) 0,682
5,7 (4,7-6,6) 0,406
8,2 (7,1-10,1) 0,060
10,2 (7,2-12,6) 0,075
37,5 (31,9-42,8) 0,071

Svi rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Mann-Whitney test je koriS¢en za poredenje
podataka koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost

ispitanika
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Dijametar LDL cestica se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu zdravih osoba i
bubreznih bolesnika, kao ni relativni udeli LDL I i LDL IIa subfrakcija. Takode, nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa nakon poredenja relativnih udela LDL
IITa, LDL IIIb, odnosno LDL IVa i LDL IVb subfrakcija. Kona¢no, relativni udeo sdLDL

Cestica se nije razlikovao kod bubreznih bolesnika 1 zdravih ispitanika.

Dodatne analize su obuhvatale poredenje relativnih udela LDL subfrakcija kod
bolesnika sa HBB i kod bolesnika na hemodijalizi, kao i kod zdravih ispitanika. Rezultati su

prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Veli¢ina i raspodela LDL subfrakcija kod bubreZnih bolesnika sa razli¢itim stepenom
bubreznog ostecenja i zdravih ispitanika

Parametri. iedinice Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Bolesnici na hemodijalizi p
b Jedim N=40 N=20 N=57 vrednost
LDL dijametar, nm 27,40 (25,81-28,32) 27,03 (26,35-27,85) 26,54 (25,50-27,04) 0,146

LDLIL, % 26,4 (19,7-29.9) 37,7 (22,9-48,8) 27,7 (22,1-31,1) 0,058
LDL Ila, % 13,3 (11,2-15.5) 14,9 (13,5-16,3) 14,6 (13,1-15,9) 0,443
LDL IIb, % 15,3 (12,8-18.,7) 16,3 (14,7-19,3) 16,1 (14,7-17,6) 0,760
LDL Illa, % 12,1 (10,7-15,8) 11,1 (10,2-13,5) 13,1 (11,8-14,5) 0,570
LDL IIIb, % 6.2 (4,5-7,4) 5.2 (4,4-5,0) 6.3 (5,1-7,1) 0,062
LDL IVa, % 10,6 (6,8-12,3) 7.3 (6,4-10,2) * 9,5 (7,7-10,1) <0,05
LDL IVb, % 13,9 (8,1-16,1) 8,80 (5,1-9,5) ** 12,3 (10,4-13,9) ™ <0,001
sdLDL, % 44,7 (34,1-48.8) 32,4(28,1-38,7) * 40,0(36,7-46,0) * <0,01

Svi rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su koriS¢eni
za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. a-Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike u odnosu na bolesnika sa HBB; b-
p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika
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Statistickom obradom podataka, nije uoCena razlika u LDL dijametru, kao ni u
relativnom udelu LDL I subfrakcija. Takode, poredenjem relativnih udela LDL Ila i LDL IIb
subfrakcija, dobijene su slicne vrednosti u svim ispitivanim grupama. Nije bilo statisticki
znacCajne razlike ni u relativnom udelu LDL IIla, subfrakcija, dok je relativna zastupljenost
LDL IIIb subfrakcija bila na granici statisticke znaCajnosti. Relativni udeo LDL IVa
subfrakcija je bio znacajno niZi kod bolesnika sa HBB u odnosu na zdrave ispitanike
(p<0,05), dok nisu pronadene znacajne razlike izmedu ostalih ispitivanih grupa. Relativni
udeo LDL IVb je pokazao znacajno nize vrednosti kod bolesnika sa HBB u odnosu na zdrave
(p<0,001) i u odnosu na bolesnika na hemodijalizi (p<0,01). U skladu sa prethodnim
rezultatima udeo sdLDL cestica je bio niZi kod bolesnika sa HBB (p<0,001) u odnosu na

bolesnike na hemodijalizi (p<0,01) i zdrave ispitanike (p<0,01).
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4.2.1. Osnovni demografski podaci i rezultati biohemijskih parametara kod bubreznih
bolesnika i zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL fenotipom

Nakon ispitivanja relativnih udela LDL subfrakcija, bubreZni bolesnici i zdravi
ispitanici su podeljeni prema LDL fenotipu na bolesnike 1 zdrave kod kojih je prisutan LDL A
fenotip odnosno kod kojih dominiraju LDL cestice ¢€iji je dijametar veci od 25,5 nm, kao i na
bolesnike i zdrave kod kojih su prevashodno prisutne male guste LDL cestice (LDL B

fenotip) €iji je dijametar manji od 25 nm. Rezultati su prikazani u tabeli 7.
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Tabela 7. Biohemijski parametri kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL fenotipom

Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici

Parametri, jedinice LDL A LDL B p LDL A LDL B p

fenotip fenotip vrednost fenotip fenotip vrednost

N=20 N=20 N=32 N=8
Starost, godine 44,149,8 492+10,4 0,085 55,2+158% 48,1+£17,2 0,316
ITM, kg/m’ 23,6£3,0 26,7+4.,6 <0,05 24,1+4,4 25,7+3.8 0,447
Glukoza, mmol/L 5,11+£0,48 5,30+0,59 0,302 5,62+1,27* 5,03%0,75 0,090
Urea, mmol/L 6,30+1,89 6,21%1,16 0,821 23,3+6,0 @ 17,3+4,9 bbb <0,05
Kreatinin, pmol/L 82,849,4 92,9%15,1 <0,05 5944314 8524439 0,063
Mokracna kiselina, pmol/L 320+75 388+117 <0,05 480+131 2 497+135°" 0,750
Ukupan holesterol, mmol/L 5,13+1,01 5,10+0,71 0,857 4,91+1,45 4,40+1,22 0,319
Trigliceridi, mmol/L" 1,12 (0,87-1,32) 1,52 (1,17-1,95) <0,01 1,54 (1,22-1,84)® 1,90 (1,34-2,68) 0,641
HDL-C, mmol/L 1,70+0,34 1,42+0,23 <0,05 0,98+0,28 *2 0,69+0,06 " <0,01
Ukupni proteini, g/L 69,1+4.8 68,2+3,3 0,598 62,7+6,1%* 65,7£3,4 0,215

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke. *Podaci su prikazani kao geometrijske sredine (95% CI). Kontinuirane
promenljive su poredene Student-ovim t testom, p vrednost predstavlja statistiCke razlike izmedu kontrolnih subjekata i izmedu bubreZnih bolesnika prema LDL fenotipu. a-
Statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolne grupe i bubreznih bolesnika sa LDL A fenotipom; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike izmedu
kontrolne grupe i bubreZnih bolesnika sa LDL B fenotipom; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001.
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Statisticka obrada podataka je pokazala da su bubrezni bolesnici sa LDL A fenotipom
znacajno stariji od zdravih ispitanika sa istim fenotipom (p<0,05), dok su ispitanici u ostalim
ispitivanim grupama bili ujednaceni u pogledu godina. U kontrolnoj grupi je pronadena
razlika u ITM izmedu zdravih ispitanika sa razliCitim LDL fenotipovima, pri ¢emu su
znacajno viSe vrednosti bile prisutne kod zdravih ispitanika sa LDL B fenotipom (p<0,05).
Koncentracija glukoze je bila statisticki znacajno visa kod bubreznih bolesnika sa LDL A
fenotipom, u poredenju sa zdravim ispitanicima kod kojih je bio prisutan isti fenotip (p<0,05).
Nakon poredenja bubreznih markera: uree, kreatinina i mokra¢ne kiseline znacajno vise
vrednosti su pronadene kod bolesnika sa LDL A fenotipom u odnosu na zdrave ispitanike sa
istim fenotipom (p<0,001). Takode, viSe vrednosti uree (p<0,001), kreatinina (p<0,01) i
mokracne kiseline (p< 0,05) su utvrdene kod bolesnika sa LDL B fenotipom u poredenju sa
kontrolnom grupom koja je imala isti fenotip. Ispitivanjem bubreznih markera unutar
kontrolne grupe, pronadene su znacajno viSe vrednosti kreatinina (p<0,05) i mokraéne
kiseline (p<0,05) kod osoba sa LDL B fenotipom u odnosu na zdrave ispitanike sa LDL A
fenotipom. Koncentracija triglicerida je bila statisticki znacajno visa kod bubreznih bolesnika
sa LDL B fenotipom u poredenju sa zdravim ispitanicima koji su imali isti fenotip (p<0,01).
Takode, kod zdravih ispitanika sa LDL B fenotipom je dobijena znatno viSa koncentracija
triglicerida u poredenju sa zdravim ispitanicima koji su imali LDL A fenotip (p<0,01). S
druge strane, poredenjem HDL-h statisticki znacajno niza koncentracija je pronadena kod
bubreZznih bolesnika sa LDL A fenotipom u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001). Takode i
bubreZni bolesnici sa LDL B fenotipom su imali zna¢ajno niZe vrednosti HDL-h u poredenju
sa zdravim ispitanicima koji su imali isti fenotip (p<0,001). Unutar kontrolne grupe (p<0,05),
kao i kod bubreznih bolesnika (p<0,01), niza koncentracija HDL-h je pronadena kod
ispitanika sa LDL B fenotipom u odnosu na ispitanike sa LDL A fenotipom. Koncentracije

ukupnog holesterola i ukupnih proteina su bile sli¢ne u svim ispitivanim grupama.
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4.2.2. Spearmanova korelaciona analiza parametara lipidnog statusa, dijametra LDL
destica i relativnih udela LDL subfrakcija kod bubreZnih bolesnika

Dalja analiza je ukljucivala ispitivanje korelacija izmedu osnovnih biohemijskih
parametara i distribucije LDL subfrakcija kao i korelaciju sa dijametrom LDL cestica kod
bubreznih bolesnika. U tabeli 8 su prikazane znacajne korelacije dobijene statistickom
obradom pomenutih parametara. LDL dijametar je pokazao pozitivnu korelaciju sa HDL-h
(p<0,01) i apoA-I (p<0,01). Pronadena je i jaka negativna korelacija izmedu relativnog udela
LDL I subfrakcije i koncentracije triglicerida (p<0,01), dok je s druge strane relativni udeo
LDL I subfrakcije bio u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom HDL-h (p<0,05). Negativna
korelacija je zabeleZena izmedu relativnog udela LDL Illa subfrakcije i koncentracije HDL-h
(p<0,01), kao i sa koncentracijom apoA-I (p<0,01). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za relativni
udeo LDL IIIb subfrakcije koja je takode bila u negativnoj korelaciji sa koncentracijom HDL-
h (p<0,01) 1 apoA-I (p<0,05). Relativni udeo sdLDL subfrakcija je pokazao pozitivnu
korelaciju sa koncentracijom triglicerida (p<0,01), dok je s druge strane postojala negativna

korelacija sa koncentracijom HDL-h (p<0,05) i apoA-I (p<0,05).

Tabela 8. Spearmanova korelaciona analiza osnovnih biohemijskih parametara, dijametra i
relativnih udela LDL cestica kod bubreZnih bolesnika

HDL-h, mmol/L.  Trigliceridi, mmol/L apoA-I, g/L
LDL dijametar,nm 0,502%#%* -0,218 0,424*%*
LDL 1,%, 0,367* -0,401** 0,290
LDL IlIa,% -0,413%* 0,300 -0,376%*
LDL IIIb,% -0,426%* 0,242 -0,355*
sdLDL,% -0,392%* 0,321* -0,318*

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

71



4.3. Distribucija HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika i zdravih

ispitanika

U daljoj analizi ispitivali smo profil HDL subfrakcija kod bubreZznih bolesnika i zdravih

ispitanika. Rezultati su prikazani u tabeli 9.

Tabela 9. Veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
N=20 N=77 vrednost
HDL dijametar, nm* 10,01 (9,55-11,07) 10,15 (9,10-11,02) 0,690
HDL 2b, % 53,749,7 44,5+11,1 <0,01
HDL 2a, %* 18,5 (16,0-21,5) 21,4 (18,0-24,0) <0,05
HDL 3a, % 11,5+3,22 14,141 <0,01
HDL 3b, %* 6,2 (3,8-8,3) 7,6 (5,9-10,7) <0,05
HDL 3c, %* 10,4 (6,0-11,4) 10,4 (6,8-15,2) 0,376
HDL 2, %* 71,9 (68,2-79,2) 66,5 (59,6-74,9) <0,05
HDL 3, %* 28,2 (20,8-31,8) 33,4 (25,1-40,4) <0,05
HDL 2/HDL 3* 2,6 (2,1-3,8) 1,9 (1,5-3,0) <0,05

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu.*Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Student-ov t
test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih koje slede normalnu raspodelu, dok je Mann-Whitney test
koriS¢en za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz

korekciju za starost ispitanika
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Nakon statisticke obrade, nije uo¢ena razlika u HDL dijametru izmedu zdravih ispitanika i
bubreznih bolesnika. Relativni udeo HDL 2b subfrakcija je bio znafajno niZi kod bubreznih
bolesnika (p<0,01), dok su s druge strane, rezultati statistiCke obrade pokazali znafajno visSe
vrednosti relativnih udela HDL 2a, HDL 3a i HDL 3b kod bubreznih bolesnika u odnosu na
zdrave ispitanike (p<0,05, p<0,01 i p<0,05 redom). Relativni udeo HDL 3c subfrakcija se nije
statisti¢ki znaajno razlikovao izmedu bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika. Konacno, kad se
sve pogleda zbirno, relativni udeo HDL 2 subfrakcija je bio visi kod kontrolne grupe (p<0,05).
Bilo je razlike i u odnosu HDL 2/HDL 3 subfrakcija, pri ¢emu su viSe vrednosti zabelezZene kod

zdravih ispitanika (p<0,05).
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Pored inicijalne analize koja je podrazumevala poredenje rezultata bolesnika i zdravih u

pogledu zastupljenosti razli¢itih HDL subfrakcija, u slede¢em koraku smo ispitivali veli¢inu

HDL cestica 1 distribuciju HDL subfrakcija kod bolesnika u zavisnosti od stepena oStec¢enja

bubrega i rezultate smo poredili sa zdravim ispitanicima. Rezultati su prikazani u tabeli 10.

Tabela 10. Veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika sa razlif¢itim stepenom

bubreZnog oSte¢enja i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Boelsnici na hemodijalizi p
N=20 N=20 N=57 vrednost

HDL dijametar, nm* 10,01 (9,55-11,07) 10,72 (9,60-11,15) 9,33 (8,80-10,52) " <0,01
HDL 2b, % 54,197 46,249,8 * 44,4+11,6 ™ <0,01
HDL 2a, %* 18,1 (16,1-21,5) 20,3 (17,9-23,6) 22,3 (18,1-24,1) 0,060
HDL 3a, % 11,2432 13,2+2.8 14,3%+4,5 2 <0,01
HDL 3b,%* 6,2 (3,8-8,3) 7.4 (5,4-9,3) 7,7 (6,6-11,0) * <0,01
HDL 3c, %* 10,4 (6,0-11,4) 13,9 (5,2-16,1) 10,2 (6,8-14,8) 0,612
HDL 2, %* 71,9 (68,2-79,2) 66,4 (59,0-76,7) 67,2 (59,5-74,9) * <0,05
HDL 3,%* 28,2 (20,8-31,8) 34,4 (23,2-40,9) 33,2 (25,1-40,5) " <0,05
HDL 2/HDL 3* 2,6 (2,1-3,8) 1,9 (1,4-3,3) 2,0(1,5-2,9* <0,05

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu

raspodelu. *Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. ANOV A-a sa

Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su koriSéeni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji slede normalnu
raspodelu. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su kori§¢eni za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani.
a-Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne
razlike u odnosu na bolesnike sa HBB; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA
testa uz korekciju za starost ispitanika
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Naime, veli¢ina HDL cestica procenjena na osnovu dijametra je bila statisticki znacajno
ve¢a kod zdravih ispitanika u odnosu na bolesnika na hemodijalizi (p<0,05). Takode kod
bolesnika na hemodijalizi HDL dijametar je bio znafajno niZi nego kod bolesnika sa HBB
(p<0,01). Poredenjem relativnih udela HDL subfrakcija kod bolesnika sa razli¢itim stepenom
oStecenja bubrega i zdravih ispitanika, utvrdeno je da je relativni udeo HDL 2b subfrakcije
znacajno vise zastupljene kod zdravih u odnosu na bolesnike sa HBB (p<0,05) i bolesnike na
hemodijalizi (p<0,01), dok nije bilo razlike u relativnom udelu HDL 2a subfrakcija izmedu
ispitivanih grupa. Relativni udeo HDL 3c je bio sliCan u svim ispitivanim grupama, dok su
vrednosti relativnih udela HDL 3a i HDL 3b bile znac¢ajno vise kod bolesnika na hemodijalizi u
odnosu na zdrave ispitanike (p<0,01 1 p<0,01, redom). Konac¢no relativni udeo HDL 2 subfrakcija
je bio znacajno visi kod zdravih osoba u odnosu na bolesnika na hemodijalizi (p<0,05). Takode
utvrdena je i razlika u odnosu relativnih udela HDL 2/HDL 3 subfrakcija, pri ¢emu su statisticki
znacajno niZze vrednosti pronadene kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike

(p<0,05).

4.3.1. Spearmanova korelaciona analiza izmedu parametara lipidnog statusa, dijametra i
relativnih udela HDL subfrakcija

U toku dalje analize, primenili smo Spearmanovu korelacionu analiza kako bi ispitali
povezanost izmedu parametara lipidnog statusa, dijametra i relativnih udela HDL subfrakcija. U
tabeli 11 su prikazane znacajne korelacije dobijene statistiCkom obradom pomenutih parametara.

Tabela 11. Spearmanova korelaciona analiza parametara lipidnog statusa, dijametra i relativnih
udela HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika

Ukupan holesterol, mmol/L HDL-h, mmol/L Trigliceridi, mmol/L

HLDL dijametar 0,502 -0,218 0,424

HDL 2,% 0,367* -0,401%* 0,290

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Primenom Spearmanove korelacione analize uocena je pozitivna korelacija izmedu HDL
dijametra i koncentracije ukupnog holesterola (p<0,01). Takode HDL dijametar je bio u
pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom triglicerida (p<0,01). Relativan udeo HDL 2 subfrakcija
je pozitivno koreliralo sa koncentracijom ukupnog holesterola (p<0,05) dok je sa druge strane bio

u negativnog korelaciji sa koncentracijom HDL-h (p<0,01).

4.4. Analiza eritrocitnih parametara kod bubreZnih bolesnika i zdravih
ispitanika
Analiza eritrocitinih parametara kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika je prikazana

u tabeli 12.

