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1ZvVOD

Progresivan tok i razvoj komorbiditeta ¢ine hroni¢nu bubreznu bolest (HBB)
velikim medicinskim izazovom u savremenom svetu. Veliki broj studija bavio se
proucavanjem markera koji bi pomogli u ranoj detekciji bolesti, buduc¢i da je bolest u
prvim fazama asimptomatska, a rano otkrivanje se povezuje sa povoljnijim ishodom i sa
boljim kvalitetom Zivota pacijenata. Deca sa HBB se smatraju pacijentima sa visokim
rizikom za razvoj ubrzane ateroskleroze. Osim dislipidemije koja je karakteristiCna za
HBB, inflamacija i oksidativni stres imaju vaznu ulogu u razvoju ateroskleroze, izmedu
ostalog 1 zbog njihove uloge u modifikaciji lipoproteinskih Cestica. lako se generalno
moze re¢i da su lipoproteini niske gustine (LDL) proaterogene Cestice, smatra se da
najveci aterogeni potencijal imaju male, guste LDL cestice koje su bogate trigliceridima i
podloznije oksidativnim modifikacijama. U fizioloSkim uslovima, lipoproteini visoke
gustine (HDL) imaju ateroprotektivnu ulogu i smatra se da male HDL 3 ¢estice imaju
vedi antiinflamatorni 1 antioksidativni potencijal od ve¢ih HDL 2 Eestica. Inflamacija i
oksidativni stres dovode do oksidativnih modifikacija lipoproteinskih Cestica, a jedan od
zajednickih pokazatelja i stepena inflamacije 1 oksidativnog stresa jeste koncentracija
enzima mijeloperoksidaze (MPO). Ciljevi naSe studije su bili ispitivanje parametara
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod pacijenata u razli¢itim stadijumima HBB
kao 1 povezanost ovih parametara sa drugim odredivanim lipidnim 1 nelipidnim
parametrima. Takode cilj je bio utvrditi da li postoji razlika u koncentraciji enzima MPO
izmedu pacijenata u razli¢itim stadijumima HBB i kontrolne grupe ispitanika, kao i
povezanost koncentracije MPO sa lipidnim i nelipidnim parametrima. Osim toga, ispitivali
raspodelu LDL i HDL subfrakcija, kao i povezanost karakteristika raspodele LDL i HDL
subfrakcija sa drugim odredivanim lipidnim 1 nelipidnim prametrima 1 parametrima
oksidativnog stresa i antioksidativne zastite. U istrazivanju je ucestvovalo pedeset i jedno
dete u razli¢itim stadijumima HBB, dok je kontrolnu grupu su ¢inilo pedeset zdrave dece i
adolescenata koji su selektovani u toku redovnih sistematskih pregleda. Istrazivanje je
planirano i sprovedeno u skladu sa eti¢kim principima Helsinske deklaracije. Ispitivanjem

parametara oksidativnog stresa i antioksidativne utvrdeno je da je koncentracija



tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci (TBKRS) bila znac¢ajno visa kod pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu (KG) (p < 0,001), dok je koncentracija uznapredovalih
proizvoda oksidacije proteina (AOPP) bila znacajno veca kod pacijenata na dijalizi u
odnosu na KG ( p < 0,001) i na pacijente u predijaliznom stadijumu (pdHBB) i pacijente
nakon transplantacije (T) ( p < 0,001). Ukupne sulfhidrilne grupe (SH-grupe) su bile
statisticki znacajno nize kod pdHBB i D pacijenata u odnosu na KG, ali i u grupi D u
poredenju sa pdHBB grupom (p<0,05). Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) bila je
statistiCki znacajno visa u grupi D u poredenju sa pdHBB i T grupom (p<0,05).
Koncentracija enzima MPO bila je statisti¢ki znac¢ajno visa u grupi pdHBB, u odnosu na
KG, T i D grupu (p<0,05). Zbog specificnosti dislipidemije u HBB koju karakterise
hipertrigliceridemija, u ovoj studiji smo ispitivali povezanost parametara oksidativno-
stresnog statusa sa aterogenim indeksom plazme (AIP). Rezultati studije su pokazali da
stepen oksidativnog stresa izrazen preko koncentracije MPO i AOPP nezavisno od drugih
ispitivanih parametara utice na AIP u grupi pacijenata na dijalizi. Na taj nac¢in smo istakli
znacaj odredivanja ovog parametra koji se dobija na osnovu rutinskih laboratorijskih
testova, posebno kod pedijatrijskih pacijenata na dijalizi. Kada je u pitanju dominantni
LDL dijametar, nasi rezultati su pokazali da postoje statisticki znacajne razlike izmedu
ispitivanih grupa (p < 0,001). Dominantni LDL dijametar u KG bio je znacajno visi u
odnosu na pacijente u pdHBB grupi (p < 0,01). Statisticki zna¢ajne razlike nadene su i
prilikom poredenja dominantnog LDL dijametra kod dece pdHBB grupi u odnosu na D
grupu (p < 0,001) i T grupu (p < 0,01). T grupa pacijenata je imala povoljniji LDL profil
u odnosu na pdHBB i D grupu. Relativni udeli malih HDL subfrakcija bili su zna¢ajno
visi (p < 0,001), a udeo velikih HDL 2b cCestica 1 dominantni HDL dijametar znacajno
nizi (p < 0,001) kod pacijenata sa HBB u odnosu T grupu. S obzirom na ulogu MPO i
enzima paraoksonaze 1 (PON1) u nastanku i progresiji HBB, ispitivan je odnos ova dva
parametra i pokazao trend ka viSim vrednostima u grupama pacijenata sa HBB u odnosu
na KG i T grupu. MPO/PONL je bio u statisti¢ki znaajnoj pozitivnoj korelaciji sa
relativnim udelom HDL 3b (p < 0,05) u HBB grupi i sa relativnim udelom HDL 3a (p <
0,05) u T grupi. Dobijeni rezultati su pokazali da povisen odnos MPO/PONI1 predstavlja
znaCajan nezavisan faktor rizika za povecan udeo malih HDL subfrakcija u grupi

pacijenata. Rezultati ove studije su ukazali na znacaj odredivanja



parametara oksidativno-stresnog statusa i raspodele lipoproteinskih subfrakcija kod dece i

mladih sa HBB u cilju bolje procene rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a global health problem due to progressive course
and development of comorbidities. Numerous studies investigated markers for early
detection of CKD, because early detection is associated with a more favorable outcome and
a higher quality of patient's life. Children with CKD are stratified to the highest category
cardiovascular risk due to the development of accelerated atherosclerosis. Apart from
dyslipidemia, which is characteristic for CKD, inflammation and oxidative stress are
crucial in the development of atherosclerosis, mainly due to their role in the modification
of lipoprotein particles. Although all low-density lipoproteins (LDL) are considered to be
atherogenic, small LDL particles have the highest atherogenic potential and are more
susceptible to oxidative modification. In physiological conditions, high density
lipoproteins (HDL) have an atheroprotective role and small HDL 3 particles are considered
to have higher antiinflammatory and antioxidant potential than HDL 2 particles.
Myeloperoxidase is an enzyme associated with inflammation and oxidative stress and it is
related to oxidative modification of lipoprotein particles. The aims of our study were to
investigate the parameters of oxidative stress and antioxidant defence between different
groups of patients with HBB, as well as the association with other lipid and non-lipid
parameters. The aim was also to determine whether there is a difference in the
concentration of MPO between patients with HBB and control group, as well as the
relationship of MPO concentration with lipid and non-lipid parameters. The aim was also
to examine the distribution of subfractions of LDL and HDL particles as well as the
relationship between the distribution of LDL and HDL subfractions with other determined
lipid and non-lipid parameters and also with parameters of oxidative stress and antioxidant
defense. The study involved 51 pediatric patients in different CKD stages, while the
control group consisted of 50 healthy children and adolescents who were selected during
regular systemic examinations. The research was planned and implemented according to
the ethical principles in accordance with the Helsinki Declaration. The concentration of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was significantly higher in patients

compared to the control group (CG) (p < 0.001), while the concentration of advanced



protein oxidation products (AOPP) was significantly higher in patients on dialysis
compared to CG (p < 0.001) and in comparison with patients in the pre-dialysis stage
(pdCKD) and transplanted patients (T) (p < 0.001). SH groups were significantly lower in
pdCKD and D patients compared to CG, but also in D patients compared with pdCKD
group (p <0.05). The activity of superoxide dismutase (SOD) was significantly higher in
group D patients compared to pdCKD and T groups (p < 0.05) and significantly lower (p
<0.05) compared to pdCKD and T group with CG subjects. The concentration of MPO was
significantly higher in the group of pdCKD patients, compared to CG, T and D groups (p
<0.05). According to the specific characteristic of dyslipidemia in CKD, we investigated
assoiciations of the atherogenic index of plasma (AIP) with oxidative status parameters.
We found that the oxidative stress level measured with AOPP and MPO was independently
associated with AIP in D patients. Our data showed that there are significant differences in
the dominant LDL diameters between the test groups (p <0.001). The dominant LDL
diameter in CG was significantly higher than in the pdCKD group (p <0.01). Significant
differences were also found in the comparison of the dominant LDL diameters in children
with pdCKD versus the group on dialysis treatment (p < 0.001) and the group of patients
with a transplanted kidney (p < 0.01). Patients after transplantation have a more favorable
LDL profile compared to pdCKD and D group. A relative proportion of small HDL
subfractions was significantly higher (p <0.001), and proportion of large HDL 2b particles
and the dominant HDL diameter were significantly lower (p <0.001) in patients with CKD
when compared to T group. Given the role of MPO and paraoxonase 1 (PON1) PONL1 in
the onset and progression of CKD, the results showed a trend towards higher MPO/PON1
ratio in patients with CKD when compared to KG and T group. MPO/PON1 was in
significant positive correlation with the relative portion of HDL 3b (p <0.05) in the CKD
group and with the relative portion of HDL 3a (p <0.05) in the T group. The obtained
results showed that the elevated MPO/PONL ratio was a significant independent risk factor
for the emergence of small HDL subfractions. It is important to note that although
traditional risk parameters have regular values, a complex examination of the relationship
between parameters of lipoprotein subfractions, markers of lipid status and oxidative status
in relation to the degree of progression of CKD in pediatric patients can be used as a better

diagnostic risk indicator for the development of cardiovascular complications.
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Skraéenice u tekstu:

ABCA1-ATP vezuju¢i kasetni transporter Al
ACC-Zajednicka karotidna arterija
ACI-Unutra$nja karotidna arterija
AHA-American Heart Association
AlP-Aterogeni indeks plazme
ANCA-Citoplazmatski antigeni neutrofila
ANOVA- Analiza varijanse
AOPP-Uznapredovali proizvodi oksidacije proteina
apoA-1-Apolipoprotein A-I

apoB-Apolipoprotein apoB-100
CAKUT-Kongenitalne anomalije bubrega i urinarnog trakta
CETP-Holesterol estar transferni protein
Cl-Interval pouzdanosti

CTGF- Faktor rasta vezivnog tkiva
CaSR-Receptor za detekciju koncentracije kalcijuma
cIMT- Debljine intime-medije karotidnih arterija
cTGF-Faktor rasta vezivnog tkiva

D- Pacijenti na hemodijalizi

DM-Diabetes mellitus
DNK-Dezoksiribonukleinska kiselina
DTNB-2,2’-dinitro-5,5-ditio-benzojeva kiselina
ELISA-Enzimski imunoesej

ESRD- Terminalna bubrezna slabost
GBM-Glomerulo-bazalna membrana
GFP-Jacina glomerulskog filtracionog pritiska
GH-Hormon rasta

GPX -Glutation peroksidaza

GSH-Glutation

GSPx-Glutation seleno peroksidaza
GSSG-Oksidovani glutation



HBB-Hroni¢na bubrezna bolest

HDL-Lipoproteinske Cestice visoke gustine
HDL-h-Koncentracija HDL holesterola

HUS -Hemoliticki uremicni sindrom

IGF I-Insulinu sli¢an faktora rasta I

IGFBP-Protein koji vezuje hormon rasta
IMHP-2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidin
ISN-Medunarodno udruzenje nefrologa

ITM-Indeks telesne mase

JGF-Jacina glomerularne filtracije

KDOQI-Nacionalna fondacija za bubreg Sjedinjenih Americ¢kih Drzava
LCAT-Lecitin holesterol acil transferaza

LDL-Lipoproteinske Cestice niske gustine

LDL-h-Koncentracija LDL holesterola

LK-leva sr¢ana komora

MDA-Malondialdehid

MPO-Mijeloperoksidaza
NBT-Nitrobluetetrazolium(2,2’-di-p-nitrofeni-5,5’-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difen
ilen)-ditetrazolium hlorid)

02-superoksid anjon radikal

OK-Obim kukova

OS-Obim struka

Ox-LDL- Oksidovani LDL

PDAY -Studija patoloSkih determinanti ateroskleroze kod mladih
pdHBB- Pacijenti u predijaliznom stadijumu HBB
PON1-Paraoksonaza 1

PPAR-y-Peroksizom proliferator aktiviranih receptor y
PTH-Parathormon

Pb-Hidrostatski pritisak Boumanove kapsule

Pg-Hidrostatskom pritisku kapilara glomerula

Pgr-Onkotski pritisak plazme u glomerulima



RDA- Preporuceni dijetetski protokoli
RNK-Ribonukleinska kiselina

RNS- Reaktivna azotna jedinjenja
ROS-Reaktivna kiseoni¢na jedinjenja
SH- sulfhidrilne grupe

SOD-Superoksid dizmutaza

T-Pacijenti sa transplantiranim bubregom
TBK-Tiobarbiturna kiselina
TBKRS-Tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance
TG-Trigliceridi

TGF-B-Transformisuci faktor rasta 3
UH-Ukupni holesterol
VLDL-Lipoproteina veoma niske gustine
WHO-Svetska zdravstvena organizacija
x2- Chi-kvadrat
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1. UvOD

1.1. Hronicna bubreZna bolest

Hroni¢na bubrezna bolest (HBB) predstavlja globalni zdravstveni problem, pre
svega zbog progresivnog toka i razvoja komorbiditeta. Smatra se da HBB nastaje kao
posledica gubitka ili smanjenja broja funkcionalnih nefrona $to vodi ka hroni¢noj
bubreznoj slabosti ili terminalnoj bubreznoj slabosti (engl. End stage renal disease-
ESRD), ¢ija incidenca u svetu eksponencijalno raste (1,2). Prema vodi¢u Nacionalne
fondacije za bubreg Sjedinjenih Americkih Drzava (KDOQI- Kidney disease Outcomes
Quality Initiative), HBB se definiSe kao oStecenje strukture ili funkcije bubrega koje traje
viSe od 3 meseca i/ili smanjenje jacine glomerularne filtracije (JGF) ispod 60
ml/min/1,73m? (3). Prema najnovijim podacima internacionalnih studija HBB se smatra
vaznim uzro¢nikom globalne smrtnosti, pri ¢emu je broj smrtnih slu¢ajeva uzrokovan
HBB porastao za 82,3 % u poslednje dve decenije (3,4).

S obzirom na ¢injenicu da u svetu iz godine u godinu raste broj pacijenata koji su
tretirani nekim od terapijskih postupaka koje zamenjuju funkciju bubrega, HBB svakako
postaje prioritet u oblasti javnog zdravlja. Globalno produzenje zivotnog veka i starenje
populacije, pra¢eno poviSenom ucestalos¢u diabetes mellitusa (DM) tipa 2 i hipertenzije,
direktan je uzrok porasta incidence bolesti bubrega ¢ime se ujedno opterecuju i resursi
sistema zdravstvene zastite (3,4). Jedan od glavnih problema kod bolesti bubrega jeste
Cinjenica da bolest dugo proti¢e asimptomatski, a otkriva se tek u poodmaklom stadijumu
(6). Brojne studije se sprovode sa ciljem da se bolesti bubrega otkriju u ranim fazama, jer
je rano otkrivanje bolesti povezano sa povoljnijim ishodom i viS§im kvalitetom Zivota
pacijenta (6,7).

U zemljama u razvoju, oko 40 % osoba kojima se dijagnostifikuje bolest bubrega
u programima skrininga u osnovi nemaju DM ili bilo kakvu kardiovaskularnu bolest (3-5).
Uglavnom se radi o mladim osobama §to ukazuje da su zdravstveni i socijalni troSkovi

progresije bubrezne bolesti visoki i produzeni. Upravo iz ovih razloga, rano



prepoznavanje HBB i prate¢ih komorbidnih stanja mogu potencijalno da uspore
napredovanje bolesti do ESRD i poboljsaju kvalitet zivota, a smanje troSkove zdravstvene
zaStite. Zbog svih navedenih razloga, Svetska zdravstvena organizacija (WHO) i
Medunarodno udruzenje nefrologa (ISN) smatraju da je HBB patolosko stanje koje

zahteva razvoj specifi¢ne zdravstvene politike u cilju ranog otkrivanja i le¢enja (3-6).

1.2. Fiziologija bubrega

1.2.1. Uloge bubrega u organizmu

Osnovna uloga bubrega u organizmu je uklanjanje produkata metabolizma (urea,
kreatinin, mokrac¢na kiselina, elektroliti) i metabolita lekova, zatim reapsorpcija glukoze,
amino Kiselina i drugih malih molekula, te regulacija acido-bazne ravnoteze. Bubrezi
(Slika 1) su ukljuceni u regulaciju zapremine i sastava telesnih tecnosti i krvnog pritiska,
te produkciju hormona eritropoetina i renina. Takode u bubrezima se odvija
transformacija vitamina D u njegovu aktivhu formu kalcitriol  (1,25-

dihidroksiholekalciferol), kao i glukoneogeneza (9-11).

NORMAL KIDNEY DISEASED KIDNEY

Slika 1.1zgled zdravog i obolelog bubrega

Preuzeto sa: http://www.healthysi.com/chronic-kidney-disease-healthysi.com (12)
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1.2.2. Grada bubrega

Osnovna jedinica grade i funkcije bubrega je nefron (Slika 2) koji se sastoji iz
glomerula, Boumanove kapsule, proksimalnog tubula, Henleove petlje, distalnih tubula i

sabirnih kanali¢a (10).
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Slika 2.Nefron- funkcionalna jedinica bubrega

Preuzeto sa: https://www.britannica.com/science/nephron (13)

Glomerul je sastavljen iz mreze kapilara, pri ¢emu se dovodni arterijski sud
(aferentna arteriola) grana u mrezu kapilara, a ponovnim spajanjem kapilara nastaje
eferentna arteriola. Bazalne membrane endotelnih ¢elija kapilara 1 bazalne membrane
epitelnih Celija Boumanove ¢aure Cine glomerulo-bazalnu membranu (GBM) i na ovom
mestu se stvara primarni ultrafiltrat plazme (14,15). U blizini GBM nalaze se i
mezengijalne ¢elije koje imaju znacajnu ulogu u regulaciji jacine filtracije u glomerulima

a ova uloga se ostvaruje preko kontraktilnih proteina (15,16).
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Smanjenje JGF se postize kontrakcijom kontraktilnih proteina mezengijalnih
¢elija (Slika 3), a odvija se pod dejstvom slede¢ih faktora: angiotenzina II, vazopresina,
endotelina, noradrenalina, histamina, aktivirajueg faktora trombocita, tromboksana Aj,
leukotriena Cai D4i prostaglandina F2, dok se relaksacija kontraktilnih proteina, a samim
tim 1 povecanje filtracije, odvija pod dejstvom prostaglandina E2, dopamina i atrijalnog

natriureticnog peptida (15).

PGE; AVP TxA, LTD, ET-1
l \ L l l
Mesangial cell relaxation  Mesangial cell contraction

Normal GFR

Slika 3.Kontrakcija i relaksacija kontraktilnih proteina mezengijalnih ¢elija

Preuzeto iz : Dagher L, Moore K.The hepatorenal syndrome Gut 2001;49:729-737(17)

Posto kroz bubreg svakog minuta proti¢e oko 1250-1300 ml krvi, ovako veliki
protok se moze posti¢i jedino sadejstvom faktora nervne i humoralne regulacije (9).
Primarni ultrafiltrat ima sastav sli¢an plazmi, a razlikuje se samo po sadrzaju proteina
koji zbog svoje veli¢ine ne prolaze pore GBM. Filtracija u glomerulima je proces koji se
vr$i bez utroska energije, odnosno vrsi se kao posledica razlike filtracionog pritiska sa
dve strane membrane. Hidrostatskom pritisku kapilara glomerula (Pg) suprotstavlja se

onkotski pritisak plazme u glomerulima (Pgr) i hidrostatski pritisak Boumanove kapsule

(Pb) (9).



Jacina glomerulskog filtracionog pritiska (GFP) se moze izraCunati na sledeci
nacin:

GFP=Pg — Pb- Pgr

GFP zavisi od arterijskog pritiska ali i od otpora aferentne i eferentne arteriole (9).
Smatra se da bi porast arterijskog krvnog pritiska posledi¢no povec¢ao GFP, a na taj na¢in
doslo bi do povecanja brzine filtracije u glomerulima. Organizam pokuSava da
kompenzuje uticaj krvnog pritiska tako $to dolazi do povecanja otpora aferentne arteriole
1 uzrokuje se vazokonstrikcija ¢ime se smanjuje GFP, a JGF postize fizioloske vrednosti
(9). Sa druge strane ukoliko se snizi krvni pritisak, smanjuje se filtracija u glomerulima, a
kao odgovor na ovu promenu dolazi do vazokonstrikcije eferentne arteriole, i na taj nacin
se ponovo uspostavljaju fizioloSke vrednosti JGF u glomerulima.

Prethodno opisani mehanizmi predstavljaju osnovu autoregulacije glomerularne
filtracije, a veli¢ina koja je opisuje je JGF. Smatra se da JGF predstavlja merilo funkcije
bubrega (9,14). Prema dosadasnjim istrazivanjima vrednosti JGF se razlikuju u zavisnosti
od pola, starosti ali i od unosa proteina hranom. Rezultati razli¢itih studija su pokazali da
se sa starenjem fizioloSki smanjuje broj funkcionalnih nefrona a time i JGF (7,18-20).

JGF se moZe posredno odrediti merenjem endogenih filtracionth markera
(kreatinin i cistatin C) kao i egzogenih markera (Inulin, lohexol, ®'Cr-EDTA, %°J-
iothalamate). Medutim zbog visoke cene 1 specificnosti izvodenja testova, metode koje
koriste egzogene markere su napustene.Veéina vodi¢a za procenu funkcije bubrega
preporucuje koriS¢enje koncentracije kreatinina u serumu, i odredivanje klirensa
kreatinina. Cistatin C se smatra pouzdanijim endogenim markerom funkcije bubrega od
kreatinina, a preporuka je odredivanje Cistatina C kod osoba sa JGF ispod
60ml/min/1,73m? (7,18-20).



1.3. Etiologija HBB kod dece

Uzroci koji dovode do HBB se znacajno razlikuju kod dece u odnosu na
populaciju odraslih pacijenata (21,22). Kod odraslih, bolest uglavnhom nastaje kao
posledica DM i hipertenzije, dok je kod dece uglavnom posledica primarnih
kongenitalnih poremecaja (21). Smatra se da su naj¢es¢i uzroci HBB kod dece
kongenitalne anomalije bubrega i1 urinarnog trakta (CAKUT), urodene nefropatije i
glomerulonefritis. Kako uzrok HBB kod dece varira u zavisnosti od uzrasta, mozemo reéi
da je kod dece mlade od 12 godina najces¢i uzrok CAKUT, a kod starije dece
glomerulonefritis (22). Rezultati studije koja se bavila ispitivanjem HBB u pedijatrijskoj
populaciji u nasoj zemlji su pokazali da je u 58% sluéajeva uzrok bolesti CAKUT, 14,6%
¢ine nasledne bolesti bubrega, 11,9% bolesti glomerula,14,6% ostala bubrezna oboljenja i
1,8% nepoznati uzroci pri ¢emu urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta kod dece
obuhvataju 72,6% svih anomalija dijagnostifikovanih prenatalno (23).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da malformacije bubrega i urinarnog trakta
mogu nastati usled teratogenih faktora, a njihov nastanak zavisi i od ishrane majke, kao i
brojnih faktora koji uticu na tok trudnoce (3,21,24). Bubrezna funkcija u CAKUT je
odredena brojem funkcionalnih nefrona formiranih u toku embrionalnog razvoja (22).
Smatra se da se urodeni defekti bubrega javljaju u toku intrauterinog razvoja ploda, a ovi
nedostaci obuhvataju abnormalnosti veli¢ine, strukture i polozaja bubrega. U urodene
defekte se ubrajaju: bubrezna ageneza (deca rodena samo sa jednim bubregom), bubrezna
displazija (deca rodena sa dva bubrega od kojih jedan nije funkcionalan), ektopi¢ni
bubrezi (deca rodena sa bubrezima koji se nalaze ispod, iznad ili na suprotnoj strani od
uobicajenog polozaja). Rezultati velikog broja studija su pokazali da deca sa bubreznom
agenezom ili displazijom imaju povecan rizik za razvoj bolesti bubrega. Znacajno je
naglasiti da se CAKUT otkrivaju samo kod 3% dece, dok su u 20% slucajeva uzrok
perinatalne smrti novorodencadi (22).

Osim naslednih bolesti bubrega, uzrok HBB kod dece mogu biti i infekcije
urinarnog trakta. Naime, hemoliticki uremic¢ni sindrom (HUS) je retka bolest koju

uzrokuje Escherichia Coli, bakterija koja se nalazi u kontaminiranoj hrani, a sekretuje



crevne toksine koji oStecuju eritrocite i endotel krvnih sudova, ukljucujuéi i krvne sudove
glomerula (24). Osim infekcije E. coli, znac¢ajan uzrok nastanka bubreznih bolesti kod
dece moze biti i1 streptokok. Poststreptokokni glomerulonefritis je oboljenje koje moze
nastati posle infekcije grla ili koze bakterijama iz roda Streptococcus, nakon koje moze
do¢i do stimulacije imunog sistema i produkcije antitela koja se mogu deponovati u
glomerulima, ¢ime oSteéuju bubrege. Velina slucajeva  poststreptokoknog
glomerulonefritisa se razvija 1-3 nedelje, a retko i do 6 nedelja posle infekcije. Bolest
obi¢no kratko traje i bubrezi se oporavljaju, ali u retkim slucajevima oStecenje bubrega
moze biti trajno (24).

Nefrotski sindrom je skup simptoma koji ukazuju na oSteenje bubrega a
obuhvata: albuminuriju, hipoalbuminemiju, hiperlipidemiju, oticanje ekstremiteta i
oticanje lica (3, 24). Nefrotski sindrom kod dece moze biti uzrokovan fokalnom
segmentalnom glomerulosklerozom, membranskim proliferativnim glomerulonefritisom,

kao i sistemskim bolestima (sistemski eritemski lupus i DM) (3,24).

1.4. Patofiziologija razvoja HBB

Uprkos razli¢itim etiologijama bolesti kod odraslih i dece, nacin razvijanja HBB
je slican (1). Protok krvi kroz bubrege je mnogo veéi u odnosu na ostale organe, a kao
posledica vece perfuzije tkivo bubrega je vise izloZzeno potencijalno $tetnim cirkulisuc¢im
supstancama (1, 25, 26). Brenner et al. (27) su okarakterisali glomerularnu hipertenziju i
hiperfiltraciju kao glavne uzro¢nike progresije HBB kod odraslih (Slika 4). Smatra se da
glomerulska membrana sadrzi negativno naelektrisane molekule koje sluze kao barijera
anjonskim makromolekulama. Ukoliko dode do osteCenja ove elektrostaticke barijere,
proteini plazme mogu da se nadu u filtratu glomerula Sto ukazuje da sekvencijalna
organizacija mikrovaskulature nefrona i niza pozicija tubula u odnosu na glomerule ne
samo da odrzava glomerulo — tubularnu ravnotezu, ve¢ sprecava Sirenje oSteCenja sa

glomerula na tubule (1, 25, 26).
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1.41. Mehanizam oStecenja Céelija u HBB

Najces¢e steCene bolesti glomerula su izazvane imunoloskim oSteéenjima,
mehani¢kim ili metabolickim stresom. Patogenetski bolesti glomerula mozemo podeliti

na tri grupe:

1)  Neproliferativne - bez inflamacije glomerula i bez talozenja depozita
imunoglobulina (Ig) (idiopatska fokalna ili segmentalna glomeruloskleroza),
ili sa talozenjem Ig, ali bez inflamacije glomerula (membranska nefropatija)

2 Proliferativne glomerulske bolesti - sa taloZzenjem Ig koje dovodi do
dece, lupus nefritis)

3)  Heterogena grupa glomerulskih bolesti koje nastaju kao posledica nekih
sistemskih bolesti (DM, amiloidoza)

Inflamatorni proces pocinje taloZzenjem Ig i aktivacijom komplementa. Smatra se
da imuni kompleksi mogu da se taloze u mezengijumu (IgA nefropatija, Lupus nefritis), u
subendotelnom prostoru (Lupus nefritis klase 111) ili subepitelnom prostoru (1, 29, 30).
Brojne studije ukazuju da glomerulonefritis uzrokuju cirkuliSu¢a antitela (Slika 5); naime
ova antitela reaguju sa antigenima lociranim na membrani glomerula ili antigenima koji
su dospeli u glomerule cirkulacijom (formacija imunih kompleksa in situ).