Tabela 12. Eritrocitni parametri kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
N=40 N=40 vrednost
Hb, g/L 1349 119+11 <0,001
Hb-h,% total Hb 5,101,889 3,23+1,03 <0,001
Met-Hb, % total Hb* 3,82 (3,51-4,61) 4,44 (4,22-4,90) 0,102
RBC-Mh, mmol/L 2,30+0,12 2,38+0,12 <0,05

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu. "Podaci koji nakon logaritmovanja slede normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95%
CI). Student-ov t test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa
uz korekciju za starost ispitanika

Nakon statisticke obrade kod bubreznih bolesnika su zabeleZene statisticki znacajno nize
vrednosti ukupnog hemoglobina (p<0,001), kao 1 holesterola vezanog za hemoglobin (p<0,001),
Vrednosti methemoglobina se nisu razlikovale izmedu ispitivanih grupa, dok je u membrani

eritrocita bubreznih bolesnika bilo prisutno vise holesterola u poredenju sa zdravim ispitanicima

(p<0,05).
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U daljoj analizi ispitivali smo razlike u eritrocitnim parametrima izmedu zdravih
ispitanika i bubreZnih bolesnika sa razliCitim stepenom oSte¢enja bubrega. Rezultati su prikazani

u tabeli 13.

Tabela 13. Eritrocitni parametri kod bubreznih bolesnika sa razliitim stepenom bubreznog
oStecenja i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Bolesnici na hemodijalizi p
N=40 N=20 N=20 vrednost
Hb, g/L 13429 1238 * 115+ =P <0,001
Hb-h,% ukupnog Hb 5,10+1,89 3,30+1,17 * 3,10£0,89 ** <0,001
Met-Hb, % ukupnog Hb * 3,82 (3,51-4,61) 4,20 (3,86-4,97) 4,63 (4,28-5,15) 0,180
RBC-Mh, mmol/L 2,30+0,12 2,33+0,12 2,42+0,11 * <0,01

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu. *Podaci koji nakon logaritmovanja slede normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95%
CI). ANOVA-a sa Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su koriS¢eni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji
slede normalnu raspodelu kao i podataka koji su nakon logaritmovanja normalno distribuirani.a-Statisticki znacajne
razlike u odnosu na kontrolnu grupu; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike u odnosu na
bolesnike sa HBB; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za
starost ispitanika

Kao §to smo i ocekivali, koncentracija hemoglobina je bila znacajno niZa kod bolesnika sa
HBB i bolesnika na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001 i p<0,001, redom). Sem
toga, u grupi bolesnika sa HBB izmerena koncentracija hemoglobina je bila statisticki znacajno
viSa u odnosu na bolesnika na hemodijalizi (p<0,05).Rezultati poredenja su pokazali da je
holesterol vezan za hemoglobin statisticki znacajno niZi kod bolesnika sa HBB i bolesnika na
hemodijalizi u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001 1 p<0,001, redom). Iako je postojao trend ka
viSim vrednostima Met-Hb kod bolesnika sa razli¢itim stepenom oSte¢enja bubrega, nije bilo
statisticki znacajne razlike u odnosu na zdrave ispitanike. Holesterol iz membrane eritrocita je bio

povisen kod bolesnika na hemodijalizi u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001).
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4.4.1. Eritrocitni parametri kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL
fenotipom

U cilju ispitivanja da li LDL fenotip ima uticaj na eritrocitne parametre, podelili smo
kontrolnu grupu i grupu bubreznih bolesnika na LDL A 1 LDL B fenotip. Rezultati su prikazani u
tabeli 14.

Tabela 14. Eritrocitni parametri kod bubreZnih bolesnka i zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL
fenotipom

Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici
Parametri,jedinice LDL A LDL B p LDL A LDL B p
fenotip fenotip vrednost fenotip fenotip vrednost
N=20 N=20 N=32 N=8
Hb, g/L 136+10 133£7 0,481 120x11 % 118+11 ° 0,619
Hb-h, % ukupnog Hb 5,41£1,85 4,82 +1,95 0,387 3,21£1,04* 3,11£1,07" 0,851
Met-Hb, % ukupnog Hb  2,12+0,81 1,91+0,94 0,192 2,32+0,60 2,4040,61 ° 0,501
RBC-MCh, mmol/L 2,3340,14 2,34+0,10 0,498 2,35+0,12 2,4540,10° 0,051

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu. Student-ov t test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih. a- StatistiCki znacajne razlike
izmedu kontrolne grupe i bubreznih bolesnika sa LDL A fenotipom; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001, b- Statisti¢ki
znacajne razlike izmedu kontrolne grupe i bubreZnih bolesnika sa LDL B fenotipom; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-
p<0,001.

Analiza rezultata je pokazala da su vrednosti ukupnog hemoglobina znacajno viSe kod

zdravih ispitanika sa LDL A fenotipom u odnosu na bubrezne bolesnika koji imaju isti fenotip.
Sli¢no, vise vrednosti ukupnog hemoglobina su utvrdene u kontrolnoj grupi sa LDL B fenotipom,
u odnosu na bolesnike koji su imali LDL B fenotip. Relativni udeo holesterola vezanog za
hemoglobin je bio statisticki znac¢ajno visi kod zdravih ispitanika u odnosu na bolesnike sa LDL
A fenotipom. Takode znacajno viSe vrednosti holesterola vezanog za hemoglobin, pronadene su
kod zdravih ispitanika sa LDL B fenotipom u poredenju sa bubreZznim bolesnicima koji imaju
LDL B fenotip. S druge strane vrednosti methemoglobina su bile vise kod bolesnika sa LDL B
fenotipom u poredenju sa kontrolom koja je imala isti fenotip, dok nije bilo razlike izmedu
kontrolne grupe i bolesnika sa LDL A fenotipom. Holesterol iz membrane eritrocita je bio
povecan kod bubreznih bolesnika sa LDL B fenotipom, u odnosu na zdrave ispitanike koji su
imali isti fenotip, dok s druge strane nije bilo razlike izmedu bolesnika i kontrolne grupe sa LDL

A fenotipom.
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4.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zasStite u

serumu bubreZnih bolesnika i zdravih ispitanika

Rezultati ispitivanja parametara oksidativhog stresa i antioksidativne zasStite kod
bubreznih bolesnika 1 zdravih ispitanika, prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod bubreZnih bolesnika i zdravih
ispitanika

Parametri Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
N=40 N=57 vrednost

TAS, umol/L 1119£106 1264+120 <0,001
Ukupne SH grupe, mmol/L* 0,607 (0,581-0,640) 0,443 (0,400-0,491) <0,001
TOS, pmol/L* 4,61 (3,80-5,05) 5,40 (4,58-6,10) <0,01
TBARS, pmol/L 0,453+0,267 0,621+0,208 <0,05
AOPP, pmol/L 44,0£22,5 66,1+24,6 <0,01
PAB, HKU 72,2£21,1 85,3423 0,175

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu.* Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Student-ov t
test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih. Mann-Whitney test je kori$¢en za poredenje podataka koji
nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika

Nakon statisticke obrade podataka vrednosti TAS su bile znacajno viSe u grupi bolesnika
u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). S druge strane, koncentracija ukupnih SH grupa je bila
niZa kod bubreZnih bolesnika nego kod zdravih ispitanika. (p<0,001). Kao Sto je i ocekivano svi
izmereni parametri oksidativnog stresa kao S$to su TOS (p<0,01), TBARS (p<0,05) i AOPP
(p<0,01) su bili znacajno poviseni u grupi bolesnika. Nije bilo razlike u vrednostima PAB izmedu
ispitivanih grupa.

U slede¢em koraku smo ispitivali da li postoji razlika u parametrima oksidativnog stresa i
antioksidativne zasStite u serumu bubreZnih bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih

ispitanika. Rezultati su predstavljeni u tabeli 16.
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Tabela 16. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite kod bubreznih bolesnika sa
razli¢itim stepenom bubreZnog oSteéenja i zdravih ispitanika

Parametri Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Bolesnici na hemodijalizi
N=40 N=20 N=57 vrednost

TAS, umol/L* 1112 (1033-1188) 1219 (1112-1390) ** 1284 (1239-1337) ** <0,01
Ukupne SH grupe, mmol/L* 0,607 (0,581-0,640) 0,413 (0,355-0,509) ** 0,351 (0,251-0,471) ** <0,001
TOS, umol/L* 4,61 (3,80-5,05) 6,10 (4,41-9,62) * 5,41 (4,25-6,01) * <0,01
TBARS, pmol/L 0,453+0,267 0,621+0,195 * 0,606+0,215 * <0,01
AOPP, pmol/L 44,0+22,1 57,2142 69,1£27,1 * <0,01
PAB, HKU 72,2£21,2 81,3%39,1 89,1+39,3 0,421

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu.* Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. ANOV A-a sa
Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su kori§éeni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji slede normalnu
raspodelu. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su kori§¢eni za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani.
a-Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu; aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike u odnosu na
bolesnike sa HBB; b-, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika
TAS je bio znacajno visi kod HBB (p<0,01) i bolesnika na hemodijalizi (p<0,001) u
odnosu na kontrolnu grupu, dok je koncentracija ukupnih SH grupa bila sniZena kod obe grupe
bolesnika (p<0,001). TOS, kao parametar koji sluzi za procenu ukupnog oksidativnog stresa bio
je znacajno povisen kod bolesnika sa HBB (p<0,01) i bolesnika na hemodijalizi (p<0,05) u
odnosu na zdrave ispitanike. Sli¢no i koncentracija TBARS je bila viSa kod obe grupe bolesnika
(p<0,05), dok je koncentracija AOPP pokazala znaCajno viSe vrednosti kod bolesnika na

hemodijalizi u odnosu na zdrave (p<0,01). Nivo prooksidativno-antioksidativnog balansa je bio

sli¢an kod obe grupe bolesnika i zdravih ispitanika.
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4.5.1. Parametri oksidativhog stresa i antioksidativne zastite kod bubreznih bolesnika i
zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL fenotipom

U cilju sveobuhvatnije analize povezanosti parametara oksidativnog stresa i
anioksidativne zaStite sa karakteristikama LDL Cestica, uporedili smo redoks status ispitanika sa

LDL A i LDL B fenotipom
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Slika 22. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod bubrezinih bolesnika i zdravih
ispitanika sa razli¢itim LDL (A ili B) fenotipom

a-Statisticki znacajne razlike izmedu kontrolnih subjekata i bubreZnih bolesnika sa istim fenotipom LDL A.

b- Statisticki znacajne razlike izmedu kontrolnih subjekata i bubreznih bolesnika sa istim fenotipom LDL B
c-Statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolnih subjekata sa razli¢itim LDL

p vrednosti su izvedene iz ANCOV A testa uz korekciju za starost ispitanika

A- Koncentracija tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci; B- Koncentracija totalnog oksidativnog statusa; C-
Koncentracija ukupnih sulthidrilnih grupa; D- Koncentracija totalnog antioksidativnog statusa
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Nakon poredenja parametara oksidativnog stresa, dobili smo da su i TBARS (p<0,001) i
TOS (p<0,01) bili znacajno visi kod bolesnika sa LDL. A fenotipom u poredenju sa kontrolnom
grupom koja je imala isti fenotip (Slika 22 A 1 22 B). S druge strane, nije bilo znacajne razlike u
prosenom nivou totalnog oksidativnog statusa kod bolesnika i zdravih sa LDL B fenotipom
(Slika 22 B). Pored toga, nakon statistiCke obrade podataka, uoCena je znacajna razlika u
koncentraciji TBARS izmedu zdravih ispitanika sa razli¢itim LDL fenotipom, pri ¢emu je
koncentracija TBARS bila poviSena kod kontrolnih subjekata sa LDL B fenotipom (p<0,05)
(Slika 22 A). Zdravi ispitanici sa LDL A fenotipom imali su zna¢ajno viSu koncentraciju ukupnih
-SH grupa nego odgovarajuca grupa bolesnika (p<0,001) (Slika 22 C). S druge strane, rezultati
pokazuju da bubrezni bolesnici kako sa LDL A (p<0,01), tako i sa LDL B (p<0,01) fenotipom

imaju visi nivo TAS od kontrolne grupe sa istim fenotipom (Slika 22 D).
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4.5.2. Spearmanova korelaciona analiza parametara oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite sa parametrima lipidnog statusa i velicinom LDL i HDL cestica kod bubreznih
bolesnika

U toku dalje analize ispitivana je korelacija izmedu parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite sa parametrima lipidnog statusa, velicinom HDL 1 LDL destica, kao i
korelacija sa relativnim udelom HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika. U tabeli 17 su
prikazane znacajne korelacije dobijene primenom odgovarajuce statisticke analize.

Tabela 17. Spearmanova korelaciona analiza prametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
sa parametrima lipidnog statusa i veli¢inom LDL i HDL cCestica kod bubreznih bolesnika

AOPP, pumol/L Ukupne SH grupe, mmol/L

HDL-h, mmol/L -0,424** 0,417**

LDL-h, mmol/L 0,449%** 0,346%**
Trigliceridi, mmol/L 0,172 -0,348**

LDL dijametar,nm -0,048 0,436%*

HDL dijametar,nm -0,232 -0,375*

HDL 2,% -0,366%* 0,066

HDL 3,% 0,371%* -0,068

*Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Uznapredovali produkti oksidacije proteina su pokazali negativnu Korelaciju sa
koncentracijom HDL-h (p<0,01), kao i sa relativnim udelom HDL 2 subfrakcija (p<0,01), dok je
s druge strane postojala jaka pozitivna korelacija izmedu koncentracije AOPP i LDL-h (p<0,001)
kao i AOPP sa relativnim udelom HDL 3 subfrakcija (p<0,01) kod bolesnika sa oSte¢enom
funkcijom bubrega. Koncentracija ukupnih sulfhidrilnih grupa kao vid antioksidativne zastite
pozitivno korelira sa koncentracijom HDL-h i LDL-h (p<0,01 i p<0,01 redom), dok je s druge
strane zabeleZena negativna korelacija sa koncentracijom triglicerida (p<0,01), sa LDL 1 HDL

dijametrima (p<0,01 i p<0,05, redom).
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4.6. Odredivanje statusa enzima PON1

U cilju ispitivanja statusa enzima PONI, izmerena je paraoksonazna i arilesterazna

aktivnost enzima prema paraoksonu i fenilacetatu kao supstratima. Rezultati su prikazani na
slikama 23A 1 23B
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Slika 23. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 kod bubreinih bolesnika i zdravih ispitanika. A-

Paraoksonazna aktivnost PON1; B- Arilesterazna aktivnost PON1. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz
korekciju za starost ispitanika.

Ispitivanjem aktivnosti enzima paraoksonaze 1, utvrdeno je da su i paraoksonazna
(p<0,001) 1 arilesterazna (p<0,001) aktivnost PON1 statisticki znacajno niZe kod bubreznih

bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike.
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Pored aktivnost, kako bi se stekao potpuni uvid u status enzima, izmerena je koncentracija
PON1 i PON3 u serumu bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika. Rezultati su prikazani na

slikama 24A 1 24 B.
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Slika 24. Masena koncentracija PON1 i PON3 kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika. A-Koncentracija
PONI1; B- Koncentracija PON3. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Pored aktivnosti, i koncentracije enzima PONI1 (p<0,001) i PON3 (p<0,001) bile su
znacajno sniZzene kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega u poredenju sa kontrolnom

grupom.
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Specificna aktivnost PON1 kao odnos paraoksonazne aktivnosti i koncentracije PON1,
zajedno sa odnosom aktivnosti enzima PONI1 i koncentracijom HDL-h je izracunata kod

bubreznih bolenika i zdravih ispitanika. Rezultati su prikazani na slikama 25A 125 B.
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Slika 25. Specifi¢na aktivnost PON1 i odnos aktivnosti PON1 i koncentracije HDL-h kod bubreZnih bolesnika i
zdravih ispitanika A-Specifi¢na aktivnost PON1; B- Odnos aktivnosti PON1 i koncentracije HDL holoesterola. p
vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Specificna aktivnost PON1 je bila znacajno snizena kod bolesnika sa oSte¢enom
funkcijom bubrega u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,01), dok nije bilo razlike u izra¢unatom

odnosu aktivnosti PONT1 i koncentracije HDL holesterola.
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U daljoj analizi ispitivali smo razlike u serumskoj aktivnosti PON1 izmedu zdravih
ispitanika i bubreznih bolesnika sa razliitim stepenom oSte¢enja bubrega. Rezultati su prikazani

na slici 26A 1 26B.
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Slika 26. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i kod
zdravih ispitanika. A-Paraoksonazna aktivnost PON1; B- Arilesterazna aktivnost PON1. p vrednosti su izvedene iz
ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Kao $to je i ocekivano, statisticki znacajno niza paraoksonazna aktivnost izmerena je kod
bolesnika sa HBB (p<0,001) 1 bolesnika na hemodijalizi (p<0,001) u odnosu na zdrave ispitanike.
Takode, kod bolesnika koji su na redovnoj terapiji hemodijalizom primecena je znaajno niza
paraoksonazna aktivnost PON1 u odnosu na bolesnike sa HBB (p<0,05). Arilesterazna aktivnost
PONI1 je bila sniZena kod obe grupe bolesnika u poredenju sa kontrolnom grupom (kontrolna

grupa-bolesnici sa HBB p<0,001; kontrolna grupa —bolesnici na hemodijalizi p<0,001).
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Dalja procena statusa enzima paraoksonaze podrazumevala je merenje masene
koncentracije enzima PON1 i PON3 u serumu bubreznih bolesnika sa razli¢itim stepenom

bubreznog oStecenja. Rezultati ispitivanja su prikazani na slici 27 A1 27 B.
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Slika 27. Masena koncentracija PON1 i PON3 kod bubreznih bolesnika, bolesnika na hemodijalizi i zdravih
ispitanika. A-Koncentracija PON1; B- Koncentracija PON3. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju
za starost ispitanika.

Poredenjem vrednosti koncentracije enzima utvrdene su znacajno niZe koncentracije

enzima u serumu obe grupe ispitivanih bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu (kontrolna grupa-
bolesnici sa HBB p<0,001; kontrolna grupa —bolesnici na hemodijalizi p<0,001). Sli¢no,
merenjem koncentracije enzima PON3, bolesnici sa HBB i bolesnici na hemodijalizi imali su
snizene vrednosti koncentracije PON3 u poredenju sa zdravim ispitanicima. Takode, kod
bolesnika na terapiji hemodijalizom izmerena je znacajno niZa koncentracija PON3 u odnosu na

bolesnike sa HBB (p<0,05).
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Rezultati specifi¢ne aktivnosti 1 odnosa aktivnosti PON1 enzima i koncentracije HDL kod
zdravih ispitanika i bubreznih bolesnika sa razli¢itim stepenom oStecenja bubrega su prikazani na

slikama 28A 1 28B.
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Slika 28. Specificna aktivnost PON1 i odnos aktivnosti PON1 i koncentracije HDL-h kod bolesnika sa HBB,
bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika.A-Specificna aktivhost PON1; B- Odnos aktivnosti PONI i
koncentracije HDL holesterola. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika.

Ispitivanje specificne aktivnosti je pokazalo da bolesnici sa HBB i bolesnici na
hemodijalizi imaju statisticki znacajno nizu specificnu aktivnost PON1 u poredenju sa zdravim
ispitanicima. Takode, ovim poredenjem je utvrdeno da postoji razlika izmedu bolesnika u
zavisnosti od stepena oStecenja bubrega, pri ¢emu su bolesnici na hemodijalizi imali znatno niZu
specificnu aktivnost PON1 u odnosu na bolesnike sa HBB. S druge strane, odnos aktivnosti

PON1 i koncentracije HDL-h se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu ispitivanih grupa.
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4.6.1. Odredivanje arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama kod
bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika

U nastavku smo analizirali relativne udele aktivnosti PON1 na pojedina¢nim HDL 2 i
HDL 3 subfrakcijama i odredivali arilesteraznu aktivnosti enzima PON1 na HDL subfrakcijama
kod bubreznih bolesnika 1 zdravih ispitanika. Rezultati su prikazani u tabeli 18.

Tabela 18. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod bubreznih
bolesnika i zdravih ispitanika

Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici P

Parametri, jedinice N=20 N=77 vrednost

Relativni udeo PONI:

PON1 HDL 2b (%) 53,1 (51,0-57,6) 52,2 (47,7-56,3) 0,815
PON 1 HDL 2a (%) 25,5 (23,8-27,9) 21,9 (20,8-23,9) <0,001
PON 1 HDL 3a (%) 11,1 (9,4-12,3) 11,7 (10,0-13,6) 0,355
PON 1 HDL 3b (%) 4,90 (3,40-6,21) 5,57 (4,80-6,52) 0,312
PON 1 HDL 3c (%) 491 (3,11-6,41) 5,89 (4,82-8,10) <0,05
PON 1 HDL 2 (%) 79,1 (74,9-83,1) 75,7 (71,2-78,7) <0,01
PON 1 HDL 3 (%) 20,9 (16,8-24,9) 24,3 (21,3-28,8) <0,01
Aktivnost PONI:

PON1 HDL 2b U/L 88,1 (68,8-134,8) 46,5 (34,5-64,2) <0,001
PON 1 HDL 2a U/L 40,5 (31,4-63,2) 19,0 (14,7-27,7) <0,001
PON 1 HDL 3a U/L 16,9 (13,2-26,7) 11,2 (7,3-14,7) <0,001
PON 1 HDL 3b U/L 8,31 (5,4-15,9) 5,27 (3,6-6,9) <0,01
PON 1 HDL 3¢ U/L 7,52 (5,60-13,21) 5,63 (3,90-9,91) 0,210
PON1 HDL 2 U/L 150 (102-192) 67 (47-95) <0,001
PON 1 HDL 3 U/L 34,6 (22,9-50,2) 22,6 (15,9-31,1) <0,001
PONI1-HDL 2/PON1-HDL 3 3,78 (2,40-3,81) 3,12 (2,52-3,73) <0,01

Svi rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Mann-Whitney test je koriS¢en za poredenje podataka
koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitani
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Relativni udeo PONI1 aktivnosti je bio znafajno manje zastupljen na HDL 2
subfrakcijama bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. Preciznije, kod bubreznih
bolesnika, utvrden je znacajno manji udeo aktivnosti enzima PON1 na HDL 2a subfrakciji u
poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001), dok nije bilo znacajne razlike u relativnom udelu
PONI1 aktivnosti na HDL 2b cesticama. S druge strane, posmatranjem HDL 3 subfrakcija,
utvrdena je znacajno visa relativna aktivnhost PON1 kod bolesnika sa oSteCenom funkcijom
bubrega u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,01). Naime kod bubreZnih bolesnika je relativni udeo
aktivnosti PON1 bio viSi na najmanjim HDL 3c ¢esticama (p<0,05), dok nije bilo razlike u
distribuciji PON1 izmedu bolesnika i zdravih na ostalim HDL subfrakcijama. Daljom analizom,
pored relativne distribucije arilesterazne aktivnosti enzima PONI1, izracunali smo i tacnu
aktivnost u svakoj HDL subfrakciji tako Sto smo ukupnu arilesteraznu aktivnost u serumu,
pomnozili sa relativnom zastupljeno$¢u aktivnosti PON1 na pojedina¢nim HDL subfrakcijama.
Nakon statisticke obrade podataka, ustanovili smo da je arilesterazna aktivnost PON1 1 na HDL
2b i HDL 2a znacajno sniZzena kod bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001). Takode,
niZa aktivnost enzima PONI je izmerena na HDL 3a 1 HDL 3b subfrakcijama kod bubreznih
bolesnika u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001 i p<0,01 redom), dok nije bilo razlike u
aktivnosti PON1 na HDL 3c subfrakciji. Izracunata arilesterazna aktivnost PONI je bila
statistiCki znaCajno niZza kod bubreznih bolesnika i na HDL 2 i na HDL 3 subfrakcijama
(p<0,001), iz ¢ega proizilazi da je i odnos aktivnosti PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama bio

smanjen kod bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,01).
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U cilju ispitivanja postojanja razlike u distribuciji aktivnosti enzima PONI1 na

pojedina¢nim HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama kod bolesnika sa razli¢itim stepenom ostecenja

bubrega, bolesnici su podeljeni u dve grupe, na bolesnike sa HBB i bolesnike na hemodijalizi i

njihove vrednosti su uporedene sa zdravim ispitanicima. Rezultati su prikazani u tabeli 19.

Tabela 19. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod bolesnika sa
HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice

Kontrolna grupa

N=20

Bolesnici sa HBB
N=20

Bolesnici na hemodijalizi

N=57

p
vrednost

Relativni udeo PON1

PON1 HDL 2b (%)
PON 1 HDL 2a (%)
PON 1 HDL 3a (%)
PON 1 HDL 3b (%)
PON 1 HDL 3c (%)
PON 1 HDL 2 (%)
PON 1 HDL 3 (%)
Aktivnost PONI
PON1 HDL 2b U/L
PON 1 HDL 2a U/L
PON 1 HDL 3a U/L
PON 1 HDL 3b U/L
PON 1 HDL 3¢ U/L
PON1 HDL 2 U/L

PON 1 HDL 3 U/L

PON1-HDL 2/PON1-HDL 3

53,1 (51,0-57,6)
25,5 (23,8-27,9)
11,1 (9,4-12,3)
4,90 (3,45-6,19)
491 (3,11-6,41)
79,1 (74,9-83,1)

20,9 (16,8-24,9)

88,1 (68,8-134,8)
40,5 (31,4-63,2)
16,9 (13,2-26,7)
8,31 (5,4-15,9)
7,52 (5,60-13,21)
150 (102-192)
34,6 (22,9-50,2)

3,78 (2,40-3,81)

52,8 (49,6-59,8)
21,0 (18,7-23,9)
10,6 (8,1-12,0)
5,42 (5,20-6,16)
5,71 (4,90-12,92) *
76,4 (71,0-78,9) *

23,5(21,0-28,9)*

443 (34,5-71,6) **
17,6 (12,9-29,6) ***
7,6 (6,2-14,) **
5,01 (3,50-7,51) *
8,32 (3,12-12,21)
61 (47-103) ***
27,0 (14,6-32,9)°

3,25(2,51-3,82) ™

51,5 (47,1-56,2)
22,4 (21,1-23,8) *
12,2 (10,5-14,9) *

5,73 (4,80-7,11)

5,92 (4,71-8,20) *
74,9 (71,1-78,7)

25,0 (21,3-28,8) *

46,6 (33,3-60,7) **
21,6 (15,1-26,9) **
11,3 (8,2-15,3) **
5,32 (3,63-6,84) *
5,50 (3,91-9,53)
68 (48-93) ™
22,4 (16,7-29,6) ™

2,99 (2,53-3,70) **

0,127
<0,001
<0,01
0,200
<0,05
<0,01

<0,01

<0,001
<0,001
<0,001
<0,01
0,294
<0,001
<0,01

<0,001

Svi rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su koriS¢eni za
poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. a-Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu; a-
p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike u odnosu na bolesnike sa HBB; b-p<0,05, bb-p<0,01,
bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika
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Izmerena aktivnost PON1 na HDL 2a subfrakcijama je bila znacajno nizZa kod bolesnika
sa HBB (p<0,001) i bolesnika na hemodijalizi (p<0,01) u odnosu na zdrave ispitanike. Detaljnija
statisticka analiza je pokazala da postoji i razlika izmedu bubreznih bolesnika sa razli¢itim
stepenom bubrezne bolesti, pri ¢emu su bolesnici na hemodijalizi imali statisticki znacajno visi
relativni udeo aktivnosti PON1 na HDL 2a subfrakciji u poredenju sa grupom bolesnika sa HBB
(p<0,05). S druge strane, posmatranjem HDL 3 subfrakcija, utvrden je znacajno visi relativni
udeo PONI aktivnosti na HDL 3a subfrakcijama kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na
zdrave ispitanike (p<0,01), ali i bolesnike sa HBB (p<0,01). Takode, izmeren relativni udeo
PONI1 aktivnosti na HDL 3c subfrakciji je bio visi kod boelsnika sa HBB (p<0,05) i bolesnika na
hemodijalizi (p<0,01) u odnosu na kontrolnu grupu, dok nije bilo statisticki znacajne razlike u
aktivnosti PON1 na HDL 3b subfrakciji. Ukratko, kod zdravih ispitanika aktivnost PON1 je bila
znacajno viSe distribuirana na HDL 2 subfrakcijama (bolesnici sa HBB p<0,05; bolesnici na
hemodijalizi p<0,01), dok je u obe grupe bolesnika relativna aktivnost PONI smeStena
prevashodno na malim HDL 3 subfrakcijama (bolesnici sa HBB p<0,05; bolesnici na
hemodijalizi p<0,01). Pored relativne distribucije aktivnosti PON1 izmedu razli¢itih HDL
subfrakcija, detaljnija analiza je podrazumevala izraCunavanje i tacne arilesterazne aktivnosti u
svakoj HDL subfrakciji tako Sto smo ukupnu arilesteraznu aktivnost izmerenu u serumu,
pomnoZili sa relativnom zastupljenoS¢u PON1 na pojedinacnim HDL subfrakcijama. Na osnovu
statisti¢cke analize podataka, utvrdeno je da i bolesnici sa HBB i bolesnici na hemodijalizi imaju
znacajno nizu arilesteraznu aktivnost na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama u poredenju sa zdravim
ispitanicima (p<0,001 i p<0,01, redom). Naime, preciznije odredivanje arilesterazne aktivnosti
PON1 na HDL 2b subfrakcijama ukazuje na smanjenu aktivnost enzima kod obe grupe
ispitivanih bolesnika (bolesnici sa HBB p<0,001; bolesnika na hemodijalizi p<0,001). Sli¢no i na
HDL 2a, visa arilesterazna aktivnost je izmerena u kontrolnoj grupi u poredenju sa bolesnicima
sa HBB (p<0,001) i bolesnicima na hemodijalizi (p<0,001). Takode, kod zdravih ispitanika,
dobijena je statisticki znacajno viSa aktivnost PON1 na HDL 3a subfrakcijama u odnosu na
bolesnike sa HBB (p< 0,001) 1 bolesnike na hemodijalizi (p<0,001). Arilesterazna aktivnost
PONI1 je bila povisena i na HDL 3b kod zdravih ispitanika u odnosu na bolesnike sa HBB
(p<0,01) 1 bolesnike na hemodijalizi (p<0,01), dok nije bilo znaCajne razlike na HDL 3c
subfrakcijama. Zbirno posmatrano, na HDL 2 subfrakcijama, aktivnost PON1 je bila znacajno

niZa kod obe grupe ispitivanih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001). Sli¢no 1 HDL
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3 subfrakcije su pokazale niZu arilesteraznu aktivnost PON1 i kod bolesnika sa HBB (p<0,05) i
kod bolesnika na hemodijalizi (p<0,01) u odnosu na kontrolnu grupu. U skladu sa svim
navedenim 1 odnos PON1 aktivnosti na HDL 2 1 HDL 3 subfrakcijama je bio visi kod zdravih
odnosu na bolesnike sa HBB (p<0,01) i bolesnike na hemodijalizi (p<0,001).

4.6.2. Odredivanje statusa PON1 pre i posle procesa hemodijalize

U daljoj analizi ispitivan je uticaj hemodijalize na parametre lipidnog statusa, distribuciju
HDL subfrakcija i status aktivnosti enzima PON1, tako §to su vrednosti ovih parametara merene

pre i posle hemodijalize. Rezultati su prikazani u tabeli 20.
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Tabela 20. Parametri lipidnog statusa, distribucija HDL subfrakcija i status aktivnosti enzima
PONI1 pre i posle procesa hemodijalize

Pre hemodijalize Posle hemodijalize p
Parametri N=26 N=26 vrednost
Ukupan holesterol, mmol/L 4,60 (4,17-5,32) 4,90 (4,20-5,65) 0,523
Trigliceridi, mmol/L 1,75 (1,36-2,44) 1,60 (1,07-2,95) 0,409
HDL-h,mmol/l 0,54 (0,29-0,59) 0,41(0,30-0,60) 0,220
LDL-h, mmol/L 3,36 (2,84-3,97) 3,95 (2,83-4,26) 0,839
Paraoksonazna aktivnost PON1,U/L 125 (79-295) 133 (90-306) <0,01
Arilesterazna aktivnost PON1, kU/L 84,1 (74,6-91,2) 74,2 (61,4-81,4) <0,01
HDL 2b (%) 50,3 (45,3-54,4) 47,4 (37,9-54,0) 0,191
HDL 2a (%) 21,1 (18,7-22,9) 21,2 (18,4-24,1) 0,949
HDL 2 (%) 69,6 (65,7-75,1) 69,6 (61,4-75,2) 0,484
HDL 3a (%) 12,8 (10,4-16,9) 15,0 (11,2-17,2) 0,406
HDL 3b (%) 7,82 (6,11-8,83) 8,20 (5,64-10,43) 0,570
HDL 3c (%) 8,30 (6,71-10,20) 7,62 (5,61-10,21) 0,799
HDL 3 (%) 30,4 (24,9-34,3) 30,3 (24,8-38,6) 0,482
HDL 2/HDL 3 2,29 (1,91-3,02) 2,29 (1,52-3,03) 0,819
PON 1 HDL 2b (%) 52,5 (48,0-55,5) 52,9 (47,7-55,0) 0,947
PON 1 HDL 2a (%) 22,3 (20,4-23,5) 23,1 (20,6-25,5) <0,05
PON 1 HDL 2 (%) 74,9 (69,2-78,2) 75,6 (70,8-79,1) 0,246
PON 1 HDL 3a (%) 11,9 (10,7-13,8) 11,4 (10,0-13,1) 0,659
PON 1 HDL 3b (%) 6,12 (4,93-8,24) 5,44 (4,99-7,15) 0,090
PON 1 HDL 3c (%) 6,88 (5,27-9,74) 6,93 (5,08-9,14) 0,713
PON 1 HDL 3 (%) 25,1 (21,8-30,8) 24,3 (20,9-29,2) 0,246
PON 1 HDL 2b (U/L) 41,2 (36,0-46,8) 39,1 (30,8-43,1) <0,01
PON 1 HDL 2a (U/L) 18,2 (14,4-21,7) 16,3 (13,7-19,3) 0,053
PON 1 HDL 2 (U/L) 64,4 (51,5-67,1) 55,2 (43,6-63,1) <0,01
PON 1 HDL 3a (U/L) 9,41 (8,22-12,67) 8,62 (6,31-11,42) <0,05
PON 1 HD 3b (U/L) 5,35 (3,66-8,52) 3,97 (3,27-5,52) <0,01
PON 1 HDL 3¢ (U/L) 4,90 (4,15-8,22) 4,92 (2,90-6,65) 0,147
PON 1 HDL 3 (U/L) 22,1 (16,8-29,3) 18,2 (13,9-21,9) <0,01

Svi rezultati su predstavljeni kao medijana i interkvartilini raspon. Wilxonov test je koriS¢en za poredenje
kontinuiranih varijabli pre i posle procesa hemodijalize
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Hemodijaliza kao vid terapije za zamenu funkcije bubrega, nije dovela do promena u
koncentraciji parametara lipidnog statusa koji su ostali isti kao i pre samog procesa hemodijalize.
S druge strane, nakon hemodijalize doslo je do znaCajnog povecanja paraoksonazne aktivnosti
PON1 (p<0,01), dok je arilesterazna aktivnost PON1 bila niza posle hemodijalize (p<0,01).
Proces hemodijalize nije uticao na relativne udele HDL subfrakcija, kao ni na relativni udeo
PONI1 aktivnosti na ve¢ini HDL sufrakcija, izuzev na HDL 2a, gde je relativni udeo arilesterazne
aktivnosti bio znacajno visi posle procesa hemodijalize (p<0,05). S obzirom na to da je ukupna
arilesterazna aktivnost u serumu bila niZa posle procesa hemodijalize, niZa arilesterazna aktivnost
PON1 je primecena i na HDL 2b subfrakcijama. Sli¢no, i ukupna arilesterazna aktivnost na HDL
2 subfrakcijama je bila niza posle procesa hemodijalize (p<0,01). Takode, posle hemodijalize,
PONI1 arilesterazna aktivnost je bila niza i na HDL 3a (p<0,05) i HDL 3b subfrakcijama
(p<0,01), dok nije bilo razlike u aktivnosti na HDL 3c subfrakciji. Ako posmatramo ukupnu
arilesteraznu aktivnost na HDL 3 subfrakciji, ona je bila znaCajno niza posle procesa

hemodijalize (p<0,01).
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4.6.3. Spearmanova Kkorelaciona analiza parametara Kkoji

opisuju status

enzima

paraoksonaze sa biohemijskim parametrima, parametrima lipidnog statusa, parametrima

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

U tabeli 21 su prikazane znaCajne korelacije dobijene nakon Speramnove analize

parametara koji opisuju status enzima PONI1, osnovnih biohemijskih parametara i parametara

redoks statusa u grupi bubreZnih bolesnika.