Aktivirane T Ccelije mogu biti modulatori produkcije antitela u toku
glomerulonefritisa, pri ¢emu interakciju ostvaruju preko svog povrSinskog receptora/CD3
kompleksa sa antigenima prisutnim na endotelnim, mezengijalnim i epitelnim
glomerularnim ¢elijama. Smatra se da solubilni faktori koje produkuju T ¢elije ucestvuju
u patogenezi glomerularne fibrinogeneze (1). Osim aktiviranih T ¢elija, smatra se da su 1
transformisuci faktor rasta p (TGF-P) i faktor rasta vezivnog tkiva (CTGF) vazni u
glomerularnoj fibrogenezi, zato Sto stimuliSu glomerularne c¢elije da proizvode
ekstracelularni matriks, a smatra se da je ovo kljuéni dogadaj u progresiji bubrezne bolesti,

jer se inhibira sinteza tkivnih proteaza (matriks metaloproteinaze) (1).
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Slika 5.Imunoloski posredovan glomerulonephritis

Preuzeto sa:https://veteriankey.com/diseases-of-the-glomerulus (31)

Formirani imuni kompleksi mogu da se taloze i stvaraju depozite u glomerulima.
Takode, osteCenje glomerula antitelima bez imunih kompleksa u glomerulima moze
uzrokovati 1 cirkuliSuce antitelo protiv citoplazmatskih antigena neutrofila (ANCA) (1, 2,
7). Depo antitela koji je stvoren u mezengijalnom matriksu dovodi do nefritickog
odgovora, pri ¢emu se aktiviraju leukociti i trombociti iz krvi. Usled oslobadanja
citokina i lizozomalnih enzima, komponente komplementa koje oste¢uju vaskularni zid i
filtracionu barijeru indukuju hemotaksu i akumulaciju dodatnih leukocita iz cirkulacije
(26,29, 32). Smatra se da je glavni efektor povrede glomerula oslobadjanje hemotakti¢nih
faktora C5a i C3a. Aktivirane T ¢elije oslobadaju citokine i druge medijatore inflamacije i

citotoksi¢nosti, te na taj na¢in one deluju kao medijatori oste¢enja glomerula (26, 29, 30).
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Slika 6.Adaptacija bubrega na povredu
Preuzeto iz:Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Jameson J, Loscalzo J. eds. Harrison's Principles
of Internal Medicine, 18e. New York, NY: McGraw-Hill; 2012
(33)

Bubrezi su obi¢no zasti¢eni od sistemske hipertenzije, ali ukoliko dode do gubitka
nefrona, bez obzira na uzrok, u glomerulima se moze razviti hipertenzija kao vid
adaptivnog mehanizma (Slika 6). Tada se usled povecéanja pritiska u glomerulima javlja
hipertrofija glomerula, jer bubreg pokusava da se prilagodi gubitku nefrona kako bi
odrzao konstantnu JGF (1, 26-29). Naime, bubrezi se u pocetku prilagodavaju oste¢enju
povecanjem stope filtracije u preostalim funkcionalnim nefronima, procesom koji se
naziva adaptivna hiperfiltracija. Usled povecanog stvaranja angiotenzina II dolazi do
ushodne regulacije TGF B, $to dovodi do povecane sinteze kolagena, te renalnih oziljaka

unutar glomerula.
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Slika 7.Patofiziologija razvoja HBB
Preuzeto sa:https://www.hindawi.com/journals/crp/2011/963517/fig2/ (34)

Kada su u pitanju tubuli, dosadasnja istrazivanja ukazuju da su promene nha
tubulima uglavnom posledica duzeg trajanja bolesti, zato §to su ¢elije tubula izlozene
proteinima koji se inace ne nalaze u normalnom glomerularnom filtratu. Smatra se da su
slede¢i faktori ukljueni u formiranje tubulointersticijalnih inflamatornih infiltrata:
inflamatorne mononuklearne ¢elije (monociti/makrofage, T limfociti), imunoloski
depoziti, citokini (Angiotenzin II, TGF ), metaboli¢ka acidoza i profibroliticki citokini
koji stimulisu fibroblaste da predu u miofibroblaste (25, 26-29). Angiotenzin Il zajedno
sa faktorom rasta vezivnog tkiva (cTGF) indukuje hipertrofiju tubularnih celija. Za
ekspresiju glatkog miSi¢nog aktina, fibroblasti moraju biti aktivirani citokinima koji

menjaju njihov fenotip i dovode do prevodenja u miofibroblaste.
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Bez obzira na etiologiju oSte¢enja bubrega, kaskada dogadaja koji slede je slozena.
Strukturne promene, kao i prateée biohemijske, ¢elijske i molekularne promene (Slika 7),
dovode do progresivnog osStecenja i gubitka funkcije bubrega (25-29). Upravo prema toku
bolesti i stepenu oStecenja bubrega, HBB je klasifikovana u pet stadijuma (Tabela 1) (21).

Tabela 1.Klasifikacija HBB

- . JGF ml/min/1,73
Stadijum Opis Prevalenca, %

m2

Ostecenje bubrega
sa normalnom ili > 90 3,3
povecanom GFR
Ostecenje bubrega
sa blagim 60-89 3,0
smanjenjem GFR

Ostecenje bubrega

_ 49-59
umerenim 4,3
- 30-44
smanjenjem GFR
Tesko smanjenje
15'29 012
GFR
Terminalna
. - <15
insuficijencija - 02
(Dijaliza)
bubrega

Preuzeto iz: Republicka struc¢na komisija za izradu i implementaciju vodic¢a dobre klinicke prakse,
Ministarstvo zdravlja Republike Srbije. Nacionalni vodic dobre klinicke prakse za prevenciju,

dijagnostifikovanje i lecenje hronicne bolesti bubrega. Beograd 2013(21)

Prvi stadijum HBB podrazumeva da JGF iznosi 50-75% od normalne vrednosti za
tu starosnu dob. Ova faza je uglavnom asimptomatska a povecanje koncentracije uree,
kreatinina i parathormona (PTH) u cirkulaciji se javlja kada JGF padne ispod 50% od
normalnih vrednosti (21, 25). U toku drugog stadijuma HBB vrednost JGF se krece

izmedu 25-50% od normalne vrednosti. Prolazi asimptomatski, a mogu se javiti
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proteinurija, nokturija i Ceste infekcije (21, 25). U tre¢em stadijumu bolesti javljaju se
simptomi  poput anemije, acidoze, hiperfosfatemije, hipokalcijemije, renalne
osteodistrofije i rikecije, a JGF iznosi 10-25% od normalne vrednosti (21, 25). Cetvrti i
peti stadijum HBB podrazumevaju ispoljavanje neuroloskih, kardiovaskularnih,
intestinalnih 1 hematoloskih poremecaja. Kako je HBB progredirala do ESRD treba
pripremiti pacijenta za dijalizu ili transplantaciju kao terapijske metode (21, 25).

Iako se osnovni problem koji je pokrenuo HBB kod dece Cesto i ne moze leciti,
opsezna istrazivanja na eksperimentalnim Zzivotinjama i preliminarni rezultati klini¢kih
studija sugerisu da je napredak do kasnih stadijuma bolesti u velikoj meri posledica
sekundarnih faktora koji nisu u vezi sa pocetnim uzrokom. Adaptivna hiperfiltracija, iako
je u pocetku korisna, dovodi do dugoro¢nog oste¢enja glomerula preostalih nefrona,
manifestuje se proteinurijom i progresivnom bubreznom insuficijencijom a upravo ovaj

ireverzibilan proces je odgovoran za razvoj krajnje faze bubrezne bolesti (32).

1.5. Komplikacije HBB kod dece

1.5.1. Nutricioni status i rast

Usled prisustva HBB kod dece ¢esto dolazi do znacajnog zaostajanja u rastu (35).
Ovaj efekat najcesCe nastaje kao posledica disbalansa nutricionih, metaboli¢kih 1
endokrinih procesa (35-39). Naime, faktori koji utiCu na smanjenje rasta ukljucuju
proteinsku i kalorijsku malnutriciju, metaboli¢ku acidozu, rezistenciju organa na dejstvo
hormona rasta , anemiju i renalnu bolest kostiju, pri ¢emu su sve ove promene izrazenije
ukoliko se bolest razvila ranije. Ove Cinjenice ukazuju na neophodnost intervencija u
ranom uzrastu kako bi se omogucio normalan rast dece sa HBB. Nizak rast je uglavnom
vise zastupljen kod dece sa kongenitalnim 1 naslednim bolestima bubrega (33).
zivota, a rezultati mnogih studija su ukazali na potrebu za definisanjem optimalne

proteinske ishrane koja bi pozitivno uticala na normalan rast (34). Smatra se da unosenje
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suplemenata prema preporucenim dijetetskim protokolima (RDA) prevenira redukciju
rasta (35, 38). Dve klini¢ke studije (36, 37) su pokazale da nije bilo razlike u progresiji
renalnog oStecenja i linearnog rasta kod dece koja su bila na dijetetskoj proteinskoj
restrikciji u odnosu na decu iz kontrolnih grupa, a dokazano je i dejstvo metabolicke
acidoze na rast kod dece sa primarnom tubularnom acidozom. Naime, korekcija acidoze
suplementima bikarbonata rezultirala je ubrzanim rastom i dostizanjem normalne visine
za taj uzrast. Pretpostavlja se da metabolicka acidoza dovodi do smanjenja sekrecije
hormona rasta, kao i do redukcije nivoa insulinu sli¢nog faktora rasta I (IGF 1y (36, 37).
Nizak rast kod dece sa HBB uglavnom nastaje usled rezistencije na hormon rasta
(GH), pri ¢emu serumski nivo hormona rasta moze biti normalan ili povisen (37).
Smanjenje rasta, iako postoje povecane koncentracije hormona rasta, se moZe objasniti
rezistencijom organa na GH usled ostecenja bubrega, a povecana koncentracija IGF I i
cirkuliSuéeg proteina koji vezuje hormon rasta (IGFBP) takode ukazuju na neosetljivost
ciljnih tkiva na GH. Naime smatra se da usled prisutne uremije kod dece u predijaliznom
stadijumu bubreZne bolesti dolazi do poremecaja postreceptorskog efekta IGF I usled
smanjenja aktivnosti tirozin - kinaze koja je znacajna za proces autofosforilacije receptora
za IGF | i njegovu aktivaciju (36-38). Kod dece sa HBB nivo cirkulisué¢ih IGF I 1 IGF 11
je uglavnhom normalan, ali je njihova bioaktivnost redukovana. Za tretman ovih
komplikacija koristi se rekombinantni humani GH koji dovodi do povecanja nivoa IGF I,

¢ime se postiZe i njegova povecana bioaktivnost (32-34).

1.5.2. Renalna osteodistrofija

HBB je pracena smanjenim izluc¢ivanjem fosfata ¢ime se njegova koncentracija u
krvi povecava, uz paralelno smanjenje koncentracije kalcijuma. Hiperfosfatemija i
hipokalcemija mogu indukovati sekundarni hiperparatireoidizam i renalnu osteodistrofiju.
Takode, usled oStecenja bubrega onemogucena je sinteza aktivnih metabolita vitamina D,
rezultujuéi malapsorpcijom kalcijuma preko intestinalnog trakta S$to produbljuje
hipokalcemiju. Receptor za detekciju koncentracije kalcijuma (CaSR) lociran je na

povrsini glavnih ¢elija paratireoidne Zlezde i ima centralnu ulogu u regulaciji sinteze 1
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sekrecije PTH, §to ga €ini vaznim regulatorom homeostaze kalcijuma. Kod HBB snizenje
koncentracije kalcijuma u serumu dovodi do inaktivacije CaSR i povecanja sinteze i
sekrecije PTH, S$to rezultira povecanim oslobadanjem kalcijuma iz koStanog tkiva.
Mehanizmi koji kontroliSu sintezu PTH su kompleksni 1 jo§ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni (39).

Kao posledica uremije kod HBB dolazi do rezistencije kostiju na PTH §to dodatno
pogorSava hiperparatireoidizam. Smatra se da se smanjenje rasta javlja zbog destrukcije

zone rasta na dugim kostima, §to moze dovesti do epifiziolize i frakture metafiza (35, 36).

1.5.3. Anemijau HBB

Kao posledica HBB kod dece cesto dolazi do razvoja anemije koja je pracena
slabijim kvalitetom Zzivota, smanjenim neurokognitivnim sposobnostima i povecanim
rizikom za razvoj kardiovaskularanih bolesti. Anemija kod dece sa HBB nastaje usled
smanjenja produkcije eritropoetina i usled lose regulacije nivoa gvozda (36,37). Naime,
patogenetski faktori koji uti€u na razvoj anemije su smanjena eritropoeza, inhibitori
eritropoeze, fibroza kostne srzi, smanjenje Zivotnog veka eritrocita, gubitak krvi, stanje
deficijencije gvozda ili folne Kkiseline. U terapiji anemije primenjuje se humani
rekombinantni eritropoetin koji dovodi do bolje oksigenacije tkiva, poboljSava nutricioni

status i smanjuje potrebu za transfuzionom terapijom (36, 40).

1.5.4. Kardiovaskularne komplikacije kod dece sa HBB

Kardiovaskularne bolesti su glavni uzrok smrtnosti kod pacijenata na dijalizi.
Istrazivanja ukazuju da iako je procenat prezivljavanja dece sa ESRD poboljsan i dalje je
za oko 30% nizi u odnosu na zdravu decu (41). Brojne studije su pokazale da faktori rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod mladih sa HBB mogu biti identi¢ni faktorima
rizika kod odraslih, pri ¢emu ¢vrsti dokazi ovih studija ukazuju da osim tradicionalnih

faktora rizika, kombinacija hroni¢ne inflamacije i oksidativnog stresa moze imati
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osnovnu ulogu u razvoju kardiovaskularnih komplikacija (41-43).

Kardiovaskularne komplikacije u uznapredovaloj HBB obuhvataju hipertenziju i
dislipidemiju i1 javljaju se kod 70-90% dece na hroni¢noj dijalizi (42-44). lako
transplantacija poboljsava renalnu funkciju i eliminiSe mnoge faktore rizika, hipertenzija i
hiperlipidemija perzistiraju 1 nakon izvrSene transplantacije (44,45). Za razvoj
kardiovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa HBB odgovorna su dva paralelna
procesa. Prvi proces predstavlja odgovor na mehanicko ili hemodinamsko opterecenje
srca u kojem dolazi do hipertrofije leve komore, koje moze biti posledica hipertenzije,
retencije natrijuma, anemije ili arterovenskog Santa. Eksperimentalni modeli sréane
hipertrofije idu u prilog teoriji da mehanicki stres usled povecanja pritiska jeste okidac
koji dovodi do remodelovanja miokarda (46, 47). Faktori uklju¢eni u remodelovanje su
renin — angiotenzin - aldosteron mehanizam, adrenergi¢ni sistem, inflamatorni citokini, a
vremenom u toku adaptivne faze hipertrofije leve komore (LK) dolazi do smanjenja
kapilarne gustine, smanjenja koronarne rezerve i subendotelne rezerve, smanjenja
subendokardijalne perfuzije, tendencije ka aritmiji i razvoju miokardijalne fibroze.
UKkupno uzevsi, moZe se smatrati da upravo ovi mehanizmi vode ka smrti miocita (47).
Drugi proces ukljucuje vaskularnu povredu i razvoj ateroskleroze. Naime, formiranje
ateroma pocinje akumulacijom lipida, proliferacijom glatkih miSiénih celija 1
kolagenskih vlakana, a nastavak procesa podrazumeva kalcifikaciju intime medije krvnih
sudova (13). Smatra se da ateroskleroza uti¢e na elasticnost arterija, ali je takode
povezana i sa vaskularnim remodelovanjem, pa dolazi do povecanja debljine zida arterije,
te posledicnog povecanja sistolnog krvnog pritiska i pulsnog pritiska. Dalji razvoj
ateroskleroze produbljuju oksidativni stres, dislipidemija i inflamacija koje se javljaju u
hroni¢nim bolestima bubrega (48).

Brojne studije su pokazale da je dobar marker postojanja subklinicke
ateroskleroze merenje debljine intime-medije karotidnih arterija (cIMT) (49).
Dosada$njim istrazivanjima nadeno je da je cIMT povecana kod uremic¢nih i pacijenata na
hemodijalizi u odnosu na zdrave osobe, a nadena je i pozitivna korelacija cIMT sa

markerima oksidativnog stresa, te negativna sa antioksidansima (49).
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1.6. Oksidativni stres

Oksidativni stres predstavlja stanje koje nastaje usled poremecaja ravnoteze
oksidoredukcionih procesa u organizmu, odnosno prekomernog stvaranja slobodnih
radikala koje ¢elijski homeostatski mehanizmi nisu u stanju da neutralisu (50, 51).

Slobodni radikali mogu biti atomi, molekuli ili joni koji u svojoj spoljasnjoj orbiti
imaju jedan nespareni elektron, zbog Cega su reaktivni i brzo stupaju u reakciju sa
molekulama koje se nalaze u okruzenju. Smatra se da se tokom evolucije ljudski
organizam prilagodio aerobnim uslovima Zzivota, pa je u cilju zaStite od slobodnih
radikala stvorio odbrambene antioksidativne mehanizme zastite (52). Antioksidativni
mehanizmi podrazumevaju sistem koji neutraliSe Stetne slobodne radikale i sprecava

njihovo prekomerno stvaranje (51).

1.6.1. Vrste slobodnih radikala

Slobodni radikali su po svojoj hemijskoj strukturi reaktivna kiseoni¢na jedinjenja
(ROS) i reaktivna azotna jedinjenja (RNS) (Slika 8). Stvaranje slobodnih radikala se
neprestano odvija kao deo normalnih ¢elijskih funkcija (53).

U fizioloskim uslovima, slobodni radikali kiseonika mogu nastati u svim ¢elijama,
a u najreaktivnije kiseoni¢ne radikale se ubrajaju hidroksil radikal i superoksidni anjon.
Vodonik peroksid takode pripada ovoj grupi zato Sto, iako nije slobodni radikal po svojoj

strukturi, doprinosi stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih radikala (53-55).
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Reactive Oxygen Species (ROS) include:

Non-Radicals

Radicals

Hydroxyl OH* Peroxynitrite ONOO™
Superoxide 7 Hypochloric acid HOCI
Nitric Oxide NO* Hydrogen Peroxide H,0,
Thyl RS* Singlet Oxygen 12,0710,
Peroxyl RO, Ozone O,

Lipid peroxyl LOO- Lipid peroxide LOOH

Reactive Nitrogen Species (RNS) include: I

Nitrots o MNO- Mitrosyl cation MO+
Peroxynitrite OONO™ Mitrogen dioxide NO,
Peroxynitrous acid  ONOOH Dinitrogen trioxide N; 05
Nitroxyl anion NO™ Mitrous acid HN O,
Mitryl chloride NO,CI

Slika 8.Vrste slobodnih radikala

Preuzeto sa: http://kisisel.ankara.edu.tr/pharmacy.ankara.edu.tr/sibel/antiox.htm (56)

U reaktivna azotna jedinjenja svrstava se azot monoksid koji je vrlo znacajan u
brojnim fizioloSkim procesima u organizmu, kao 1 peroksinitrit koji je najagresivniji

predstavnik RNS i1 dovodi do lipidne peroksidacije i oSte¢enja ¢elijske membrane (55).

1.6.2. Stvaranje slobodnih radikala

Produkcija slobodnih radikala se neprestano odvija u okviru normalnih ¢elijskih
procesa. Najveci deo slobodnih radikala nastaje u mitohondrijama kao posledica ¢elijskog
disanja, imunog odgovora ili reakcija enzima citohroma P450. Prema postoje¢im
istrazivanjima mesta koja su najkriti¢nija za “curenje” elektrona sa respiratornog lanca su
koenzim Q 1 kompleksi I 1 III, pri ¢emu prisustvo slobodnih metala sa promenljivom
valencom u znacajnoj meri povecava verovatnocu oksidativnog stresa bez obzira na

prisustvo antioksidativnih enzima. Smatra se da su mitohondrije, zbog kompenzatornog
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prisustva znaCajne koli¢ine antioksidativnih enzima (mitohondrijalna superoksid
dismutaza i katalaza) i nisko molekularnih antioksidanasa, sposobne za neutralizaciju
stvorenih ROS (57).

Svi bioloski sistemi koji stvaraju superoksid radikal takode produkuju i H.O2 kao
rezultat spontane reakcije dismutacije. Hidroksil radikal je najreaktivniji kiseonikov
radikal. Nastaje u Fentonovoj reakciji u prisustvu Fe ili Cu. Fentonova reakcija se

prvenstveno odvija u mitohondrijama, peroksizomima i mikrozomima (54).

Fe¥* + 0, -— Fe?* + O,

Fe** + H,02 — Fe®* + OH + OH

Haber- Vajsova reakcija (58) predstavlja zbir ove dve reakcije:

O 2 +H20,— OH +OH" + O
Hipohloritna  kiselina, HCIO, nastaje iz H20, delovanjem enzima
mijeloperoksidaze (MPO). HCIO je izuzetno reaktivna i oksiduje proteinske komponente
(53-55) kao $to su:
1)  Tiol grupe koje stvaraju disulfidne mostove i tako formiraju ukr$tene veze u
molekulima proteina
2)  Amino grupe koje stvaraju organski hloramin koji ima dug poluzivot i sam
poseduje oksidativnu sposobnost, ¢ime omoguéava stvaranje ukrStenih veza
u proteinima i njihovu agregaciju.
3)  Metionin
Promene na molekulima lipida obuhvataju peroksidaciju masnih Kkiselina
fosfolipida ¢elijske membrane §to za posledicu ima oSteenje membrane, a povecavanje
predispozicije ka aterosklerozi se deSava usled oksidacije lipoproteinskih Cestica niske
gustine (eng. low density lipoprotein, LDL) kojima se kao rezultat oksidativne
modifikacije povecavaju proaterogena svojstva (14). Osim prethodno pobrojanih uticaja,
promene na nukleinskim kiselinama (DNK, RNK) koje obuhvataju dezaminaciju,
alkilaciju, deleciju ili inserciju pojedinih baza mogu dovesti i do promene u ekspresiji
gena (32).
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1.6.3. Dejstvo slobodnih radikala

Slobodni radikali u organizmu ¢oveka imaju i odbrambene i regulacione uloge.
Oni ucestvuju u neutralizaciji mikroorganizama zahvaljuju¢i svom citocidnom dejstvu,
pomazu pri detoksikaciji lekova, a vaznu ulogu u celijskoj signalizaciji ostvaruju preko
uloge glasnika, ¢ime doprinose adaptaciji i poboljSanju antioksidativnog statusa
organizma (59). U poslednjih nekoliko godina znatan broj dokaza podrzava tezu o ulozi
slobodnih radikala u mnogim drugim Ccelijskim procesima, pa se oksidativni stres
prepoznaje kao vazan faktor u razvoju bolesti kao $to su ateroskleroza, HBB i DM.
Osnovne promene u ¢elijama se odnose na strukturne i funkcionalne modifikacije: lipidna
peroksidacija, oksidacija proteina i oksidativna modifikacija nukleinskih kiselina (54).

Slobodni radikali iniciraju oksidaciju LDL cestica i1 tako predstavljaju vazan
faktor u nastajanju ateroskleroze. Smatra se da proces lipidne peroksidacije zapo€inje
dejstvom hidroksil radikala na dvostruku vezu u molekulama lipida, a ovom reakcijom se
molekul lipida prevodi u slobodni radikal, te dalje u prisustvu molekulskog kiseonika
prelazi u peroksiradikal, koji zbog izuzetne reaktivnosti moze da utice na susedne
molekule lipida ¢ime dolazi do propagacije procesa (Slika 9). Finalni proizvodi lipidne
peroksidacije su lipidni hidroperoksidi i malondialdehid (MDA) (31).

21



Polyunsaturated fatty acid

Initiation l HO

Fatty acid radical

Propagation l O,

oo’

| a—
R\\ /— \/ \\\v/ \\/COOH

Fatty acid peroxyl radikal

Termination .

/'// l g

e »//“ ~
o R~ F  cHo

/H\ . A|\ QH 2-Alkenals
N ey
o “ /

.

) = “CHO
Malondialdehyde (MDA)

4-Hydroxyalkenals

Slika 9 Lipidna peroksidacija
Preuzeto sa: Mimica-Duki¢ N, Simin N, Svircev E, Orci¢ D, Beara I, Lesjak M, Bozin B. The Effect of Plant
Secondary Metabolites on Lipid Peroxidation and Eicosanoid Pathway, Lipid Peroxidation. InTech
2012:1-5 (60)

Slobodni radikali imaju potencijal da oksiduju proteine plazme, a oksidacija se
odvija uglavnom kao posledica inflamatornog procesa (52). Oksidacija obuhvata Citav niz
strukturnih 1 funkcionalnih promena (Slika 10), pri ¢emu nastali karbonil metabolit i
uznapredovali proizvodi oksidacije proteina (AOPP) blokiraju proces proteolize, tako da
dolazi do akumulacije oksidovanih produkata proteina (6, 55)
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Slika 10.Mehanizam dejstva slobodnih radikala

Preuzeto sa: http://www.lookfeelbettertoday.com/free-radicals-enemies-within-formed/(61)

1.6.4. Antioksidativna zaStita

Sistem antioksidativne odbrane organizma je od velikog znaCaja zato Sto Stiti
organizam od oksidativnog stresa, pri ¢emu se zaStita moze posti¢i neutralizacijom
nastalih slobodnih radikala, kao i spreCavanjem nastajanja slobodnih radikala. Smatra se
da se antioksidativna zaStita postize preko enzimskog i neenzimskog antioksidativnog
sistema (62, 63). Antioksidativni enzimi su nastali evolutivnom adaptacijom na aerobne
uslove zivota i stvaranja slobodnih radikala u toku metabolizma u mitohondrijama i
citozolu. Smatra se da je aktivnost antioksidativnih enzima izrazenija u mitohondrijama
jer se upravo u njima generise vise slobodnih radikala (62).

Superoksid dizmutaza (SOD) katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala do
vodonik peroksida, dok dalju neutralizaciju H20: vrSe glutation peroksidaza ili katalaza
(64).

02"+ 02"+ 2H" — H202+ O
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U ljudskom organizmu postoje tri forme SOD, pri ¢emu svaka ima specificnu
subcelijsku lokalizaciju i razli¢itu tkivnu distribuciju. Tako se CuZn SOD nalazi u
citoplazmi i organelama, Mn SOD je lokalizovana u mitohondrijama a EC SOD deluje u
ekstracelularnom prostoru. EC SOD sintetiSu fibroblasti i endotelne ¢elije a vaznu ulogu
ostvaruje u regulaciji vaskularnog tonusa (65).

Glutation peroksidaza (GPX) je enzim lokalizovan u citozolu i mitohondrijama
gde stiti fosfolipide i sfingolipide membrane, a katalizuje oksidaciju glutationa uz utrosak
hidroperoksida (66). Odnos redukovanog i1 oksidovanog glutationa se uglavnom odrzava
na visokom nivou zahvaljujuci aktivnosti enzima glutation reduktaze, dok se NADPH koji
je potreban za odrzavanje koncentracije redukovanog glutationa dobija iz pentoza
fosfatnog puta (66).

Katalaza je enzim koji katalizuje konverziju H20O2 u vodu i kiseonik. Ovaj enzim je
lokalizovan unutar peroksizoma, dok je koli¢inu katalaze u citoplazmi i ostalim ¢elijskim
elementima teSko odrediti zbog toga §to se peroksizomi brzo liziraju u toku manipulacije
¢elijama (67).

Paraoksonaza 1 (PONL1) je enzim udruZen sa lipoproteinskim Cesticama visoke
gustine (engl. high denstity lipoptotein particles — HDL) i ispoljava nekoliko tipova
aktivnosti (paraoksonazna, diazoksonazna, arilesterazna), mada jo§ uvek nije poznat
tacan fizioloski supstrat (68, 69).

U proteinske antioksidanse ubrajamo proteine koji ¢ine znacajan deo
antioksidativne zaStite u plazmi. Tako je transferin protein koji se sintetiSe u jetri, a
njegova osnovna uloga je transport gvozda (Fe) kroz cirkulaciju. Feritin predstavlja
glavni depo gvozda u organizmu i smatra se da u zavisnosti od potreba organizma feritin
moze brzo da veZe ili otpusti Fe i to zahvaljujuéi brzim reakcijama oksidacije i redukcije,
a kako tranzicioni metali mogu da zapocnu lipidnu peroksidaciju, preuzimanje ovih
metala i njihovo deponovanje klju¢no je u antioksidativnoj zastiti (70). S druge strane,
antioksidansi male molekulske mase imaju ulogu da sprece oksidaciju biomolekula.
Mogu biti lokalizovani na membranama celija, u ¢eliji ili u plazmi.

Glutation (GSH) je glavni endogeni antioksidans, a lokalizovan je u citoplazmi,
jedru i mitohondrijama. Dejstvom H2O: i hidroperoksida u prisustvu glutation
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peroksidaze nastaje oksidovani glutation (GSSG), dok se regenerisanje redukovane forme

vr$i pomocu enzima glutation reduktaze u prisustvu NADPH (Slika 11) (71).

Glutathione peroxidase

(PDB 2P31)
H,0; 2 GSH

GSSG

SOD (PDB 2V0A) Catalase (PDB 1F4])

Slika 11.Mehanizam dejstva antioksidanasa
Preuzeto sa:

http://www.graphicsbuzz.com/graphics/superoxide-graphics-2edb03.html (72)

Kada se govori o antioksidativnoj zastiti, potrebno je pomenuti i vitamine.
Vitamin E (tokoferol) ispoljava svoje dejstvo u membranama c¢elija i mitohondrija i zbog
svoje liposolubinosti znaCajan je u procesima zaStite lipida celijske membrane od
peroksidacije. Vitamin C (askorbinska kiselina) spreava lipidnu peroksidaciju, $titi
arterije od aksidativnog oStecenja, ali ima i sposobnost da regeneriSe oksidovane forme
vitamina E i GSH. Koenzim Q10 pripada grupi ubihonona i predstavlja liposolubilan

antioksidans koji ¢ini vaznu kariku u odbrani LDL ¢estica od lipidne peroksidacije (71).
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1.6.5. Mijeloperoksidaza (MPQ)

Mijeloperoksidaza (MPO) je enzim specifi¢an za neutrofile. Ove ¢elije sadrze tri
tipa granula: azurofilne, specificne i1 Zelatinozne granule. Jedinstvene komponente
azurofilnih granula kao $to su mijeloperoksidaza (MPO) 1 serin - proteaze cuvaju se u
aktivnoj formi, dok se proteaze specifi¢nih i Zelatinoznih granula ¢uvaju u neaktivnoj
formi a aktiviraju se odmah posle egzocitoze (73).

MPO je ¢lan heterogene proteinske familije peroksidaza, a kompletno formiran
enzim je dimer (Slika 12), sastavljen od identi¢énih monomernih jedinica koje sadrze
kovalentno vezani HEM sa neuobicajenim spektralnim karakteristikama koje daju
karakteristi¢nu zelenu boju MPO (73). Ekspresija gena za MPO pojafana je za vreme
promijelocitne faze mijeloidnog razvoja, a nakon formiranja primarnog produkta
translacije prepro-MPO dolazi do njegove konverzije u pro-MPO insercijom HEM-a, pri
¢emu se ova konverzija desava u endoplazmati¢nom retikulumu. Sazrevanje pro-MPO i
transformacija u zreli enzim deSava se u azurofilnim granulama nakon nekoliko

kompleksnih konverzija koje jos nisu u potpunosti razjasnjene (74).