Tabela 21. Spearmanova korelaciona analiza parametara koji opisuju status enzima paraoksonaze
sa biohemijskim parametrima, parametrima lipidnog statusa i parametrima antioksidativne zaStite

kod bubreznih bolesnika

Kreatinin, HDL, LDL-h, Ukupne SH grupe,

pmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
Paraokosnazan aktivnost PON1,U/L -0,361%%* 0,472%%%* -0,122 0,334*
Arilesterazna aktivnost PON1,kU/L -0,125 0,440%* 0,014 0,412%*
PON3,ng/mL -0,016 0,516%*%* 0,023 0,214
PON1 HDL 2 (%) -0,213 0,031 -0,378%* -0,067
PON1 HDL 3 (%) 0,213 -0,031 0,378%** 0,067
PON1 HDL 2 (U/L) -0,140 0,404 ** -0,044 0,386%**
PON1 HDL 3 (U/L) -0,038 0,379%* 0,229 0,315*

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Paraoksonazna aktivnost PON1 je pokazala negativhu korelaciju sa koncentracijom
kreatinina (p<0,01), dok je s druge strane utvrdena pozitivna korelacija sa koncentracijom HDL-h
(p<0,001) i ukupnim sulfhidrilnim grupama (p<0,05). Takode, primecena je i pozitivna korelacija
izmedu arilesterazne aktivnosti PON1 i koncentracije HDL-h (p<0,001) i ukupnih SH grupa
(p<0,01). Nakon primenjene korelacione analize, pronadena je jaka pozitivna korelacija izmedu
koncentracije PON3 i koncentracije HDL-h (p<0,001) u serumu. Pored svega navedenog,
relativni udeo PONI1 aktivnosti na HDL 2 subfrakcijama je bio u negativnoj korelaciji sa
koncentracijom LDL-h (p<0,01), dok je s druge strane arilesterazna aktivnost PON1 na HDL 2
subfrakcijama bila u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom HDL-h u serumu (p<0,01) i

ukupnim sulthidrilnim grupama (p<0,01).
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4.7. Odredivanje oksidativno-stresnog statusa u lipoproteinskim frakcijama

S obzirom na to da je jedan od osnovnih ciljeva ove studije bio da se proceni nivo
oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u razliitim lipoproteinskim cCesticama, nakon
ultracentrifugiranja u izdvojenim VLDL, LDL 1 HDL lipoproteinskim frakcijama odredili smo
AOPP kao parametar oksidativnog stresa 1 koncentracije PON1 1 PON3 kao parametre

antioksidativne zaStite. Rezultati su prikazani u tabeli 22.
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Tabela 22. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativme zastite u VLDL LDL i HDL
lipoproteinskim frakcijama kod bubreZnih bolesnika i zdravih ispitanika

p triiedini Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
arametri,jecimce N=20 N=77 vrednost

VLDL

AOPP, pmol/ug proteina * 0,100 (0,072-0,201) 0,172 (0,076-0,375) 0,215

PONI1, ng/mL 242 + 80 253+ 116 0,845

PON3, ng/mL * 0,849 (0,547-1,27) 0,592 (0,338-1,048) 0,114

LDL

AOPP, pmol/ug protein * 0,051 (0,046-0,090) 0,064 (0,053-0,078) 0,798

HDL

AOPP, pmol/ug proteina * 0,015 (0,011-0,026) 0,013 (0,011-0,018) 0,225

PONI1, ng/mL * 1251 (1006-1528) 680 (377-1074) ** <0,01

PON3, ng/mL 94454 76+42 0,420

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu

raspodelu. *Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon za podatke koji nisu sledili normalnu

raspodelu. Student-ov t test je koriS¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih, dok je Mann-Whitney test koriS¢en

za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za

starost ispitanika

U VLDL lipoproteinskim frakcijama nije bilo znacajne razlike u koncentraciji AOPP,

PON1 i PON3 izmedu bolesnika i zdravih ispitanika. Takode, vrednosti AOPP u LDL frakciji

bile su sli¢ne u obe ispitivane grupe. S druge strane, znac¢ajno niZa koncentracija PON1 izmerena

je kod bubreznih bolesnika u HDL lipoproteinskoj frakciji u odnosu na kontrolnu grupu, dok se

vrednosti PON3 i AOPP izmerene na ovoj lipoproteinskoj frakciji nisu razlikovale izmedu

bolesnika 1 zdravih.
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Detaljnija analiza je podrazumevala ispitivanje redoks statusa u lipoproteinskim

frakcijama bolesnika sa razli¢itim stepenom bubreznog oSte¢enja i poredenje sa zdravim

ispitanicima. Koncentracije parametara oksidativhog stresa 1 antioksidativne zaStite u VLDL,

LDL i HDL lipoproteinskim frakcijama su prikazani u tabeli 23.

Tabela 23. Parametri oksidativmnog stresa i antioksidatine zaStite u VLDL, LDL i HDL
lipoproteinskim frakcijama kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika

Kontrolna grupa

Parametri, jedinice
& N=20

Bolesnici sa HBB
N=20

Bolesnici na hemodijalizi p
N=57 vrednost

VLDL
AOPP, umol/ug proteina * 0,100 (0,072-0,201) 0,201 (0,114-0,782) 0,154 (0,071-0,397) 0,396
PONI1, ng/mL 242 + 80 225+ 129 277 102 0,313
PON3, ng/mL * 0,849 (0,547-1,27) 0,653 (0,448-0,878) 0,446 (0,262-1,861) 0,210
LDL

AOPP, umol/ug protein * 0,051 (0,046-0,090) 0,064 (0,551-0,775) 0,063 (0,042-0,093) 0,987
HDL

AOPP, umol/ug proteina * 0,015 (0,011-0,026) 0,013 (0,011-0,018) 0,014 (0,011-0,019) 0,479
PON1, ng/mL * 1251 (1006-1528) 680 (509-948) ** 715 (311-1146) *abbb <0,001
PON3, ng/mL 94+54 87432 66+48 0,148

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede normalnu
raspodelu.*Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. ANOVA-a sa
Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su koriS¢eni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji slede normalnu
raspodelu. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su kori§¢eni za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani.
a-Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu; aaa-p<0,001. b- Statisticki znacajne razlike u odnosu na
bolesnike sa HBB; b-, bbb-p<0,001. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika
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U VLDL lipoproteinskoj frakciji ni u jednoj od ispitivanih grupa nije bilo znaCajne razlike
u koncentraciji AOPP kao parametra oksidativnog stresa, kao ni u koncentracijama PONI1 i
PON3 koji su oslikavale antioksidativnu zaStitu. Takode, u LDL lipoproteinskoj frakciji
koncentracija AOPP je bila slicna kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi kao i kod
kontrolne grupe. Unutar HDL lipoproteinske frakcije, koncentracija PON1 je bila statisticki
znacajno veca kod zdravih ispitanika u odnosu na bolesnike sa HBB (p<0,001) i bolesnike na
hemodijalizi (p<0,001). Pored toga, kod bolesnika koji su bili na redovnom tretmanu
hemodijalizom koncentracija PONI1 je bila viSa nego kod bolesnika sa HBB (p<0,001). S druge

strane, nije bilo razlike u koncentraciji AOPP i PON3 izmedu ispitivanih grupa.
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4.7.1. Poredenje oksidativno-stresnog statusa VLDL, LDL i HDL lipoproteinskih frakcija
kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika

Rezultati poredenja redoks statusa u razli¢itim lipoproteinskim frakcijama kod bolesnika

sa HBB 1 bolesnika na hemodijalizi, kao i kod zdravih ispitanika predstavljeni su na slici 29.
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Slika 29. Parametri oksidativnog stresa (AOPP) i antioksidativne zastite (koncentracija PONI i

bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika.

PON3) kod

Gornji red: AOPP u VLDL, LDL i HDL lipoproetinskim frakcijama kod bolesnika sa HBB, bolesnika na

hemodijalizi i zdravih ispitanika

Srednji red: PON1 u VLDL, LDL i HDL lipoproetinskim frakcijama kod bolesnika sa HBB, bolesnika na

hemodijalizi i zdravih ispitanika

Donji red: PON3 u VLDL, LDL i HDL lipoproetinskim kod bolesnika sa HBB, bolesnika na hemodijalizi i zdravih
ispitanik
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U svim ispitivanim grupama, kod bolesnika sa HBB (p<0,01) bolesnika na hemodijalizi
(p<0,01) i zdravih ispitanika (p<0,05) izmerena koncentracija AOPP u VLDL lipoproteinskim
frakcijama je bila viSa u odnosu na LDL lipoproteinske frakcije. Takode, poredenjem VLDL i
HDL lipoproteinskih frakcija, zabeleZena je poviSena koncentracija AOPP na VLDL c¢esticama u
svim analiziranim grupama (p<0,001). Pored toga i LDL lipoproteinske frakcije su imale
znacajno vecu koncentraciju AOPP u odnosu na HDL u svim ispitivanim grupama (p<0,001).
PoSto se paraoksonaza 1 ne nalazi na LDL lipoproteinskim frakcijama, poredili smo
koncentraciju PON1 i PON3 izmedu VLDL i HDL frakcija kod bolesnika sa HBB i bolesnika na
hemodijalizi kao i kod zdravih ispitanika. Kao S$to je i ocekivano, u svim posmatranim grupama,
koncentracija PONI1 je bila veca na HDL lipoproteinskoj frakciji na kojoj je ovaj enzim inace 1
smesten u cirkulaciji u poredenju sa VLDL frakcijama (p<0,001). Sli¢no i koncentracija PON3 je
bila znacajno viSa na HDL lipoproteinskoj frakciji u odnosu na VLDL (p<0,001) u obe grupe

bubreznih bolesnika i kod zdravih ispitanika.
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4.7.2. Spearmanova korelaciona analiza oksidativno-stresnog statusa u VLDL, LDL i HDL
lipoproteinskim frakcijama sa parametrima redoks statusa u serumu i relativhim udelom
HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika

Spearmanova korelaciona analiza je obuhvatila ispitivanje korelacije izmedu oksidativno-
stresnog statusa u VLDL, LDL 1 HDL lipoproteinskim frakcijama sa parametrima redoks statusa
u serumu i relativnim udelom HDL subfrakcija kod bubreznih bolesnika. Rezultati su prikazani u

tabeli 41.

Tabela 24. Spearmanova korelaciona analiza parametara koji opisuju redoks status u VLDL, LDL i
HDL lipoproteinskim frakcijama sa parametrima redoks statusa i distribucijom HDL subfrakcija u
serumu bubreZnih bolesnika

Ukupne SH grupe, mmol/L HDL 2 (%) HDL 3 (%)
VLDL AOPP,umol/pg proteina 0,260 -0,027 0,027
VLDL PONI1, ng/mL -0,464%%* -0,294 0,294
VLDL PON3, ng/mL -0,055 -0,031 0,031
LDL AOPP, pmol/ug proteina 0,151 0,494* -0,494*
HDL AOPP, pmol/pg proteina 0,043 -0,483** 0,483%%*

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Nakon statisticke analize dobijenih podataka utvrdena je jaka negativna korelacija izmedu
koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa u serumu 1 koncentracije PONI na VLDL
lipoproteinskoj frakciji (p<0,01). Takode, u daljem istraZivanju kao znacajna, izdvojila se
povezanost izmedu relativne zastupljenosti HDL subfrakcija i redoks statusa u izdvojenim
VLDL, LDL i HDL lipoproteinskim frakcijama. Naime, koncentracija AOPP na LDL
lipoproteinskoj frakciji je bila u negativnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 3 subfrakcija
(p<0,05) kod bubreznih bolesnika, dok je s druge strane koncentracija AOPP na HDL
lipoproteinskoj frakciji pozitivno korelirala sa relativnim udelom HDL 3 subfrakcija (p<0,01).
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4.8. Koncentracije pentraksina-3, galektina-3, matriks mataloproteinaze-9
(MMP-9) i inhibitora matriks metaloproteinaze-1 (TIMP-1) kod bubreznih

bolesnika i zdravih ispitanika

U cilju ispitivanja markera inflamacije, kao i parametara koji se odnose na remodelovanje
ECM, izmerena je koncentracija pentraksina-3, MMP-9, TIMP-1 i galektina-3. Rezultati su

prikazani u tabeli 25.

Tabela 25. Koncentracija pentraksina-3, galektina-3, matriks-metaloproteinaze-9 (MMP-9) i
tkivnog inhibitora matriks-metaloproteinaza-1(TIMP-1) kod bubreznih bolesnika i zdravih
ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
N=20 N=40 vrednost
Pentraksin-3,ng/mL" 0,390 (0,218-0,727) 1,52 (1,52-2,57) <0,01
Galektin-3, ng/mL* 2,41 (2,06-3,99) 1,64 (0,74-2,55) <0,05
MMP-9, ng/mL* 141 (94-211) 312 (303-456) <0,01
TIMP-1, ng/mL* 138 (115-166) 469 (442-609) <0,001

*Podaci koji nakon logaritmovanja slede normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95% CI).
*Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. Student-ov t test je
koris¢en za poredenje kontinuiranih promenljivih koje slede normalnu raspodelu nakon logaritmovanja, dok je
Mann-Whitney test koriS¢en za poredenje podataka koji nisu normalno distribuirani. p vrednosti su izvedene iz
ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika

Kao $to je i oCekivano, koncentracija inflamatornog markera- pentraksina-3 je bila
statisti¢ki znacajno viSa kod bubreZnih bolesnika u poredenju sa zdravim ispitanicima (p<0,01). S
druge strane galektin-3 je bio znacajno visi u kontrolnoj grupi nego kod bubreznih bolesnika
(p<0,05), dok su koncentracije MMP-9 (p<0,01) i TIMP-1 (p<0,001) bile znacajno viSe kod

bolesnika sa razli¢itim stepenom oStecenja bubrega u odnosu na zdrave ispitanike.
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Inicijalna analiza je zatim ponovljena uzimaju¢i u obzir stepen oStecenja bubreZne

funkcije. Rezultati su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Koncentracija pentraksina-3, galektina-3, matriks-metaloproteinaze-9 (MMP-9) i
tkivnog inhibitora matriks-metaloproteinaza-1 (TIMP-1) kod bubreznih bolesnika sa razli¢itim
stepenom bubreznog oStecenja i zdravih ispitanika

Parametri,jedinice Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Bolesnici na hemodijalizi p
N=20 N=20 N=20 vrednost
Pentraksin-3,ng/mL" 0,390 (0,218-0,727) 1,31 (0,88-1,96) * 1,77 (1,14-2,74) * <0,001
Galektin-3, ng/mL* 2,41 (2,06-3,99) 2,24 (1,67-2,89) 0,820 (0,512-1,602) ** P <0,001
MMP-9, ng/mL* 141 (94-211) 376 (275-515) 304 (236-392) ** <0,01
TIMP-1, ng/mL* 138 (115-166) 515 (398-665) ** 484 (416-563) ™ <0,001

*Podaci koji nakon logaritmovanja slede normalnu raspodelu su prikazani kao geometrijske sredine (95% CI).
*Podaci koji ne slede normalnu raspodelu su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon. ANOVA-a sa Tukey-
Snedecor-ovim post hoc testom su koris¢eni za poredenje podataka koji su nakon logaritmovanja normalno
distribuirani. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test su kori§¢eni za poredenje podataka koji nisu normalno
distribuirani. a-Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu; a-p<0,05, aa-p<0,01, aaa-p<0,001. b-
Statisticki znacCajne razlike u odnosu na bolesnika sa HBB; b-p<0,05, bb-p<0,01, bbb-p<0,001. p vrednosti su
izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika

Poredenjem vrednosti, utvrdili smo da bolesnici sa HBB i bolesnici na hemodijalizi imaju
znacajno viSu koncentraciju pentraksina-3 u odnosu na zdrave ispitanike (redom p<0,01 i
p<0,001), dok se vrednosti pentaksina-3 u izmwdu razli¢itih grupa bolesnika nisu znacajno
razlikovale. Bolesnici na hemodijalizi su imali statisti¢ki znacajno niZe vrednosti galektina-3 u
odnosu na bolesnike sa HBB i kontrolnu grupu (redom p<0,01 i p<0,001). S druge strane,
koncentracija MMP-9 je bila statisticki znacajno viSe kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na

zdrave ispitanike (p<0,01), dok je vrednost TIMP-1 bila poviSena i kod bolesnika sa HBB i kod

bolesnika na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001).
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4.8.1. Analiza ROC krivih u identifikovanju bubreznih bolesnika sa visokim rizikom za
razvoj KVB

U slede¢em koraku smo bolesnike razvrstali na osnovu preracunatog FRS na bolesnike sa
visokim 1 umerenim rizikom za KVB, a potom smo Kkoriste¢i binarnu logisticku regresionu
analizu, ispitivali prediktivne sposobnosti pojedinacnih parametara (pentraksina-3, galektina-3,
MMP-9, TIMP-1, jacine glomerularne filtracije) kao 1 kombinacije viSe razli€itih parametara za
rizik za KVB. S obzirom na to da se pojedinacni parametri nisu pokazali kao zadovoljavajuci
prediktori visokog rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti kod bubreznih bolesnika, napravljeni
su odgovarajuci modeli:

Model 1 je obuhvatio pentraksin-3, galektin-3, MMP-9. Model 2 je sadrZzao pentraksin-3,
galektin-3, JGF, a Model 3 - pentraksin-3, galektin-3, MMP-9, JGF. Kako bi proverili
dijagnosticku tacnost upotrebe kombinacija ovih parametara primenjena je ROC analiza, a
povrsina ispod krivih je bila mera tacnosti ispitivanih parametara u identifikovanju bubreznih
bolesnika sa povecanim rizikom za razvoj KVB. Prema pravilima Hosmer-a i Lemeshow-a (168)
sposobnost kreiranih modela u razdvajanju bubreznih boelsnika sa razli¢itim stepenom rizika za
KVB definisan je na osnovu AUC kao slab (0,5< AUC <0,7), prihvatljiv (0,7 < AUC <0,8),
odlican (0,8 < AUC < 0,9) i izvanredan (AUC> 0,9). Rezultati analize ROC krivih dati su u
tabeli 27.

Tabela 27. Analiza ROC krivih u identifikovanju bubreZnih bolesnika sa visokim rizikom za razvoj
KVB

AUC 95% CI Standardna greska p*
Model 1 0,700 0,505-0,855 0,102
Model 2 0,732° 0,536-0,878 0,094
Model 3 0,716" 0,519-0,867 0,096 0,453

Nivoi ispitivanih parametara: pentraksina-3, galektina-3, MMP-9 i JGF su predstavljeni kao kontinuirane varijable.
Model 1 - pentraksin-3, galektin-3, MMP-9;

Model 2 - pentraksin-3, galektin-3, JFG i

Model 3 - pentraksin-3, galektin-3, MMP-9, JGF

P vrednost za razliku izmedu AUC Modela 1, Modela 2 i Modela 3
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Rezultati poredenja ROC krivih za sve pomenute modele su prikazani na slici 30.
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Slika 30. Poredenje ROC kriva Model 1 - pentraksin-3, galektin-3, MMP-9; Model 2 - pentraksin-3, galektin-3,
glomerularna filtracija i Model 3 - pentraksin-3, galektin-3, MMP-9, glomerularna filtracija.

Prema pravilima Hosmer-a i Lemeshow-a (168), sva tri modela su pokazala
zadovoljavajucu sposobnost u razdvajanju bubreZznih bolesnika sa povecanim rizikom za razvoj
KVB, s tim da je povrS$ina ispod krive (AUC) bila najve¢a kod Modela 2. Medutim poredenjem

ROC krivih, ovaj model se nije statisti¢ki znacajno razlikovao od Modelal i Modela 3.
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4.8.2. Spearmanova korelaciona analiza galektina-3, pentraksina-3 i MMP-9 sa
parametrima lipidnog statusa, parametrima koji opisuju status enzima PON1 i LDL
dijametrom kod bubreznih bolesnika

Nakon statisticke obrade podataka, galektin-3, pentraksin-3 i MMP-9 su pokazali
znacajnu povezanost sa pojedinim biohemijskim parametrima i parametrima koji opisuju status

enzima PON1. Rezultati su prikazani u tabeli 28.

Tabela 28. Spearmanova korelaciona analiza galektina-3, pentraksina-3 i MMP-9 sa parametrima
lipidnog statusa, parametrima Kkoji opisuju status enzima PON1 i LDL dijametrom kod bubreZnih
bolesnika

Galektin-3, ng/mL Pentraksin-3, ng/mL MMP-9, ng/mL
Ukupan holesterol,mmol/L 0,481%** -0,016 0,319%*
LDL-h,mmol/L 0,363** 0,082 0,341*
apoA-1,g/L 0,493 ** -0,274 0,320%*
LDL dijametar,nm 0,401 ** 0,241 0,325%*
PON1,ng/mL 0,362* -0,384* 0,218

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Galektin-3 je bio u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom ukupnog holesterola i apoA-I,
kao i sa koncentracijom LDL-h i dijametrom LDL cestica. Takode, pronadena je pozitivna
korelacija izmedu galektina-3 i koncentracije PON1 (p<0,05). S druge strane koncetracija
pentraksina-3 je pokazala negativnu korelaciju sa koncentracijom PONI1 (p<0,05). Sli¢no
galektinu-3, vrednosti MMP-9 su pokazale pozitivnu korelaciju sa koncentracijom ukupnog

holesterola i apoA-I, kao i sa koncentracijom LDL-h i dijametrom LDL cestica.
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4.9. Izracunavanje zbirnog skora dislipidemije, oksidativhog stresa i

inflamacije

Uzimaju¢i u obzir prethodne rezultate koji ukazuju da kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega postoje brojne promene u parametrima lipidnog statusa, redoks statustu, kao 1
u stepenu inflamacije u daljoj analizi smo ispitivali zbirni efekat viSe razli¢itih faktora rizika
preraCunavanjem najpre pojedinacnih skorova kao Sto su skor dislipidemije, oksidativno-stresni
skor i1 inflamatorni skor, a potom i zbirnog DOI skora. Rezultati poredenja izracunatih skorova

kod bubreznih bolesnika 1 zdravih ispitanika prikazani su u tabeli 29.

Tabela 29. Lipidni skor, oksidativno-stresni skor, inflamatorni i DOI skor kod bubreznih bolesnika
i zdravih ispitanika

Parametri Kontrolna grupa Bubrezni bolesnici p
N=20 N=77 vrednost
Skor dislipidemije -0,580 (-1,380-0,220) 2,18 (1,54-2,82) <0,001
Oksidativno-stresni skor -0,435 (-1,203-0,333) 1,74 (1,29-2,19) <0,001
Inflamatorni skor 0,478 (0,139-0,816) 1,35 (1,07-1,63) <0,001
DOI skor -0,537 (-1,921-0,845) 5,27 (4,31-6,23) <0,001

Svi rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina (95%CI) izvedeni iz log-normalnih vrednosti. Studentov t-test
je koriséen za poredenje podataka. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika

Nakon statisticke analize podataka uoceno je da su vrednosti skora dislipidemije
(p<0,001), oksidativno-stresnog skora (p<0,001), inflamatornog (p<0,001) i zbirnog DOI skora

(p<0,001) bile znacajno poviSene kod bubreznih bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike.
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Dodatna ispitivanja su obuhvatala preracunavanje skorova kod bolesnika koji su imali
razliCiti stepen bubreznog oStecenja u cilju provere da li postoji razlika izmedu bolesnika sa HBB
i bolesnika na hemodijalizi, kao i izmedu bolesnika i zdravih ispitanika. Rezultati su prikazani u
tabeli 30.

Tabela 30. Lipidni skor, oksidativno-stresni skor, inflamatorni i DOI skor kod bolesnika sa HBB,
bolesnika na hemodijalizi i zdravih ispitanika

P tri Kontrolna grupa Bolesnici sa HBB Bolesnici na hemodijalizi P
arametn N=20 N=20 N=57 vrednost
Skor dislipidemije -0,580 (-1,381-0,220) 1,52 (0,89-2,18) *** 2,58 (1,64-3,55) ** <0,001
Oksidativno-stresni skor ~ -0,435 (-1,203-0,333) 1,95 (1,39-2,51) * 1,61 (0,94-2,28) * <0,01
Inflamatorni skor 0,478 (0,139-0,816) 1,06 (0,66-1,45) ** 1,53 (1,14-1,91) = <0,001
DOI skor -0,537 (-1,921-0,846) 4,53 (3,51-5,56) *** 5,73 (4,26-7,21) ** <0,001

Svi rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina (95%CI) izvedeni iz log-normalnih vrednosti. ANOVA-a sa
Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom su kori§éeni za poredenje kontinuiranih promenljivih koji slede normalnu
raspodelu. p vrednosti su izvedene iz ANCOVA testa uz korekciju za starost ispitanika

Jednofaktorska ANOVA je pokazala da su vrednosti skora dislipidemije, znacajno niZe u
kontrolnoj grupi nego kod bolesnika sa HBB (p<0,001) i bolesnika na hemodijalizi (p<0,001).
Kao Sto smo 1 ocekivali, izraCunati oksidativno-stresni skor je bio zna¢ajno visi kod bolesnika na
hemodijalizi (p<0,01) i bolesnici sa HBB (p<0,01) u poredenju sa zdravim ispitanicima. Sli¢no,
inflamatorni skor je pokazao poviSene vrednosti kod obe grupe ispitivanih bolesnika u odnosu na
kontrolnu grupu (bolesnici sa HBB p<0,001; bolesnici na hemodijalizi p<0,001). Iz svega
navedenog proizilazi da su i vrednosti DOI skora, znaCajno bile poviSene kod bolesnika na
hemodijalizi i bolesnika sa HBB u odnosu na kontrolnu grupu, dok razlike izmedu bolesnika nisu

uocene ni u jednom izra¢unatom skoru
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Kako bi ispitali diskriminacionu sposobnost svakog pojedina¢nog skora (skor
dislipidemije, oksidativno-stresni skor, inflamatorni skor) i zbirnog DOI skora za razdvajanje
bubreznih bolesnika od zdravih ispitanika koristili smo analizu ROC krivih, ta¢nije poredili smo

povrsine ispod ROC krivih (AUC) za svaki skor posebno. Rezultati su ilustrovani u tabeli 31.

Tabela 31. PovrSina ispod krive i analiza ROC krivih za lipidni skor, oksidativno-stresni skor,
inflamatorni skor i DOI skor u cilju razdvajanja bubreznih bolesnika od zdravih ispitanika.

AUC (95% CI) P
vrednost
Skor dislipidemije 0,92 (0,85-0,99) <0,01
Oksidativno-stresni skor 0,82 (0,70-0,94) <0,01
Inflamatorni skor 0,81 (0,67-0,95) <0,01
DOI skor 0,92 (0,82-1,00) <0,001

Izracunate povrSine ispod ROC krivih su pokazale da skor dislipidemije, oksidativno-
stresni skor 1 inflamatorni skor imaju odli¢nu sposobnost da razlikuju bolesnike sa bubreznom
boles¢u od zdravih osoba, dok su skor dislipidemije i DOI skor kao zbir svih pomenutih skorova,
pokazao izvanrednu sposobnost u razdvajanju bolesnika sa oSteCenom funkcijom bubrega od

zdravih ispitanika.
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4.9.1. Spearmanova korelaciona analiza skora dislipidemije, oksidativno-stresnog skora,
inflamatornog skora i zbirnog DOI skora sa ostalim ispitivanim parametrima kod
bubreZnih bolesnika

Spearmanova korelaciona analiza je primenjena za ispitivanje korelacija koje postoje
izmedu skora dislipidemije, oksidativno-stresnog skora, inflamatornog skora i zbirnog DOI skora
sa ostalim ispitivanim parametrima kod bubreznih bolesnika. Vazno je napomenuti da su radene
samo korelacije za parameter koji nisu uSli u proracun za pomenute skorove. Rezultati su

prikazani u tabeli 32.

Tabela 32. Spearmanov-a korelaciona analiza skora dislipidemije, oksidativno-stresnog skora,
inflamatornog skora i zbirnog DOI skora sa parametrima redoks statusa, parametrima koji opisuju
status enzima PON1 i LDL dijametrom kod bubreznih bolesnika.

Skor Oksidativno-stresni Inflamatorni DOI skor
dislipidemije skor Skor

TBRAS,umol/L -0,097 0,444* 0,109 0,151
PAB,HKU 0,152 0,435% 0,184 0,375
PON1,ng/mL -0,334 -0,041 0,525%* -0,473*
PON1 HDL 2 (%) -0,059 0,413* 0,401* 0,213
PON1 HDL 3 (%) 0,059 -0,413* -0,401* -0,213
LDL dijametar,nm -0,108 0,454* 0,116 0,129
PON3-VLDL,ng/mL -0,613%%* 0,204 -0,213 -0,594*
AOPP-LDL,umol/ug proteina -0,068 0,425%* -0,158 0,510%*

Prikazani su Spearman-ovi koeficijenti korelacije; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Znacajne korelacije pronadene su izmedu pojedinacnih skorova i zbirnog DOI skora sa
parametrima redoks statusa u krvi i lipoproteinskim frakcijama, parametrima koji opisuju status
enzima PON1 i1 LDL dijametrom. Oksidativno-stresni skor je bio u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom TBARS (p<0,05), prooksidativno-antioksidativnim balansom (p<0,05), kao i sa
LDL dijametrom (p<0,05). Takode i inflamatorni i oksidativno-stresni skor su pokazali
negativnu korelaciju sa izmerenom aktivno§¢u PON1 na HDL 3 subfrakcijama (p<0,05). Pored
toga inflamatorni skor je pokazao i pozitivnu korelaciju sa koncentracijom PON1 (p<0,01) i sa
aktivno$¢u PON1 na HDL 2 subfrakcijama (p<0,05), dok je s druge strane zbirni DOI skor bio u
negativnoj korelaciji sa koncentracijom PONI1 (p<0,05). Takode pronadena je negativna
korelacija izmedu koncentracije PON3 na VLDL frakciji i skora dislipidemije (p<0,01) i DOI
skora (p<0,05). S druge strane koncentracija AOPP u LDL frakciji je bila u pozitivnoj korelaciji
sa oksidativno-stresnim skorom (p<0,05) i DOI skorom (p<0,01).
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5. Diskusija

Rezultati velikog broja studija su potvrdili da razli¢iti tradicionalni i netradicionalni
faktori rizika dovode do razvoja KVB kod bolesnika sa HBB. Takode, brojne epidemioloske
studije su pokazale da upravo kardiovaskularne bolesti predstavljaju glavni uzrok morbiditeta i
mortaliteta kod ovih bolesnika (26). Ova studija je imala za cilj detaljno ispitivanje dislipidemije,
oksidativnog stresa i inflamacije, kao dominantnih faktora rizika za razvoj KBV kod bolesnika sa
HBB, ispitivanje njihove medusobne povezanosti kao i uticaja koji ostvaruju na sastav i funkciju
lipoproteina 1 ekstracelularnog matriksa.

Progresivni gubitak bubrezne funkcije udruZzen je sa znaajnim promenama u
metabolizmu lipida i lipoproteina, pa je tako kod ovih bolesnika prisutna povec¢ana koncentracija
triglicerida i VLDL-h, sniZena koncentracija HDL-h, dok se koncentracije ukupnog holesterola i
LDL-h nalaze u okviru preporucenih vrednosti. Pretpostavlja se da hipertrigliceridemija kod
bolesnika sa HBB nastaje kao posledica povefanog stvaranja i smanjenog katabolizma
lipoproteinskih Cestica koje su bogate trigliceridima. Kod bolesnika na hemodijalizi promena u
koncentraciji triglicerida se pripisuje i primeni niskomolekularnog heparina koji takode mozZe
uticati na aktivnost lipoproteinske lipaze (46). Naime u ovom istraZivanju vrednosti triglicerida
(Tabele 4 1 5) su pokazivale trend ka viSim koncentracijama u obe grupe bubreznih bolesnika,
medutim ipak nije uoCena statisticki znacajna razlika u odnosu na zdrave ispitanike. S druge
strane koncentracija HDL-h je bila znacajno niZa u obe ispitivane grupe u odnosu na kontrolnu
grupu (Tabele 4 1 5). Razloge za ovakav rezultat treba traZiti u ¢injenici da poremecaj bubrezne
funkcije utie na sintezu i katabolizam HDL cestica (169). Naime rezultati ovog istraZivanju su
pokazali da je niska koncentracija HDL-h pracena sniZenom koncentracijom apoA-I (Tabele 4 1
5). SniZena koncentracija apoA-I kod obe grupe bolesnika, nastaje najverovatnije kao posledica
povecane razgradnje i/ili povecanog gubitka ovog apolipoproteina putem bubrega (170).Takode,
naruSavanje integriteta glomerularne membrane kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega,
dovodi do pojacanog katabolizma i gubitka i HDL cestica (171). Pored promena u koncentraciji
HDL-h kod bolesnika sa HBB dolazi i do znacajnih promena u strukturi i funkciji HDL
lipoproteinskih Cestica, Sto ukazuje da tek detaljnom analizom lipidnog i proteinskog sastava, kao
i procenom funkcionalnosti HDL cestica, moZemo proceniti ateroprotektivna svojstva ovih
Cestica. Studija Holzer i saradnika je pokazala da kod bolesnika na hemodijalizi dolazi do

znaCajnih promena u sastavu proteina na HDL cesticama, pri ¢emu raste koncentracija
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serumskog amiloida A1, albumina i apoC-III, a smanjuje se sadrzaj apoA-I, apoA-II, apoA-IV i
antitripsina (90). Pored toga, dolazi i do promena u sastavu lipida, pa tako opada koncentracija
fosfolipida 1 slobodnog holesterola a raste koncentracija triglicerida u HDL cesticama (90). U
uremijskim uslovima kod bolesnika sa HBB, pored kvantitativnih promena u sastavu lipida i
proteina, dolazi i do kvalitativnih promena u smislu pojacane oksidativne modifikacije,
glikozilacije i karbamilacije, $to se znacajno odraZzava na funkcionalnost ovog lipoproteina (172).

Imajuéi u vidu da su HDL cestice prisutne u cirkulaciji izrazito heterogene u pogledu
fizicko-hemijskih osobina, metabolizma i bioloSke aktivnosti (72), naSe dalje istraZivanje je
obuhvatalo ispitivanje relativne distribucije pojedinaénih HDL subfrakcija i procenu njihove
funkcionalnosti. KoriS¢enjem gradijent-gel elektroforeze HDL Cestice su razdvojene na velike
HDL 2 (HDL 2b i HDL 2a) i male HDL 3 (HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c) subfrakcije, pri ¢emu su
kod bolesnika sa HBB i kod bolesnika na hemodijalizi znacajno viSe bile zastupljene male guste
HDL 3 cestice (Tabele 9 i 10). Nasi rezultati su potvrdili prethodna istraZivanja Alabakovske i
saradnika koja ukazuju da je distribucija HDL subfrakcija pomerena u pravcu malih gustth HDL
3 Cestica kod bolesnika sa oSteCenom funkcijom bubrega (173). Potencijalno objaSnjene moze biti
u Cinjenici da kod bolesnika sa HBB, posebno kod bolesnika na hemodijalizi postoji problem u
maturaciji HDL cestica uzimajuci u obzir da su prethodne studije pokazale znaCajno sniZenu
aktivnost enzima LCAT (66,173). Niska aktivnost LCAT enzima se moZe objasniti nishodnom
regulacijom gena koji kodira sintezu ovog enzima u jetri, kao i inhibitornim efektom uremijskih
toksina koji su u viskoj koncentraciji prisutni kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega
(174). Prethodne studije su pokazale da inflamacija koja je takode prisutna kod ovih bolesnika
smanjuje ekspresiju gena za LCAT (174). U naSoj studiji relativna distribucija HDL 3 subfrakcije
je bila znacajno viSa kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike, $to je u skladu
sa prethodnim studijama koje su pokazale da sa napredovanjem bolesti bubrega dolazi do
smanjenja aktivnosti LCAT enzima, a samim tim i posledi¢nog rasta udela ovih subfrakcija
(174). Takode, jedno od potencijalinih objaSnjenja za sniZzenu aktivnost LCAT jeste i niska
koncentracija apoA-I (Tabele 4 1 5), imajuc¢i u vidu da ovaj apolipoprotein predstavlja glavni
aktivator LCAT enzima (175). Pored svega navedenog, povecan relativni udeo HDL 3
subfrakcije kod bubreznih bolesnika se moZe objasniti 1 pove¢anom aktivnoS¢u CETP enzima
koji je odgovorna za recipro¢nu razmenu estara holesterola i triglicerida izmedu HDL 2 ¢estica i

lipoproteina koji sadrze apo-B. U uslovima hipertrigliceridemije i pojacane aktivnosti CETP koji
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su prisutne kod bolesnika sa oStecenom funkcijom bubrega, nastaju strukturno promenjene HDL
2 Cestice sa vecim sadrzajem triglicerida, koje se pod dejstvom hepati¢ne lipaze dalje konvertuju
u male guste HDL 3 cestice (176). U prilog ovoj tvrdnji govori i pozitivna korelacija pronadena
izmedu triglicerida i relativnog udela HDL 3 subfrakcija u grupi bubreZznih bolesnika (Tabela 11).
Ranije studije su pokazale da CETP mozZe modifikovati antiinflamatorna i antioksidativha
svojstva HDL cestica i na taj nacin doprineti razvoju oksidativnog stresa i hroni¢ne inflamacije,
bitnih ¢inioca u nastanku i progresiji ateroskleroze (177).

Medutim i pored detaljnog razumevanja metabolizma HDL cestica jo§S uvek postoje
nekonzistentna misljenja koja HDL subfrakcija ima ja¢i protektivni potencijal i pruza bolju
zastitu od razvoja ateroskleroze (178). Rezultati prethodnih studija su pokazali da je kod
pacijenata sa KVB znacajno smanjen udeo HDL 2 subfrakcija (67), dok su HDL 3 subfrakcije
dominanto zastupljene. S druge strane, postoje brojni dokazi o ateroprotektivnoj ulozi HDL 3
Cestica koji ukazuju da zbog velikog sadrZaja apoA-I ove Cestice ucestvuju u inicijalnom
preuzimanju i inaktivaciji hidroperoksida na LDL cCesticama kod zdravih osoba (73). Medutim,
prime¢eno je da u razliCitim patoloskim stanjima dolazi do znacajnog naruSavanja
funkcionalnosti HDL 3 cestica, pri ¢emu se one mogu smatrati ¢ak i proaterogenim. Shodno
tome, poviSen relativni udeo HDL 3 subfrakcija koji je pronaden u naSoj studiji moZe ukazati na
veci rizik od kardiovaskularnih bolesti kod bubreznih bolesnika (73). U prilog ovome govori i
nizi odnos HDL 2/HDL 3 subfrakcija izmeren kod bolesnika na hemodijalizi (Tabela 10) koji se
moze smatrati posledicom neadekvatne funkcionalnosti procesa reverznog transporta holesterola.
Naime, ovakav rezultat je bio o¢ekivan uzimajuéi u obzir naSu prethodnu studiju sprovedenu na
cerebrovaskularnim pacijenatima, gde smo dobili slican odnos HDL 2/HDL 3 subfrakcija (179).