Slika 12.Mijeloperoksidaza
Preuzeto iz: Krauss R. Lipids and Lipoproteins in Patients With Type 2. Diabetes Care 2004; 27:1496-1504
(75)

26



Mijeloperoksidaza je najznaCajanija komponenta antimikrobnog sistema
polimorfonuklearnih neutrofila, ali se moze na¢i i u humanim lizozomima monocita koji
sadrze oko trecinu MPO koja je prisutna u neutrofilima. MPO katalizuje konverziju H2O i
hloridnog jona u hipohlorastu kiselinu, a upravo hipohlorasta kiselina predstavlja
najznacajniji oksidant koga produkuju neutrofili i moze dovesti do inflamatornog ostecenja
tkiva (74).

Kada se neutrofili aktiviraju, Sto se deSava kada stupe u kontakt sa patogenom,
podlezu procesu koji je oznaCen kao “respiratorna eksplozija“. Posledica respiratorne
eksplozije je produkcija superoksida, H2O2 i drugih ROS, a prilikom respiratorne
eksplozije sadrzaj granula se oslobada u fagolizozomima, kao i izvan celije, pri ¢emu
oslobodeni sadrzaj dolazi u kontakt sa svim prisutnim mikrobima (74). Oslobadanje MPO i
H>0> u okolna tkiva moze izazvati i njihovo ostecenje (Slika 13), a pretpostavlja se da neki
aspekti hroni¢nog zapaljenja kao rezultat daju velika oStecenja u kojima agensi iz reakcija

koje katalizuje MPO imaju znacajnu ulogu (76).

2X

Oxygen species
produced by
activated neutrophil

Slika 13.Mehanizam dejstva MPO
Preuzeto iz: Kontush A, Chapman MJ.Functionally Defective High-Density Lipoprotein: A New Therapeutic
Target at the Crossroads of Dyslipidemia, Inflammation, and Atherosclerosis.Pharmacol Rev 2006, 58(3):42-374
(77)
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Za produkte MPO — H;0, — CI sistema se veruje da igraju vaznu ulogu u
uniStavanju gljivica, parazita, protozoa, virusa, ¢elija tumora i natural killer celija (NK),
zbog Cega osobe sa deficijencijom MPO imaju smanjen inflamatorni odgovor. Osim
pobrojanih, funkcije MPO ukljucuju produkciju tirozil radikala i njihovu hloraciju,
stvaranje tirozin- peroksida i oksidaciju serumskih lipoproteina pri ¢emu MPO moze imati
ulogu u razvoju ateroskleroze, karcinogeneze i degenerativnih neuroloskih bolesti (73, 74,

76).

1.7.Dislipidemija u HBB

Renalna bolest, kako u ranim fazama tako i u uznapredovalom stadijumu, je
povezana sa abnormalnostima u metabolizmu lipoproteina (41-44). Inflamacija i
oksidativni stres imaju vaznu ulogu u razvoju ateroskleroze, izmedu ostalog i zbog
njihove uloge u modifikaciji lipoproteinskih cestica. Na osnovu rezultata dosadasnjh
istrazivanja, deca sa HBB su stratifikovana u najviSu kategoriju kardiovaskularnog rizika
upravo zbog tendencije razvoja ubrzane ateroskleroze. Osim toga, smatra se da je indeks
telesne mase (ITM) kod ove populacije manji usled redukcije misi¢cne mase, a Sto je
povezano sa povecanim rizikom od razvoja kardiovaskularnih bolesti (78).

Kod dece sa HBB i ESRD najces¢i tip dislipidemije je hipertrigliceridemija (41-
44). Dosadasnjim istrazivanjima pokazano je da karakteristican profil dislipidemije kod
dece sa HBB podrazumeva povecanje koncentracije ukupnog holesterola i triglicerida,
smanjenje koncentracije holesterola sadrzanog u Cesticama lipoproteina visoke gustine
(HDL-h), dok koncentracija LDL holesterola (LDL-h), najces¢e nije povisena (79,80).
Smatra se da povisen nivo lipida kod dece koja nemaju renalnu bolest moze ukazati na
rizik od hiperlipidemije u starijem Zivotnom dobu 1 rizik od razvoja kardiovaskularnih
bolesti (81). Studija patoloSkih determinanti ateroskleroze kod mladih (PDAY) je
pokazala da deca sa normalnom funkcijom bubrega mogu razviti masne pruge za vreme
adolescencije, §to moZe napredovati do aterosklerotskih plakova tokom ranog odraslog

doba (82), a postoje i dokazi da deca sa hiperholesterolemijom i DM imaju
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poveéanu CIMT, Sto se takode moze dovesti u vezu sa ranim razvojem ateroskleroze (83).
Relativni rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod dece sa HBB i ESRD u odnosu na
opstu pedijatrijsku populaciju nije poznat zbog kratkog vremenskog okvira za pracenje,
kao i zbog postojanja drugih faktora rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. American
Heart Association (AHA) navodi da je prevencija kardiovaskularnog rizika kod visoko
rizi¢nih pedijatrijskih bolesnika opravdana s obzirom da je rizik ve¢i u odnosu na

odrasle pacijente (84).

1.7.1. Heterogenost HDL i LDL éestica

Cirkulisuce lipoproteinske cestice (HDL i LDL) su heterogene, pri ¢emu se
njihova raznovrsnost ogleda u razlikama u veli€ini, gustini i sadrzaju lipida i
apolipoproteina. Istrazivanja su pokazala da su upravo razlike u strukturnim
karakteristikama subfrakcija odgovorne za razlicit stepen njihove aterogenosti (85).

LDL Ccestice se karakteriSu veli¢inom od 20-30 nm. Lipidni omota¢ sadrzi
slobodni holesterol i fosfolipide, u jezgru dominira esterifikovani holesterol, dok su
masne kiseline koje ulaze u sastav LDL cestica uglavnom polinezasi¢ene masne kiseline
(linolna 1 arahidonska kiselina) (87). U sastavu LDL ¢estica nalaze se 1 apolipoprotein
apoB-100 (apoB), visoko polimorfan i hidrofoban ligand LDL receptora na ¢elijama jetre
i perifernim tkivima (86).

Elektroforezom na gradijent gelu moze se izvrsiti separacija sedam subfrakcija
LDL cestica, koje se grupiSu u Cetiri klase (I-IV), pri ¢emu sa povecanjem oznake klase
raste gustina, a smanjuje se dijametar ovih Cestica. lako LDL ¢Cestice generalno imaju
proaterogena svojstva, sa stanoviSta ateroskleroze najinteresantnije su male, guste LDL
Cestice koje nastaju usled prekomerne sinteze lipoproteina veoma niske gustine (eng. very
low density lipoprotein, VLDL) i rezultuju¢e povecane aktivnosti hepati¢ne lipaze (Slika
14). lako se kao laboratorijski marker rutinski odreduje sadrzaj holesterola u LDL
Cesticama (LDL-h), zbog heterogenosti LDL subfrakcija jasno je da odredivanje LDL-h

ne pruza sveobuhvatan uvid u kvalitet LDL cestica (86).
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Slika 14.0dnos izmenjenog metabolizma lipoproteina i razvoja aterogenog fenotipa lipoproteina
Preuzeto iz: Krauss R. Lipids and Lipoproteins in Patients With Type 2. Diabetes Diabetes Care 2004;
27:1496-1504 (75)

U prisustvu holesterol estar transfernog proteina (CETP) dolazi do procesa
razmene triglicerida (TG) u sastavu pre svega VLDL Ccestica, sa estrima holesterola koje
nose LDL 1 HDL cestice. Razmena TG 1 estara holesterola je naro€ito izraZena u
hipertrigliceridemiji, a rezultat ovog procesa je formiranje malih gustih LDL ¢estica koje
su opterecene TG. Male guste LDL cestice karakteriSe olakSano prodiranje kroz endotel 1
akumulacija u subendotelnom prostoru krvnih sudova (87). Vazno je ista¢i da u stanjima
inflamacije 1 pojacanog oksidativnog stresa, male guste LDL cestice mogu podleci
oksidativnim modifikacijama i to kako zbog prisustva oksidanasa (88), tako i zbog
smanjenja antioksidativnog potencijala HDL ¢estica (89, 90).

HDL ¢estice su lipoproteini sa najmanjim dijametrom i1 najve¢om gustinom (Slika
15) (91). Nascentne HDL cestice uglavnom sadrze fosfolipide i apolipoprotein A-I
(apoA-I), kao i vrlo malo holesterola, dok se u jezgru zrelih Cestica uglavnom nalaze estri
holesterola i manja koli¢ina triglicerida, a u omotacu pretezno fosfolipidi i slobodan

holesterol.
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Total protein Total protein Total protein
\ | 45% 55% | 65%
|

Total protein
35%

\

\ .9 J\ Totallipids | \ Total lipids Total lipids
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HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Diameter (nm) 10.4 10.3 9.9 8.0 73
Density (g/ml) 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
M, (kDa) 410 400 360 200 160
Plasma level (UM) 1.7 1.8 1.9 1.3 1.0
mol/mol HDL
Apolipoproteins
ApoA-I 4-5 4 3-4 3 2-3
Others <2 <2 <2 1 <1
Surface lipids
Phospholipid 130 140 120 45 25
Free cholesterol 70 40 25 15 10
Core lipids
Cholesteryl ester 180 160 140 70 40
Triglyceride 30 20 15 10 5

Slika 15.Kvalitativne i kvantitativne karakteristike subklasa HDL cestica
Preuzeto iz: Kontush A, Chapman MJ.Functionally Defective High-Density Lipoprotein: A New Therapeutic Target
at the Crossroads of Dyslipidemia, Inflammation, and Atherosclerosis.Pharmacol Rev 2006;58(3):342-374. (77)

Glavni apolipoproteini su apoA-I i apoA-II, dok od ukupne koli¢ine proteina HDL
Cestica, manje od 10% cine apoA-1V, apoA-V, apoC-I, apoC-ll, apoC-Ill, te
apolipoproteini D, E, J i M (91). Apolipoproteini HDL ¢estica se mogu lako razmenjivati
sa drugim apolipoproteinima lipoproteinskih ¢estica u toku metabolickih reakcija zato §to
nisu ¢vrsto vezani za HDL Ccestice (Slika 16). HDL cestice sadrze i enzime PONI,
glutation seleno peroksidazu ( GSPx), al antitripsin i amiloid § (91).

Vertikalnom elektroforezom na gradijent gelu izdvaja se pet subfrakcija HDL
Cestica. Nascentne HDL cestice su diskoidalnog oblika, sintetiSu se u jetri ili intestinumu,
a zatim se dodatno modifikuju u cirkulaciji dejstvom plazmatskih faktora. U cirkulaciji,
HDL cestice sazrevaju i remodeluju se pod dejstvom lecitin holesterol acil transferaze
(LCAT), a modifikacija podrazumeva prelazak nascentne forme HDL cestica u HDL 3
formu, koja daljim reakcijama esterifikacije formira nepolarno jezgro i nastaje sferna
HDL 2 ¢estica.
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Slika 16.Metabolicki putevi nastanka HDL subfrakcija
Preuzeto iz:Srinivasan SR, Myers L, Berenson GS. Distribution and correlates of non-high-density

lipoprotein cholesterol in children: the Bogalusa Heart Study. Pediatrics 2002;110:e29 (81)

Brojne studije su demonstrirale da veli¢ina HDL cestica nije od presudnog
znacaja za njihova ateroprotektivna svojstva, ve¢ da ova svojstva prevashodno zavise od
kvaliteta tj. strukture HDL cestica (90-92). IstraZivanja su pokazala da male HDL,
odnosno subfrakcije HDL 3 cestica (HDL3a-3c) najviSe podlezu strukturnim
modifikacijama, nakon ¢ega njihova ateroprotektivna svojstva mogu biti smanjena, ili ¢ak

i potpuno izgubljena (90, 92).
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1.7.2. Lipoproteini i ateroskleroza

Iako se generalno moze re¢i da su sve LDL cestice aterogene, rezultati brojnih
studija su pokazali da najveci aterogeni potencijal imaju male, guste LDL cestice (93).
Male, guste LDL cestice imaju manji afinitet za LDL receptore koji se nalaze u jetri, dok
je afinitet izraZeniji za scavenger receptore, a usled disbalansa u koli¢ini holesterola i
polinezasi¢enih masnih kiselina male guste LDL cestice su i podloznije oksidaciji (94-96).

Antiaterogeni efekat HDL cestica podrazumeva funkcionalnost odnosno kvalitet
HDL c¢estica, a he samo kvantitet. Tokom prethodnih godina sprovedene su brojne studije
sa ciljem da se utvrdi uzro¢no-posledi¢na veza izmedu promena u raspodeli HDL
subfrakcija i rizika za razvoj KVB (90). Smatra se da male HDL 3 cCestice imaju veéi
antiinflamatorni 1 antioksidativni potencijal od HDL 2 cestica, ali se ovaj zakljucak
odnosi samo na normalno sazrevanje HDL cCestica u fizioloskim uslovima. Funkcionalne
male HDL 3 cestice su bolji akceptori holesterola i potentniji inhibitori apoptoze
endotelnih ¢elija, imaju veéi antiinflamatorni efekat i antioksidativni potencijal od vecih
HDL 2 cestica. Medutim, dislipidemija, oksidativni stres i inflamacija mogu da uzrokuju
promene u strukturi i funkciji HDL ¢estica $to rezultuje gubitkom osnovne funkcije i, po
nekim autorima, ¢ak sticanjem proaterogenih karakteristika (90).

Procena funkcionalnosti HDL cestica je od velikog interesa ali je tesko direktno
odrediti ovaj parametar pri ¢emu savremeni koncept shvatanja antiaterogenog delovanja

HDL-a podrazumeva funkcionalnost, a ne samo kvantitet njegovih subfrakcija (97).

1.7.3. Uloga MPO u stvaranju aterogenih LDL cestica

Kao $to je ve¢ reCeno, najveci proaterogeni potencijal se na osnovu rezultata
mnogobrojnih istrazivanja pripisuje malim gustim LDL ¢esticama (98-100). Oksidacija
ovih Cestica predstavlja jedan od najvaznijih mehanizama koji doprinosi njihovoj

aterogenosti.
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HOCI je najvazniji produkt MPO in vivo (98,101). HOCI oksidativnho modifikuje
apoB molekul LDL cestice (101,102). Interakcija se deSava zahvaljujuci katjonskim
karakteristikama MPO (99,100). Veza LDL-MPO se ostvaruje preko NH2-f 1 domena
apoB zato Sto je ovaj domen izloZzen sa spoljne strane lipoproteina, a zahvaljujuéi
katjonskim karakteristikama smatra se da MPO moZe da se veZe za apoB preko negativno
naelektrisanih jona (asparaginske ili glutaminske kiseline). Smatra se da klju¢ni korak u
procesu nastanka ateroskleroze predstavlja migracija LDL cestica iz plazme u
subendotelni prostor gde se vrSi oksidacija. Naime, LDL cestice se oksiduju usled
prisustva MPO i aktivacije NADPH oksidaze koja stvara O»™ a LDL C¢estica koja je

oksidovana MPO sistemom, se moze vratiti u cirkulaciju povratnom difuzijom iz lezije.
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Slika 17.Uloga MPO u razvoju inflamacije i ateroskleroze
Preuzeto iz: Huang Y et al.Myeloperoxidase, paraoxonase-1, and HDL form a functional ternary complex. J
Clin Invest. 2013; 123(9): 3815-3828 (99)

Oksidovani LDL (Ox-LDL) ima osobinu da aktivira brojne transkripcione faktore
koji ucestvuju u inflamatornom efektu u aterosklerozi i1 ukljuen je u aktivaciju

monocita/makrofaga i inflamatornom odgovoru. Monociti su prve ¢elije koje dolaze do
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mesta upale (Slika 17), kakva je i aterosklerotska lezija (98, 101). Kada je aktiviran, ovaj
tip ¢elija dovodi do ekspresije leukocitnih adhezivnih molekula, a takode produkuje i
ROS i RNS, delom zahvaljuju¢i MPO aktivnosti i uzrokuje oksidativnu transformaciju
LDL cestica do forme koju lako preuzimaju makrofage. Ox-LDL ima kapacitet da
aktivira monocite i poveca ekspresiju peroksizom proliferator aktiviranih receptora y
(PPAR-y), regulatora celijske proliferacije, inflamacije, = monocit/makrofaga
diferencijacije, te da poveca ekspresiju CD 36 scavanger receptora na éelijskoj povrsini
(101). Smatra se da Ox-LDL inhibira lizozomalne proteaze, pri ¢emu doprinosi
akumulaciji lipida u makrofagama i njihovoj transformaciji u penaste ¢elije. LDL Cestice
oksidovane dejstvom MPO indukuju jaci odgovor (aktivaciju) monocita/makrofaga nego
LDL cestice koje su oksidovane drugim slobodnim radikalima (101,103). Prisustvo
scavanger receptora na povrsini endotelnih ¢elija povecava endocitozu Ox—LDL Ccestica,
dok aktivirani monociti i endotelne celije sekretuju TNF o 1 IL-8. Endotelne celije i
monociti uzrokuju otpustanje ROS i MPO u ekstracelularni matriks, ¢ime se uslovljava
stvaranje novih Ox —LDL c¢estica (101, 103). Osim navedenog, dosadaSnja istrazivanja
su pokazala da prisustvo Ox-LDL cestica ima inhibitorni efekat na fibrinolizu, a time

takode podstice razvoj ateroskleroze (102, 103).

1.7.4. Uloga MPO u stvaranju disfunkcionalnih HDL éestica

Za razliku od LDL cestica, HDL cestice su ateroprotektivne zahvaljujuci
sposobnosti da uklanjaju holesterol iz penastih ¢elija (makrofaga). Medutim uprkos 0voj
¢enjenici brojne klini¢ke studije su potvrdile postojanje aterosklerotskih promena i kod
osoba koje su imale normalan ili povisen nivo HDL-h (104, 105).

Proces transporta holesterola sa periferije ka jetri odvija se preko membranskog
proteina, ATP vezujuéeg kasetnog transportera Al (ABCA1) (Slika 18). Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da HOCI koga produkuje MPO moze da dovede do oksidacije
apoA-I i time da onemoguci preuzimanje lipida preko ABCA 1 puta.
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Slika 18.Mehanizam produkcije disfunkcionalnih HDL &estica
Preuzeto iz: Libetta C,Sepe V,Esposito P,Gall F,Canton D.Oxidative stress and inflammation:implications

in uremia and hemodialysis.Clin Biochem 2011;44:1189-1198 (103)

Glavna meta delovanja HOCI su amino kiseline tirozin, metionin i fenilalanin u
apoA-I1, a brojna istrazivanja su pokazala vezu izmedu hlorinacije tirozina na polozaju
192 i gubitka transportne aktivnosti preko ABCAL. Nakon oksidacije apoA-1 dolazi do
gubitka funkcije aktiviranja LCAT, $to je narocito izrazeno kod oksidacije HDL 3 Cestica
i sledstvenog gubitka funkcionalnih svojstava (Slika 19). Osim toga, pokazano je da

oksidovani HDL gubi antiapoptoticke i antiinflamatorne aktivnosti (100, 103).
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Slika 19.1lustracija strukturnog modela kompleksa MPO-PON1-nHDL
Preuzeto iz:Huang Y et al.Myeloperoxidase, paraoxonase-1, and HDL form a functional ternary complex. J
Clin Invest. 2013; 123(9): 3815-3828 (99)

Relativna distribucija HDL subfrakcija se menja kod HBB, uglavnom zbog
smanjene konverzije HDL 3 do HDL 2, dok sa druge strane, to rezultira smanjenjem
sposobnosti HDL da prenosi holesterol ka jetri (93, 100).

Aktivnost PON1 sniZena je kod pacijenata sa HBB, §to moZe uzrokovati povecanu
oksidaciju i smanjenje funkcionalnosti HDL cestica (103). Mnogobrojne studije ukazuju
da je rizik za kardiovaskularne bolesti negativno povezan sa udelom HDL 3 subfrakcija,
pri cemu se mora uzeti u obzir da male HDL cestice mogu imati umanjen antiaterogeni

potencijal usled promena koje prouzrokuju oksidativni stres i inflamacija (100, 106).
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1.8. Tretman pacijenata sa HBB

Pacijenti sa HBB podvrgavaju se hemodijalizi kao vidu terapije. Hemodijaliza se
sastoji u difuziji sastojaka krvi kroz semipermeabilnu membranu ( dijalizna membrana).
Na ovaj nacin se uklanjaju supstance koje su u visku i koje bi dovele do teskih toksi¢nih
efekata u organizmu. lako je dijaliza terapijska procedura, veruje se da dijalizna
membrana aktivira neutrofile i monocite i dovodi do produkcije reaktivnih intermedijera
koji izazivaju oksidativnu neravnotezu i razvijaju oksidativni stres. Upravo zato je
predlozeno da se dijaliza moze smatrati humanim modelom oksidativnog stresa (108).
Danas je unapredenjem tehnologije moguce proizvoditi membrane koje oslobadaju mnogo
manje slobodnih radikala, ali se ipak pacijenti se podvrgavaju antioksidativnoj terapiji
(106, 108).

Bolji tretman trajnog gubitka bubrezne funkcije predstavlja obnavljanje
funkcionalnog tkiva transplantacijom bubrega, pri ¢emu je pedijatrijska renalna
transplantacija je moguca sa navrSenih 6 meseci zivota ili sa 6 kg telesne mase. Posle
izvrSene transplantacije obavezna je upotreba imunosupresivne terapije, a time je smanjena
odbrana organizma od razvoja bakterijskih i virusnih infekcija, ali i potencijalnih
metaboli¢kih komplikacija (41,42).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu prethodno navedenih Cinjenica, kao i efekata koje dislipidemija,

oksidativni stres i inflamacija ostvaruju na metabolizam lipoproteina i razvoj ateroskleroze

kod dece pacijenata sa HBB postavljeni su sledeci ciljevi ove studije:

1

2

3
4

6)

8)

Ispitati da li postoji razlika u parametrima oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite izmedu pacijenata sa HBB (pacijenti u predijaliznom
stadijumu HBB, pacijenti na hemodijalizi i pacijenti sa transplantiranim
bubregom) i kontrolne grupe ispitanika.

Ispitati povezanost parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite sa
drugim odredivanim lipidnim i nelipidnim parametrima kod pacijenata i
kontrolne grupe ispitanika.

Odrediti status enzima PON1 u ispitivanim grupama.

Utvrditi da li postoji razlika u koncentraciji enzima MPO izmedu pacijenata
sa HBB (pacijenti u predijaliznom stadijumu HBB, pacijenti na hemodijalizi i
pacijenti sa transplantiranim bubregom) i kontrolne grupe ispitanika. Utvrditi
postojanje povezanosti izmedu koncentracije enzima MPO sa lipidnim i
nelipidnim parametrima u napred navedenim grupama ispitanika.

Ispitati povezanost AIP sa parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne
zastite.

Ispitati raspodelu subfrakcija LDL 1 HDL cestica 1 razlike u veli¢ini ovih
Cestica, izrazenoj preko dominantnog dijametra, kod pacijenata sa HBB u
odnosu na kontrolnu grupu ispitanika .

Ispitati povezanost karakteristika raspodele LDL i HDL subfrakcija sa
drugim odredivanim lipidnim i nelipidnim prametrima.

Ispitati povezanost karakteristika raspodele LDL i HDL subfrakcija sa

parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.
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9

10)
1)
1)

Ispitati da li postoji razlika u cIMT izmedu pacijenata u predijaliznom
stadijumu HBB, pacijenata na hemodijalizi i pacijenata sa transplantiranim
bubregom.

Ispitati uticaj MPO na raspodelu lipoproteinskih subfrakcija.

Ispitati povezanost LDL i HDL subfrakcija sa cIMT kod pacijenata sa HBB.

Ispitati povezanost koncentracije MPO sa cITM kod pacijenata sa HBB.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. lIspitanici

U ovoj studiji je ucestvovalo: 10 pacijenata u predijaliznom stadijumu HBB
(pdHBB), 20 pacijenata na hemodijalizi (D) i 21 pacijent sa transplantiranim bubregom
(T). Ispitanici su bili starosti od 3 - 21 godina. Svi pacijenti su leCeni u Univerzitetskoj
decijoj klinici TirSova na Klinici za nefrologiju, Klinickog centra Srbije. HBB se kod oko
58% pacijenata razvila kao posledica kongenitalnih anomalija bubrega i urinarnog trakta
(CAKUT), kod 16% kao posledica urodenih nefropatija, a 12% pacijenata je razvilo HBB
usled posledica glomerulonefritisa,8 % je policisticne bolesti bubrega i 6 % nepoznate

etiologije (Slika 20).

Policisti¢na bolest Nif)(?m:f‘.ta
bubrega eto ;glja
8% 6%

Glomerulonefritis
12%
CAKUT
58%

Urodene nefropatije
16%

Slika 20.Etiologija HBB u grupi ispitanika
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Kriterijumi za isklju¢ivanje pacijenata iz studije bili su prisustvo DM, pridruzene
manifestne kardiovaskularne bolesti, bolesti jetre, infektivne bolesti, maligne bolesti
odbacivanje grafta, ili prisustvo bilo kog drugog akutnog patofizioloskog stanja. U
ispitivanju su u¢estvovali pacijenti koji nisu na antioksidativnoj suplementaciji i koji ne
piju hipolipemike. Terapijski rezim pacijenata zavisio je od grupe ispitanika:

U grupi ispitanika koji su u predijaliznom stadijumu, 9 pacijenata je bilo na terapiji
antihipertenzivima (Enalapril, Ramipril). Za korekciju poremecaja metabolizma kalcijuma
i fosfata 7 ispitanika je primalo terapiju kalcijum karbonatom (CaCO3) ili vitamin D. 7
pacijenata je u cilju tretmana metaboli¢ke acidoze kao terapiju primalo NaHCO3. U grupi
pacijenata sa transplantiranim bubregom, ispitanici su primali trojnu imuno supresivnu
terapiju, i to: jedanaest pacijenata kombinaciju Takrolimus/ Prednizon/ Mikofenolat
mofetil, sedam pacijenata Prednizon/ Mikofenolat mofetil/ Ciklosporin, tri pacijenta
Prednizon/ Azatioprin/ Ciklosporin, a jedan pacijent je primao Prednizon/ Takrolimus/
Azatioprin.

Ispitanici koji su bili na dijalizi imali su primali slede¢u terapiju: 18 pacijenata
terapijske doze CaCO3, 9 pacijenata je primalo blokatore Ca kanala (Nifelat), 10
pacijenata je primalo eritropoetin u cilju leenja anemije. Ova grupa pacijenata je takode
primala i vitaminske preparate: Vitamine A i D3 (AD3),Vitamin B1, B6, Vitamin C i
Folan. Pacijenti su dijalizirani 3,5 — 4 sata, tri puta nedeljno, sa polisulfonskim
membranama (Fresenius Medical Care Bad Hamburg, Nemacka). Za vreme postupka
dijalize koristio se nefrakcionisani heparin.

Kontrolnu grupu su ¢inila zdrava deca i adolescenti uzrasta 6,4 - 15 godina  koja su

selektovana u toku redovnih sistematskih pregleda u Domovima zdravlja Pancevo i
Kovacica. Finalnu kontrolnu grupu je ¢inilo 50 dece, od ¢ega 27 decaka i 23 devojcica,
¢ime je zadovoljen kriterijum homogenosti po polu i starosti. U saradnji sa izabranim
pedijatrima, za uces¢e u studiji su odabrana deca koja nisu ni na kakvoj hroni¢noj ili
akutnoj terapiji i kod kojih na sistematskom pregledu nisu konstatovani znaci infekcije ili
prisustvo kardiovaskularnih, bubreznih, hepati¢nih ili malignih bolesti. Takode su
isklju¢ena deca koja su imala hirurske intervencije u prethodnom periodu od jedne godine.

Obuceno osoblje je anketiralo pacijente i njihove roditelje. Anketa je obuhvatala

pitanja vezana za uzrok, tok i duzinu bubrezne bolesti, informacije o zivotnim navikama i o
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eventualnom naslednom porodi¢nom riziku za nastanak HBB. Pre uc¢e$¢a u istrazivanju
roditelji su dali pismeni pristanak prema zahtevima etickih smernica propisanih
Helsinskom deklaracijom. Ovo istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta
Farmaceutskog fakuteta u Beogradu i Etickog komiteta Klinickog centra Srbije.

Svim ucesnicima u studiji su odredene osnovne antropometrijske karakteristike:
telesna tezina, telesna visina, obim struka (OS) i obim kukova (OK). ITM se racunao kao
koli¢nik tezine i kvadrata visine (kg/m?) (108). Kao parametar za procenu abdominalne
gojaznosti kod ispitanika izra¢unali sSmo odnos obima struka i obima kuka. Ispitanicima je
meren i Krvni pritisak, a po definiciji pod arterijskom hipertenzijom se smatraju vrednosti
sistolnog krvnog pritiska > 140 mmHg i dijastolnog krvnog pritiska > 90 mmHg (110). Za
procenu ranih aterosklerotskin promena pacijentima je merena cIMT metodom

ultrasonografije (49).

3.2. Uzimanje i ¢uvanje uzoraka

Krv je uzimana nakon no¢nog gladovanja. Deci koja su na tretmanu
hemodijalizom, krv je vadena iz arteriovenske fistule ujutru pre dijalize. Ostalim
pacijentima i deci iz kontrolne grupe krv je uzeta iz antekubitalne vene, vacutainer
sistemom. Za dobijanje plazme kao antikoagulansi su se koristili EDTA i heparin, a za
uzorak seruma epruvete bez antikoagulansa. Uzorci koji nisu odmah analizirani zamrznuti

su na— 80°C.

3.3. Metode za odredivanje biohemijskih i hematoloSkih parametara

Broj leukocita je odreden kombinacijom impedance i absorbance koriste¢i Pentra
60 C+ analizator (Horiba ABX,Montpelier, Francuska). Ukupni holesterol (UH) i
trigliceridi (TG) su odredeni rutinskim enzimatskim metodama (DIALAB, Neudorf,

Austria) na ILAB 300+ biohemijskom analizatoru (Instrumentation laboratory,
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Milano, Italija). Koncentracija HDL-h je odredena metodom precipitacije lipoproteina koji
sadrze apo B u plazmi sa fosfovolframovom kiselinom u prisustvu jona magnezijuma.

Vrednosti LDL-h smo dobili pomoc¢u Friedewald-ove formule (111):

LDL (mmol/L) = UH - HDL - TG/2.22

ApoA-1 | ApoB odredivani su imunoturbidimetrijskom metodom na biohemijskom
analizatoru ILAB 600, pri ¢emu su koris¢eni DIALAB, (Neudorf, Austria) reagensi.
Koncentracije uree, kreatinina, ukupnih proteina su odredivane rutinskim laboratorijskim
metodama na biohemijskom analizatoru ILAB 600, uz upotrebu komercijalnih DIALAB
testova.

Koncentracija adiponektina u plazmi je merena u duplikatu ELISA metodom
(Human Adiponectin/Acrp30 Immunoassay, Quantikine, R&D systems, Minneapolis,
Minnesota, USA). Koncentacija leptina je odredivana u plazmi koriS¢enjem ELISA
komercijalnog testa (DRG Instruments, Marburg, Germany). Nivo Lp (a) je meren na
biohemijskom analizatoru ILAB 600 imunoturbidimetrijskom metodom pomocu

specifi¢nih anti lipoprotein(a) antitela (Diazyme lipids, Dresden, Deutschland).

3.4. Merenje debljine cIMT

cIMT je merena koriste¢i ultrasonografiju visoke rezolucije na 7,5 MHz (SSH
140A, Toshiba Co LTD, Otawa, Japan). U toku merenja pacijent se nalazio u supinom
polozaju sa glavom okrenutom kontralateralno, a §to €ini standardizovan nacin merenja.
Merenje je vrSeno 10 mm iznad bifurkacije zajednickih karotidnih arterija i u nivou
bifurkacije. Merenja su izvodena sa tri uzastopna srana otkucaja i uzeta je srednja
vrednost. U daljoj analizi koriS¢ene su vrednosti cIMT izmerene u nivou zajednicke

karotidne arterije (ACC) i unutrasnje karotidne arterije (ACI).
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3.5. Parametri oksidativnog stresa

Oksidacijom lipida u prisustvu slobodnih radikala nastaju lipidni hidroperoksidi, a
krajnji proizvodi lipidne peroksidacije se odreduju kao tiobarbiturna Kiselina reagujuce
supstance (TBKRS). TBKRS reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom (TBK) a ova metoda je
pogodna odredivanja sadrzaja lipidnih peroksida u uzorcima. U prisustvu toplote i TBK,
TBKRS reaguju i daju krajnji proizvod ruzicaste boje koji apsorbuje svetlost na talasnim
duzinama 530-540 nm. Intenzitet boje na 535 nm odgovara nivou lipidne peroksidacije u
uzorku. Rezultati se raCunaju primenom molarnog apsorpcionog koeficijenta koji iznosi
1,56x10° Lxmol-1xcm-1 za nastali obojeni kompleks (112).

Superoksidni anjon (O27) ima osobinu da redukuje nitro grupu aromati¢nog
jedinjenja nitrobluetetrazolium (NBT, 2,2’- di - p- nitrofenil -5,5’- difenil - 3,3’- (3,3’-
dimetoksi -4,4’- difenilen) -ditetrazolium hlorid). Ovu metodu su opisali Auclair i VVoisin
(113). NBT je jedinjenje koje je rastvorljivo u vodi, a nakon prevodenja u diformazan
procesom redukcije ovo jedinjenje postaje nerastvorljivo. Kako bi se odrzala rastvorljivost
diformazana, u reakcionu smesu se dodaje zelatin. U reakcijama u kojima se stvara Oz,
NBT se nepotpuno redukuje do monoformazana. Pri viSim pH vrednostima dolazi do
inhibicije reakcije spontane dismutacije kiseonika, a kao posledica toga dolazi do pojacane
redukcije NBT-a. Uvodenjem azota pod pritiskom u NBT reagens jedan sat pre
odredivanja, smanjuje se pritisak kiseonika ¢ime se postize povecana redukcija NBT-a.
Nivo Oz~ je odredivan na automatskom analizatoru ILAB 300+.

Produkti oksidativne modifikacije proteina (AOPP) su odredivani metodom koju su
opisali Witko-Sarsat i saradnici (114). Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom
odredivanju AOPP uz dodatak rastvora sircetne kiseline i rastvora kalijum jodida, pri cemu
se meri promena apsorbancije na 340 nm. Apsorbancija linearno raste sa porastom
koncentracije. Za izradu standardne krive koristi se rastvor hloramina T sa opsegom

koncentracija od 10-100 pmol/L u fosfatnom puferu pH 7,4.
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3.6. Odredivanje parametara antioksidativne zastite

Aktivnost SOD odredivana je na automatskom analizatoru ILAB 300 + nakon
modifikacije originalne metode koja se zasniva na sposobnosti enzima SOD da inhibira
spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini pH 10,2 (115). Merenje apsorbancije
nastalog ruziCasto obojenog produkta oksidacije adrenalina vrsi se bez prisustva SOD
(kontrola) i u prisustvu SOD (analiza) na 480 nm. Aktivnost SOD se izrazava u relativnim
jedinicama i izra¢unava se kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina.

Metoda za odredivanje ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa (SH-grupe) zasniva se
na reakciji 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeve kiseline (DTNB) koja u baznoj sredini
reaguje sa alifatiénim tiolima i pri tome nastaje Zuto obojeni p-nitrofenol, a intenzitet
reakcije meri se spektrofotometrijski na 412 nm (116).

Odredivanje statusa enzima PONI1 podrazumeva odredivanje aktivnost enzima
PONI1 prema dva razli¢ita nefizioloska supstrata: paraoksonu (POazna aktivnost) i
diazoksonu (DZOazna aktivnost) i na osnovu odnosa aktivnosti enzima prema ova dva
supstrata, odredivanje fenotipa aktivnosti za polozaj 192 (PONlgio2r). POazna i
DZOazna aktivnost mogu se odrediti spektrofotometrijski kinetickom metodom (117).
Enzim PONL1 katalizuje reakciju u kojoj dejstvom na supstrat paraokson, nastaje obojeni
p-nitrofenol. Brzina reakcije se prati kineticki na 405 nm. Ova talasna duZina predstavlja
apsorpcioni maksimum p-nitrofenoksidnog anjona koji prelazi u p-nitro fenol u baznoj
sredini. Odredivanje je vrSeno na automatskom analizatoru ILAB 300 +. PON1 moze da
deluje na supstrat diazokson pri ¢emu ga konvertuje do 2-izopropil-4-metil-6-
hidroksipirimidina (IMHP). Odredivanjem odnosa POazna/DZOazna aktivnost moze se
odrediti fenotip PON1qi92r. U koordinatni sistem se unesu na x-osu POazne, a na y-osu
DZOazne aktivnosti i PONlqigzr se odreduje na osnovu polozaja tataka koje
predstavljaju presek ove dve aktivnosti. Za svaku tacku se odreduje kom od fenotipova na
polozaju 192 pripada (QQ, QR i RR). Naime polimorfizam PON1 na polozaju 192
znacajno uti¢e na kataliticku aktivnost enzima PON1 na supstrat specifi¢an nacin. Q
varijanta ima izrazeniji afinitet prema diazoksonu, dok R varijanta ima izrazeniji afinitet

prema paraoksonu kao supstratu. (118-120).
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3.7. Odredivanje koncentracije MPO

Koncentracija MPO odredivana je komercijalnim sendvi¢ ELISA (Enzyme—linked
immunosorbent assay) testom (Immunodiagnostik, Germany). U testu se koristi dvostruka
sendvi¢ tehnika sa dva selektovana anitela koja su specificna na humanu MPO. Standardi
testa, kontrole i uzorci koji su razblazeni dodaju se u bunar¢i¢ce ELISA ploce koji su
komercijalno oblozeni sa visoko afinitetnim poliklonskim anti-humanim MPO antitelima.
Posle prvog inkubacionog perioda, antitela vezana za plo¢u reaguju sa MPO iz uzorka.
Nakon toga se u svaki bunarci¢ ploce dodaje peroksidaza konjugovano poliklonsko anti
humano MPO antitelo, pri ¢emu se formira sendvi¢ antitelo-humana MPO-peroksidaza
konjugat, a kao supstrat za peroksidazu koristi se tetrametilbenziliden. Da bi se reakcija
zaustavila, dodaje se kiselina. Boja reakcione smesSe se menja od plave do zute. Intenzitet
zute boje je direktno proporcionalan koncentraciji MPO u uzorku. Merenje se izvodi na
ELISA c¢ita¢u na 450 nm. Test sadrzi standarde koji se koriste za konstruisanje standardne

krive i kontrolne rastvore za kalibraciju testa.

3.8. Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija

Za razdvajanje subfrakcija lipoproteina HDL i LDL Koristi se metoda vertikalne
elektroforeze na nedenaturiSu¢em gradijentu poliakrilamidnog gela (121,123). Ovom

metodom se postize razdvajanje Cestica na osnovu razlike u veli€ini.

Reagensi:

Tris pufer pH= 8,3 (90 mmol/L Tris, 80 mmol/L borne kiseline, 2.5 mmol/L Na2EDTA
Rastvor akrilamida, 3% (28.8 g/L akrilamida i 1.2 g/L metilen-bis-akrilamida)

Rastvor akrilamida, 31 % (292.5 g/L akrilamida i 17.05 g/L metilen-bis-akrilamida)
Amonijum persulfat rastvor 100 mg/ 1 ml TRIS pufera (APS)

Tetrametilendiamid (TEMED)

Sudan black B boja (rastvor 5 g boje u 45 % etanolu na 500C uz mesanje u periodu od 6 sati
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Coomassie briliant bue G-250 0.75% (rastvor u odnosu etanol:siréetna kiselina:voda=
3:1:8

Postupak izvodenja elektroforeze:

Kompozitni gradijentni gelovi, formirani od dva rastvora poliakrilamida razlicitih
koncentracija, se pripremaju po protokolu koji je razvijen u laboratoriji Katedre za
medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta (123). Nakon zavrSene hemijske
polimerizacije pod uticajem amonijum persulfata gelovi su spremni za kori$éenje. Za
izvodenje elektroforeze potrebno je aktivirati gelove u toku 50 minuta na 290 V. Na gel se
zatim nanose uzorci plazme, a paralelno sa uzorcima nanose se i standardi. Uzorak se
priprema tako §to se 30 ul plazme pomesa sa 10 ul 0.1% rastvora bromfenol — plavog u
40% rastvoru saharoze i na gel se nanosi 25 pl ove smese.

Elektroforeza se izvodi u vertikalnoj kadi Hoefer SE 600 Ruby (Amersham
Pharmacia Biotech, Vienna,Austria) na temperaturi od 8°C i uz TRIS pufer pH= 8,35. Za
kalibraciju gelova koriste se slede¢i proteinski standardi: tireoglobulin (17,0 nm), feritin
(12.2 nm), laktat dehidrogenazu (8.4 nm) i albumin (7.1 nm), te karboksilovane
polistirenske mikrosfere (40 nm) (Duke Scientific Corporation, Paolo Alto,CA,USA), kao
1 standardizovana smeSa humane plazme koja sadrzi subfrakcije LDL ¢estica dijametra
26.99 nm i 25.52 nm.

Elektroforeza se vrsi pri konstantnom naponu prema protokolu: prvih 13 minuta na
60 V, narednih 20 minuta na 170 V i kasnije u toku 20 sati na 300 V. Po zavrsetku
elektroforeze, gelovi se fiksiraju se u 10 % rastvoru trihlorsiréetne kiseline u toku sat
vremena a nakon toga se sat vremena ispiraju pomocu 45 % rastvora etanola. Gelovi se
boje sa pripremljenom bojom Sudan Black B a zatim se odbojavaju sa rastvorom 45 %
etanola. Standardi se boje posebno sa pripremljenim rastvorom boje Coomassie briliant
blue G-250.

Denzitometriranje gelova zajedno sa proteinskim standardima vrseno je na skeneru
Image Scanner (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Dve kalibracione krive

zasnovane na inverznom odnosu relativne migracione daljine (Rf) i prirodnog logaritma
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dijametara odgovarajuéih standarda posluzile su za detekciju i odredivanje raspodele i
relativnig udela LDL i HDL subfrakcija.
Elektroforezom su razdvojene i identifikovane slede¢e LDL subfrakcije:
LDL I (27,2-28,5 nm)
LDL HA (26,5-27,2 nm)
LDL 1B (26,5-25,5 nm)
LDL HIA (24,7-25,5 nm)
LDL HIB (24,2-24,7 nm)
LDL IVA (23,3-24,2 nm)
LDL IVB (22,0-23,3 nm).

HDL cestice su razdvojene na sledece subfrakcije:
HDL 2b (9,7-12,0nm)
HDL 2a (8,8-9,7nm)
HDL 3a (8,2-8,8 nm)
HDL 3b (7,8-8,2 nm)
HDL 3c (7,2-7,8nm).

Na osnovu denzitometrijskog prikaza razdvajanja lipoproteina moguce je odrediti
dominantni LDL 1 HDL dijametar Cestice. Ispitanici se u zavisnosti veli¢ine dominantnog
dijametra dele na one koji pripadaju LDL fenotipu A (dominantni dijametar > 25,5 nm) ili
B (dominantni dijametar < 25,5 nm), odnosno HDL fenotipu 2 (dominantni dijametar > 8,8
nm) ili 3 (dominantni dijametar < 8,8 nm). Odredivanje relativnog (%) udela pojedina¢nih
subfrakcije u ukupnom LDL ili HDL profilu ispitanika se moze odrediti merenjem
povrsine ispod denzitometrijskog pika koji odgovara svakoj pojedina¢noj subfrakciji. Zbir
relativnih udela LDL 111 i IV subfrakcija jednak je relativnom udelu malih gustih LDL, a
zbir relativnih udela HDL 3a, 3b i 3c subfrakcija jednak je relativnom udelu malih gustih
HDL cestica.
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3.9. Statisticka analiza podataka

Rezultati u ovoj studiji su prikazani kao aritmeticke srednje vrednosti =+
standardne devijacije ukoliko su varijable sledile normalnu raspodelu, odnosno kao
geometrijske srednje vrednosti i 95% intervali pouzdanosti (95% CI), ukoliko vrednosti
nisu bile normalno distribuirane, ali su nakon logaritmovanja sledile normalnu raspodelu.
Ukoliko parametri nisu sledili normalnu raspodelu nakon logaritmovanja, prikazani su
kao medijane i interkvartilni rasponi. Kategoricki podaci su prikazani kao apsolutne
frekvence.

Poredenje kontinuiranih varijabli izvodeno je upotrebom Studentovog t-testa za
normalno distribuirane varijable, ili Mann-Whitney testa za parametre koji nisu sledili
normalnu raspodelu. Poredenje srednjih vrednosti vise od dve grupe podataka radeno je
ednofaktorskom analizom varijanse sa Tukey-Snedecor-ovim post hoc testom. Razlike
izmedu kategori¢kih varijabli proveravane su upotrebom y? testa (tablice kontigencije).
Korelacione analize su radene pomoc¢u Pearson-ovog i Spearman-ovog korelacionog testa,
u zavisnosti od tipa distribucije podataka. Multipla regresiona analiza je koris¢ena za
identifikaciju nezavisnih faktora uticaja na varijable od interesa. Rezultati Pearson-ove
korelacione analize su koriS¢eni kao skrining test za odabir parametara koji su se ukljucili
u multiplu regresionu analizu (uklju¢eni su parametri kod kojih je p < 0,1).
Multikolinearnost je ispitivana procenom vrednosti koeficijenta tolerancije i VIF-a
(Variance Inflation Factor). 1z modela smo iskljucili sve parametre Cija je vrednost
koeficijenta korelacije bila manja od 0,1. Takode, varijable sa vrednostima VIF-a vi§im
od 10 su iskljuéene iz primarnog modela. LogistiCka regresiona analiza koriS¢ena je za
identifikaciju nezavisnih prediktora povecanja udela HDL 3 subfrakcija

Minimalni uslov za postojanje statisticki znaCajne razlike je bio kada je
verovatnoca (P, nivo znacajnosti) bio manji ili jednak 0,05.

Statisticka obrada podataka izvedena je koriS¢enjem racunarskih programa MS

Excel i SPSS, verzija 22.0 (IBM, New York, USA).
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4. Rezultati istrazivanja

4.1. Osnovni demografski podaci, antropometrijske karakteristike i
rezultati biohemijskih parametara kod pacijenata sa HBB i
zdravih ispitanika

U tabeli 2. prikazani su osnovni demografski podaci i antropometrijske
karakteristike 50 zdrave dece koja su c¢inila kontrolnu grupu ispitanika (KG), 10
pacijenata sa HBB u predijaliznom stadijumu (pdHBB), 20 pacijenata na dijalizi (D) i 21
pacijenta sa transplantiranim bubregom (T). Nije uocena statisticki znacajna razlika u

starosti izmedu razli¢itih grupa ispitanika (rezultat na granici znacajnosti, Tabela 2).

Takode, grupe su bile homogene po polu (p=0,704).

Tabela 2. Demografske i antropometrijske karakteristike ispitivanih grupa

Parametar, KG pdHBB D T
jedinice n= 50 n= 10 n= 20 n=21 P
Starost, godine | 12,9+2,82 | 15,8+4,44 11,9+4,58 15+3,21 0,043
Pol, m/z 26/24 6/4 8/12 13/8 0,704
ITM, kg/m? 19,743,96 | 18,9+4,59 16,9+2,34 20,243,58 | 0,135
OS/OK 0,76+0,09 | 0,83+0,06 | 0,86+0,07% | 0,91+0,08 " | <0,001
Sistolni krvi
pritisak, mm | 114,4+10,03 | 110,2+17,3 | 131,3+26,4% | 119,2+12,06 | <0,05
Hg
Dijastolni krvni
pritisak, mm 74,8+7,21 | 68,7£12,21 76,5189 74,5+20,13 | 0,269
Hg

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede
normalnu raspodelu, odnosno kao apsolutne frekvence za kategori¢ke podatke.
1p dobijena ANOVOM za kontinuirane podatke i y? testom za kategoricke

*p<0.05; **p<0.001 ( Tukey's post hoc test).

astatisticki znacajno razligito od kontrolne grupe (Tukey' s post hoc test).
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Nije uocena statisticki znacajna razlika u I'TM izmedu ispitivanih grupa, dok je
odnos OS/OK bio statisticki znacajno visi kod pacijenata na dijalizi 1 nakon
transplantacije u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (p<0,001). Pacijenti na dijalizi su
imali statisticki znacajno visi sistolni pritisak u poredenju sa kontrolnom grupom
ispitanika i pacijentima sa HBB, dok je dijastolni pritisak bio bez znacajnije razlike u sve

Cetiri grupe ispitanika.

Rezultati ispitivanja osnovnih biohemijskih parametara su prikazani u Tabeli 3.
Koncentracija glukoze je bila najviSa u grupi pacijenata na dijalizi ali razlika nije bila
statisticki znacajna. Takode, nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentracijama
parametara lipidnog profila, UH, LDL-h i HDL-ha. Koncentracija TG je bila statisticki
znacajno visa u sve tri grupe pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika
(Tabela 3). Najvisa koncentracija TG je bila u grupi pacijenata na dijalizi ali nije bila

statisticki znacajno viSa u odnosu na druge dve grupe pacijenata.

Koncentracija slobodnog holesterola je takode bila statisti¢ki znacajno visa u sve
tri grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, dok izmedu grupa pacijenata nije
uocena znacajna razlika. Koncentracija Lp a je bila najviSa u grupi pacijenata na dijalizi
ali razlika nije bila statisti¢ki znacajna. Apo Al je bio znacajno visi u grupi pacijenata na
dijalizi u poredenju sa kontrolnom grupom i grupom predijaliznih pacijenata sa HBB.
Koncentracija Apo B se nije razlikovala medu ispitivanim grupama a ocekivano, AIP je
bio statisticki znacajno visi u grupi pacijenata na dijalizi i grupi pacijenata nakon
transplantacije u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (p<0,001). Koncentracija ukupnih
proteina bila je statistiCki znaCajno niza u grupi pacijenata na dijalizi u poredenju sa
kontrolnom grupom ispitanika, dok izmedu ostalih ispitivanih grupa nije uocena

statisticki znacajna razlika.
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Tabela 3.0snovni biohemijski parametri u ispitivanim grupama

Parametar, KG odHBB D T »
Jeelmiee n=50 n=10 n= 20 n=21
Glukoza,
4,8+0,42 5,1+0,62 4,7+0,53 0,06
mmol/L
TG, 0,67 1,26 & 2,02 1,43%
<0,001
mmol/L* (0,58-0,77) (0,73-1,99) (1,4-2,89) (1,08-1,89)
UH, mmol/L 4,5+0,93 4,9+0,84 4,3+0,97 5,0+0,99 0,162
LDL-h,
2,8+0,78 2,7+0,93 2,3+0,68 2,9+0,79 0,187
mmol/L
HDL-h,
1,4+0,29 1,4+0,41 1,1+0,38 1,4+0,51 0,139
mmol/L
Slobodan-h, - - -
1,04+0,17 1,740,35¢ 1,5+0,39¢ 1,4+0,33%" | <0,001
mmol/L
Apo Al (g/L) 1,7+0,27 1,9+0,38 1,4+0,4 &" 1,6+0,42 | <0,05
Apo B (g/L) 0,86+0,22 1,02+0,26 0,91+0,19 1,01+0,26 | 0,051
0,58
0,9 0,62 1,55
Lp a, mg/L* (0,245-1,38
(0,654-1,252) | (0,292-1,303) | (0,92-2,61) 5) 0,053
w | 0,04+0,371
AIP -0,3+0,17 -0,04+0,34 0,2+0,312 ¢ - <0,001
Ukupni -
- 70,6+4,45 68,6+2,35 63,6+7,5¢ 68,5+5,5 <0,05
proteini, g/L

normalnu raspodelu

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

#geometrijske srednje vrednosti i 95 Cl za podatke koji slede normalnu raspodelu nakon logaritmovanja

! p dobijena ANOVOM

* p<0.05;

** p<0.001 ( Tukey's post hoc test).

3statisticki znacajno razli¢ito od kontrolne grupe (Tukey' s post hoc test).? statisti¢ki znacajno razligito od
pacijenata sa HBB (Tukey' s post hoc test).
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4.2. Analiza parametara za procenu bubreZne funkcije

U tabeli 4. su prikazani parametri koji se tradicionalno koriste za procenu
bubrezne funkcije. Duzina trajanja bolesti nije bila statisticki znacajno razli¢ita u tri
ispitivane grupe pacijenata (p= 0,454). Koncentracija kreatinina je bila statisticki
znaajno viSa u grupi pacijenata na dijalizi u odnosu na predijaliznu HBB grupu
(p<0,001), kao i u odnosu na grupu pacijenata koji su imali transplantiran bubreg
(p<0,001). Takode, grupa pacijenata sa transplantiranim bubregom imala je statisticki
zna¢ajno nizu koncentraciju kreatinina u poredenju sa predijaliznom HBB grupom

(p<0,05).

Tabela 4. Parametri procene bubreZne funkcije u razli¢itim grupama pacijenata

- pdHBB D T )
Parametar, jedinice p
n=10 n=20 n=21
Duzina trajanja
9,9+5,8 7,1+5,8 9,8+5,8 0,454

bolesti, godine
Kreatinin, pmol/L 219,9+133,1 | 715,1+143,38 " | 95,4+33,62 0™ < 0,001
Urea, mmol/L 14,2+7,25 25,8+5,4 & 7,542,4 &b < 0,001

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

! p dobijena ANOVOM
*p<0.05; **p<0.001 ( Tukey's post hoc test).

3statisticki znacajno razlicito od HBB (Tukey' s post hoc test).P statisticki znacajno razli¢ito od pacijenata na
dijalizi (Tukey' s post hoc test).

Koncentracija ureje je bila statisticki znacajno visa kod pacijenata na dijalizi u
poredenju sa predijaliznim HBB pacijentima 1 pacijentima kojima je transplantiran
bubreg, dok su predijalizni HBB pacijenti imali statisticki znacajno visu koncentraciju

ureje u odnosu na grupu pacijenata kojima je transplantiran bubreg.
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4.3. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod

bubreZnih pacijenata i zdravih ispitanika

Rezultati ispitivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite su
prikazani u Tabeli 5. Koncentracija TBKRS je bila statisticki znacajno visa u sve tri
grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. U grupi pacijenata na dijalizi
ovaj parametar oksidativnog stresa je bio visi u odnosu na predijalizne HBB pacijente i
pacijente sa transplantiranim bubregom ali razlike nisu bile statistiCki znacajne.
Iznenadujuce, nivoi Oz se nisu znacajno razlikovali izmedu kontrolne grupe ispitanika 1
pacijenata, kao ni izmedu razli¢itih grupa pacijenata (p=0,573). S druge strane,
koncentracija AOPP bila je statisticki znacajno visa kod pacijenata na dijalizi i to i u
odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (p<0,001) ali i u odnosu na predijalizne HBB
pacijente (p<0,001) i u odnosu na grupu pacijenata sa transplantiranim bubregom
(p<0,05). Predijalizni HBB pacijenti nisu imali statisti¢ki znacajno vise koncentracije
AOPP u odnosu na kontrolnu grupu, dok je koncentracija ovog parametra bila visa kod

transplantiranih pacijeneta u poredenju sa zdravom decom (p<0,05).
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Tabela 5.Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod bubreznih
pacijenata i zdravih ispitanika

Parameta KG pdHBB D T )
s p
r, jedinice n=50 n=10 n=20 n=21
TBKRS, . . .
1,1+0,36 1,5+0,26 @ 1,840,342 1,540,392 < 0,001
pumol/L
O')'-
pmol/min | 211,4+59,2 | 195,5+49,98 207,3+58,75 190,1+52,47 0,573
/L
AOPP, _— .
14,145,85 19,7+3,62 37,8+10,56 &P 22,5+12,17 &€ < 0,001
pmol/L
SH -
grupe, 0,51+0,07 0,49+0,06 & 0,42+0,11 &b~ 0,51+0,06 > <0,05
mmol/L
SOD . . s
113,0+25,13 | 84,4+25,14 2 124,9+37,2 " 93,8+12,38 ¢ < 0,001
(kU/L)

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije za kontinuirane podatke koji slede
normalnu raspodelu, odnosno kao apsolutne frekvence za kategori¢ke podatke.
#geometrijske srednje vrednosti i 95 CI za podatke koji slede normalnu raspodelu nakon logaritmovanija

! p dobijena ANOVOM
*p<0.05; **p<0.001 ( Tukey's post hoc test).

3 statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito od kontrolne grupe (Tukey' s post hoc test). statisticki znacajno razli¢ito od
pacijenata sa HBB (Tukey' s post hoc test). © statisti¢ki znac¢ajno od grupe pacijenata na dijalizi (Tukey' s post
hoc test).

Koncentracija ukupnih SH- grupa, kao marker antioksidativne zastite bila je sli¢na
kod zdrave dece i dece sa transplantiranim bubregom. Ovaj parametar je bio statisticki
znacajno nizi kod predijazlinih HBB pacijenata, kao i kod dece na dijalizi kod kojih je
bio nizi i u poredenju sa predijaliznom HBB grupom (p<0,05). Aktivnost SOD bila je
statisticki znacajno vis$a u grupi pacijenata na dijalizi u poredenju sa predijaliznom HBB
grupom (p<0,05), kao 1 u poredenju sa grupom ispitanika sa transplantiranim bubregom
(p<0,05). Takode, u ove dve grupe pacijenata, aktivnost SOD je bila znacajno niza u

poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika.

56



4.3.1.

antioksidativne zastite i lipidnih i nelipidnih parametara

Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa i

Da bi se ispitalo eventualno postojanje korelacija izmedu parametara oksidativnog
stresa 1 antioksidativne zastite sa ostalim lipidnim i nelipidnim parametrima, koriS¢ena je
metoda Pearson-ove korelacione analize. Rezultati ove analize u kontrolnoj grupi

ispitanika su prikazani u Tabeli 6.

Tabela 6.Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
i lipidnih i nelipidnih parametara u kontrolnoj grupi ispitanika

TBKRS, 0, AOPP, SH - grupe, SOD
Parametar
pmol/L pmol/min/L pmol/L mmol/L (KU/L)
Starost,
_ -0,269 0,174 -0,291 0,369* -0,285
godine

ITM, kg/m? 0,007 0,033 0,031 0,223 -0,024
OS/OK 0,300* 0,106 0,184 -0,112 0,078

TG, mmol/L 0,027 0,046 0,056 -0,313 0,085

UH,

-0,182 -0,182 -0,068 0,052 0,099
mmol/L
LDL-h, -0,284 -0,235 -0,134 0,138 0,037
mmol/L
HDL-h, 0,149 0,072 0,115 -0,205 0,169
mmol/L

0,258 -0,042 0,129 0,239 0,074

Lp a, mg/L
Apo Al 0,025 -0,214 -0,157 -0,235 -0,206

(g/L)
*

Apo B (g/L) 0,195 0,169 0,404 0,265 0,243
Ukupni 0,115 0,041 0,206 0,443%* 0,170
proteini,

g/L

* P<0.05, ** P<0.001; U tabeli su date vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije
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Koncentracija TBKRS je bila statisticki znac¢ajno povezana sa OS/OK, dok je
koncentracija AOPP kao markera oksidativnog stresa pokazala statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju sa Apo B (p < 0,05) u kontrolnoj grupi ispitanika. Od parametara
oksidativnog stresa, koncentracija SH- grupa bila je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa
godinama starosti ispitanika i koncentracijom ukupnih proteina, $to je o¢ekivan rezultat.
Nivo Oz 1 aktivnost SOD nisu bili znacajno povezani sa ispitivanim lipidnim i nelipidnim
parametrima.