Pored dislipidemije 1 promenjene distribucije HDL subfrakcija koje su dosta ispitivane
mali broj studija se bavio istrazivanjem distribucije holesterola unutar eritrocita. Aktuelna studija
je prema nasem saznanju pruZila prve podatke o holesterolu vezanom za hemoglobin i holesterolu
iz membrane eritrocita kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. Prethodne studije su
pokazale da je slobodan holesterol prisutan u eritrocitnim membranama u ravnoteZi sa
holesterolom unutar lipoproteina u cirkulaciji (180). Naime, veliki broj eritrocita u ¢ijim se
membranama nalazi holesterol ¢ini ove Celije dostupinim za razmenu holesterola iz membrane
eritrocita sa lipoproteinima u cirkulaciji, posebno sa HDL cesticama (180). Studije na

Zivotinjama su potvrdile da se odredena koli¢ina holesterola transportuje upravo preko eritrocita

118



u slucaju otezanog reverznog transporta holesterola (92). U prilog tome govore i rezultati ove
studije s obzirom da su vrednosti holesterola iz membrane eritrocita bile mnogo viSe kod
bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (Tabele 12 i 13). MoZemo pretpostaviti da vezivanje
holesterola za membrane eritrocita predstavlja alternativni put prenosa holesterola u slucaju
neadekvatnog reverznog transporta holesterola koji se javlja zbog nedostatka ili promenjene
funkcije HDL cestica, kao Sto je slucaj kod bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega. Pored
holesterola iz membrane eritrocita, naSe istraZivanje je obuhvatilo i ispitivanje holesterola
vezanog za hemoglobin. Prema istraZivanju koje su sproveli Nikoli¢ i saradnici (94) kod zdravih
osoba, holesterol vezan za hemoglobin u eritrocitima predstavlja prolazno “skladiStenje” viska
slobodnog holesterola koji se na taj nacin uklanja iz cirkulacije. Takode prema rezultatima in
vitro studije, pored holesterola iz memebrane eritrocita i holesterol vezan za hemoglobin moze da
ucestvuje u reverznom transportu, tako Sto dolazi do transfera holesterola nazad u membranu
odakle interaguje sa HDL cesticama iz cirkulacije (96). Na$i rezultati su pokazali da u
eritrocitima bubreznih bolesnika postoji znacajno niZza koncentracija holesterola vezanog za
hemoglobin u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabele 12 i 13), $to ukazuje na to da eritrociti
kod zdravih osoba imaju bolji "puferski" kapacitet za privremeno uklanjanje potencijalno Stetnog
viSka holesterola iz krvi. U skladu sa rezultatima prethodne studije (96), moZemo da
pretpostavimo da smanjena koncentracija HDL-h kod bubreznih bolesnika dovodi do
intenziviranja reverznog transporta holesterola preko eritrocita i shodno tome dolazi do kraceg
zadrZavanja holesterola u eritrocitima, Sto predstavlja razlog sniZzene koncentracije holesterola
vezanog za hemoglobin. Nasuprot tome, kod zdravih osoba kod kojih je reverzni transport
holesterola posredovan HDL cesticama funkcionalan, moZemo da pretpostavimo da dolazi do
postepenog prelaska holesterola sa membrane eritrocita u unutraSnjost, gde se vezuje za
hemoglobin i privremeno uklanja, Sto rezultira sniZzenim vrednostima holesterola u membrani
eritrocita, a poviSenim vrednostima holesterola vezanog za hemoglobin (96). Pored svega
navedenog, anemija koja je prisutna kod bubreznih bolesnika moZze dodatno oteZati proces
reverznog transporta holesterola, s obzirom na to da pored smanjene koncentracije HDL-h,
pacijenti sa smanjenom funkcijom bubrega imaju i smanjenu koncentraciju Hb i kraci Zivotni vek
eritrocita, Sto umanjuje mogucnost da se najbrojnije Celije krvi ukljue u reverzni transport

holestrerola (181).
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Jedan deo naSeg istraZivanja je obuhvatao 1 ispitivanje nivoa methemoglobina kod
bolesnika sa promenjenom funkcijom bubrega. Patogeneza bubreznog oSte¢enja izazvanog
methemoglobinom je proucavana na Zivotinjskim modelima, pri ¢emu su Schaefer i1 saradnici
pokazali da intravenska primena methemoglobina dovodi do akutnih povreda bubrega u
Zivotinjskim modelima (182). Mali broj studija se bavio ispitivanjem nivoa methemoglobina kod
bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega. Studija Torres i saradnika je pokazala da kod
bolesnika na hemodijalizi usled neadekvatnog uklanjanja hloramina moZe do¢i do povecanja
nivoa methemoglobina u krvi (183). U naSoj studiji iako su vrednosti methemoglobina pokazivale
trend ka viSim vrednostima u obe grupe ispitivanih bolesnika, nije pronadena statisticki znacajna
razlika izmedu bolesnika sa razli¢itim stepenom bubreznog osStecenja i zdravih ispitanika (Tabele
12 i 13). Medutim, detaljnijom analizom koja je podrazumevala pra¢enje promena eritrocitnih
parametara u zavisnosti od LDL fenotipa, utvrdili smo da su vrednosti methemoglobina bile
znacajno povecane kod pacijenata sa LDL B fenotipom u poredenju sa zdravim ispitanicima koji
imaju isti fenotip (Tabela 14). PoviSena koncentracija methemoglobina moze se javiti kao rezultat
smanjene antioksidativne zaStite 1 posledicno povecane proizvodnje slobodnih radikala, Sto
dovodi do oksidacije 1 konverzije hemoglobina u methemoglobin (184). S obzirom na to da su
bubrezni pacijenti sa LDL B fenotipom izloZeni pove¢anom oksidativnhom stresu, to bi mogao biti
potencijalni razlog za povecanu koncentraciju methemoglobina u ovoj podgrupi (185). Sli¢no,
pronadena vec¢a koncentracija holesterola unutar membrane eritrocita kod bubreznih pacijenata sa
LDL B fenotipom (Tabela 14) mozZe biti posledica proaterogenog profila koji je prisutan kod ovih
bolesnika (186). S druge strane, niZi nivo holesterola vezanog za hemoglobin u eritrocitima
bolesnika sa LDL B fenotipom, ukazuje da pored proaterogenog profila postoji i smanjeni
kapacitet uklanjanja viska holesterola posredstvom eritocita.

Pored dislipidemije kao tradicionalnog faktora rizika, brojne studije su pokazale da
oksidativni stres ima znacajnu ulogu u nastanku 1 progresiji ateroskleroze kod bolesnika sa
smanjenom funkcijom bubrega. Oksidativni stres generalno nastaje kao posledica povecane
produkcije slobodnih radikala i neadekvatne antioksidativne zaStite Sto je kod bolesnika sa HBB
dodatno prac¢eno i smanjenim klirensom prooksidativnih supstanci (186,187). Takode, dijabetes
mellitus, hipertenzija, dislipidemija, inflamacija 1 starost, predstavljaju prooksidativna stanja koja
su udruzena sa HBB 1 koja dodatno doprinose razvoju oksidativnog stresa kod ovih bolesnika

(122). Bez obzira na uzro¢nike koji se nalaze u osnovi oksidativnog stresa, prethodne studije su
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pokazale da povecana produkcija slobodnih radikala, zajedno sa uremijom koja je prisutna kod
ovih bolesnika dovodi do modifikacije lipida i proteina prisutnih u cirkulaciji, $to uzrokuje
esencijalne promene u njihovoj strukturi 1 funkciji (186). U ovoj studiji u cilju procene
oksidativno-stresnog statusa kod bolesnika sa razli¢itim stepenom bubreznog oSteCenja pored
TBARS, odredivana je i AOPP i nivo TOS. Kod bolesnika sa HBB i kod bolesnika na
hemodijalizi pojacana oksidativna modifikacija lipida izmerena na osnovu koncentracije TBARS
(Tabele 15 i 16) ukazuje na nagomilavanja bioloski aktivnih produkata lipidne peroksidacije koji
predstvaljaju stimulans za inflamaciju i nalaze se u osnovi aterosklerotskih promena (188,189).
Pored modifikacije lipida, oksidativni stres dovodi i do promena u strukturi proteina $to se
odrazava na njihovu stabilnost, funkcionalnost i degradaciju (116). Kod bolesnika na
hemodijalizi zabeleZene su znacajno viSe vrednosti AOPP-a u odnosu na zdrave ispitanike
(Tabela 16). Naime, unakrsne veze unutar AOPP-a koje nastaju kao posledica oksidativnih
promena na molekulima tirozina teze podlezu degradaciji, $to rezultuje u duZem zadrzavanju i
akumulaciji ovog produkta u plazmi bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega (190). Takode
pronadena je pozitivna korelacija izmedu koncentracije AOPP i relativnog udela HDL 3
subfrakcija Sto potencijalno moZe ukazati na promenjenu strukturu, a samim tim 1 funkcionalnost
HDL 3 subfrakcija (Tabela 17). Uzimajuci u obzir ovakve rezultate bilo je ocekivano da vrednost
totalnog oksidativnog statusa budu poviSena u obe grupe bolesnika (Tabele 15 i 16) poSto je
veliki broj istrazivanja pokazao da progresija bubrezne bolesti dovodi do poja¢anog oksidativnog
stresa koji zajedno sa ostalim faktorima rizika pospesuje razvoj KVB (191). U toku dalje analize,
nakon Sto smo podelili bubrezne bolesnike 1 zdrave ispitanike u odnosu na LDL fenotip, utvrdili
smo da zdravi ispitanici sa LDL A fenotipom imaju statisti¢ki znacajno niZi nivo TBARS u
poredenju sa bubreZnim bolesnicima sa istim fenotipom (Slika 22 A), $to ukazuje na visi stepen
lipidne peroksidacije u grupi bubreznih pacijenata bez obzira na prisustvo odredenog fenotipa. U
aktuelnoj studiji smo utvrdili da 1 zdravi ispitanici sa dominantno prisutnim LDL B fenotipom
imaju znacajno povecanu koncentraciju TBARS u poredenju sa LDL A fenotipom u istoj grupi
(Slika 22 A). Nasi rezultati su u skladu sa prethodnim studijama koje ukazuju da je LDL B
fenotip povezan sa povec¢anim vrednostima TBARS kao krajnjih produkata lipidne peroksidacije
¢ak i kod zdravih osoba (82) iz ¢ega proizilazi da prisutan LDL B fenotip anulira razliku izmedu
pacijenata i zdravih ispitanika. Takode i TOS je koriS¢en za uporedivanje nivoa oksidativnog

stresa u ispitivanim podgrupama, tacnije kod bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika sa
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razli¢itim LDL fenotipom (Slika 22 B). Dobijeni rezultati su pokazali da pacijenti bez obzira na
dominantno prisustvo povoljnijeg LDL A fenotipa imaju povecan nivo TOS u poredenju sa
zdravim ispitanicima sa istim fenotipom (Slika 22 B). S druge strane, nije pronadena statisticki
znacajna razlika u nivou TOS izmedu bubreznih bolesnika i zdravih ispitanika sa dominantno
prisutnim LDL B fenotipom (Slika 22 B). Ovakav rezultat se moZe objasniti rezultatima nase
prethode studije (82), koji ukazuju da ¢ak i zdrave osobe kod kojih su najve¢im delom prisutne
male guste LDL cestice imaju visok nivo oksidativnog stresa. Dokazano je da kod pacijenata sa
smanjenom funkcijom bubrega, posebno kod pacijenata na dijalizi pored povecane produkcije
slobodnih radikala, postoji i poremecaj na nivou antioksidativne zaStite. Rezultati nase studije su
potvrdili ove tvrdnje. Ukupne sulthidrilne grupe koje najve¢im delom vode poreklo iz proteina
plazme smatraju se jednim od glavnih antioksidanasa koji ucestvuju u neenzimskoj zastiti od
slobodnih radikala (192), medutim povecan gubitak proteina kod pacijenata sa smanjenom
funkcijom bubrega, pruza objasnjenje zasto je koncentracija ukupnih SH grupa znac¢ajno niza kod
pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike (Tabele 15 i 16) (193). Pored toga, poredenjem
kontrolne grupe i bubreznih bolesnika, pronadene su znacajno niZe vrednosti ukupnih
sulthidrilnih grupa kod pacijenata sa LDL A fenotipom nego kod zdravih ispitanika sa istim
fenotipom, dok s druge strane nije bilo razlika izmedu pacijenata i kontrole sa LDL B fenotipom
(Slika 22 C). Potencijalno objaSnjenje moZe biti u poviSenom nivou totalnog oksidativnog statusa
koji je prisutan kod pacijenata sa LDL A fenotipom 1 koji moZze biti razlog za pove¢anu potroSnju
ukupnih SH grupa (194). Takode ukupne sulfhidrilne grupe su bile u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom HDL-h, Sto govori o antioksidativnoj ulozi ovih lipoproteinskih Cestica. S druge
strane, negativna korelacija izmedu ukupnih sulfhidrilnih grupa i triglicerida govori u prilog
prethodnom rezultatu kod bolesnika sa LDL B fenotipom (Slika 22 C). TAS kao indikator
sposobnosti plazme da neutraliSe slobodne radikale, bio je znacajno povecan kod bubreznih
pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabele 15 i 16). Sli¢ni rezultati su dobijeni ikada
smo poredili bubrezne bolesnike i zdrave ispitanike u odnosu na LDL fenotip (Slika 22 D).
Prethodne studije su pokazale da je povecan nivo TAS kod pacijenata sa smanjenom funkcijom
bubrega primarno prisutan kao posledica pove¢anog nivoa mokraéne kiseline, ali i drugih
proizvoda metabolizma koji imaju redukciona svojstva (194). U prilog tome govore 1 dokazi da
nakon hemodijalize dolazi do znacajnog pada u nivou TAS u odnosu na nivo pre samog tretmana

(195), usled uklanjanja krajnjih metaboli¢kih produkata. Pored svega navedenog, u toku naSeg
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istraZivanja odredivali smo i prooksidativno-antioksidativni balans, kao parameter koji govori o
ravnoteZi izmedu slobodnih radikala i mehanizama odgovornih za njihovo neutralisanje, medutim
nije pronadena znacajna razlika izmedu bubreZnih bolesnika i zdravih ispitanika (Tabele 15 i 16).
Potencijalno objasSnjenje mozZe biti u Cinjenici da zadrZavanje antioksidanasa poput mokraéne
kiseline, zajedno sa primenom ACE inhibitora prividno umanjuje nivo oksidativnog stresa kod
ovih bolesnika S$to se odrazilo na vrednosti PAB (196).

Pored promena u sazrevanju HDL cestica, Sto posledicno dovodi do izmenjene
distribucije HDL subfrakcija, rezultati naseg istraZivanja su pokazali da je znaCajno smanjen i
antioksidativni potencijal ovih ¢estica kod pacijenata sa HBB, posebno kod pacijenata na dijalizi.
Naime, sniZzena aktivnost PON1 enzima u serumu obe grupe pacijenata, nedvosmisleno ukazuje
na smanjenu sposobnost ovih Cestica da ucestvuju u spreCavanju oksidativne modifikacije
lipoproteina 1 ¢elijskih membrana (Slike 23 1 26). U prilog ovome govori i sniZena specifi¢na
aktivnost PON1 koja je zabeleZena u obe grupe pacijenata (Slike 25 i 28). Prethodne studije su
pokazale da oksidativni stres i inflamacija zajedno sa odredenim uremijskim toksinima mogu
promeniti sastav HDL cestica Sto posledicno dovodi do smanjenja aktivnosti PON1 kod
bubreznih bolesnika (39,197). Naime, pored strukturalnih promena HDL Ccestica sniZena
paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 se objaSnjavaju 1 snizenom koncentracijom apoA-I
koji je odgovoran za stabilizaciju aktivnosti PON1 (197). Pored toga, niska koncentracija HDL-h
1 apoA-I, kod bolesnika sa HBB 1 bolesnika na hemodijalizi ukazuju na manji broj HDL cCestica
koje prenose PONI1 u cirkulaciji (198). Takode, pronadena je znacajna negativna korelacija
izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 i kreatinina kod bubreznih bolesnika (Tabela 21), §to se
moze objasniti studijom koju su sproveli Gugliucci i saradnici a koja ukazuje da povecan nivo
uremijskih toksina moZe uticati na aktivnost PON1 (199). Pored toga, paraoksonazna i
arilesterazna aktivnost PON1 su pokazale jaku pozitivhu korelaciju sa koncentracijom HDL-h
kao 1 sa koncentracijom ukupnih SH grupa (Tabela 21). Ovakav rezulatat je donekle bio 1
ocekivan imajuci u vidu da su upravo sulfhidrilne grupe u aktivhom centru PON1 odgovorne za
odrZavanje enzimske aktivnosti PONI1 1 za spreCavanje lipidne peroksidacije LDL cestica (200).
Takode, dijabeticna nefropatija koja je dominantno prisutna u grupi pacijenata na dijalizi, moze
biti dodatni razlog smanjene aktivnosti PON1. Ranije studije su pokazale da kod pacijenata sa
dijabetesom dolazi do neezimskog vezivanja glukoze za PON1 (201), a zatim i disocijacije PON1

enzima sa HDL cCestica Sto uzrokuje sniZenu aktivnost PON1 (202).
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Pored svega navedenog, pretpostavili smo da bi izmenjena distribucija HDL subklasa
mogla biti jedno od mogucih objasnjenja smanjene aktivnosti PON1 kod bubreznih bolesnika
(82,173). U ovom istraZivanju je po prvi put analizirana raspodela enzima PONI1 izmedu
razli¢itih HDL subklasa zajedno sa arilesteraznom aktivnoS¢u PON1 na HDL 2 i HDL 3
subklasama, pri ¢emu smo utvrdili znacajno veci relativni udeo PON1 aktivnosti na HDL 3
subfrakciji bolesnika sa HBB i bolesnika na hemodijalizi u poredenju sa zdravim ispitanicima
(Tabele 18 i 19). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa prethodnim istraZivanjem Shiavona i saradnika,
koja ukazuje da je aktivnost enzima PON1 kod pacijenata na hemodijalizi gotovo u potpunosti
prisutna na HDL 3 cesticama (203). Takode navedena studija je pokazala da smanjen relativni
udeo HDL 2 subklasa moze biti razlog sniZene aktivnosti paraoksonaze na ovoj frakciji kod
bolesnika na hemodijalizi. Kao Sto je ranije i pomenuto, rezultati ove studije su utvrdili da su
HDL 3 subklase dominantno prisutne u obe grupe pacijenata, te je stoga i bilo ocekivano da
aktivnost PON1 bude najve¢im delom zastupljena upravo na HDL 3 Cesticama, $to nije bio slucaj
sa zdravim ispitanicima. U kontrolnoj grupi je relativan udeo HDL 2 subfrakcija bio znatno
poviSen, te je s toga i1 bilo oc¢ekivano da ¢e relativni udeo PONT1 aktivnosti biti viSe zastupljen
upravo na ovim Cesticama (Tabele 18 1 19). Pored relativne distribucije PON1 na svakoj od HDL
subklasa, odredili smo i PONI aktivnost u odredenoj subfrakciji tako S§to smo relativhu
distribuciju PON1 pomnozili sa ukupnom arilesteraznom aktivnoS¢u PONI1 u serumu. Tako smo
utvrdili da je arilesterazna aktivnost PON1 i na HDL 2 i na HDL 3 bila znatno niZza kod
pacijenata u poredenju sa zdravim osobama (204) (Tabele 18 i 19). Sorenson i saradnici su
pokazali da je aktivhost PON1 enzima zavisna od prisutnih lipida, tako da bi hidrofobno 1
lipidima bogato okruzenje prisutno u HDL 2 ¢esticama moglo biti potencijalni razlog za povisenu
PONI1 aktivnost kod zdravih ispitanika (205). Sa druge strane, Carnuta i saradnici su ukazali na
znaCajan uticaj apoA-II na stabilizaciju strukture i funkcije HDL cestica. Oni su dosli do
zakljucka da smanjena aktivnost PON1 u HDL 2 ¢esticama kod bolesnika sa kardiovaskularnim
bolestima moze nastati kao posledica poviSene koncentracije apoA-II koja favorizuje zamenu
PON1 mijeloperoksidazom, §to uzrokuje oksidaciju apoA-I i slabi vezu izmedu PON1 i apoA-I
(206). Ovakva oksidativna modifikacija proteinskog sastava u HDL 3 Cesticama, pored toga Sto
destabiliSe PON1, potencijalno smanjuje sposobnost metionina u apoA-I da inaktivira lipidne
hidroperokside (206). Takode, jedno od mogucih objasnjenja za smanjenu aktivnost PON1 kod

bubreznih bolesnika mozZe biti 1 povecana aktivnost CETP enzima 1 posledi¢na zamena holesterol
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estara sa HDL destica, trigliceridima iz lipoproteina koji sadrZze apo B. Prema studiji Brites i
saradnika, u HDL 3 Cesticama, koje su bogate trigliceridima, dolazi do konformacionih promena
u strukturi apoA-I, Sto rezultira naruSavanjem veze izmedu PONI i apoA-I i potencijalnim
gubitkom ovog enzima sa HDL cCestice (76). Nasa studija je potvrdila da HDL 3 cestice poseduju
mocan antioksidativni potencijal kod zdravih osoba, dok je ovaj efekat znacajno smanjen kod
bubreznih bolesnika (207). Dobro je poznato da pod fizioloskim uslovima HDL lipoproteini,
malih dimenzija i visoke gustine imaju jake antiateroge karakteristike, ali sa druge strane Stetni
efekti inflamacije i oksidativnog stresa koji su stalno prisutni kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega mogu dovesti do toga da ove Cestice postanu proaterogene (207). U prilog
ovome govori 1 pozitivna korelacija izmedu arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2 i HDL 3
subfrakcijama i koncentracije ukupnih SH-grupa (Tabela 21), jer u uslovima povecanog
oksidativnog stresa 1 smanjene antioksidativne zaStite, kada dolazi do oksidativnih promena na
lipoproteinima, dolazi i do smanjenja antioksidativne zastite i na HDL 2 i na HDL 3
subfrakcijama. NaSe prethodno istraZzivanje zasnovano na analizi HDL subfracija nakon
elektroforetskog razdvanja, takode je pokazalo da PONI1 aktivnost prema diazoksonu kao
supstratu znacajno 1 pozitivno korelira sa dijametrom HDL cestica (82). Ovaj dinamicki proces
transformacije HDL cestica kao i aktivnost PON1 na razli¢itim HDL subfrakcijama je jako teSko
posmatrati kad se HDL cCestice razdvajaju na subfrakcije metodom ultracentrifugiranja, s obzirom
na to da jaka centrifugalna sila u toku procedure moZze promeniti strukturu 1 funkciju HDL-a (76).
S druge strane zimogram metoda koriS¢ena tokom ovog istrazivanja pruza mogucnost da se
odredi tacna lokalizacija PON1 aktivnosti unutar HDL Cestica bez uticaja na njihovu strukturu
(162).

Pored aktivnosti, znacajno je smanjena i PON1 koncentracija kod pacijenata na dijalizi u
poredenju sa bolesnicima sa HBB (Slike 24 i 27). Luscher i saradnici su pokazali da sniZena
koncentracija PON1 moze biti rezultat smanjene sinteze PONI1 proteina u jetri koja nastaje
delimi¢no kao posledica inhibitornog efekta uremijskih toksina (208). Imajuci u vidu da PON1
sadrzi slobodne sulfidrilne grupe koje mogu reagovati i neutralisati oksidovane fosfolipide 1 estre
holesterola, smanjena koncentracija PON1 ukazuje na smanjeni antioksidativni potencijal HDL
Cestica kod pacijenata na dijalizi i bolesnika sa HBB Sto za posledicu ima oksidativno oStec¢enje
razlicitih lipoproteina, ukljucuju¢i 1 HDL (198) Generalno, moZzemo da pretpostavimo da

smanjena sinteza 1 izmenjena struktura apoA-I dovode do smanjene koncentracije i aktivnosti
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PONI, a time 1 do slabljenja antioksidativnog potencijala HDL Ccestica. Kako oksidativna
modifikacija LDL predstavlja klju¢nu fazu u razvoju aterosklerotskog plaka, niska aktivnost i
koncentracija PON1, posebno kod pacijenata na dijalizi, predstavlja dodatni faktor rizika za
razvoj kardiovaskularnih oboljenja (209, 210).

Pored ispitivanja aktivnosti i koncentracije PON1, ova studija se bavila i promenama na
nivou PON3 enzima, pri ¢emu je primeceno da obe ispitivane grupe pacijenata imaju znacajno
niZzu koncentraciju PON3 u poredenju sa zdravim ispitanicima (Slike 24 i 27). Studija koju su
sproveli Reddy i saradnici sugeriSe da PON3 moze igrati vaznu ulogu u metabolizmu lipoproteina
na nivou bubrega (86). Pored toga, istraZivanje na Zivotinjskim modelima je pokazalo da
nedostatak PON3 dovodi do poviSenog nivoa superoksidnog anjona na nivou mitohondrija, zatim
do povecane ekpresije gena za proteine ukljuene u proces inflamacije i posledi¢no do povecanog
stvaranja aterosklerotskih lezija (211). Iz ovoga se mozZe zakljuciti da sniZena koncentracija
PON3 takode moze biti potencijalni razlog za poviSen oksidativni stres na nivou bubrega kod
bolesnika sa HBB i bolesnika na hemodijalizi. Svakako ulogu enzima PON3 kod bubreznih
bolesnika bi trebalo detaljnije ispitati u studiji koja b1 obuhvatala veci broj pacijenata.

Takode, jedan od ciljeva ove studije je bio i ispitivanje uticaja hemodijalize na raspodelu
HDL cestica kao 1 na PONT1 aktivnost unutar razli¢itth HDL subklasa. Ova studija je potvrdila
rezultate ranijih istraZivanja da hemodijaliza dovodi do aktivacije PONI1, ali ta¢an mehanizam jo§
uvek nije u potpunosti razjaSnjen (207). MoZemo da pretpostavimo da eliminacija uremijskih
toksina predstavlja jedan od potencijalnih razloga za viSu paraoksonaznu aktivnost posle procesa
hemodijalize koja je uocena u ovoj studiji (Tabela 20). Analiza distribucije PON1 aktivnosti na
HDL subklasama je pokazala da nakon hemodijalize postoji znatno ve¢i udeo PONT1 aktivnosti na
HDL 2a cesticama (Tabela 20). Potencijalno objasSnjenje moZe biti u hemijskim promenama
nakon hemodijalize koje su posebno poboljsale antioksidativni potencijal zrelih HDL 2 Cestica.
Ovakav rezultat je u saglasnosti sa studijom Gugliucci i saradnika, koji su pronasli da povec¢ano
prisustvo PON1 aktivnosti na HDL 2 Cesticama zapravo odrazava poboljSano sazrevanje ovih
Cestica koje se intenzivnije odvija nakon hemodijalize (212). Sa druge strane, arilesterazna
aktivnost PON1 je bila znacCajno smanjena nakon hemodijalize (213), pa je samim tim i
izraCunata arilesterazna aktivnost PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama pokazala nize

vrednosti posle samog tretmana. Na osnovu ovih rezultata, proizilazi pretpostavka da u cirkulaciji
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nakon hemodijalize i dalje ostaju prisutni odredeni inhibitori koji uti€u na aktivnost enzima za
odredeni supstrat.

Kako su rezultati ove studije nedvosmisleno pokazali promene u oksidativno-stresnom
statusu u krvi kod bolesnika sa HBB sledec¢i korak u istrazivanju je bio ispitati nivo oksidativnog
stresa i antioksidativne zaStite unutar izolovanih lipoproteinskih frakcija. Naime prethodne studije
su pokazale da inflamacija, zajedno sa oksidativnim stresom dovodi do promena na nivou lipida i
proteina unutar VLDL, LDL i HDL frakcija ¢ine¢i ih vaznim ¢iniocima u procesu ateroskleroze
(39). U ovoj studiji koncentracije PON1 i PON3 kao antioksidativnih enzima se nisu znacajno
razlikovale izmedu kontrolne grupe i bubreznih bolesnika u VLDL frakcijama (Tabele 22 i 23),
pri ¢emu potencijalno objasnjenje treba traziti u niskom antioksidativhom potencijalu VLDL
Cestica u svim ispitivanim grupama. Pretpostavljamo da se VLDL cestice usled nedostatka
sopstvenih antioksidativnih mehanizama, oslanjaju na antioksidanse prisutne u serumu, ¢emu u
prilog govori i negativna korelacija izmedu koncentracije PON1 u VLDL frakcijama i ukupnih
SH—grupa u serumu (Tabela 24). Iako je postojao trend ka viSim koncentracijama AOPP u
izolovanim VLDL 1 LDL frakcijama bubreznih bolesnika, nije bilo statisticki znacajne razlike u
odnosu na zdrave ispitanike. S druge strane, ova studija je pokazala da su HDL frakcije bubreznih
bolesnika znacajno oslabljene u pogledu antioksidativne zaStite s obzirom na to da je
koncentracija PON1 unutar izolovanih HDL frakcija bila niZa u grupi bolesnika (Tabele 22 1 23).
Takode znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentraje AOPP u HDL frakciji i relativne
distribucije HDL 3 subfrakcija predstavlja jo§ jedan dokaz strukturnih promena unutar HDL 3
subfrakcija kod bolesnika sa HBB 1 kod bolesnika na hemodijalizi (Tabela 24). Ovakav rezultat
predstavlja direktan dokaz promenjene strukture HDL cestica, koji prema nalazima prethodnih
studija nastaje usled medusobne interakcije inflamacije, oksidativnog stresa i uremijskih toksina
koji su u velikoj meri prisutni kod bubreznih bolesnika bez obzira na stepen ostecenja funkcije
bubrega (90). Uprkos ¢injenici da je koncentracija PON3 u serumu bila znatno niZa u obe grupe
pacijenata (Slike 24 i 27), nismo pronasli znacajanu razliku u koncentraciji PON3 u izolovanim
HDL frakcijama kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (Tabele 22 1 23). ObjaSnjenje za
ovakav rezultat moZemo traZiti u prethodnim studijama koje su utvrdile da PON3 primarno deluje
na nivou jetre 1 bubrega, dok se u cirkulaciji nalazi kao posledica razli€itih kako fizioloskih tako 1
patofizioloSkih procesa (86). Generalno, ispitivanje PON3 u patologiji bubreznih bolesti nije

dovelo do konacnih zaklju€aka 1 ostavilo je prostor za dalje istraZivanja kako promene u strukturi
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HDL cestica utiCu na koncentraciju i aktivnost ovog enzima kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega. U ovom istraZivanju je prvi put istovremeno analiziran oksidativno-stresni
status unutar glavnih klasa lipoproteina (Slika 29). Utvrdili smo da je koncentracija
uznapredovalih produkata oksidacije proteina bila najve¢a u VLDL frakciji kada se uporedi sa
LDL i HDL frakcijom i da je ovakav rezultat dobijen kako kod bubreznih pacijenata tako i kod
zdravih ispitanika (Slika 29). S toga je bilo logi¢no pretpostaviti da oksidacija polinenasi¢enih
masnih kiselina u VLDL frakcijama daje velike koli¢ine lipidnih peroksida, koji mogu dovesti do
oksidacije strukture proteina unutar VLDL frakcija, Sto ukazuje da je VLDL podloZan dejstvu
razli¢itih oksidanasa upravo zbog nedovoljne antioksidativne zaStite (214). S druge strane,
znacajno niZe koncentracije, PON1 i PON3 u VLDL frakciji u poredenju sa HDL frakcijom u
svim studijskim grupama, su bile oc¢ekivane poSto se paraoksonaza uglavnom nalazi vezana za
HDL (Slika 29). PoviSena koncentracija AOPP u LDL frakciji, u odnosu na HDL u svim
posmatranim grupama ukazuje na povecane oksidativne modifikacije apoB-100 u LDL ¢esticama
(209).

Inflamacija kod pacijenata sa HBB predstavlja jedan od klju¢nih faktora rizika koji
zajedno sa oksidativnim stresom 1 dislipidemijom doprinosi iniciranju i progresiji ateroskleroze.
Izmedu ovih procesa postoji uzajamna veza, pri ¢emu je pokazano da oksidativni stres i
dislipidemija stimuliSu inflmatorne procese, dok s druge strane inflamacija podsti¢e oksidativni
stres 1 utiCe na metabolizam lipida. Pentraksin-3 predstavlja protein akutne faze koji stvaraju
razlicita tkiva, ukljucujuci i bubrezni korteks, medulu, glomerule i mezangijalne ¢elije (128) i u
ovoj studiji obe grupe pacijenata su imale viSu koncentraciju u odnosu na zdrave ispitanike, pri
¢emu su najvise vrednosti bile prisutne kod bolesnika na hemodijalizi (Tabele 25 i 26). Postoji
pretpostavka da povecani nivo pentraksina-3 nastaje kao posledica oStecenja funkcije bubrega,
Sto dovodi do pojacane sinteze i oslobadanja pentraksina-3 (215). Pored toga povecana
koncentracija pentraksina-3 se takode moZe objasniti smanjenim klirensom ovog proteina (129,
216). U prilog ovome govori i sama struktura pentraksina-3 koji je prototip dugih pentraksina, sa
velikom molekulskom masom i karakteristichom pentamernom strukturom, $to sve zajedno moze
biti razlog povecanog zadrZavanja ovog proteina kod bolesnika sa oSte¢enom funkcijom bubrega
(217). Nedavna studija Debana i saradnika je pokazala da pentraksin-3 moZe izazvati morfoloske
promene u mezangijalnim Celijama, Sto dovodi do posledicnog smanjenja glomerularne filtracije

(218). Visi nivo pentraksina-3 je povezan sa nizom JGF i nezavisno predvida incidencu HBB kod
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starijth muSkaraca i Zena (219). S druge strane, pentraksin-3 moZe ucestvovati u imunoloSkom
odgovoru na patogene, u regulaciji zapaljenskih reakcija, kao i u uklanjanju apoptopskih celija
(215). Pored toga, rezultati ove studije su pokazali znacajno vecu koncentraciju pentraksina-3
kod pacijenata na hemodijalizi (Tabela 26). U skladu sa prethodnim studijama pretpostavljamo da
prisustvo uremijskih toksina, oksidativnog stresa i dislipidemije kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega moze biti okida¢ za pojacano stvaranje pentraksina-3 S$to dovodi do
kontinuirane sistemske inflamacije niskog stepena (220,221). Takode, Rusnati i saradnici su
ukazali na povezanost ekspresije pentraksina-3 sa procesom reorganizacije matriksa i
angiogeneze (222).

Takode postoje dokazi da oksidativni stres i inflamacija mogu uticati na remodelovanje
ektracelularnog matriksa i posledi¢no doprineti oSte¢enju funkcije bubrega (223,224). Naime
prethodne studije su pokazale da intenzivo remodelovanje ekstracelularnog matriksa znacajno
doprinosi kako iniciranju tako i progresiji HBB (225). Saglasno sa svojom ulogom, MMP u
ranim stadijumima bubreZne bolesti doprinosi razgradnji kolagena tipa IV, primarne komponente
ECM u bazalnim membranama glomerula 1 mezangijalnom matriksu (226). Rezultati ove studije
pokazali su povecane koncentracije i MMP-9 1 TIMP-1 kod bolesnika sa HBB i bolesnika na
hemodijalizi (Tabele 25 i 26) u poredenju sa zdravim ispitanicima, $to sa sobom povlaci
pretpostavku da povecana sinteza MMP-9 moze dovesti do prekomerne degradacije ECM (227).
S druge strane, ukoliko je aktivhost MMP prekomerno inhibirana usled povecane aktivnosti
tkivnog inhibitora matriks metaloproteinaza, dolazi do akumulacije ECM i renalne fibroze (136,
228). Povecana koncentracija TIMP-1 u serumu bila je prisutna u obe grupe bubreznih bolesnika
Sto sugeriSe da bi produZena i prekomerna inhibicija MMP-9 mogla biti faktor za razvoj fibroze u
terminalnom stadijumu HBB (229). Studija Ronco i saradnika smatra da je neravnoteZa izmedu
aktivnosti MMP-9 i odgovarajuce inhibicije TIMP-1 povezana sa razvojem ateroskleroze kod
bolesnika sa HBB, kao i sa progresijom bolesti (228). Pored svega navednog, brojne studije su
ukazale na znacaj oksidativnog stresa i inflamacija kao dva vaZzna faktora koji indukuju
ekspresiju gena i sintezu enzima MMP-9 (227, 230). Pokazano je da oksidativni stres pored toga
Sto stimuliSe sintezu enzima MMP, utice i na oksidaciju sulthidrilnih grupa unutar enzima i tako
aktivira MMP (135). Imaju¢i u vidu da su rezultati ove studije nedvosmisleno pokazali da
ispitivani bolesnici bez obzira na stepen oSteCenja funkcije bubrega imaju visok nivo i

oksidativnog stresa 1 inflamacije, pretpostavljamo da su upravo ovi procesi odgovorni za
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povecane koncentracije MMP-9 i TIMP-1. Takode, prethodne studije su pokazale da povisena
aktivnost matriks metaloproteinaze remeti normalno funkcionisanje reverznog transporta
holesterola, tako S$to razgraduje apoA-I, Sto moZe biti jo§ jedan od dodatnih razloga za
dislipidemiju kod ovih bolesnika (89). Naime, rezultati ove studije su pokazali postojanje
pozitivne korelacije izmedu koncentracije ukupnog holesterola i relativne zastupljenosti malih
gustih LDL ¢estica sa koncentracijom MMP-9 (Tabela 28). Medutim pozitivna korelacija izmedu
koncentracije apoA-I i koncentracije MMP-9 ukazuje da je neophodno dalje ispitivanje uticaja
matriks metaloproteinaza na metabolizam lipida.