Tabela 7.Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
i lipidnih i nelipidnih parametara u pdHBB grupi

TBKRS, 0, AOPP, SH - grupe, SOD
Parametar
pmol/L pmol/min/L pmol/L mmol/L (KU/L)
Starost, godine 0,183 -0,076 0,099 0,847* -0,128
Duzina trajanja
0,180 0,074 -0,240 0,07 -0,085
bolesti, godine
ITM, kg/m? 0,567 0,039 0,147 0,183 0,135
OS/OK -0,047 0,345 -0,450 0,553 0,553
TG, mmol/L 0,601 0,335 0,380 -0,414 -0,581
UH, mmol/L 0,707* 0,450 -0,010 0,043 0,043
LDL-h, mmol/L 0,605 0,407 -0,262 -0,121 0,167
HDL-h, mmol/L -0,52 0,505 0,037 0,291 0,291
Lp a, mg/L 0,447 -0,021 -0,072 0,221 0,221
Apo Al (g/L) -0,161 0,275 0,077 -0,053 0,732*
Apo B (g/L) 0,846* 0,693 -0,116 -0,133 -0,133
Ukupni proteini,
n 0,124 0,343 0,05 0,655 0,655
g

* P<0.05, ** P<0.001; U tabeli su date vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije
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U Tabeli 7 prikazani su rezultati korelacione analize u grupi predijaliznih pacijenata
sa HBB. Kao §to se moze videti, koncentracija TBKRS je bila u statisti¢ki znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom Apo B, dok druga dva parametra oksidativnog
stresa, TBKRS i O nisu pokazali znafajnu povezanost sa ispitivanim lipidnim i
nelipidnim parametrima. Koncentracija SH-grupa je bila u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa godinama starosti pacijenata dok je aktivnost SOD bila u statisticki znac¢ajnoj

pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom ApoAl.

Rezultati korelacione analize u grupi pacijenata da dijalizi su prikazani u Tabeli 8.
Od parametara oksidativnog stresa u grupi pacijenata na dijalizi, jedino je koncentracija
TBKRS bila u statisticki znaajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom UH i
koncentracijom Apo B. Ostali ispitivani parametri oksidativnog stresa, kao i
antioksidativne zastite nisu pokazali znacajnu povezanost sa lipidnim i nelipidnim
parametrima u ovoj grupi pacijenata. Na kraju korelaciona analiza je uradena i u grupi

pacijenata kojima je transplantiran bubreg. Rezultati su prikazani u Tabeli 9.
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Tabela 8.Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
i lipidnih i nelipidnih parametara u grupi pacijenata na dijalizi

Parametar TBKRS, 0>~ AOPP, SH - grupe, SOD
pmol/L pmol/min/L pmol/L mmol/L (KU/L)
Starost, godine 0,183 0,099 0,099 0,847** -0,128
DuzZina 0,180 -0,240 -0,24 0,07 -0,085
trajanja
bolesti, godine
ITM, kg/m? 0,567 0,147 0,147 0,135 -0,128
OS/OK -0,047 -0,450 -0,45 0,553 0,002
TG, mmol/L 0,601 0,380 0,380 -0,414 0,141
UH, mmol/L 0,707* -0,010 -0,010 0,043 -0,308
LDL-h, 0,605 -0262 -0,262 0,167 -0,121
mmol/L
HDL-h, -0,520 0,037 0,037 0,291 -0,488
mmol/L
Lp a, mg/L 0,447 -0,072 -0,072 0,221 0,480
Apo Al (g/L) -0,161 0,077 0,077 -0,053 0,732
Apo B (g/L) 0,846** -0,116 -0,116 -0,133 -0,259
Ukupni 0,124 -0,050 -0,050 0,655 -0,093
proteini, g/L

* P<0.05, ** P<0.001; U tabeli su date vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije
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Tabela 9.Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
i lipidnih i nelipidnih parametara u grupi pacijenata kojima je transplantiran

bubreg
TBKRS, o AOPP, SH-grupe, | SOP
Parametar
pmol/L pmol/min/L pmol/L mmol/L (KU/L)
Starost, godine -0,086 0,413 0,419 0,509 -0,075
Duzina
trajanja 0,145 -0,044 -0,246 -0,180 -0,063
bolesti, godine
ITM, kg/m? 0,285 0,513* -0,105 0,246 0,322
OS/OK -0,009 0,486* -0,289 -0,246 0,06
TG, mmol/L 0,537* 0,339 0,073 0,413 -0,134
UH, mmol/L 0,179 0,562** -0,144 -0,370 0,005
LDL-h,
0,082 0,532** -0,137 -0,150 -0,166
mmol/L
HDL-h,
-0,199 -0,064 0,09 0,716** 0,367
mmol/L
Lp a, mg/L -0,122 0,242 -0,204 0,339 0,043
Apo Al (g/L) -0,169 0,04 -0,196 0,736** 0,396
Apo B (g/L) 0,244 0,643** -0,067 -0,121 -0,160
Ukupni
- 0,335 0,318 0,057 0,146 -0,304
proteini, g/L

* P<0.05, ** P<0.001; U tabeli su date vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije
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U grupi pacijenata sa transplantiranim bubregom, koncentracija TBKRS je bila
u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom triglicerida. Nivo Oz je u
0VOj grupi pacijenata bio u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ITM, OS/OK,
koncentracijama UH, LDL-h i ApoB. AOPP kao i aktivnost SOD nisu pokazali statisticki
znacajnu vezu sa ispitivanim lipidnim i1 nelipidnim parametrima u ovoj grupi pacijenata,
dok je koncentracija SH-grupa bila u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa HDL-
holesterolom i Apo Al.

4.3.2. Ispitivanje statusa enzima PONI kod bubreZnih pacijenatai
zdravih ispitanika

Status enzima PON1 odredivan je merenjem aktivnosti ovog enzima prema dva
supstrata paraoksonu, POazna aktivnost i diazoksonu, DZOazna aktivnost. POazna
aktivnost je bila slicna u sve Cetiri ispitivane grupe (p= 0,261), dok je DZOazna aktivnost
bila visa u kontrolnoj grupi ispitanika u odnosu na grupe pacijenata ali razlika nije bila

statisticki znacajna (Tabela 10).

Rezultati prethodnih studija na naSoj populaciji su pokazale da odnos PON1
aktivnosti > 60 predstavlja QQ fenotip, izmedu 21 i 59 fenotip QR i odnos vrednosti < 20
fenotip RR enzima PONI. Iz rezultata dobijenih y? testom, moZe se zakljuciti da ne
postoji znacajna razlika u distribuciji fenotipova PON 1192 izmedu kontrolne grupe i grupe
pacijenata. Udeo osoba sa QQ fenotipom u kontrolnoj grupi je bio ve¢i u odnosu na
predijaliznu HBB grupu pacijenata ali je ovaj rezultat bio na granici zna¢ajnosti (p=0,058).

Rezultati ovog dela istrazivanja su prikazani u Tabeli 10.
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Tabela 10. Status enzima PON1 kod bubreznih pacijenata i zdravih ispitanika

Parametar KG HBB D T p
POazna 356,7 342,4 218,9 368,5
aktivnost 0,261
(UIL) * (275,9-461,2) | (225,7-519,6) | (169,1-283,3) | (258,7-524,9)
Dz0Oazna
aktivnost | 11405+4631,9 | 9399+2450,2 | 9354+2337,6 | 9330+3962,2 0,167
(U/L)
PON1Q192R
fenotip
QQ (n%) 15 (30%) 0 (0%) 4 (20%) 2 (10%)
QR (n%) 16 (32%) 7 (70%) 12 (60%) 10 (48%) 0,215
RR (n%o) 17 (34%) 3 (30%) 4 (20%) 9 (42%)

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

normalnu raspodelu, odnosno kao apsolutne (relativne) frekvence za kategoricke podatke.

#geometrijske srednje vrednosti i 95 Cl za podatke koji slede normalnu raspodelu nakon logaritmovanja

Korelaciona anliza je primenjena da bi se utvrdilo postojanje povezanosti POazne i

DZOazne aktivnosti sa ispitivanim lipidnim i nelipidnim parametrima u sve Cetiri grupe

ispitanika. Rezultati korelacione analize prikazani u Tabelama 111 12.
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Tabela 11.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza POazne aktivnosti sa
lipidnim i nelipidnim parametrima kod bubreznih pacijenata i zdravih ispitanika

Parametar KG HBB D T

Starost,
_ -0,298 | 0,066 | -0,610 | 0,061 0,02 0,995 0,301 0,197
godine

Duzina
trajanja
; - - -0,082 | 0,822 | -0,736 <0,05 0,369 0,120
bolesti,

godine

ITM, kg/m? | 0,069 | 0,676 | -0,422 | 0,298 | -0,166 | 0,647 0,359 <0,05

OS/OK 0,248 | 0,128 | 0,105 | 0,773 | -0,730 | <0,05 0,201 0,396

UH, mmol/L | -0,064 | 0,698 | -0,274 | 0,476 | 0,063 0,863 | -0,116 0,615

TG, mmol/L | 0,032 | 0,847 | -0,549 | 0,126 | -0,163 | 0,653 | -0,161 0,485

LDL-h,

-0,127 | 0,443 | -0,161 | 0,680 | 0,144 0,692 0,026 0,910
mmol/L
HDL-h,

0,115 | 0,487 | 0,445 | 0,230 | 0,069 0,849 -0,209 0,364
mmol/L

Lpa,mg/L | -0,01 | 0,954 | 0,039 | 0,915 | 0,144 0,692 | -0,095 0,684

Apo Al (9/L) | 0,057 | 0,746 | -0,031 | 0,933 | 0,295 | 0,408 | -0,187 0,416

Apo B (g/L) | 0,032 | <0,05 | -0,506 | 0,135 | 0,061 | 0,866 | -0,056 0,808

Ukupni
- 0,253 | 0,120 | 0,389 | 0,301 | 0,259 0,471 | 0,289 0,203
proteini, g/L

POazna aktivnost je bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom Apo B u kontrolnoj grupi ispitanika, a u negativnoj korelaciji sa duzinom
trajanja bolesti i odnosom OS/OK u grupi pacijenata na dijalizi. U grupi pacijenata kojima

je transplantiran bubreg, POazna aktivnost je bila u statisticki znac¢ajnoj pozitivnoj
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korelaciji sa ITM. Ostali ispitivani parametri nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost.

Tabela 12.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza DZOazne aktivnosti sa
lipidnim i nelipidnim parametrima kod bubreZnih pacijenata i zdravih ispitanika

Parametar KG HBB D T
r p r p r p r p
Starost,
. 0,138 0,402 0,07 0,848 | -0,007 0,985 -0,175 0,461
godine
DuzZina
trajanja
; - - 0,181 0,617 | -0,526 0,118 -0,466 <0,05
bolesti,
godine
ITM, kg/m? | 0,232 0,155 0,690 | <0,05 0,136 0,707 0,058 0,809
OS/OK 0,178 0,278 | -0,039 | 0,916 0,348 0,398 0,131 0,583
UH, mmol/L | 0,220 0,179 0,723 <0,05 0,671 <0,05 0,160 0,490
TG, mmol/L | 0,025 0,881 0,365 0,334 0,670 <0,05 -0,180 0,435
LDL-h,
0,337 | <0,05 | 0,588 0,096 0,492 0,148 0,123 0,594
mmol/L
HDL-h,
-0,215 | 0,190 -0,17 0,661 0,051 0,888 0,265 0,245
mmol/L
Lpa mg/L | -0,172 | 0,296 0,254 0,478 0,492 0,148 0,187 0,417
Apo Al (9/L) | 0,257 | 0,137 | 0,243 | 0,499 | 0,207 | 0,566 0,342 0,129
ApoB (g/L) | 0,137 | 0,405 | 0,686 | <0,05 | 0,823 | <0,05 0,022 0,925
Ukupni
.. 0,36 <0,05 | 0,541 0,132 | -0,025 0,946 -0,022 0,926
proteini, g/L
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DZOazna aktivnost je bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom LDL-holesterola i ukupnim proteinima u kontrolnoj grupi ispitanika. U
grupi predijaliznin HBB pacijenata DZOazna aktivnost je bila u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa ITM, UH i Apo B, a u grupi dijaliznih pacijenata sa UH, TG i Apo B. U grupi
pacijenata nakon transplantacije DZOazna aktivnost je bila samo u statisticki zna¢ajnoj
negativnoj korelaciji sa duzinom trajanja bolesti. Ostali ispitivani parametri nisu pokazali

znacajnu povezanost sa DZOaznom aktivnosti.

4.3.3. Ispitivanje koncentracije enzima mijeloperoksidaze kod

bubreZnih pacijenata i zdravih ispitanika

Koncentracija antioksidativnog enzima mijeloperoksidaze je ispitivana u cilju
detaljnije evaluacije antioksidativnog statusa dece u razli¢itim stadijumima HBB, kao i kod
dece nakon transplantacije i zdravih ispitanika. Rezultati ispitivanja su prikazani graficki

na Slici 21.
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Slika 21.Koncentracija enzima mijeloperoksidaze u ispitivanim grupama
3statisticki znacajno razli¢ito od kontrolne grupe (Tukey' s post hoc test).” statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito od

pacijenata sa HBB (Tukey' s post hoc test). * p<0.05;

Koncentracija enzima mijeloperoksidaze bila je statisticki znac¢ajno viSa u
grupi predijaliznih HBB pacijenata, u odnosu na zdrave ispitanike, kao i u odnosu na

pacijente na dijalizi i pacijente sa transplantiranim bubregom.
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4.3.4. Korelaciona analiza koncentracije enzima
mijeloperoksidaze sa lipidnim i nelipidnim parametrima kod

bubreZnih pacijenata i zdravih ispitanika

Da bi se ispitalo postojanje povezanosti koncentracije enzima mijeloperoksidaze za
lipidnim i nelipidnim parametrima u ispitivanim grupama, primenjena je Pearson-ova
korelaciona analiza. Rezultati ove analize su prikazani u Tabeli 13.

Tabela 13.Pearsonova parametarska korelaciona analiza koncentracije enzima
mijeloperoksidaze sa lipidnim i nelipidnim parametrima

Parametar KG HBB D T
r p r p r p r p
Starost,
_ 0,236 | 0,266 | 0,368 0,358 -0,08 0,838 0,365 0,587
godine
ITM,
0,097 | 0,651 | 0,461 0,250 0,248 0,519 -0,76 0,758
kg/m?

OS/OK -0,258 | 0,367 | 0,514 0,129 -0,504 0,89 -0,176 0,470

UH,

-0,230 | 0,281 | 0,642 0,120 -0,14 0,72 -0,095 0,691
mmol/L
TG,

0,082 | 0,703 | -0,083 0,832 -0,572 0,107 0,313 0,179
mmol/L
LDL-h,

-0,286 | 0,175 | 0,317 0,405 -0,210 0,587 -0,102 0,668
mmol/L
HDL-h,

-0,106 | 0,623 | 0,464 0,209 0,537 0,136 -0,274 0,243
mmol/L

AIP 0,159 | 0,258 | -0,294 | 0,442 0.596 <0,001 | 0,154 0,504
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Rezultati Kkorelacione analize su pokazali da je koncentracija enzima
mijeloperoksidaze u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa AIP u grupi dijaliznih
pacijenata. Ostali ispitivani lipidni i nelipidni parametri nisu pokazali znac¢ajnu povezanost

ni u grupama pacijenata, ni u kontrolnoj grupi ispitanika.

4.3.5. Korelaciona analiza koncentracije enzima
mijeloperoksidaze sa parametrima oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite kod bubreZnih pacijenata izdravih
Ispitanika

Pearson-ova parametarska korelaciona analiza je primenjena za ispitivanje

povezanosti koncentracije enzima mijeloperoksidaze sa ispitivanim parametrima

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite. Rezultati su prikazani u Tabeli 14.

Tabela 14.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza koncentracije enzima
mijeloperoksidaze sa parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

Parametar KG HBB D T

TBKRS, -0,15 0,518 0,199 0,582 0,563 <0,05 0,174 0,463
pmol/L
0-"
pmol/min/
L
AOPP, -0,150 | 0,565 -0,171 0,636 0,458 0,215 0,687 <0,05
pmol/L
SH -
grupe,
mmol/L
SOD -0,70 0,746 -0,244 0,497 | -0,169 0,664 | -0,003 | 0,989
(kU/L)

POazna
aktivnost
(U/L)
DZOazna
aktivnost
(U/L)

0,023 0,888 0,411 0,238 | 0,092 0,814 | 0,055 | 0,818

0,219 0,327 0,114 0,754 0,094 0,825 | -0,454 | <0,05

0,297 0,169 -0,231 0,520 | 0,007 0,987 | -0,138 | 0,562

-0,100 | 0,651 0,163 0,653 | -0,189 0,626 | -0,302 | 0,195
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Koncentracija mijeloperoksidaze je bila u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji
sa koncentracijom TBKRS u grupi pacijenata na dijalizi. U grupi pacijenata sa
trasplantiranim bubregom, koncentracija mijeloperoksidaze je bila u pozitivnoj korelaciji
sa AOPP i negativnoj korelaciji sa SH-grupama. U kontrolnoj grupi ispitanika i grupi HBB
pacijenata, nije uocCena znacajna povezanost izmedu koncentracije mijeloperoksidaze i

ispitivanih parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

4.4. lspitivanje povezanosti AIP sa lipidnim i nelipidnim parametrima
kao i sa parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

kod bubreznih pacijenata i zdravih ispitanika

Kako se AIP povezuje sa rizikom za razvoj KVB kod bubreznih pacijenata, jedan
od ciljeva ove studije bio je ispitivanje povezanosti AIP sa ostalim ispitivanim
parametrima i to i kod zdrave dece i u sve tri grupe pacijenata.

4.4.1. Korelaciona analiza AIP sa lipidnim i nelipidnim
parametrima, parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite kod zdravih ispitanika

Da bi se ispitalo eventualno postojanje korelacije izmedu AIP i parametara
oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite kao 1 ostalim lipidnim i nelipidnim faktorima
rizika za razvoj KVB, kori$¢ena je metoda Pearson-ove parametarske korelacione analize.

Rezultati su prikazani u Tabeli 15.
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Tabela 15.Korelaciona analiza AIP  sa ispitivanim parametrima u grupi zdrave

dece

Parametar r p
Starost, godine 0,284 0,875
ITM, kg/m? -0.09 0.607
OS/OK 0.240 0.164

Sistolni krvi pritisak,
mm Hg -0.328 0.082
Dijastolni krvni pritisak,

mm Hg -0.169 0.309
Glukoza, mmol/L 0.023 0.895
UH, mmol/L 0.076 0.666
LDL-h, mmol/L 0.142 0.417
MPO (pg/L) 0.360 <0.05
TBKRS (umol/L) 0.197 0.287
Oz (umol/min/L) -0.307 0.102
AOPP (pmol/L) -0.397 0.057
SOD, kU/L -0.085 0.634
SH-grupe, g/L -0.391 0.385
POazna aktivnost, U/L -0.179 0.320
DZ0Oazna aktivnost, U/L 0.126 0.486

U grupi zdrave dece, rezultati korelacione analize su pokazali da je AIP u statisticki
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom mijeloperoksidaze. Ostali ispitivani

parametri nisu pokazali znacajnu povezanost sa AlP.
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4.4.2. Korelaciona analiza AIP sa lipidnim i nelipidnim
parametrima, parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne
zastite kod predijaliznih HBB pacijenata

Rezultati statisticke analize u HBB grupi pacijenata su pokazali da je AIP u
statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ITM, sistolnim pritiskom i koncentracijom

TBKRS. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 16.

Tabela 16.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza AIP  sa ispitivanim
parametrima u predijaliznoj HBB grupi pacijenata

Parametar r p
Starost, godine 0,588 0,098
Duzina trajanja bolesti,
_ 0,350 0,356
godine
ITM, kg/m? 0,857 <0,05
OS/OK -0,217 0,576
Sistolni krvi pritisak, mm
0,828 <0,05
Hg
Dijastolni krvni pritisak,
0,424 0,256
mm Hg
UH, mmol/L 0,017 0,966
LDL-h, mmol/L 0,150 0,700
MPO (ug/L) -0,283 0,460
TBKRS (pmol/L) 0,672 <0,05
O2" (umol/min/L) -0,310 0,417
AOPP (umol/L) 0,283 0,460
SOD, kU/L 0,417 0,265
SH-grupe g/L -0,450 0,224
POazna aktivnost, U/L -0,437 0,240
DZ0Oazna aktivnost, U/L 0,317 0,406
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Kako su rezultati Pearson-ove korelacione analize pokazali znac¢ajnu povezanost
AIP sa ITM, sistolnim pritiskom i koncentracijom TBKRS univarijantnom linearnom
regresionom analizom je detaljnije ispitana ova povezanost. AIP je oznafen zavisnom

varijablom. Rezultati su prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17.Linerana regersiona analiza za ispitivanje povezanosti AIP sa zna¢ajnim
parametrima (univarijantna analiza)

) adjusted
p SE (B) P R R?
Starost, godine 0,565 0,046 0,113 0,319 0,222
ITM, kg/m? 0,710 0,023 0,074 0,504 0,404
Sistolni krvi
pritisak, mm 0,810 0,004 <0,05 0,656 0,607
Hg
TBKRS
0,644 0,328 0,061 0,415 0,332
(pmol/L)

Rezultati univarijantne linerane regresione analize su pokazali da je AIP u ovoj
grupi pacijenata znacajno povezan sa sistolnim krvnim pritiskom dok su rezultati vezani

za ITM i koncentraciju TBKRS bili na granici znacajnosti.

Da bi se utvrdilo da li ispitivani parametri imaju nezavistan uticaj na AlP,
primenjena je multipla linearna regresiona analiza. Model je napravljen na osnovu
rezultata korelacione analize. Za nezavisne varijable u modelu uzete su one ¢ija je

znacajnost za Pearson-ov koeficijent bila <0,1. Rezultati su prikazani u Tabeli 18.
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Tabela 18.Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja
ispitivanih parametara na AIP u predijaliznoj HBB grupi pacijenata

AIP
R? = 0,791
adjusted R?= 0,583
p SE () P
ITM, kg/m? 0,129 0,029 0,767
Sistolni krvi pritisak, mm
0,445 0,007 0,328
Hg
TBKRS (pumol/L) 0,464 0,364 0,250

Rezultati multiple linarene regresione analize su pokazali da u grupi predijaliznih
HBB pacijenata nijedan od parametara nema nezavistan uticaj na vrednosti AIP.

4.4.3. Korelaciona analiza AIP sa lipidnim i nelipidnim

parametrima, parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite kod pacijenata na dijalizi

U grupi pacijenata na dijalizi, rezultati Pearson-ove korelacione analize su
pokazali da je AIP u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa duzinom trajanja dijalize, ITM,
dijastolnim krvnim pritiskom, koncentracijom MPO kao i koncentracijom AOPP.
Rezultati su prikazani u Tabeli 19.
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Tabela 19.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza AIP  sa ispitivanim
parametrima u grupi pacijenata na dijalizi

Parametar r p
Starost, godine 0,528 0,236
Duzina trajanja bolesti,
_ 0,289 0,056
godine
ITM, kg/m? 0.467 <0.05
OS/OK -0.182 0.470
Sistolni krvi pritisak, mm
0.422 0.064
Hg
Dijastolni krvni pritisak,
0.540 <0.05
mm Hg
UH, mmol/L 0.160 0.499
LDL-h, mmol/L 0.007 0.977
MPO (pg/L) 0.595 <0.001
TBKRS (pmol/L) 0.394 0.096
Oz (umol/min/L) 0.433 0.064
AOPP (umol/L) 0.744 <0.001
SOD, kU/L -0.019 0.937
SH-grupe, g/L -0.307 0.265
POazna aktivnost, U/L -0.067 0.853
DZ0Oazna aktivnost, U/L 0.515 0.128

Univarijantnom lineranom regresionom analizom, detaljnije je ispitivana
povezanost svih parametara oksidativnog stresa i1 antioksidativne zaStite kod kojih je

verovatnoca za koeficijent korelacije bila <0,1. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 20.
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Tabela 20.Linerana regersiona analiza za ispitivanje povezanosti AIP sa zna¢ajnim
parametrima (univarijantna analiza)

B SE (B) P R? adjusted R?
MPO (pg/L) 0.515 0.001 <0.05 0.266 0.225
TBKRS
0.407 0.198 0.084 0.165 0.116
(pmol/L)
02-
0.469 0.001 0.043 0.220 0.174
(pmol/min/L)
AOPP (umol/L) 0.691 0.003 <0.001 0.478 0.447

Rezultati univarijantne linerane regresione analize su izdvojili koncentraciju MPO
i koncentraciju AOPP, kao parametre oksidativnog stresa koji su znacajno povezani sa
AIP. Da bismo utvrdili da li su ovi parametri povezani sa AIP nezavisno od uticaja ostalih
ispitivanin parametara, primenili smo metodu multiple linearne regresione analize. U
modele su usle varijable za koje je znacajnost za koeficijent korelacije u neparametarskoj
korelacionoj analizi bio <0,1. Oba parametra su zbog principa mutikolineranosti

ispitivana u odvojenim modelima. Rezultati su prikazani u Tabelama 21 i 22.

Tabela 21.Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja
ispitivanih parametara na AIP u grupi pacijenata nadijalizi

AlIP
R? = 0,532
adjusted R? = 0,365

Duzina trajanja dijalize, meseci p SE®) P
0,089 0,002 0,702
ITM, kg/m? 0,243 0,025 0,320
Sistolni krvi pritisak, mm Hg 0,087 0,004 0,781
Dijastolni krvni pritisk, mmHg -0,246 0,005 0,425
MPO (pmol/L) 0,503 0,001 <0,05
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Rezultati multiple linearne regresione analize su pokazali da je koncentracija
MPO nezavisno od uticaja drugih ispitivanih parametara povezana za AIP kod pacijenata
na dijalizi. Cak 36,5% porasta AIP kod ovih pacijenata se moZe objasniti poveéanjem
koncentracije MPO.

Tabela 22.Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja
ispitivanih parametara na AIP u grupi pacijenata na dijalizi

AIP
R?=679
adjusted R?= 0,555

Duzina trajanja dijalize, meseci p SE®) P
-0,121 0,002 0,567
ITM, kg/m? 0,266 0,021 0,582
Sistolni krvi pritisak, mm Hg 0,038 0,004 0,888
Dijastolni krvni pritisk, mmHg -0,266 0,004 0,354
AOPP (umol/L) 0,658 0,003 <0,05

Koncentracija AOPP se takode pokazala nezavisno povezanom sa AIP kod
pacijenata na dijalizi. Preko 50% porasta AIP kod ovih pacijenata moze se objasniti

povecanjem koncentracije AOPP.

4.4.4. Korelaciona analiza AIP sa lipidnim i nelipidnim
parametrima, parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite kod pacijenata nakon transplantacije bubrega

Pearson-ova korelaciona analiza u grupi pacijenata kojima je transplantiran
bubreg je pokazala da je AIP u statisticki zna¢ajnoj pozitivnoj korelaciji sa ve¢im brojem
ispitivanih parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zasStite. Rezultati su prikazani
u Tabeli 23.
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Tabela 23.Pearson-ova parametarska korelaciona analiza AIP  sa ispitivanim
parametrima u grupi pacijenata nakon transplantacije bubrega

Parametar r p
Starost, godine 0,133 0,576
Duzina trajanja bolesti,
_ 0,195 0,423
godine
ITM, kg/m? 0,336 0,147
OS/OK 0,297 0,203
Sistolni krvi pritisak, mm
-0,003 0,991
Hg
Dijastolni krvni pritisak,
0,132 0,578
mm Hg
UH, mmol/L 0,09 0,699
LDL-h, mmol/L 0,204 0,375
MPO (pg/L) 0,505 <0.05
TBKRS (pmol/L) 0,471 <0.05
Oz (pmol/min/L) 0,350 0,120
AOPP (umol/L) 0,404 0,077
SOD, kU/L -0,044 0,849
SH-grupe, g/L 0,561 <0.05
POazna aktivnost, U/L -0,30 0,899
DZ0Oazna aktivnost, U/L -0,257 0,260

Koncentracije MPO, TBKRS i SH-grupa bile su u znacajnoj korelaciji sa
vrednostima AIP kod ovih pacijenata, dok je vrednosti koeficijenata za AOPP bila na

granici znacajnosti.

Medutim, univarijantna linerana regresiona analiza je pokazala da su jedino
koncentracije TBKRS i1 AOPP znacajno povezane sa AIP kod pacijenata nakon
transplantacije bubrega. Kako ostali ispitivani parametri nisu pokazali znacajnu
povezanost U univarijantnoj analizi kod ove grupe pacijenata nije radena multivarijantna

linearna regresiona analiza. Rezultati su prikazani u tabeli 24.
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Tabela 24.Linerana regersiona analiza za ispitivanje povezanosti AIP sa zna¢ajnim
parametrima (univarijantna analiza)

R? adjusted
p SE (B) P i
MPO (ug/L) 0,365 0,001 0,113 0,134 0,085
TBKRS
0,462 0,190 <0,05 0,214 0,172
(umol/L)
SH- grupe
0,593 1,096 <0,05 0,351 0,311
(umol/min/L)
AOPP (umol/L) 0,003 0,007 0,992 0,001 0,056

4.5. Veli¢ina i raspodela lipoproteinskih subfrakcija u ispitivanim

grupama

Ovaj deo istrazivanja izveden je na uzorku koji je sastavljen od 50 zdravih
ispitanika, 9 pacijenata u predijaliznom stadijumu HBB (pdHBB), 10 pacijenata na
dijalizi (D) i 19 ispitanika nakon transplantacije bubrega (PT). Slike 22 i 23 prikazuju

dominantne dijametre LDL i HDL cestica u ispitivanim grupama.
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Slika 22.Dominantni LDL dijametar u ispitivanim grupama
KG vs pdHBB: p < 0,01; KG vs D: p=0,364; KGvs T: p =0,991; pdHBB vs D: p < 0,001; pdHBB vs T: p
< 0,001;
DvsT: p=0,313.

Kada je u pitanju dominantni LDL dijametar, nasi podaci su pokazali da postoje
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (p < 0,001, na osnovu ANOVA testa).
U nastavku je primenjena post hoc analiza koja je pokazala da se dominantni LDL
dijametar u kontrolnoj grupi razlikuje u odnosu na pacijente u pdHBB grupi (p < 0,01),
dok nije bilo razlike izmedu zdrave dece i dece na dijalizi i nakon transplantacije.
Statisticki znacajne razlike nadene su i prilikom poredenja dominantnog LDL dijametra
kod dece u predijaliznom stadijumu bolesti (pdHBB) u odnosu na grupu na dijaliznom
tretmanu (p < 0,001) i grupu ispitanika sa transplantiranim bubregom (p < 0,01). Nije bilo

statistiCki znacajnih razlika izmedu ostalih grupa.
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Slika 23.Dominantni HDL dijametar u ispitivanim grupama
KG vs pdHBB: p < 0,01; KG vs D: p<0,001; KGvs T: p=0,989; pdHBB vs D: p = 0,998; pdHBB vs T: p
<0,01;
DvsT:.p<0,01.
Ista analiza je primenjena i na dominantni HDL dijametar (slika 23). Dobijeni

rezultati pokazali su znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (p < 0,001). Dodatnom
analizom utvrdeno je da zdrava deca imaju statisti¢ki znacajno visi dijametar HDL cestica
u odnosu na pdHBB i D grupu, ali nismo uocili zna¢ajne razlike u odnosu PT grupu.
Sli¢no tome, dominantni HDL dijametar kod dece nakon transplantacije bio je znacajno
veci u odnosu na druge dve grupe sa HBB, dok izmedu pdHBB i D grupe nije bilo razlika.

U nastavku smo ispitivali relativne udele pojedinacnih LDL i HDL subfrakcija u
Cetiri grupe ispitanika. Raspodela LDL subfrakcija je prikazana u tabeli 25. Relativni
udeli LDL subfrakcija grupisani su u 4 kategorije: LDL I, LDL II, LDL IIl i LDL IV.
Dodatno, zbir relativnih udela LDL 111 i LDL IV subfrakcija predstavljao je male guste

LDL cestice. ANOVA test dao je znacajne razlike u nivou svih ispitivanih subfrakcija
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LDL. Dodatnom post hoc analizom utvrdeno je da zdrava deca u kontrolnoj grupi imaju
manje relativne udele velikih LDL | subfrakcija u odnosu na sve tri ostale grupe. Udeo
LDL 11 bio je znacajno veéi kod zdrave dece u odnosu na decu u pdHBB i D grupama, a
znacajno manji od udela u posttranspantacionoj grupi. LDL III cCestice bile su u
kontrolnoj grupi znacajno vise nego u pdHBB i1 D grupi, ali se nisu razlikovale u odnosu
na T grupu. Udeo malih gustin LDL bio je najveé¢i u kontrolnoj grupi, a razlike su
dostigle statisticku znacajnost u odnosu na grupu pacijenata na dijalizi i nakon
transplantacije. Sto se ti¢e raspodele LDL subfrakcija kod samih pacijenata sa HBB,
uoceno je da pacijenti nakon transplantacije imaju povoljniji LDL profil u odnosu na
pdHBB i D grupu, u smislu pomeranja ravnoteze ka ve¢im ¢esticama. Predijalizna HBB i

D grupa se medusobno se razlikuju prema udelu LDL I i malih gustih LDL Cestica.

Tabela 25.Procentualni udeli LDL subfrakcija u ispitivanim grupama

Parametar, KG pdHBB D T pi
jedinice n=50 n=9 n=10 n=19
32,5+5,09 39,8 £4,30 22,2 +2,90
LDL I, % 18,9 £ 4,13 _ o <0,001
a*** a***, b** a*’ b***’ C***
13,1+4,72 13,1+£2,03 28,7+2,14
LDL Il,% | 24,7 +4,66 N <0,001
a*** a*** a**, b***’ C***
16,8 £ 2,40 15,4 £ 2,25 21,1+ 2,62
LDL I1l,% | 23,4+4,82 <0,001
a*** a*** b*; c**
28,0 £ 3,50
LDL IV,% | 33,0%+7,32 37,7+2,78 31,7 £5,06 N <0,001
male, guste 47,1+ 4,58 49,1+3,94
56,4 £ 6,95 54,5+2,91 . . <0,001
LDL, % b @

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije.

1 Na osnovu rezultata ANOVA testa

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 ( Tukey' s post hoc test).

astatisticki znaCajno razligito u odnosu na kontrolnu grupu (Tukey' s post hoc test).

b statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na pdHBB grupu (Tukey' s post hoc test).

¢ statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na D grupu (Tukey' s post hoc test).
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Ispitivanje raspodele HDL subfrakcija je takode pokazalo postojanje znacajnih

razlika izmedu grupa ispitanika (tabela 26). Slicno kao i u prethodnoj analizi,

najznacajnije razlike uocene su izmedu kontrolne grupe i pacijenata u grupi, dok je bilo

manje razlika izmedu zdrave dece i pacijenata sa transplantiranim bubregom. Dodatno,

HDL profil

transplantiranim bubregom, u odnosu na druge dve grupe sa HBB.

Tabela 26.Procentualni udeli HDL subfrakcija u ispitivanim grupama

pacijenata nakon

transplantacije

razlikovao se

izmedu dece sa

Parametar, KG pdHBB D T pi
jedinice n=>50 n=9 n=10 n=19
37,1+6,03 40,2 +5,78 49,0 + 4,77
HDL 2b, % | 55,9+ 7,52 . <0,001
ax** ax** a**; b***, c**
HDL 2a, % | 20,4 £ 4,46 20,1+ 2,52 22,0+ 1,76 22,6 £2,13 0,083
16,4 + 2,93 17,0+ 2,22 13,8 + 2,09
HDL 3a, % | 11,4 +3,37 s s - o <0,001
10,4 + 2,57 10,3+ 2,01 7,4+151
HDL 3b, % | 5,3%+2,18 _ <0,001
a*** a*** a~k~k7 b**, C**
16,0 £ 9,16 10,5+ 2,57 7,1+£153
HDL 3c,% | 7,0+3,18 s o - <0,001

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije.

1 Na osnovu rezultata ANOVA testa

* p<0.05; ** p<0.01,

*** n<0.001 ( Tukey's post hoc test).

astatisticki zna€ajno razligito u odnosu na kontrolnu grupu (Tukey' s post hoc test).

b statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na pdHBB grupu (Tukey' s post hoc test).

¢ statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na D grupu (Tukey' s post hoc test).

S obzirom na uocene razlike izmedu podgrupa pacijenata sa HBB, specijalno u

odnosu na status posle transplantacije, u daljem radu grupisali smo pacijente u

predijaliznom i dijaliznom stadijumu u jednu grupu i uporedili ih sa ispitanicima kod

kojih je izvrSena transpantacija bubrega. Rezultati su prikazani u tabeli 27. Kao $to se

moze uoditi, analiza procentualne zastupljenosti LDL subfrakcija dala je nekozistentne
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rezultate, u smislu da je udeo i malih i velikih subfrakcija varirao izmedu grupa. Ipak,
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike ni u dominantnom LDL dijametru, ni u udelu malih,
gustih LDL cestica izmedu dece sa HBB i nakon transplantacije.

S druge strane, udeli malih HDL subfrakcija bili su znac¢ajno visi, a udeo velikih
HDL 2b cestica i dominantni HDL dijametar znacajno nizi kod pacijenata sa HBB u
odnosu na ispitanike sa transplantiranim bubregom.

Tabela 27. Karakteristike LDL i HDL subfrakcija kod dece sa HBB i nakon
transplantacije

Parametar, jedinice HBB T p!
n=19 n=19
LDL dijametar, nm 26,0+ 1,96 26,2 +1,30 0,636
LDL I, % 36,1 +5,93 22,2+290 < 0,001
LDL II, % 13,1+ 3,53 28,7+214 < 0,001
LDL 111, % 16,1 + 2,37 21,1+ 2,62 < 0,001
LDL 1V, % 34,7 +£5,02 28,0+ 3,50 < 0,001
Male, guste LDL, % 50,6 £541 49,4+ 4,10 0,488
HDL dijametar, nm 9,5+1,04 10,6 +0,80 <0,01
HDL 2b, % 39,3+£5/43 48,6 + 4,85 < 0,001
HDL 2a, % 21,3+2,13 22,6 +2,28 0,077
HDL 3a, % 16,8 + 2,60 14,0+ 2,19 < 0,001
HDL 3b, % 10,1+ 2,13 75153 < 0,001
HDL 3c, % 12,6 + 6,52 7,2+149 <0,01

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije.
1 Na osnovu rezultata ANOVA testa

84



4.5.1. Korelacije karakteristika lipoproteinskih subfrakcija sa
antropometrijskim parametrima i markerima lipidnog statusau

Ispitivanim grupama

U nastavku je ispitano postojanje znacCajnih korelacija izmedu analiziranih
rutinskih  antropometrijskih i laboratorijskih  parametara sa karakteristikama
lipoproteinskih subfrakcija u sve Cetiri grupe ucesnika u studiji.

U tabeli 28. prikazane su korelacije izmedu karakteristika LDL 1 HDL cestica i
parametara antropometrijskog i rutinskog lipidnog statusa u kontrolnoj grupi zdravih
ispitanika. Godine starosti ispitanika bile su u znac¢ajnoj negativnoj korelaciji sa udelom
LDL III i HDL 3a subfrakcija. Ocekivano, nasli Smo pozitivnu korelaciju izmedu ITM i
obima kukova sa relativnim udelom LDL IV. Koncentracije UH i TG nisu zna¢ajno
korelirali sa karakteristikama LDL i HDL subfrakcija. Koncentracija LDL-h negativno je
korelirala sa relativnim udelom LDL Il subfrakcija. Koncentracija HDL-h bila je u
pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelima HDL 3a i 3b, a u negativnoj korelaciji sa
zastupljeno$¢u HDL 2b. Koncentracija ApoAl je pozitivno korelirala sa udelom LDL II,
a negativno sa udelom HDL 3b.

Ista analiza sprovedena je kod pacijenata sa bubreZznim bolestima (tabela 29).
Zbog male veli¢ine uzorka u grupama pdHBB i D i moguc¢nosti dobijanja nepouzdanih
rezultata, grupisali smo sve pacijente u ove dve kategorije u jednu zajedni¢ku grupu.
Dobijeni rezultati su pokazali korelaciju uzrasta ispitanika sa dominantnim dijametrom
LDL dgestica. S druge strane, ITM bio je u pozitivnoj korelaciji sa udelom LDL II
subfrakcija, a u negativnoj korelaciji sa udelom LDL I subfrakcija. Obim struka je takode
bio u negativnoj korelaciji sa relativnim udelom LDL | subfrakcija, a obim kukova u
negativnoj korelaciji sa dominantnim LDL dijametrom i udelom LDL I Cestica. Kada suu
pitanju parametri lipidnog statusa, UH nije bio u znacajnoj korelacije ni sa jednom od
ispitivanih karakteristika LDL 1 HDL cestica, dok su TG pozitivno korelirali sa relativnim
udelom HDL 2a, a negativno sa relativnim udelom HDL 3c¢ ¢estica. Koncentracija LDL-h
I HDL-h nisu pokazivali znacajne korelacije sa karakteristikama LDL i HDL subfrakcija.
Kada su u pitanju apolipoproteini, uocena je pozitivna korelacija Apo B sa relativnim

udelom malih gustih HDL 3c cestica.
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Tabela 28.Korelacije antropometrijskih parametara i markera lipidnog statusa sa
karakteristikama LDL i HDL subfrakcija u kontrolnoj grupi

Obim Obim UH TG LDL-h | HDL-h
Parameta | Uzrast | ITM, ApoAl | apoB
o strukac | kuka | mmol/ | mmol/ | mmol/ | mmol/
r, jedinice god kg/m? g/L g/L
m cm L L L L
LDL
dijametar, | 0,258 0,107 0,098 0,083 0,095 | -0,116 | 0,148 -0,010 | -0,060 | -0,087
nm
LDLI,% | -0,042 | -0,126 | -0,077 | -0,068 | -0,008 | -0,127 | -0,012 0,087 -0,220 | 0,110
LDL 0,338
o -0,208 | -0,134 | -0,026 | -0,150 | 0,236 0,109 | 0,283 -0,055 . -0,043
, %
LDL -0,362 -0,408
-0,091 | -0,079 | -0,238 | -0,335 | -0,159 0,094 0,151 0,027
111, % * *
LDL 0,345 0,330 0,356
0,113 0,075 0,108 | 0,095 -0,076 | -0,208 | 0,072
1V, % * *
Male,
guste 0,146 0,164 0,064 0,41 | -0,153 | 0,003 | -0,183 | -0,015 | -0,114 | 0,095
LDL, %
HDL
dijametar, 0,167 0,106 0,062 0,024 -0,066 | -0,154 | -0,054 0,027 -0,052 | -0,080
nm
HDL -0,310
0,282 0,065 0,066 0,055 0,080 0,035 | 0,204 0,291 | -0,084
2b, % *
HDL
0,132 | -0,047 | -0,069 | 0,050 | -0,183 | -0,212 | -0,136 0,102 0,066 | -0,025
2a, %
HDL -0,421 0,418
-0,158 | -0,143 | -0,184 | 0,072 | -0,011 | -0,062 -0,142 | 0,035
33.,% *% *%
HDL 0,381 -0,394
-0,214 | -0,009 | 0,037 | -0,020 | -0,035 | 0,052 | -0,195 0,071
3b, % * *
HDL
2. o -0,151 | 0,037 0,053 | -0,006 | -0,017 | 0,135 | -0,111 0,157 -0,309 | 0,128
c, %

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Tabela 29.Korelacije antropometrijskih parametara i markera lipidnog statusa sa

karakteristikama LDL i HDL subfrakcija u grupi pacijenata sa HBB u
predijaliznom i dijaliznom stadijumu

LDL-
Obim Obim UH HDL-h | ApoA
Parameta | Uzras | ITM, TG h apo B
. strukac | kuka | mmol/ mmol/ 1
r, jedinice | tgod | kg/m? mmol/L | mmol/ g/L
m cm L L g/L
L
LDL
-0,465 -0,598
dijametar, N -0,331 | -0,450 . 0,080 0,391 -0,004 | -0,118 -0,151 | -0,017
nm
-0,551 | -0,489 -0,550
LDL I,% | -0,041 . . . -0,068 0,221 -0,088 | -0,097 | -0,224 | -0,181
LDL 11, % 0,814
-0,574 . 0,513 0,341 0,519 0,243 0,513 | -0,220 | -0,200 | 0,500
LDL
1% -0,382 | 0,256 | -0,208 -0,167 | 0,047 0,323 -0,264 | 0,215 0,171 | -0,032
, Y0
LDL
0,299 | 0,082 0,283 0,399 0,011 -0,267 0,072 0,085 0,223 | 0,101
1V, %
Male,
guste 0,339 | -0,167 | 0,041 0,217 | -0,310 0,582 -0,585 | -0,193 | -0,065 | -0,104
LDL, %
HDL
dijametar, | 0,328 0,019 0,075 0,135 0,118 0,248 0,030 -0,187 0,084 0,277
nm
HDL
0,341 | 0,100 0,205 0,235 0,013 0,389 -0,083 | -0,285 | -0,090 | 0,090
2b, %
HDL 0,469
-0,146 | 0,079 0,224 0,067 0,139 0,130 -0,337 0,084 0,235
2a, % *
HDL
0,023 | -0,209 | -0,202 -0,062 | 0,056 0,102 0,134 | -0,187 | 0,178 | -0,345
3a, %
HDL
-0,211 | 0,115 | -0,097 -0,143 | 0,204 -0,024 0,248 0,033 0,094 | 0,164
3b, %
HDL -0,504 0,505
-0,180 | -0,063 | -0,140 -0,146 | -0,245 -0,104 0,402 -0,024
3¢, % * *

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Na kraju, korelaciona analiza izvedena je i u grupi ispitanika sa transplantiranim

bubregom. Rezultati su prikazani u tabeli 30.

Tabela 30.Korelacije antropometrijskih parametara i markera lipidnog statusa sa
karakteristikama LDL i HDL subfrakcija u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom
} } LDL-
Obim Obim UH TG HDL-h | ApoA
Parameta | Uzrast | ITM, h apo B
L strukac kuka | mmol/ | mmol/ mmol/ 1
r, jedinice god kg/m? mmol/ g/L
m cm L L L g/L
L
LDL
» 0,456 -0,469 | -0,507
dijametar, | 0,048 . 0,317 0,265 0,026 | -0,021 | 0,319 . . 0,088
nm
LDL1,% | 0,129 0,404 0,180 0,069 0,011 | -0,237 | 0,315 | -0,325 | -0,369 | 0,090
LDL 0,472
1% -0,068 | 0,423 . 0,397 0,293 0,326 0,336 | -0,203 | -0,147 | 0,334
, 70
LDL
1 % 0,113 | -0,265 | -0,133 0,038 | -0,125 | 0,259 | -0,173 | -0,179 | -0,106 | -0,053
, Y0
LDL 0,525 0,473
-0,147 | -0,392 | -0,334 -0,324 | -0,095 | -0,196 | -0,336 -0,239
1V, % * *
Male,
-0,530
guste -0,059 N -0,390 -0,268 | -0,167 | -0,002 -0,414 0,349 0,351 | -0,248
LDL, %
HDL
-0,559 -0,535
dijametar, | -0,261 -0,082 | -0,417 . 0,048 N 0,058 0,409 0,350 | -0,105
nm
HDL 0,690 0,588
-0,398 | -0,283 | -0,248 -0,192 | 0,082 | -0,291 | -0,161 -0,232
2b,% *% *%
HDL -0,455
0,229 0,350 0,247 0,292 0,002 0,082 0,235 -0,381 | 0,157
2a, % *
HDL -0,534 | -0,455
0,229 0,095 0,131 0,179 | -0,085 | 0,362 0,045 0,161
3a, % * *
HDL 0,491 -0,596 | -0,613
0,067 0,033 0,034 | -0,152 | 0,252 0,058 0,171
3b'% * ** **
HDL
3. % 0,166 0,238 0,260 -0,050 | 0,065 0,069 0,133 | -0,225 | -0,116 | 0,180
c, %

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

88




Kao $to se vidi iz prikazanih rezultata, uzrast pacijenata sa transplantiranim
bubregom je pozitivno korelirao sa relativnim udelom HDL 3b subfrakcija, dok je ITM
pozitivno korelirao sa LDL dijametrom, a negativno sa relativnim udelom malih, gustih
LDL cestica. Obim struka bo je u pozitivnoj korelaciji sa udelom LDL II subfrakcija, a
obim kukova u negativnoj sa dominantnim HDL dijametrom. Koncentracija UH nije bila
u znacajnoj korelaciji ni sa jednim od ispitivanih odlika LDL i HDL Ccestica.
Koncentracija TG je negativno korelirala sa dminantnim HDL dijametrom, dok nije
utvrdeno postojanje znacajnih korelacija izmedu koncentracije LDL-h i drugih ispitivanih
markera. Koncentracija HDL-h bila je u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL
2b i LDL IV subfrakcija, a u negativnoj sa dominantnim LDL dijametrom i relativnim
udelima HDI 2a, 3a i 3b subfrakcija. Nivo ApoAl bio je u negativnoj korelaciji sa
dominantnim LDL dijametrom i relativnim udelima HDL 3a i 3b subfrakcija, a u

pozitivnom odnosu sa relativnim udelom LDL IV i HDL 2b.

4.5.2. Korelacije karakteristika lipoproteinskih subfrakcija sa

parametrima oksidativnog stresa u ispitivanim grupama

Na isti na¢in kao i u prethodnoj analizi ispitana je korelacija karakteristika LDL i
HDL Ccestica sa parametrima oksidativnog stresa. U tabeli 31. su prikazani rezultati
korelacione analize za zdrave ispitanike. Dobijeni rezultati pokazali su znacajnu
pozitivhu korelaciju paraoksonazne aktivnosti PON1 sa relativnim udelom LDL Il
subfrakcija i negativnu korelaciju diazoksonazne aktivnosti PON1 sa udelom LDL I
Cestica. SH grupe su pozitivno korelirale sa HDL 2b i 3a subfrakcijama, a negativno sa
udelom HDL 3b cestica. Aktivnost SOD je korelirala pozitivno sa relativnim udelom
LDL IV subfrakcija, a superoksidni anjon negativno sa relativnim udelom HDL 2a.
Koncentracija TBKRS je bila u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom sa LDL 11 i
HDL 3a subfrakcija. Koncentracija MPO je negativno korelirala sa relativnim udelima
HDL 3a i HDL 3b subfrakcija u ovoj grupiispitanika.

Analogna analiza je izvrSena 1 u grupi pacijenata sa HBB u predijaliznom 1

dijaliznom statusu bolesti. Rezultati su prikazani u tabeli 32. PON1 paraoksonazna

89



aktivnost bila je u negativnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 2a subfrakcija, a u
pozitivnoj sa udelom HDL 3c subfrakcija. Aktivnost SOD je negativno korelirala sa
udelom LDL IV subfrakcija. Koncentracija TBKRS je bila u pozitivnoj korelaciji sa
dominantnim LDL dijametrom i relativnim udelom HDL 2b subfrakcija, a u negativnoj sa
relativnim udelom HDL 3c Cestica. Na kraju, koncentracija MPO negativno korelirala sa
dominantnim LDL dijametrom i relativnim udelom LDL I subfrakcija, a pozitivno sa
relativnim udelom HDL 3b subfrakcija.

Finalno, ispitivanje povezanosti karakteristika LDL i HDL subfrakcija i
parametara oksidativnog stresa izvrSeno je i U grupi pacijenata sa transplantiranim
bubregom. Rezultati su prikazani u tabeli 33. Na osnovu dobijenih rezultata uocava se
pozitivna korelacija PON1 paraoksonazne aktivnosti sa relativnim udelom HDL 2a
subfrakcija. SH grupe su negativno korelirale sa dominantnim HDL dijametrom i udelom
HDL 2b cestica, a pozitivno sa relativnim udelima HDL 3a i 3b cCestica. Od ostalih
ispitivanih parametara, samo je koncentracija MPO bila u pozitivnoj korelaciji sa

relativnim udelom subfrakcije HDL 3a.
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Tabela 31.Korelacije parametara oksidativnog stresa sa karakteristikama LDL i
HDL subfrakcija u kontrolnoj grupi

PON1 PON1 SH 02
Parametar, SOD TBKRS AOPP MPO
o (POase) (Doase) grupe pmol/min
jedinice kIU/L pmol/L pmol/L pg/L
1U/L 1U/L g/L /L
LDL
dijametar, 0,058 -0,095 0,005 -0,243 -0,093 0,029 -0,107 0,100
nm
-0,380
LDL I, % -0,166 . -0,159 -0,113 -0,284 -0,120 0,147 -0,069
LDL II, % -0,084 -0,080 -0,074 -0,316 -0,010 -0,052 0,161 -0,168
0,333 0,388
LDL I, % . -0,037 -0,169 -0,119 0,001 . 0,151 -0,037
0,350
LDL IV, % 0,036 0,291 0,184 N 0,166 -0,151 -0,262 0,162
Male, guste
0,182 0,285 0,099 0,307 0,175 0,105 -0,200 0,148
LDL, %
HDL
dijametar, -0,113 -0,294 0,085 -0,242 0,097 0,021 -0,331 0,220
nm
0,354
HDL 2b, % 0,167 0,121 . -0,124 0,287 -0,294 -0,097 0,323
-0,385
HDL 2a, % 0,078 0,089 -0,156 0,258 . -0,028 -0,020 0,078
0,426 0,339 -0,421
HDL 3a, % | -0,143 -0,274 . -0,064 -0,231 . 0,156 .
-0,390 0,395 -0,445
HDL 3b, % | -0,236 -0,185 . 0,058 -0,139 . 0,250 .
HDL 3c, % -0,256 -0,017 0,060 0,122 0,160 0,130 -0,044 -0,121

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Tabela 32.Korelacije parametara oksidativnog stresa sa karakteristikama LDL i
HDL subfrakcija u grupi pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu

Paramet PON1 PON1 02
SH grupe SOD TBKRS | AOPP MPO
ar, (POase) (Doase) i UL pmol/min/ VL VL
mo: mo:
jedinice 1U/L 1U/L 4 L " " ng/l
LDL
- 0,454 -0,453
dijamet -0,247 0,336 -0,075 0,234 0,294 . 0,230 .
ar, nm
LDL -0,540
-0,202 0,148 -0,215 0,384 0,002 0,296 0,192
I, % *
LDL
o 0,018 0,223 0,505 0,179 0,065 0,427 -0,155 0,423
, Y0
LDL
1. % 0,032 -0,076 0,069 0,042 -0,268 0,240 0,104 0,508
, /0
LDL -0,480
0,145 -0,099 -0,032 0,239 -0,385 -0,280 0,096
1V, % *
Male,
guste -0,453 -0,320 -0,535 -0,219 -0,256 0,133 0,084 -0,024
LDL, %
HDL
dijamet -0,353 0,124 -0,007 -0,309 -0,078 0,165 -0,119 -0,285
ar, nm
HDL
-0,433 0,048 -0,185 0,073 0,063 0,426 -0,002 -0,334
2b, %
HDL -0,693 0,547
0,260 -0,226 0,271 -0,002 -0,041 -0,282
23,% *% *
HDL
-0,082 -0,134 -0,312 0,101 -0,059 0,157 0,199 -0,028
3a, %
HDL 0,563
-0,303 0,058 -0,191 -0,198 0,131 0,071 0,043
3b, % *
-0,611
HDL 0,712
-0,096 0,380 -0,120 -0,071 bl -0,064 0,197
3¢, % *x

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Tabela 33.Korelacije parametara oksidativnog stresa sa karakteristikama LDL i

HDL subfrakcija u grupi pacijenata sa transplantiranim bubregom

PON1 PON1 02
Parametar, SH grupe SOD TBKRS AOPP MPO
o dini (POase) (Doase) i UL pmol/min VL VL
edinice mo mo
! UL UL g I a a mat
LDL
dijametar, 0,275 -0,253 0,262 -0,409 -0,106 0,204 -0,185 0,073
nm
LDL I, % 0,247 -0,126 0,104 -0,213 -0,152 0,002 -0,018 -0,178
LDL Il, % 0,037 0,026 -0,040 -0,181 0,237 0,387 -0,137 -0,214
LDL 11, %
-0,059 0,072 0,319 0,173 -0,086 -0,075 0,218 0,282
LDL IV, % -0,183 0,034 -0,298 0,157 0,045 -0,182 -0,064 0,070
Male, guste
-0,202 0,078 -0,053 0,255 -0,017 -0,212 0,089 0,249
LDL, %
HDL
-0,599
dijametar, -0,132 0,223 . -0,023 -0,128 -0,278 -0,085 -0,340
nm
HDL 2b, % -0,597
-0,250 0,115 . 0,109 -0,347 -0,175 -0,097 -0,330
0,432
HDL 2a, % . 0,192 0,305 -0,037 0,057 0,150 0,099 0,170
0,589 0,529
HDL 3a, % | -0,041 -0,259 - -0,075 0,215 0,259 0,146 .
HDL 3b, % 0,521
0,092 -0,269 . -0,166 0,339 0,173 0,386 0,183
HDL 3c, % 0,125 -0,041 0,193 -0,015 0,421 -0,205 -0,398 -0,118

Prema Pearson-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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4.6. Povezanost Lp(a) sa karakteristikama lipoproteinskih subfrakcija

u ispitivanim grupama

Da bismo ispitali povezanost koncentracije Lp(a) sa karakteristikama
lipoproteinskih subfrakcija primenili smo ponovo korelacionu analizu u tri grupe: prva
grupa bila je sastavljena od zdravih ispitanika, drugu su c¢inili pacijenti sa HBB u
predijaliznom i dijaliznom stadijumu, a tre¢u grupu €inili su pacijenti sa transplantiranim
bubregom. Medutim, ni u jednoj od grupa nisu nadene znacajne korelacije izmedu Lp(a) 1

bilo kojeg od ispitivanih markera strukture LDL i HDL cestica (podaci nisu prikazani).

4.7. Leptin i adiponektin kod pacijenata sa HBB

U grupi pacijenata sa HBB i nakon transplantacije odredene su koncentracije
leptina i1 adiponektina. Statisticka analiza je pokazala da nema znacajnih razlika u
koncentraciji leptina izmedu pacijenata sa HBB u predijaliznom stadijumu, pacijenata na
dijalizi i pacijenata nakon transplantacije bubrega (p= 0,534, prema Kruskal-Wallis testu),
iako smo uocili trend ka visim vrednostima kod dece sa transplantiranim bubregom (slika

24).
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Slika 24.Koncentracije leptina kod pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu i
nakon transplantacije bubrega

Sli¢na analiza je izvrSena i kada su u pitanju koncentracije adiponektina kod nasih
ispitanika. Sli¢no kao 1 kada je leptin u pitanju, nisu nadene statisticki znacajne razlike
izmedu ispitivanih grupa (p = 0,158, prema Kruskal-Wallis testu), sa trendom ka niZzim

vrednostima kod dece nakon transplantacije. Podaci su prikazani na slici 25.
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Slika 25.Koncentracije adiponektina kod pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu i
nakon transplantacije bubrega

U nastavku smo ispitivali korelacije leptina i adiponektina sa analiziranim
karakteristikama lipoproteinskih subfrakcija. Podaci su prikazani u tabelama 34. i 35. Od
svih ispitivanih parametara, koncentracija leptina je jedino bila u pozitivnoj korelaciji sa
dominantnim LDL dijametrom i to u PT grupi. S druge strane, uoCena je negativna
korelacija adiponektina sa relativnim udelom LDL II Cestica i pozitivna korelacija istog
parametrsa sa procentualnom zastupljenos¢u malih gustih LDL cestica, ali samo kod

pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu.
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Tabela 34.Korelacije nivoa leptina sa ispitivanim karakteristikama LDL i HDL
subfrakcija kod pacijenata sa HBB i nakon transplantacije

0,583**

-0,329 0,310
0,333 0,116
0,042 0,271
0,117 -0,286
0,115 -0,328
0,059 -0,063
0,129 -0,018
-0,105 0,317
-0,184 -0,101
-0,115 -0,315
-0,157 0,141

Prema Spearman-ovoj korelacionoj analizi.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Tabela 35.Korelacije nivoa adiponektina sa ispitivanim karakteristikama LDL i

HDL subfrakcija kod pacijenata sa HBB i nakon transplantacije

Prema Spearman-ovoj korelacionoj analizi.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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4.8. Debljina intime-medije karotidne arterije (cIMT) kod pacijenata

sa HBB i nakon transplantacije

U grupi pacijenata je odredena cIMT u nivou zajednicke karotidne arterije (ACC)
1 unutrasnje karotidne arterije (ACI). Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 36. Pacijenti
na dijaliznom tretmanu imali su znacajno vece cITM u nivou ACC u odnosu na ostale
ispitivane grupe, dok nije bilo razlika u dobijenim vrednostima za cIMT u nivou ACI.

Tabela 36.cIMT kod pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu i
nakon transplantacije bubrega

Parametar, pdHBB D T b1
jedinice n=9 n= 10 n=19
cIMT (ACC), .
0,30 (0,25-0,35) | 0,50 (0,40-0,55)* | 0,40 (0,30-0,50) | <0,05
mm
cIMT (ACI),
0,30 (0,20-0,40) | 0,40 (0,30-0,50) | 0,40 (0,30-0,50) | 0,116
mm

Rezultati su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi).