Pored ravnoteze MMP i TIMP, koja je vazna za regulaciju degradacije ECM, odredene
studije ukazuju da je galektin-3 takode bitan ¢inilac u ovom procesu (140). Prethodne studije su
pokazale da galektin-3 ima bitnu ulogu u sprecavanju fibroze tkiva, tako Sto uti¢e na razgradnju
ekstracelularnog matriksa (140). Rezultati ove studije su pokazali da pacijenti na hemodijalizi
imaju znatno niZu koncentraciju galektina-3 u poredenju sa bolesnicima sa HBB i kontrolnom
grupom (Tabele 25 i1 26). Pretpostavljamo da ovako niske vrednosti galektina-3 zajedno sa
visokom koncentracijom MMP 1 TIMP ukazuju na loSu regulaciju sinteze i1 razgradnje
ekstracelularnog matriksa kod pacijenata na hemodijalizi. U studiji sprovedenoj na Zivotinjskim
modelima, stepen teZine fibroze uretre bio je znacajno veci kod miSeva koji su imali nedostatak
gena za galektin-3 (140). Pored toga, intracelularni galektin-3 spreCava apoptozu, tako Sto u
citoplazmi inhibira aktivaciju kaspaza. Na ovaj nacin galektin-3 poboljSava oporavak tubularnih
¢elija, jer sa jedne strane ograni¢ava apoptozu, a sa druge strane promovise proliferaciju Celija
tokom hroni¢nog oSte¢enja bubrega (140). Uzimaju¢i u obzir sve ove cCinjenice, smanjena
koncentracija galektina-3 kod pacijenata na dijalizi moZe ukazati na povecanje apoptotickih
procesa, Sto dovodi do progresije bubreznog oSteCenja (140). Pored uloge u remodelovanju
ektraceluarnog matriksa, prethodne studije su pokazale da galektin-3 posreduje u preuzimanju
oksidovanih LDL cestica (231). S obzirom na to da su male guste LDL cestice podloZnije
oksidaciji, bilo je o¢ekivano da postoji veza izmedu galektina-3 i LDL dijametra, $to je tokom
naSe studije i potvrdeno (Tabale 28). Mali broj istraZivanja se bavio ispitivanjem povezanosti
izmedu galektina-3 i parametara lipidnog statusa, posebno kod bolesnika sa smanjenom
funkcijom bubrega. Pozitivna korelacije je pronadena izmedu ukupnog holestrola, LDL-h i apoA-
I sa galektinom-3 §to potvrduje ulogu galektina-3 u promenjenom metabolizmu lipida kod

bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega (Tabela 28). Medutim, potrebne su dodatne studije
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koje ¢e u potpunosti razjasniti tacan mehanizam kojim galektin-3 ostvaruje uticaj na metabolizam
lipida. Takode s obzirom na to da galektin-3 predstavlja i receptor za krajnje produkte
uznapredovale glikacije- AGE, smanjena koncetracija galektina-3 kod bolesnika na hemodijalizi
pronadena u ovoj studiji, posledicno dovodi do zaklju¢ka da je kod ovih bolesnika smanjeno
uklanjanje i AGE i modifikovanih lipida iz cirkulacije, $to moze predstavljati dodatni okidac¢ za
inflamatorne procese kod ovih bolesnika (141,142). Pored toga, prethodne studije su pokazale da
AGE stimuliSe akumulaciju ECM tako Sto utice na regulaciju razli¢itih citokina (231), tako da
pretpostavljamo da smanjena koncentracija galektina-3 rezultira povecanim nivoima AGE i
olakSanim preuzimanjem od strane RAGE receptora, nakon ¢ega sledi povecanje oksidativnog
stresa 1 nagomilavanje ekstracelularnog matriksa.

Rezultati ROC analize su pokazali da paralelno odredivanje galektina-3, pentraksina-3,
MMP-9 1 JGF predstavlja kombinaciju koja najbolje moZze razdvojiti bubrezne pacijenate sa
niskim odnosno visokim rizikom za kardiovaskularne bolesti koji je preracunat preko FRS skora
(Tabela 27, Slika 30). U toku ove studije smo primetili da pored procenjene JGF, galektin-3,
pentraksin-3 1 MMP-9 mogu biti snazni prediktori visokog rizika za kardiovaskularne bolesti kod
bubreznih pacijenata.

S obzirom na ¢injenicu da bubreZzni bolesnici imaju viSe tradicionalnih i netradicionalnih
faktora rizika koji doprinose razvoju ateroskleroze Sto je i potvrdeno u nasim prethodnim
studijama koje su pokazale da dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija znacajno doprinose
progresiji KVB, na$ krajnji cilj je bio da razliCite faktore rizika iskombinujemo u jedinstven
indikator koji bi na najbolji nacin prikazao kompleksnu interakciju izmedu razli¢itih faktora
rizika (232,233). Tako smo u aktuelnoj studiji koristili DOI skor, kao zbir skora dislipidemije,
oksidativno-stresnog skora i inflamatornog skora kako bi sumirali interakciju izmedu razli€itih,
ali medusobno povezanih faktora rizika. Kao S§to je i ofekivano, svi pojedinacni skorovi, kao i
zbirni DOI skor bili su znafajno viSi kod bubreznih bolesnika u poredenju sa zdravim
ispitanicima (Tabele 29 i 30), Sto ukazuje da se DOI skor moZe koristiti da prikaze ukupan efekat
razlicitih faktora rizika koji su ukljuCeni kako u progresiju bubrezne bolesti, tako 1 u razvoj
ateroskleroze kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega. Takode, rezultati ove studije su
pokazali da je vrednost DOI skora najveca u grupi pacijenata na hemodijalizi (Tabela 30), Sto
ukazuje na najsnaZniju interakciju izmedu dislipidemije, oksidativnog stresa i inflamacije upravo

kod pacijenata u terminalnom stadijumu HBB. U cilju provere dijagnosticke tacnosti
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pojedinacnih skorova i zbirnog DOI skora, u procesu razdvajanja bubreznih bolesnika od zdravih
ispitanika raCunate su povrSine ispod ROC krivih (AUC), kako za skor dislipidemije,
oksidativno-stresni i inflamatorni skor, tako i za zbirni DOI skor (Tabela 31). Zanimljivo je da
oksidativno-stresni i inflamatorni skor pokazuju na osnovu Hosmer-vih i Lemeshow-ih pravila
(168) odlicnu dijagnosti¢ku ta¢nost za izdvajanje osoba sa smanjenom funkcijom bubrega, dok
lipidni skor pokazuje izvanrednu dijagnosticku ta¢nost. Naravno, kao §to je i ocekivano, zbirni
DOI skor, koji objedinjuje razliCite faktore rizika, pokazao je izvanrednu dijagnosticku tac¢nost.
Znacajna negativna korelacija koncentracije enzima PON3 u VLDL frakciji sa skorom
dislipidemije i DOI skorom u serumu kod bubreznih bolesnika (Tabela 32) je u saglasnosti sa
prethodnom studijom prema kojoj dislipidemija i1 oksidativni stres smanjuju ekspresiju enzima
PON3 (234), §to ujedno predstavlja i dodatni uzrok povecane osetljivosti VLDL cestica prema
slobodnim radikalima. Ovakav rezultat ne treba zanemariti imajuci u vidu da su VLDL Ccestice
prekursori LDL-a koji je vazan akter u aterosklerotskom procesu (36). Kona¢no utvrdili smo da
su 1 oksidativno-stresni skor 1 DOI skor u jakoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom
uznapredovalih produkata oksidacije proteina u LDL frakcijama (Tabela 32). Brojne studije su
pokazale dominaciju proaterogenih, malih gustih LDL cestica kod bubreznih bolesnika. Ove
Cestice pored niskog afiniteta za LDL receptore 1 olakSanog prolaska u subendotelni prostor
karakteriSe 1 povecana osetljivost na prisustvo slobodnih radikala, Sto bi moglo biti potencijalno
objasnjenje dobijene korelacije (235). Sli¢ni rezultati su pronadeni u prethodnim studijama (229)
Sto potvrduje znaCajan kombinovani efekat razliCitih faktora rizika na oksidativni status u
lipoproteinskim Cesticama. Zanimljivo je da su i PAB 1 TBARS bili u pozitivnoj korelaciji sa
oksidativno-stresnim skorom, $to govori u prilog tome da i ostali parametri oksidativnog stresa
koji nisu ukljuceni u proracun pokazuju znacajnu povezanost sa izraCunatim oksidativno-stresnim
skorom. Takode, primecena je jaka pozitivha korelacija izmedu koncentracije PONI i
inflamatornog skora, kao i izmedu arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2 subfrakcijama i
izraCunatog inflamatornog skora §to govori u prilog antiinflamatornoj ulozi PON1. Prethodne
studije su pokazale da PON1 pored toga Sto sprecava oksidaciju LDL i tako posredno smanjuje
inflamatorni odgovor ununtar zida krvnog suda, takode smanjuje i hemotaksu monocita, njihovu
diferencijaciju i adheziju za endotelne celije (236).

Potencijalna klinicka upotreba DOI skora, ogleda se u vecoj osetljivosti zbirnog DOI

skora u odnosu na pojedinacne parametare koji se koriste za njegovo izraCunavanje. Posebno je
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vazno istaknuti, upotrebu ovog skora u otkrivanju malih razlika izmedu bubreznih bolesnika u
pogledu rizika od KVB. Pored toga, izraCunavanje skora dislipidemije, oksidativno-stresnog
skora 1 skora inflamacije moze biti korisno u proceni koji proces je dominantno prisutan u
razli¢itim grupama pacijenata i samim tim moze sluZiti kao vodi¢ za dalje preventivne mere koje

treba primeniti kako bi se smanjili dominantno prisutni kardiovaskularni faktori rizika.
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6. Zakljucci

Na osnovu analize dobijenih rezultata u ovoj studiji definisali smo sledece zakljucke:

1. Kod bolesnika sa HBB i bolesnika na hemodijalizi je utvrden znatno vi$i nivo oksidativnog
stresa kao posledica lipidne peroksidacije i oksidacije proteina $to je potvredeno visokim
vrednostima TBARS, AOPP 1 TOS. S druge strane, sniZzene vrednosti ukupnih SH grupa
reflektuju sniZen nivo antioksidativne zastite.

2. Utvrdeno je da su HDL frakcije bubreznih bolesnika znacajno oslabljene u pogledu
antioksidativne zaStite s obzirom na to da je koncentracija PON1 unutar izolovanih HDL
frakcija bila niZza u obe grupe bolesnika. S druge strane, VLDL lipoproteinske frakcije su u
poredenju sa drugim lipoproteinskim frakcijama imale najvisi nivo oksidativnog stresa.

3. Poredenjem bubreZnih bolesnika i zdravih ispitanika sa LDL A, odnosno LDL B fenotipom,
utvrdeno je da bez obzira na prisustvo LDL A fenotipa pacijenti imaju poviSene parametre
oksidativnog stresa. Takode, zabeleZen je poviSen nivo oksidativnog stresa kod zdravih sa
LDL B fenotipom u odnosu na zdrave ispitanike sa LDL A fenotipom.

4. Utvrdeno je da su vrednosti Hb-h znatno niZe u obe grupe ispitivanih bolesnika. S druge
strane pronadene je veci udeo holesterola u membrani eritrocita kod bolesnika sa HBB i kod
bolesnika na hemodijalizi Sto ukazuje na potrebu daljeg ispitivanja reverznog transporta
holesterola posredovanog eritrocitima.

5. Poredenjem bubreZnih bolesnika i zdravih ispitanika sa LDL A, odnosno LDL B fenotipom,
utvrdeno je da bez obzira na prisustvo LDL fenotipa pacijenti imaju povecan nivo
holesterola u membrani eritrocita 1 sniZzen nivo holesterola vezanog za hemoglobin.
Relativna zastupljenost methemoglobina je bila sli¢na u svim ispitivanim grupama, s tim da
je utvrden znacajno visi nivo methemoglobina kod bolesnika sa LDL B fenotipom u odnosu
na zdrave ispitanike sa istim fenotipom.

6. Relativni udeo proaterogenih, malih, gustih HDL 3 cestica je bio ve¢i kod bolesnika na
hemodijalizi 1 bolesnika sa HBB u odnosu na zdrave ispitanike.

7. Ispitivanjem statusa enzima paraoksonaze, uoCena je znacajno niZa paraoksonazna i
arilesterazna aktivnost enzima PON1, Sto je prac¢eno 1 niskom koncentracijom PON1 i PON3
enzima u serumu bolesnika sa HBB i kod bolesnika na hemodijalizi.

8. Arilesterazna aktivnost PONT1 je bila znacajno niza i na HDL 2 i na HDL 3 subfrakcijama

kod bolesnika sa HBB i kod bolesnika na hemodijalizi u poredenju sa zdravim ispitanicima.
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9.

10.

I11.

12.

Proces hemodijalize je pokazao pozitivan uticaj na paraoksonaznu aktivnost PON1 kao i na
udeo aktivnosti PON1 na HDL 2a subfrakciji koje su bile znacajno viSe neposredno posle
tretmana hemodijalizom. S druge strane, arilesterazna aktivnost PON1 u serumu je bila
znacajno sniZena, Sto se odrazilo i na aktivhost PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama koje
su takode bile niZe posle tretmana hemodijalizom.

PoviSen nivo inflamacije kod bolesnika sa HBB i kod bolesnika na hemodijalizi odrazava se
kroz poviSene vrednosti pentraksina-3.

PoviSene koncentracije MMP-9, TIMP-1 i galektina-3 ukazuju na intenzivan proces
remodelovanja ECM kao posledice povrede tkiva bubrega, ¢emu doprinosi i poviSen nivo
oksidativnog stresa kod bolesnika sa HBB 1 bolesnika na hemodijalizi.

Preracunavanje pojedinac¢nih skorova i zbirnog (DOI) skora ukazuje na to da skorovi pruzaju
uvid u procese koji su dominantno prisutani u razliitim grupama pacijenata i sluZze kao
markeri koji bolje opisuju simergisticki efekat vise razliitih faktora rizika nego $to je to

sluc¢aj sa pojedina¢nim parametrima.
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1. AyTtopcTBO. [J0o3BOSbaBate yMHOXaBawe, AMCTPpMOYLM)y W jaBHO caoniuTaBarbe
fena, v npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapefjeH of cTpaHe ayTtopa
unu gasaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of cBux
nMUeHUM.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBamwe, AUCTpubyuujy u
jaBHO caonwiTaBawe fAena, U npepage, ako ce HaBefe uMme ayTopa Ha HauuH ofpefeH
ofj cTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [403BOSbaBa KoMepuujanyy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HekoMmepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBaw-e€,
ACTpubyLMjy M jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara wunm
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ofpefheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOrbaBa KoMepumjanHy
ynotpeby aena. ¥ ogHocy Ha CBe ocTarne nuLeHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce OrpaHuyaBa
Hajsehu obum npasa Kopuihewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLUMUjarHo — AenUTH nof UCTUM ycnoBuma. [lo3sorbasare
yMHOXaBatbe, AUCTpubyLmjy 1 jaBHO caoniuTaBare Aena, U npepage, ako ce Hasefe
“Me aytopa Ha HadvH ogpefieH of CTpaHe ayTtopa Wiy AaBaoua JIMUeHLe U ako ce
npepaga auctpubyupa nog MCTOM WM crnivyHoM nuueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuujanty yrnoTtpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [Jo3BorbaBare yMHOXaBawe, ANCTPUOYLM)Y U jaBHO
caonwTasare gena, 6es npomena, npeobnukoBarba unu ynotpebe genay ceom geny,
aKko ce HaBefe MMe aytopa Ha Haumd ofpefleH of CTpaHe aytopa unu pasaoua
nuuexue. OBa nuueHua fo3Borbasa komepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — [enuTu noa MUCTUM ycroBuma. [l03BOrbaBate YMHOXaBake,
AUCTpUByLMjy 1 jaBHO caoniiTaBare Aena, v npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha
HauuH oppefleH of CTpaHe ayTopa Wnu fAaBaoua nULEHLe M ako ce npepaga
auctpubyupa noa WCTOM MAM CrMdHOM  nuudeHuom. Osa nuueHua [03Borbasa
komepuujanty ynotpeby fena v npepaga. CnuyHa je codTBEpCKUM nuLeHUama,
OAHOCHO NULIEHLI@Ma OTBOPEHOT Koaa.



M3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUITAMMaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mwme u npesume aytopa Munuua Musbkosuh

Bpoj nHgekca 37/10

Cryaujcku nporpam MeauumHcka Guoxemuija

Hacnos paga OKCUaATUBHO-CTPECHU CTaTyC Y KPBW M JIMNOPOTENHCKUM
dpakumjama naumjeHaTa ca xpoHuyHom Gonewhy Gybpera

MeHTOp npod. ap JeneHa Kotyp-Cresyrbesuh

Wsjasrbyjem fa je wramnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €eKTPOHCKO)
Bepawju Kojy cam npepao/na paaw noxpaweHa y [urutanHom peno3uTopujymy
YHuBepsuteta y Beorpaay.

JlossBorbaBaM fa ce objaBe Moju NUYHU nopauy BesaHu 3a nobujare akagemckor
Ha3uBa [OKTOpa Hayka, Kao LUTO CYy MMe U npesume, roamHa n Mecto pofera u fatym
onbpaHe paga.

OBM NUYHM nogaun mory ce o6jaBuTU Ha MpPEXHUM CTpaHuuama JurutanHe
BUBNMOTEKe, Y eNIEKTPOHCKOM KaTarnory 1 y nybnukauvjama YHnsepsuTeTtay Beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 11.07.2018.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme 1 npesmme aytopa __Munuua Murbkosuh

Bbpoj nHaekca 37/10

UzjaBrbyjem

[a je JOKTOpCcKa AucepTaumja noj HacnosoMm

OKcuaaTUBHO-CTPECHU CTaTYC Y KPBU M NUNONPOTEMHCKUM hpakumjama nauujeHara ca

XPOHUYHOM Bonewhy bypera

pe3ynTtaTt COnCTBEHOr UCTpaXKnuBadkor paaa;

Aa avcepTaumja y LenvHn HU y AenoBuma Huje Guna npearnoxeHa 3a cTuuame
apyre gunnome npema CTyAMjCKAM nporpammMa ApYyrux BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHoBa;

Aa Cy pe3yntat KOpekTHO HaBeaeHUu U

Aa HMcam KpLumo/na aytopcka npaBa W KOpUCTMO/Ma WHTENeKTyariHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc ayTopa

Y beorpaay, 11.07.2018.
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UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Ceto3ap Mapkosuh® aa y JurutanHu
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop
HacrnoBom:

OKCcUMAOaTUBHO-CTPECHU CTaTyC YV KPBU U NUNOPOTEUHCKUM akumjama nauumjeHara ca
XPOHUYHOM Bonewhy 6ybpera

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

OucepTauujy ca cBuM Npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckoM hopmaTy norogHoM
3a TpajHO apXxvBUpaH-e.

Mojy [OOKTOpcKy AucepTauujy noxpaweHy y [LOurutanHom  penosuTopujymy
YHuBepsuteTa y beorpagy n goCTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry Aa KOpWUcTe CBU
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@\yTOpCTBO — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUujanHo — aenutu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTOpCcTBO — AenuTu nog nctum ycrnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyxute camo jegHy of LWecT NoHyfeHnX nuueHuUw.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe u3jaBse).

MoTtnuc ayTtopa

M‘l JAU x %g Mﬁ; 1N mbﬁlf

Y beorpagy, 11.07.2018.
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