! Na osnovu rezultata Kruskal-Wallis testa

*p<0.05; **p<0.01; *** p<0.001 ( Mann-Whitney' s post hoc test).

astatisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu grupu (Mann-Whitney' s post hoc test).
b statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na pdHBB grupu (Mann-Whitney' s post hoc test).

¢ statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na D grupu (Mann-Whitney' s post hoc test).

U nastavku su ispitane korelacije cIMT na nivou ACC sa karakteristikama LDL i
HDL subfrakcija u prethodno formiranim HBB i PT grupama. Dobijeni rezultati se nalaze
u tabeli 37. Uocena je pozitivna korelacija relativnog udela LDL I subfrakcija sa cIMT
(ACC) u grupi pacijenata sa predijaliznim i dijaliznim statusom HBB, dok je u grupi
pacijenata sa transplantiranim bubregom uoc¢ena negativna korelacija izmedu cIMT (ACC)
i dominantnog HDL dijametra, kao i pozitivna korelacija cIMT (ACC) sa relativnim
udelom HDL 3b subfrakcija.
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Tabela 37.Korelacije vrednosti cIMT (ACC) sa ispitivanim karakteristikama LDL i

HDL subfrakcija kod pacijenata sa HBB i nakon transplantacije

Prema Spearman-ovoj korelacionoj analizi.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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4.9. Odnos MPO/PONL1 u ispitivanim grupama

S obzirom na ulogu MPO i PON1 u nastanku i progresiji HBB u nastavku smo
analizirali razlike u odnosu MPO/PONI1 kod ucesnika u studiji. Imaju¢i u vidu
karakteristike raspodele ovog parametra, analiza je vrSena upotrebom Kruskal-Wallis
testa. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 26. lako rezultati testa nisu pokazali
postojanje statistiCki znacajnih razlika, ipak se uocava trend ka viS§im vrednostima
MPO/PONL1 odnosa u grupama pacijenata sa HBB, bilo u predijaliznom ili dijaliznom
stadijumu u odnosu na zdravu decu ili decu nakon transplantacije bubrega, uz postizanje

granicne statisticke znacajnosti (p = 0,067).
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Slika 26.0dnos MPO/PON1 u svim ispitivanim grupama
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S obzirom da smo u ovom istrazivanju primarno zainteresovani za razlike izmedu
pedijatrijskih pacijenata sa HBB i nakon transplantacije bubrega, u nastavku smo
grupisali pacijente u pdHBB i D grupi u jednu celinu i uporedili MPO/PON1 odnos sa
pacijentima nakon transplantacije (slika 27). Statisticki znaajna razlika postojala je
izmedu ove dve grupe u smislu da je vrednost odnosa MPO/PONL1 bila zna¢ajno veéa kod
pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom stadijumu (p=0,019, prema Mann-
Whitney U-testu).

4.007
*
3.005
-
= [a]
=
=
2.007
o
5 o
8]
1.007
0.00=
I |
pdHBB +D T

Slika 27.Razlike u odnosu MPO/PONI1 izmedu pacijenata sa HBB u predijaliznom i dijaliznom
stadijumu i pacijenata sa transplantiranim bubregom

Nastavljajuéi ovo istrazivanje, ispitali sSmo i korelacije izmedu MPO/PON1
odnosa i karakteristika LDL i HDL subfrakcija (tabela 38). Analiza je odvojeno izvedena
za grupu pdHBB + D i grupu T. Odnos MPO/PONL1 nije bio u znacajnoj korelaciji ni sa

jednim od ispitivanih parametara vezanih za LDL subfrakcije. Medutim, ovaj odnos je
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bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom HDL 3b u HBB

grupi, te sa relativnim udelom HDL 3a u T grupi.

Tabela 38.Korelacije odnosa MPO/PONI sa ispitivanim karakteristikama LDL i
HDL subfrakcija kod pacijenata sa HBB i nakon transplantacije

Prema Spearman-ovoj korelacionoj analizi.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Kona¢no, s obzirom na utvrdenu povezanost odnosa MPO/PONI1 sa malim HDL

subfrakcijama, ispitali smo nezavisne faktore uticaja na pojavu poveéanih relativnih udela

malih HDL 3 subfrakcija. Radi poveéanja veli¢ine uzorka, u ovoj analizi koristili Smo

objedinjenu grupu svih pacijenata sa HBB 1 nakon transplantacije. Pove¢anim udelom

malih HDL 3 subfrakcija smatrali smo udeo vec¢i od gornjeg kvartila raspodele ukupnog

udela HDL 3a, 3b i 3c subfrakcija. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 39. Kao

kovarijate u ovoj analizi koriS¢eni su parametri koji su u prethodnoj korelacionoj analizi

sprovedenoj u objedinjenoj grupi ispitanika dovedeni u vezu sa relativnim udelima HDL

3 subfrakcija. Dobijeni rezultati su pokazali da poviSen odnos MPO/PONI predstavlja

znacajan nezavisan faktor rizika za pojavu malih HDL subfrakcija.

Tabela 39.Predvidanje udela malih HDL subfrakcija u ispitivanim grupama

Faktori rizika Odds ratio (OR) Cl (OR) pt
MPO/PONL1 5,033 (1,179-21,486) 0,029
TG (mmol/L) 0,463 (0,091-2,360) 0,354
Odnos struk/kuk 0,000 (0,000-54,891) 0,120
Adiponektin

0,971 (0,864-1,091) 0,620
(ng/mL)
HDL-h (mmol/L) 0,457 (0,091-2,360) | 0,690

Na osnovu rezultata multivarijantne logisti¢ke regresione analize
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5. DISKUSIJA

HBB su slozena patofizioloSka stanja koja sa sobom nose visok rizik za razvoj
kardiovaskularnih bolesti i kao takva predstavljaju jedan od vodeéih zdravstvenih izazova
u savremenom svetu. Brojne studije su pokazale da su HBB u pedijatrijskoj populaciji
jedinstveni nozoloski entitet, drugacijeg toka i progresije u odnosu na odrasle pacijente
(35).

Kao §to je ve¢ receno, etioloski uzro¢nici HBB u pedijatrijskoj populaciji su
razliciti, a bolest je kao i kod odraslih u pocetnim stadijumima asimptomatskog toka (6).
Svi stadijumi HBB su povezani ne samo sa gubitkom bubrezne funkcije, ve¢ i sa
povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti, skra¢enim Zivotnim vekom 1i
smanjenim kvalitetom Zivota. Faktori rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod dece
i adolescenta sa HBB se poklapaju sa faktorima rizika kod odraslih pacijenata sa HBB, ali
prilikom procene rizika uvek treba uzeti u obzir specificnosti vezane za pedijatrijsku
populaciju. Poslednjih decenija, osim tradicionalnih faktora rizika (gojaznost,
dislipidemija, hipertenzija, sedentarni nacin Zivota, pusenje) ¢iji se efekat meri rutinskim
laboratorijskim testovima i pregledima radi prevencije kardiovaskularnih bolesti, javlja se
potreba za ispitivanjem novih markera koji bi se ukljucivali u ve¢ postojece algoritme za
procenu rizika, i to pre svega markera koji predstavljaju molekularne medijatore procesa
koji vode ka razvoju kardiovaskularnih bolesti (oStecenje endotela, insulinska rezistencija,
oksidacija lipoproteinskih Cestica). Cilj je identifikacija parametara koji bi na najbolji
nacin kategorisali osobe sa rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti i usmerili ih ka
preventivnim merama za spre¢avanje nastanka bolesti. Rezultati veceg broja istrazivanja
su ukazali da upravo kombinacija hroni¢ne inflamacije 1 oksidativnog stresa moZe imati
klju¢nu ulogu u razvoju kardiovaskularnih komplikacija kod pacijenta sa HBB, tako da su
markeri inflamacije i oksidativno-stresnog statusa postali predmet intenzivnog
proucavanja kod ovih pacijenata (35,40-42). DosadaSnje preporuke o evaluaciji rizika od
kardiovaskularnih bolesti kod dece 1 adolescenata u razliitim stadijumima HBB su
bazirane uglavnom na klinickom iskustvu i podacima koji su dobijeni u populaciji

odraslih pacijenata. 1z tog razloga, glavni ciljevi ovog istrazivanja su bili usmereni na
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ispitivanje povezanosti parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod dece i
adolescenata u razli¢itim stadijumima HBB sa parametrima lipidnog profila ¢iji se
izmenjen status, tradicionalno povezuje sa rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

HBB se karakterisu asimptomatskim pocetkom bolesti i postepenom progresijom
bolesti do krajnjeg stadijuma, ESRD (6). Terapija koja se primenjuje kod ovih
pacijenata u terminalnoj fazi bolesti je dijaliza ili transplantacija bubrega. Nauc¢ni i
tehnoloski razvoj doveo je do proizvodnje biokompatibilnih sintetickih membrana i
specifi¢nih dijalizatora malih dimenzija koji su namenjeni pedijatrijskim pacijentima.
Medutim, uprkos tehnoloSkom napredovanju i smanjivanju broja sati koje deca provedu
na dijalizi, rezultati studija pokazuju da je pojava komorbiditeta, kao i mortalitet dece
koja su na visegodi$njoj terapiji dijalizom veci u odnosu na decu kojima je transplantiran
bubreg (124). Ti rezultati ukazuju na ¢injenicu da dijalizu treba posmatrati samo kao
priviemenu terapijsku metodu kod dece u ESRD i da je krajnji terapijski cilj
transplantacija bubrega koja daje najbolje mogucnosti ovoj deci, u smislu poboljSanja
kako kvaliteta, tako i duzine zivota (124).

Rast je znacajan indikator zdravstvenog stanja u toku detinjstva i HBB u
detinjstvu se mogu povezati sa usporavanjem normalnog rasta i razvoja dece. Smatra se
odraslom dobu, smanjen rast u detinjstvu koji nastaje kao posledica HBB ne moze biti
nadoknaden. Brojne studije su pokazale da na rast dece sa HBB uti¢u: etiologija bolesti,
uzrast u trenutku dijagnostifikovanja bolesti, neadekvatan kalorijski i proteinski unos,
metaboli¢ka acidoza, prisustvo uremije, kao i primena kortikosteroidnih lekova u terapiji
nakon transplantacije bubrega (31-38). Znacajno smanjenje ITM kod dece sa HBB se
moze povezati sa sindromom malnutricije, inflamacije i1 kaheksije i oznacCava se kao
proteinsko-energetski gubitak i uglavnom se vezuje za ESRD. Medutim, misljenja vezana
za procenu telesne uhranjenosti kod pacijenata sa HBB, kao i uticaju telesne uhranjenosti
na razvijanje kardiovaskularnih bolesti kod ovih pacijenata, nisu u potpunosti
konzistentna (125, 126). lako se mera uhranjenosti najeSée izrazava preko ITM, a
pokazano je da se gojaznost nedvosmisleno dovodi u vezu sa kardiovaskularnim
bolestima u opstoj populaciji, rezultati studija kod pacijenata sa HBB su pokazali da je

OS/OK bolji prediktor kardiovaskularnih promena u odnosu na ITM. Osim toga, kod
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dece na hemodijalizi, normalan ili ¢ak snizen ITM za dati uzrast udruzen sa poviSenim
OS/OK, ukazuju na povecani kardiovaskularni rizik (125,126). Objasnjenje ovakvih
rezultata lezi u Cinjenici da ITM ne ukazuje na razliku izmedu mase masnog tkiva i
misicne mase, odnosno ne daje puno informacija o telesnoj distribuciji masti (126). Kod
dece sa HBB, PEG moze dovesti do toga da je ITM smanjen, ili u granicama za normalnu
uhranjenost za dati uzrast deteta upravo kao posledica smanjenja misicne mase zbog
ograni¢enog unosa proteina, ali vi§i OS/OK ukazuje na postojanje visceralnog tipa
gojaznosti koji se dovodi u vezu sa razvojem kardiovaskularnih bolesti. Savremena
stanovi$ta potenciraju znacaj parametara centralne gojaznosti, kao $to su OS 1 OK u cilju
bolje predikcije rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa HBB (126).
Rezultati nase studije podrZavaju ovo stanoviste (Tabela 2.) Naime, iako vrednosti ITM
nisu bile statisticki znacajno razliCite izmedu KG i grupa pacijenata sa HBB, odnos
OS/OK je bio statisticki znacajno visi kod pacijenata na dijalizi i pacijenata nakon
transplantacije bubrega u odnosu na kontrolnu grupu. Ovakav rezultat upravo ukazuje na
razli¢itu raspodelu masnog tkiva kod dece, odnosno na veéi udeo visceralnog masnog
tkiva kod dece u ESRD u odnosu na zdravu decu i decu iz pdHBB grupe pacijenata, koji
se moze dovesti u vezu sa ve¢im rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom povecani OS/OK moze biti i i posledica
upotrebe imuno supresivne terapije (126).

Takode, rezultati ove studije su pokazali da su vrednosti sistolnog pritiska
statisti¢ki znacajno viSe u grupi pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu dece 1
pdHBB grupu (Tabela 2.). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima prethodnih istrazivanja
koji su pokazali da hipertenzija kod dece na dijalizi moze biti posledica upravo samog
procesa dijalize (127, 128). Osim toga, kod ovih pacijenata bubrezna funkcija je jako
smanjena i pracena retencijom natrijuma i hipervolemijom, kao i smanjenjem aktivnosti
sistema renin-angiotenzim aldosteron (128).

Dislipidemija predastavlja jedan od najznacajnijih komorbiditeta HBB kod dece
koji se povezuje sa povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (129,130).
Prevalenca dislipidemije kod dece sa HBB je visoka i iznosi od 39-65%, a zavisi od
etiologije bolesti, ali i duzine trajanja i stadijuma HBB. Hipertrigliceridemija predstavlja

najcesci tip dislipidemije kod ove grupe pacijenta i rezultati studija su ukazali na
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postojanje negativne korelacije izmedu jacine bubrezne funkcije i koncentracije TG, kao i
koncentracije UH, odnosno pozitivne korelacije izmedu koncentracije HDL-h i JGF (129).
Koncentracije LDL-h kod dece sa HBB uglavnom su u granicama preporucenih vrednosti
(130). Smatra se da hipertrigliceridemija kod dece sa HBB nastaje kao posledica
smanjenje aktivnosti lipoproteinske lipaze (LPL) i hepati¢ne lipaze (HL), kao i povecane
sinteze VLDL lipoproteinskih ¢estica u jetri (130). Rezultati nase studije su u skladu sa
ovim tvrdnjama. Naime, koncentracija TG bila je statisticki znacajno visa u sve tri grupe
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (Tabela 3.). Koncentracije UH i LDL-h
se nisu znac¢ajno razlikovale u ispitivanim grupama (Tabela 3.). Koncentracija HDL-h je
bila niza u grupi pacijenata na dijalizi u odnosu na druge ispitivane grupe, ali rezultat nije
pokazao statisticku znacajnost (Tabela 3.). Smanjenje koncentracije HDL-h u
uznapredovaloj HBB moze se objasniti snizenom aktivno$¢u LCAT,0dnosno
onemogucavanjem normalnog sazrevanja HDL cCestica koje se manifestuje smanjenom
koncentracijom HDL-h (130). Takode, koncentracije apoB i Lp(a) nisu se znacajno
razlikovale izmedu ispitivanih grupa (Tabela 3.). Rezultati prethodnih studija su
uglavnom pokazali da vrednosti apoB kod pedijatrijskih pacijenata sa HBB mogu biti
povisene ili u opsegu referentnih vrednosti ali su vrednosti Lp(a) uglavnom povisene
(130). Rezultati ove studije nisu pokazali o¢ekivanu razliku u koncentraciji Lp(a), iako su
vrednosti bile viSe u grupi pacijenata na dijalizi, a rezultat se moze objasniti manjim
brojem pacijenata koji su uéestvovali u studiji. lako je dobro poznato da deca sa
uznapredovalom HBB razvijaju aterosklerozu koja lezi u osnovi kardiovaskularnih bolesti,
kao i da znacaj dislipidemije kao faktora rizika nikako nije doveden u pitanje, zbog malog
broja studija i relativno kratkog vremena pracenja ne moze se ta¢no utvrditi veza izmedu
dislipidemije i kardiovaskularnog rizika kod dece u prvom i drugom stadijumu HBB (130).
Kod dece nakon transplantacije uglavnom dolazi do snizavanja koncentracije triglicerida i
ukupnog holesterola u odnosu na period kada su bila na dijalizi (130). Medutim, kod ovih
pacijenata je uo¢eno povecanje koncentracije LDL-h i Lp(a) u odnosu na period pre
transplantacije. Ovakva promena lipidnog profila moZe se objasniti ¢injenicom da deca i
nakon transplantacije i dalje imaju oslabljenu bubreznu funkciju, a takode uvek se treba

uzeti u obzir i uticaj kortikosteroidne terapije na parametre lipidnog profila (130).
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Osim tradicionalnih faktora rizika kao S§to su hipertenzija i dislipidemija,
oksidativni stres moze imati znac¢ajnu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih bolesti. Kod
pacijenata sa HBB prosustvo uremijskih toksina, kao i inflamacija, pa i sam proces
dijalize u terminalnim fazama bolesti, dovode do pojacanja intenziteta oksidativnog stresa.
lako je dijaliza tretman izbora kod pacijenata sa ESRD, veruje se da on dovodi do
hroni¢nog stanja inflamacije usled aktivacije fagocita. Upravo zato se smatra da proces
dijalize moze predstavljati humani model za prouc¢avanje oksidativnog stresa.

Dejstvom slobodnih radikala dolazi do oksidativnog oSteCenja proteina, a marker
koji se pokazao dobrim pokazateljem intenziteta ovog oStecenja jeste koncentracija AOPP
(131), dok se intenzitet lipidne peroksidacije i nagomilavanja produkata oksidovano
modifikovanih lipida moZze pratiti merenjem koncentracije TBKRS (132). Poredenjem
parametara oksidativnog stresa u nasim ispitivanim grupama (Tabela 5.) dobijeno je da je
koncentracija TBKRS statisticki znacajno veca u sve tri ispitivane grupe pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 5.). Koncentracija AOPP je bila ve¢a kod svih
ispitivanih grupa pacijenata u odnosu na KG, ali je statisticka zna¢ajnost dobijena samo u
grupi pacijenata na dijalizi i nakon transplantacije bubrega u odnosu na zdrave ispitanike
(Tabela 5.). Na osnovu ovih rezultata mozemo re¢i da su pacijenti u Sve tri ispitivane
grupe bili pod oksidativnim stresom, ali da je intenzitet oksidativnog stresa bio jaci kod
pacijenata na dijalizi,Sto je u skladu sa rezultatima drugih studija (131, 133). Produkti
oksidacije lipida 1 proteina stimuliSu dodatno oslobadanje inflamatornih citokina 1 stvara
se ,,zaCarani krug® multiplikacije signala koji dovode do aterosklerotskih promena (132).
Smatra se da oksidativni stres dovodi do promena u strukturi proteina, pa nastaju AOPP
Cija je degradacija i eliminacija otezana (133). Rezultati nase studije su pokazali da je
koncentracija AOPP i nakon transplantacije bubrega znacajno veca u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika, ali ipak zna¢ajno niza u odnosu na pacijente na dijalizi (Tabela 5.), ¢ime
se potvrduje teorija da proces dijalize iako je neophodan terapijski tretman pacijenata u
terminalnoj fazi HBB, dovodi do intenzivnog oksidativnog stresa.

Daljim ispitivanjem parametara oksidativnog stresa nasli smo pozitivnu korelaciju
koncentracije TBKRS saUH i ApoB u pdHBB i D grupama (Tabele 7. i 8.) , dok je kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom uocena pozitivna korelacija koncentracije

TBKRS sa TG (Tabela 9.). Ovi rezultati ukazuju na postojanje direktne veze izmedu
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intenziteta oksidativnog stresa i dislipidemije kod pacijenata sa HBB, i sinergistickom
delovanju ovih komorbiditeta HBB u razvoju kardiovaskularnih bolesti.

Kod pacijenata sa HBB osim pojacanja intenziteta oksidativnog stresa, uoceno je i
smanjenje nivoa antioksidativne zaStite (131). Jedan od parametara koji odrazava nivo
antioksidativne zaStite su ukupne SH-grupe koje ucestvuju u neenzimskoj
antioksidativnoj zastiti, a uglavnom poticu od proteina plazme (134). U ovom istrazivanju
ukupne SH-grupe su bile statisticki znacajno nize kod dece u pdHBB grupi i dece na
dijalizi u odnosu na KG i grupu dece kojima je transplantiran bubreg (Tabela 5.). Ovi
rezultati nam ukazuju na povecanu potro$nju SH-grupa usled pojacanog oksidativnog
stresa i dejstva uremijskih toksina u ranijim stadijumima HBB i na dijalizi, ali takode se
mora uzeti u obzir i Cinjenica da u ovim grupama pacijenata dolazi i do povecanog
gubitka proteina zbog oSte¢enja bubrega. U dosadas$njim istrazivanjima SH-grupe se
navode kao pokazatelji boljeg prezivljavanja pacijenata nakon transplantacije bubrega i
smanjenja kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije (133, 134). Nasi rezultati su u
skladu sa ovim zakljuécima jer je u grupi dece kojima je transplantiran bubreg
koncentracija ukupnih SH-grupa bila u statistiCki znaéajnoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom HDL-h i Apo Al &ije se vise koncentracije povezuju sa manjim rizikom
za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

SOD je enzim Kkoji predstavlja prvu liniju odbrane od ROS posredovanog
oksidativnog stresa (135). IstraZivanja su pokazala zna¢ajno smanjenje aktivnosti SOD
kod pacijenata u predijaliznom stadijumu HBB zbog povecanog prisustva uremijskih
toksina. Da su pacijenti u ovoim istrazivanju bili u stanju oksidativnog stresa
dokumentovali smo takode i iscrpljeno$¢u sistema antioksidativne zaStite, koja se
ogledala upravo kroz znaCajno snizene vrednosti SOD u pdHBB grupi i kod
transplantiranih pacijenata (Tabela 5.), dok je u grupi pacijenata na dijalizi aktivnost ovog
enzima bila statisticki znacCajno viSa u poredenju sa ostalim grupama pacijenata i sa
kontrolnom grupom (Tabela 5.). Povecana aktivnost SOD u grupi pacijenata na dijalizi
ide u prilog objasnjenju da se organizam prilagodava na povecanje produkcije slobodnih
radikala koja se desava posle svakog tretmana dijalizom, pa se smatra da je povecana
aktivnost SOD kod ovih pacijenata posledica kompenzatornog mehanizma zastite od

slobodnih radikala.
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Jedan od ciljeva ove studije bio je ispitivanje statusa antioksidativhog enzima
PONL1 kod dece sa HBB. Rezultati prethodnih studija su ukazali na smanjenu aktivnost
PONI1 u HBB, $to se povezivalo i sa nizim nivoom HDL-h, kao i sa ve¢im rizikom za
razvoj kardiovaskularnih komplikacija (136). PON1 pokazuje antiaterogena svojstva tako
Sto spreCava oksidativnu modifikaciju lipida LDL ¢estica i time prevenira stvaranje
penastih ¢elija. Rezultati studija koje su se bavile prouavanjem enzima PON1 u HBB
nisu konzistentni (137,138), naroCito vezano za uticaj procesa dijalize na koncentraciju i
aktivnost ovog enzima. Generalno su rezultati prethodnih studija pokazali da pacijenti sa
HBB koji su bili pod konzervativnim ili hemodijaliznim tretmanom imali snizen Nivo
aktivnosti PON1, §to svakako moze biti uzrok povecanog rizika od kardiovaskularnih
dogadaja (136,139). Smanjenje aktivnost serumske PONI je najoCiglednije kod
pacijenata na hemodijalizi i uglavnom se moze objasniti inhibitornim efektima uremijskih
toksina kako na aktivnost, tako i na sam proces sinteze ovog enzima u jetri (140). Studije
kod dece su pokazale povecan oksidativni stres i smanjene antioksidantne sposobnosti
serumske PON1 u HBB (135-139). Nivo serumske PON1 povezan je sa hiperlipidemijom
kod pacijenata sa bubreznom insuficijencijom (140). Takode, neke studije ukazuju da bi
transplantacija bubrega mogla smanjiti rizik od kardiovaskularnih bolesti kod ovih
pacijenata upravo povecanjem aktivnosti enzima PONI nakon transplantacije, a time i
poveéanjem anti-aterogenih svojstava HDL lipoproteinskih Cestica (106,138,139). Nova
saznanja u ovoj oblasti imaju za cilj smanjenje rizika od kardiovaskularnih dogadaja
odrzavanjem ili pobolj$anjem aktivnosti PON1 kod pacijenata sa HBB, a ovo je narocito
vazno za osetljive pedijatrijske pacijente.

Rezultati naSe studije su pokazali smanjenje POazne aktivnosti kod dece na
dijalizi u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 10.), ali rezultat nije dostigao
statistiCku znacajnost. Istrazivanja su pokazala da kod uremi¢nih pacijenata dolazi do
promene 1 u sastavu HDL cestica, §to se moZe povezati sa smanjenjem aktivnosti PON1
(141, 142). Misljenja su da uzrok ovog smanjenja treba traZiti i u smanjenju koncentracije
ApoAl koji direktno uslovljava poremecaj u stabilizaciji molekule PON1 na HDL cestici
(142).

Takode, DZOazna aktivnost je bila niza kod sve tri grupe pacijenata u odnosu na

kontrolnu grupu ispitanika, ali razlika nije bila statisticki zna¢ajna (Tabela 10.). Ove
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rezultate mozemo objasniti upravo specificnoséu dislipidemije koju smo uocili kod
ispitivanih pacijenata, a koja se karakteriSe hipertrigliceridemijom, dok su koncentracije
HDL-h kao 1 ApoAl sli¢ne izmerenim koncentracijama kod zdrave dece. Na osnovu ovih
rezultata mozemo zakljucCiti da su kod ovih pacijenata joS uvek ocuvani osnovni
pokazatelji anti-aterogenih karakteristika HDL-Cestica. Takode, ni raspodela fenotipova
enzima PONL1 na polozaju 192 nije bila razli¢ita u grupama pacijenata u odnosu na grupu
zdrave dece (Tabela 10.). lako su neka ranija istrazivanja (137) pokazala zavisnost
izmedu aktivnosti enzima PONI i koncentracije parametara lipidnog profila (posebno
HDL-h), rezultati naSe studije nisu pokazali znac¢ajnu korelaciju ni POazne ni DZOazne
aktivnosti sa parametrima rutinskog lipidnog profila (Tabela 11. i 12.). Prilikom
tumacenja rezultata vezanih za aktivnost enzima PON1 svakako moramo uzeti u obzir i
¢injenicu da je u studiji uCestvovao mali broj ispitanika zbog specifi¢nosti ispitivane
populacije, te da bi se trend smanjenja aktivnosti ovog enzima kod dece sa HBB na
vecem uzorku pacijenata mozda i pokazao znacajnim.

Izmedu inflamacije i oksidativnog stresa postoji dvosmerna veza, §to znaci da
inflamacija kroz stimulaciju neutrofila izaziva oslobadanje ROS 1 pogorSava
prooksidantno stanje i obrnuto, oksidativni stres aktivacijom monocita izaziva produkciju
inflamatornih citokina 1 produbljuje stanje hroni¢ne inflamacije. Najvazniji mehanizam
putem koga oksidativni stres ucestvuje u razvoju ateroksleroze je modifikacija
lipoproteina kao i izazivanje endotelne disfunkcije. Disfunkcija endotela se manifestuje
neadekvatnom vazodilatacijom koja moZe da dovede i do oSte¢enja vaskularnog endotela,
povecanom adhezijom trombocita i leukocita na oSteCeni zid endotela, $to predstavlja
jedan od centralnih dogadaja u razvoju ateroksleroze (131). U stanju inflamacije,
leukociti dolaze do subendotelnog prostora gde oslobadaju inflamatorne citokine koji
podsticu nove leukocite da se gomilaju na mestu oSteCenja endotela, cime se
sinergistickim efektima intenzitet inflamacije povecava. Jedan od vaznih induktora
stvaranja slobodnih radikala kod nefroloskih pacijenata je MPO. Prema dosada$njim
istrazivanjima MPO je pouzdan marker inflamacije, ali i pouzdan marker stepena
oksidativnog stresa kod odraslih pacijenata sa HBB (143, 144). Naime, brojni autori
smatraju da HOCI indukuje disfunkciju endotela tako S§to smanjuje adheziju proteina

ekstracelularnog matriksa za endotelne ¢elije (145) i konvertuje matriks metaloproteinaze
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u njihovu aktivnu formu, ¢ime dodatno destabilizuje vaskularno i endotelno tkivo (146).
MPO koja je oslobodena ekstracelularno moze katalizovati peroksidaciju lipoproteina i
smatra se i glavnim uzrokom lipidne peroksidacije in vivo. Upravo lipidna peroksidacija
plazmatskih lipoproteina moze doprineti razvoju ateroskleroze. Poviseni nivoi MPO su
nadeni kod pacijenata sa kardiovaskularnim bolestima (147), a prospektivne studije su
pokazale da se visoki nivoi MPO povezuju sa pove¢anim rizikom od kardiovaskularnih
bolesti kod zdravih pojedinaca (148). Isto tako, kod bolesnika sa HBB izmenjena
funkcionalnost MPO moze ukazati na rizik od razvoja endotelnih promena 1
kardiovaskularnih komplikacija (149). Iako su rezultati vecine studija ukazali na
povecanje koncentracije MPO usled progresije renalne bolesti, bilo je i studija koje su
pokazale progresivan pad koncentracije MPO u toku HBB (150).

Rezultati naSe studije su pokazali statisti¢ki znacajno viSu koncentraciju MPO u
grupi pdHBB pacijenata u odnosu na KG, ali i u odnosu na ostale ispitivane grupe
pacijenata (Slika 21.), $to ide u prilog tezi da postojanje HBB dovodi do pojacane
produkcije MPO usled hroni¢ne inflamacije, ali 1 oksidativnog stresa koji posledi¢no prati
pdHBB pacijente. Interesantno je da su pacijenti na dijalizi i nakon transplantacije imali
koncentracije MPO koje se nisu znacajno razlikovale KG ispitanika. Kod dijaliznih
pacijenata ovakav rezultat se moze objasniti preuzimanjem oslobodene MPO u
subendotelno tkivo gde dovodi do oksidativne modifikacije lipida i proteina. U prilog
ovoj pretpostavci idu istrazivanja koja su pokazala da koncentracija MPO raste posle
svakog tretmana dijalizom, ali bez obzira na stepen povecanja koncentracije, ona se uvek
vraca na bazalne vrednosti pre sledeceg dijaliznog tretmana (151). Rezultati nase studije
su pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije MPO 1 TBKRS u grupi
pacijenata na dijalizi, $to ukazuje na povecanje intenziteta oksidativnog stresa koji se
moze dovesti u vezi sa ve¢im stepenom lipidne peroksidacije, bez obzira $to se kod naSih
pacijenata koriste dijalizne membrane nove generacije (Tabela 14.). Kada su u pitanju
pacijenti sa transplantiranim bubregom, nivo MPO nije bio statisticki znacajno razlicit u
odnosu na kontrolnu grupu ispitanika, ali je dao pozitivnu korelaciju sa AOPP i negativnu
sa SH-grupama (Tabela 14.). Na osnovu ovog rezultata moZzemo da pretpostavimo da,
iako su pacijenti na terapiji imunosupresivima i inflamacija je znatno smanjena ¢ime je

smanjeno i oslobadanje MPO, neosporno je postojanje veze oksidativnog stresa i
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smanjenja antioksidativne zastite.

lako je vecina studija pokazala da LDL cestice imaju izrazite proaterogene
karakteristike, novija istrazivanja su pokazala da najveéi proaterogeni potencijal imaju
male guste LDL cestice (97-99). Ove CcCestice imaju pojacan afinitet za scavanger
receptore, a zahvaljuju¢i svojoj veli¢ini lakSe prodiru u subendotelni prostor sto ih ¢ini
podloznim oksidaciji u subendotelnom prostoru (97). Dosadasnja istrazivanja su pokazala
da je glavna meta HOCI koji je nastaje pod dejstvom MPO protein apoB (100, 101). Veza
LDL cestica sa MPO se ostvaruje preko NH2- 1 domena apoB, zato §to je ovaj domen
izlozen sa spoljne strane lipoproteina, a zahvaljujué¢i baznim, katjonskim amino
kiselinama vezuje se za negativno naelektrisane aminokiselinske ostatke MPO
(asparaginske ili glutaminske kiseline). IstraZzivanja su pokazala da LDL cestica
oksidovana pod uticajem MPO indukuje jac¢i odgovor (aktivaciju) monocita/makrofaga
nego LDL cestica koja je oksidovana drugim agensima (100, 102).

Rezultati veceg broja klinickih studija su izdvojili AIP kao dobar prediktor rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti i ateroskleroze (152, 153). Smatra se da AIP delom
reflektuje odnos izmedu protektivnih 1 aterogenih lipoproteina. Posebno se smatra bitnim
markerom za procenu lipidnog statusa kod pacijenata kod kojih se dislipidemija
karakteriSe hipertrigliceridemijom (154), kao $to je slucaj 1 kod nase pedijatrijske grupe
pacijenata. lako je poslednjih godina AIP je poc¢eo da dobija na znacaju kao moguci
marker rane detekcije ateroskleroze, po nasim saznanjima do sada ovaj parametar nije
ispitivan kod dece sa HBB. Rezultati prethodnih istraZivanja kod odraslih pacijenata na
dijalizi su pokazali povezanost najviSih vrednosti AIP (najvisi kvartil raspodele) sa
povecanim mortalitetom od kardiovaskularnih bolesti (154). Smatra se da je AIP manje
podlozan varijacijama u toku duzeg vremenskog perioda i zbog toga je pogodniji marker
predikcije kardiovaskularnog rizika nego pojedinacna koncentracija lipida (155). AIP je
jednostavan 1 praktiCan odnos koji se moze lako izracunati i1 koristiti za procenu
aterogenog rizika. Imajuci u vidu jednostavnost odredivanja AIP pokusSali smo da dalje
identifikujemo parametre koji uti¢u na AIP kod ispitivanih grupa dece.

Zanimljivo je da je u grupi zdrave dece AIP pokazao znacajnu pozitivhu
korelaciju jedino sa koncentracijom MPO (Tabela 15.). U pdHBB grupi, AIP je dao

statisticki znaCajnu pozitivnu korelaciju sa ITM, sistolnim pritiskom i koncentracijom
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TBKRS (Tabela 16.), dok je u grupi pacijenata na dijalizi bio u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa duzinom trajanja dijalize, ITM, dijastolnim krvnim pritiskom,
koncentracijom MPO i AOPP (Tabela 19.). Ove rezultate bismo mogli objasniti
¢injenicom da AIP pokazuje postepeno povecanje aterogenog rizika paralelno sa
progresijom bolesti kod dece sa HBB. Naime smatra se da kako HBB napreduje dolazi do
pojacane lipidne peroksidacije, u toku dijalize dolazi do ekscesnog oslobadanja MPO, a
time 1 do povecane oksidacije proteina, $to produbljuje stanje oksidativnog stresa i
inflamacije kod pedijatrijskih pacijenata. Rezultati nase studije su pokazali da u pdHBB i
grupi pacijenata kojima je transplantiran bubreg, nije bilo parametara koji su imali
nezavistan uticaj na vrednosti AIP (Tabela 18. i 23. ), medutim u grupi pacijenata na
dijalizi nasi rezultati su pokazali da su i MPO i AOPP nezavisno povezani sa AIP (Tabela
21.). Na osnovu dokazanog nezavisnog uticaja parametara oksidativnog stresa na AIP kod
pacijenata na dijalizi, mozemo pretpostaviti da bi AIP trebalo rutinski analizirati od
momenta pocetka dijalize, zato §to ovaj parametar moze indirektno da odrazava stepen
oksidativnog stresa koji je uzrokovalo oslobadanje MPO i rezultujuc¢e poveéanje AOPP.

Kao $to je vec¢ re¢eno, HBB dovodi do promena u homeostazi lipida, tako da je
razvoj dislipidemije jedan od naj¢es¢ih komorbiditeta kod ovih pacijenata (158). lako je
pokazano da transplantacija moze da smanji Stetne efekte na lipidni profil (159), postoje i
studije koje ukazuju na perzistiranje dislipidemije ¢ak i nakon izvrSene transplantacije, sto
je najverovatnije rezultat primene imunosupresivne terapije (160, 161).

Rutinski parametri za procenu lipidnog profila u klinickoj praksi su koncentracija
UH, TG, LDL-h i HDL-h. Medutim, odredivanje raspodele lipoproteinskih subfrakcija
kod pacijenata sa HBB, a narocito kod pedijatrijske populacije, moze pruziti dodatne
informacije o karakteristikama dislipidemije u ovim stanjima. Vazno je napomenuti da su
prethodne studije pokazale da su deca i adolescenti sa izmenjenom homeostazom lipida
dugoro¢no ugrozena populacija, jer promene u lipidnom profilu u ranom zivotnom dobu
mogu povecati rizik od kardiovaskularnih komplikacija u odrasloj dobi (162). U tom
smislu bi odredivanje detaljnog lipidnog profila, koje ukljucuje 1 distribuciju
lipoproteinskih subfrakcija, bilo od znacaja upravo kod dece sa HBB i nakon
transplantacije. Nasi rezultati su pokazali da, iako nije bilo znacajnih razlika u

koncentracijama rutinskih lipidnih parametara (sa izuzetkom koncentracije TG i apoAl)
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(Tabela 3.), veli¢ine i raspodela lipoproteinskih subfrakcija znacajno variraju izmedu
ispitivanih grupa.

Kada su u pitanju LDL cestice (Slika22., Tabela 25.), nismo mogli da uoc¢imo
jasan obrazac promena izmedu grupa. Naime, iako smo utvrdili ve¢i dominantni
dijametar u KG, raspodela LDL subfrakcija ukazala je da upravo u grupi zdrave dece
znacajno dominiraju male, guste LDL cestice §to je bio neuobiCajen rezultat. Delom se
odgovor na ovu nedoslednost u rezultatima moze naci u Cinjenici da je studija izvedena
na malom broju ispitanika, te da rezultati statisticke analize nisu toliko pouzdani koliko bi
bili na ve¢em uzorku. Medutim, studija koju su sproveli Tascilar et al. (163) ukazala je na
izostanak razlika u veli¢ini LDL Ccestica izmedu zdrave dece i gojazne dece sa
insulinskom rezistencijom, sugeriSu¢i da odredivanje LDL profila u pedijatrijskoj
populaciji ne daje dovoljno pouzdane rezultate za eventualnu klinicku interpretaciju.
Vazno je napomenuti da je i ova studija, sli¢no kao i nasa, izvedena na manjem broju
ispitanika, pa svakako ove zakljuCke treba proveriti na ve¢em uzorku. Konzistentno sa
prethodnim rezultatima, nismo uocili obrazac promena u distribuciji LDL subfrakcija
izmedu dece sa HBB (u predijaliznom i dijaliznom stadijumu) u odnosu na decu sa
transplantiranim bubregom (Tabela 27.). Ipak, interesantno je da smo nasli manji udeo
najmanjih LDL IV subfrakcija u grupi T u odnosu na pdHBB i D grupu zajedno (Tabela
25.). Ovo se moze objasniti povoljniim efektom transplantacije na lipidni profil, usled
smanjene izlozenosti oksiduju¢im agensima i uremijskoj sredini.

Kada su u pitanju HDL subfrakcije, nasi rezultati su daleko konzistentniji.
Funkcionalnost HDL ¢estica je od posebnog znac¢aja zbog njihovog kompleksnog sastava
i sklonosti ka promenama usled dejstva razli¢itih faktora neposrednog vaskularnog
okruzenja (90). Analiza razlika u dominantnom HDL dijametru (Slika 23) pokazala je da
zdrava deca u KG imaju statisticki znacajno veci dijametar HDL ¢estica u odnosu na
pdHBB i D grupu. Konzistentno sa tim, procentualni udeli malih HDL subfrakcija bili su
znacajno nizi kod zdrave dece, u odnosu na decu sa HBB (Tabela 26.). Slican trend se
uocavao i kada su uporedeni pacijenti sa HBB naspram dece sa transplantiranim bubregom.
Naime, nasi rezultati (Tabela 26.) su pokazali da je HDL profil nakon transplantacije
znacajno povoljniji nego u toku trajanja HBB i priblizava se HDL profilu kod zdrave dece.

Danas je Siroko prihvaceno stanoviste da razli¢ite subfrakcije HDL imaju razlicite
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protektivne sposobnosti, a smatra se da su kod zdravih osoba manje HDL cestice
najefikasnije u antiaterogenoj zastiti. S druge strane, dislipidemija, oksidativni stres i
inflamacija uzrokuju velike promene u strukturi i funkciji HDL. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su da su manje subfrakcije HDL posebno podlozne ovim efektima, tako da brzo
gube svoje ateroprotektivne osobine i ¢ak mogu postati proaterogene (164). Imajuci u

vidu da su inflamacija, dislipidemija i oksidativni stres karakteristike HBB, opravdano je

pretpostaviti da povecanje udela manjih HDL c¢estica u ovoj grupi ukazuje na nedostatak
ateroprotektivnih mehanizama, Sto moze olakSati pojavu i1 progresiju ateroskleroze.
Nasuprot tome, smanjeno prisustvo manjih HDL ¢estica kod pacijenata nakon
transplantacije daje potvrdu prethodnih nalaza (165) da transplantacija bubrega moze
dovesti do korekcije dislipidemije. Vazno je napomenuti da su nasi rezultati ipak pokazali

manje povoljnu distribuciju HDL c¢estica nakon transplantacije, u odnosu na zdravu decu
(Tabela 26.). Sveukupno uzevsi, nasi rezultati ukazuju na to da se poremecaji lipidnog
profila u HBB ublazavaju nakon transplantacije, ali kardiovaskularni rizik povezan sa
dislipidemijom ne treba zanemariti ¢ak ni u periodu posle transplantacije, posebno zbog

dugotrajne upotrebe imuno supresivnih lekova. Merenje koncentracije LDL i HDL
holesterola je dokazano klini¢ki korisno u populaciji odraslih pacijenata, dok odredivanje
LDL i HDL subfrakcija kod dece sa HBB moze da pruzi bolji uvid u subklinicke promene,
a time 1 omoguci efikasniju prevenciju ateroskleroze i bolji ishod kod pedijatrijskih
pacijenata. Medutim, treba imati u vidu da karakterizacija LDL 1 HDL cestica zahteva ili
posebnu opremu ili dugotrajno vreme izvodenja i stoga je jo§ uvek neprikladna za opstu
klinicku upotrebu. Medutim, na$i rezultati sugeriSu da ima opravdanja za analizu
subfrakcija lipoproteina u rutinskoj praksi kada su u pitanju odredene populacije,
odnosno da se ova analiza moze preporuciti kod visoko rizi¢nih pojedinaca, kakvi su
pedijatrijski pacijenti sa HBB.

NaSe istrazivanje se dalje odnosilo na ispitivanje veze lipoproteinskih subfrakcija
sa antropometrijskim karakteristikama, kao i sa markerima lipidnog statusa i oksidativnog
stresa u ispitivanim grupama pacijenata. Ocekivano, utvrdena je pozitivna korelacija ITM
i obima struka sa relativnim udelom LDL IV u KG (Tabela 28.). LDL III ¢estice su
pokazale negativnu korelaciju sa LDL-h. HDL-h je pozitivno korelirao sa malim HDL 3a

i 3b Cesticama a negativno sa HDL 2b. Vazno je napomenuti da se kod zdravih osoba
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male HDL cestice smatraju nosiocima antiaterogenih svojstava, pa u tom smislu dobijena
korelacija sa HDL-h nije iznenadujuca. Medutim, korelacije sa apoAl nisu isle u ovom
pravcu, imajuéi u vidu uocenu negativnu korelaciju sa manjim HDL subfrakcijama. Mala
grupa ispitanika moze biti uzrok dobijenog odstupanja.

U odnosu na KG, kod pacijenata su dobijeni drugaciji rezultati, Sto ukazuje na
promene u relativnoj distribuciji LDL 1 HDL cestica u ovim grupama, kao i na razli¢itu
prirodu odnosa sa antropometrijskim i lipidnim markerima.U grupama pdHBB i D
uocena je pozitivna korelacija ITM sa LDL II ¢esticama, kao i negativne korelacije udela
LDL I Cestica sa ITM i obimom struka (Tabela 29.), sto je oéekivan rezultat imajuci u
vidu uticaj gojaznosti na remodelovanje LDL subfrakcija. Uocena je i pozitivha
korelacija TG sa udelima HDL 2a i negativna sa udelima HDL 3c ¢estica, dok je ApoB
pozitivno korelirao sa HDL 3c. Dobijene rezultate u ovoj kategoriji pacijenata mozemo
objasniti uz osvrt na sve faktore rizika koji prate dislipidemiju u ovim fazama bubrezne
bolesti. Kako je hipertrigliceridemija prisutna kod ovih pacijenata (Tabela 3.), uocena
korelacija moze odrazavati pomeranje frakcija HDL ka manjim gustim HDL cesticama.
Naime, pozitivna korelacija TG sa zrelim HDL 2a cesticama mogla bi ukazivati na
njihovu pojacanu transformaciju u male disfunkcionalne HDL subfrakcije, prevashodno
usled povisene aktivnosti CETP. U prilog ovoj ¢injenici govori i korelacija ApoB sa
malim HDL subfrakcijama, $§to potencijalno ukazuje na formiranje ,zaCaranog
kruga“ proaterogenih promena usled povecanog udela vulnerabilnih malih HDL
subfrakcija koje nemaju adekvatan antioksidativni i antiaterogeni kapacitet, te pove¢anog
prisustva LDL cestica koje su podloznije oksidativnim promenama. Na osnovu ovih
rezultata bismo mogli zakljuciti da su pedijatrijski pacijenti sa HBB u predijaliznom
stadijumu kao i u ESRD izuzetno ranjiva grupa u smislu naruSavanja ravnoteze
lipoproteina, ¢ime se znacajno povecava rizik od razvoja aterosklerotskih promena. Osim
toga, interesantan rezultat dobijen je i kod zdravih i kod pacijenata sa HBB kada su u
pitanju godine starosti. Naime, u kontrolnoj grupi uzrast ispitanika je negativno korelirao
sa malim LDL i HDL subfrakcijama, dok je kod pacijenata sa HBB dobijena negativna
korelacija godina starosti sa dominantnim LDL dijametrom. Ovakvi rezultati ukazuju na
znacaj starosne dobi i verovatno pubertalnog razvoja u definisanju karakteristika lipidnog

profila kod dece, $to bi trebalo dodatno istraziti.
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Kada su u pitanju pacijenti sa transplantiranim bubregom (Tabela 30.), uo¢ili Smo
negativnu korelaciju malih gustih LDL ¢estica sa ITM. Koncentracija HDL-h i ApoAl su
bili u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelima LDL IV i HDL 2b cestica, dok je
negativna korelacija zapazena sa relativnim udelima HDL 3a i 3b Cestica. Rezultati koje
smo dobili bi mogli ukazati na promene u metabolizmu lipoproteinskih Cestica usled
povoljnih efekata transplantacije, $to je vidljivo i u rutinskom lipidnom profilu (Tabela 3.).
Naime, nasi rezultati sugeriSu da nakon transplantacije dolazi do korekcije koncentracije
TG, HDL-h i ApoAl u odnosu na pacijente na dijalizi, a uoc€ili Smo i pomeranje ka ve¢im
dijametrima HDL i LDL subfrakcija. Dobijene korelacije HDL-h i apoAl sa
odgovaraju¢im subfrakcijama HDL mogu sugerisati da kod ovih pacijenata, a u sklopu
sveukupne korekcije lipidnog profila, sadrzaj holesterola i apoAl prvenstveno biva
povezan sa velikim, zrelim HDL desticama, dok se disfunkcionalne male HDL
subfrakcije odlikuju smanjenim udelom ovih komponenti.

Ispitivanjem korelacije lipoproteinskih frakcija sa parametrima oksidativnog
stresa nasli smo sledece: u grupi zdravih ispitanika parametri antioksidativne zastite su
pozitivno korelirali sa malim gustim LDL ¢esticama (Tabela 31.), sto bismo mogli
objasniti fizioloskom reakcijom, jer usled povecanja proaterogenih formi lipoproteina
sklonih oksidaciji dolazi do kompenzatornog odgovora organizma, kako bi ocuvao
oksidativnu ravnotezu. S druge strane, pozitivna korelacija TBKRS sa relativnim udelima
malih LDL 1 HDL cestica ukazuje na povec¢anu mogucénost oksidativnog oStecenja.
Interesantno je da je koncentracija MPO negativno korelirala sa malim HDL cesticama,
Sto bisSmo mogli objasniti ¢injenicom da kod zdravih osoba ove Cestice imaju najsnazniji
antioksidativni kapacitet.

Kod pacijenata sa HBB aktivnost PONL1 je bila u pozitivnoj korelaciji sa HDL 3c
Cesticama, SOD u negativnoj sa LDL IV cesticama, a koncentracija MPO je dala
pozitivnu korelaciju sa LDL IV cesticama (Tabela 32.). Ovakve rezultate mozemo
objasniti upravo poveéanim oksidativnim stresom kod pacijenata sa HBB. Kako bolest
napreduje iscrpljuje se antioksidativna zastita, a usled prisutne dislipidemije LDL cestice
se takode pomeraju ka malim gustim frakcijama. MPO je u ovoj fazi enzim koji ¢e
verovatno dovesti do lipidne peroksidacije. Kako su male guste LDL cestice vise

podlozne modifikaciji, dolazi do njihove transformacije u ox-LDL u subendotelnom tkivu
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1 pocinje kaskada dogadaja koji dovode do aterosklerotskih promena. Uocena pozitivna
korelacija PON1 sa malih HDL cesticama je ili posledica ¢injenice da se PON1 normalno
nalazi predominantno vezana za HDL 3 subfrakcije, ili, §to je verovatnije, ilustracija
kompenzatornog odgovora ovog enzima na razvoj disfunkcionalnih malih HDL. Sto se
tice TBKRS, dobili smo pozitivhu korelaciju sa udelom velikin HDL subfrakcija, a
negativnu sa udelom malih HDL 3c, $to moze da govori u prilog remodelovanju ovih
Cestica, ali bi ovaj nalaz svakako trebalo dalje proveriti na veCem uzorku.

Kod pacijenata nakon transplantacije bubrega (Tabela 33.) aktivnost PON1 je
pozitivno korelirala sa HDL 2a subfrakcijama, a SH grupe negativno sa HDL 3a i 3b
Cesticama. Ovakvi rezultati su sasvim u skladu sa prethodno opisanim korelacijama
izmedu rutinskih lipidnih parametara i HDL subfrakcija, odnosno sa moguénoséu da
korekcija lipidnog profila kod ovih pacijenata podrazumeva veci zastitni kapacitet na
velikim HDL cesticama. Interesantno je da je MPO i u ovoj grupi dala pozitivhu
korelaciju sa malim gustim HDL c¢esticama. Ukoliko pretpostavimo da su ove frakcije
nakon transplantacije i dalje smanjenog kapaciteta, onda je dobijena korelacija logi¢na.
Naime, iako je efekat transplantacije poboljSao oksidativni status pacijenata, i dalje
postoji mogucnost oksidacije malih HDL subfrakcije. Ako uporedimo koncentraciju MPO
kod T grupe u odnosu na KG, vidi se da nema statisti¢ki znacajne razlike (Slika 21.),
medutim obrazac ponasanja MPO 1 dalje sledi matricu sli¢nu kao kod pacijenata na
dijalizi. Na osnovu ovih rezultata mozemo izvesti pretpostavku da, iako transplantacija
otklanja efekte uremije, stanje endotela i akumulacija oksidovanih lipida, kao i MPO koja
je preuzeta u subendotelno tkivo moze uticati na lipoproteinski profil i nakon
transplantacije. Postojanje subklinicke ateroksleroze i njen stepen bi bilo korisno
odredivati 1 pre i1 posle transplantacije, kako bi se omogucilo pra¢enje stanja endotela i
smanjila moguénost razvijanja komplikacija u starijoj zivotnoj dobi.

U naSem istrazivanju odredivali Smo takode i koncentraciju leptina i adiponektina
kod pacijenata sa HBB i nakon transplantacije. Jedan od mehanizama koji indukuje
anoreksiju u uslovima inflamacije moze biti povisen nivo serumskog leptina. Leptin je
peptidni hormon koji se smatra kljunim regulatorom unosa hrane i telesne tezine.
Koncentracija leptina je proporcionalna koli¢ini adipoznog tkiva i povezana je Ssa

centralnom distribucijom masti (167, 170). Sekreciju leptina povecavaju prevelik unos
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hrane, prolongirana hiperinsulinemija, kao i glukokortikoidi. Medutim, poviSena
koncentracija leptina moze biti i ,,indikator rezistencije na leptin“ i, kao takva, faktor
rizika za kardiovaskularne bolesti. Ta¢ni uzroci poviSenog nivoa leptina u uremiji nisu sa
sigurnoS¢u objasnjeni, iako dosadasnji podaci upucuju na moguénost akumulacije usled
snizenog renalnog klirensa, kao 1 na moguénost povecane produkcije usled inflamacije
(166-168,170). Prethodna istrazivanja su pokazala poviSene koncentracije leptina kod
pacijenata sa HBB, $to moze doprineti razvoju inflamacije, neuhranjenosti i poveéanju
rizika od kardiovaskularnih bolesti (166). Rezultati brojnih studija su pokazali znacajnu
povezanost leptina sa ITM, staro$¢u i1 polom. Studije su pokazale i1 pozitivan uticaj leptina
na serumsku koncentraciju TG i rezistenciju na insulin, a negativan na lipoproteinski
sastav u serumu (166, 167). lako je primarna funkcija leptina smanjenje potros$nju hrane i
telesnu tezinu, povezanost leptina sa gojazno$¢u tumacena je kao stanje “rezistencije na
leptin”, dislipidemije 1 insulinske rezistencije (167, 168). Medutim, u nasem istrazivanju
koncentracija leptina nije se razlikovala izmedu ispitivanih grupa, iako je primecen trend
ka visim vrednostima kod dece sa transplantiranim bubregom (Slika 24.), Sto se moze
dovesti u vezu sa kontinuiranom imunosupresivnhom terapijom i primenom
glukokortikoida. Koncentracija leptina bila je u znacajnoj negativnoj korelaciji sa
dominantnim dijametrom LDL cCestica u T grupi, §to bi moglo ukazivati na to da, iako
transplantacija ima nesumnjive pozitivne efekte na lipidni profil, kod ovih pacijenata
ostaju patoloski obrasci odnosa izmedu ovog adipocitokina i LDL ¢estica. Ova hipoteza
bi mogla biti naro€ito znacajna ako se uzme u obzir uoceni trend ka povecanim
koncentracijama leptina u T grupi, §to bi svakako trebalo proveriti u budu¢im
istrazivanjima.

Cak i ako je dobro poznato da adiponektin ima Kardioprotektivne i
antiinflamatorne efekte, uloga ovog adipocitokina kod pacijenata sa HBB je jo$ uvek
nejasna. Rezultati prethodnih studija potvrdili su pozitivnu korelaciju izmedu povisene
koncentracije adiponektina i progresije HBB. Glavni razlozi za visoke koncentracije
adiponektina kod uremi¢nih pacijenata su smanjenje klirensa adiponektina kod ostecenih
bubrega i promene u vezivanju adiponektina za njihove receptore. Kod dece pacijenata sa
HBB, povisene koncentracije adiponektina, obi¢no tri puta vece u poredenju sa zdravim

osobama, povezane su sa loSim ishodima i poveéanim mortalitetom (169). Razlicite
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studije su pokazale da je nizak serumski adiponektin povezan sa poviSenom
koncentracijom cirkuliSu¢eg ox-LDL kod bolesnika sa dijabetesom tipa 2 i koronarnom
arterijskom boles¢u (171,172). U studiji Lautamaki et al. (171) adiponektin je bio
nezavisan negativni prediktor nivoa ox-LDL, dok su Ribeiro et al. (172) pokazali
nezavisnu povezanost ox-LDL sa lipidnim statusom, ali ne i sa adiponektinom kod
pacijenata na hemodijalizi. Ipak, u ovoj studiji, i serumski lipidi i adiponektin su bili
nezavisni prediktori niova ox-LDL. Nedavno je pokazano da su visi nivoi adiponektina
povezani sa povoljnijim profilom oksidativnog stresa i nizim nivoima peroksidacije lipida
(173). Jedan od ciljeva naSe studije je bio da istrazimo nivoe adiponektina, markera
oksidativnog stresa i antioksidativne odbrane u studijskim grupama, kao i da istrazimo
njegovu povezanost sa HDL i LDL profilom.

Rezultati naSe studije nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u koncentraciji
adiponektina izmedu ispitivanih grupa, medutim uocen je trend ka nizim nivoima ovog
adipocitokina nakon transplantacije (Slika 25.). Osim toga, utvrdena je znacajna negativna
korelacija adiponektina sa udelom LDL II €estica i1 pozitivna korelacija sa malim gustim
LDL c¢esticama u HBB grupi (Tabela 34.). lako je uloga adiponektina kod pacijenata na
dijalizi jo§ uvek nejasna, na osnovu dobijenih rezultata mozemo pretpostaviti da bi
uremijska sredina koja je posebno izrazena kod pdHBB i D pacijenata mogla indukovati
razvoj rezistencije na adiponektin (174).

Merenje cIMT je jednostavna procedura koja pruza dobar uvid u postojanje
subklinicke ateroskleroze. Dosadasnjim istraZivanjima je utvrdeno da je cIMT povecana
kod uremic¢nih i pacijenata na hemodijalizi u odnosu na zdrave osobe, $to ukazuje na
postojanje aterosklerotskih promena kod ovih pacijenata. Takode, primecena je pozitivna
korelacija cIMT sa markerima oksidativnog stresa a negativna sa antioksidansima (49). U
prethodnim studijama (175, 176) koje su ispitivale cIMT kod pedijatrijskih pacijenata sa
transplantiranim bubregom, tradicionalni markeri lipidnog statusa nisu prepoznati kao
nezavisni prediktori povecanog cIMT, za razliku od sli¢nih studije kod odraslih (177).
Autori (175, 176) su objasnili takvu nedoslednost ¢injenicom da su ispitivani pacijenti
bili mladi, sa krac¢im trajanjem bolesti bubrega i shodno tome, sa kracom fazom
hiperlipidemije. Rezultati nase studije (Tabela 36.) su pokazali znatno veée cITM na
nivou ACC kod pacijenata na dijalizi u odnosu na KG. Takode, nadena je znacajna
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pozitivna korelacija sa relativnim udelom LDL | subfrakcija u grupi pacijenata sa HBB u
predijaliznom i dijaliznom statusu. U grupi pacijenata sa transplantiranim bubregom je
uocena negativna korelacija cIMT sa dominantnim HDL dijametrom kao i pozitivna sa
relativnim udelom HDL 3b subfrakcija (Tabela 37.). MoZemo pretpostaviti da je kod
pacijenata na dijalizi, shodno najvis$im vrednostima CIMT, proces ateroskleroze vise
uznapredovao u odnosu na druge dve ispitivane grupe. Prema dosada$njim istrazivanjima
jos ne postoje tacne pretpostavke koliko je potrebno vremena nakon transplantacije da se
endotel oporavi (178). Prethodni rezultati (179) ukazuju da je i posle transplantacije
prisutno povecano stvaranje slobodnih radikala, $to sugerise da transplantacija ne uklanja u
potpunosti rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, ve¢ je taj rizik i dalje visi nego u
zdravoj populaciji. Dobijene korelacije cIMT sa markerima strukture HDL govore u prilog
0VOj pretpostavci.

Konacno, u nasoj studiji smo se bavili smo odnosom MPO/PONI koji je nedavno
predlozen kao kompetentni indikator funkcionalnosti HDL ¢estica (180). Pojedinacno,
MPO kao prooksidativni i proinflamatorni agens i PON1 kao snazna komponenta
antioksidativnog sistema odbrane, ve¢ su prepoznate kao vazni posrednici metaboli¢kih
poremecaja povezanih sa HBB (179, 181). Upravo i1z ovog razloga znacajno je analizirati
njihov odnos kod dece sa HBB i nakon transplantacije bubrega, kao i njihovu povezanost
s distribucijom HDL subfrakcija. Rezultati nase studije su pokazali da iako nije postojala
statistiCki znaCajna razlika u MPO/PON, ipak se uo€io trend ka viSim vrednostima
MPO/PONI1 kod pacijenata sa HBB, u odnosu na KG ili T grupu (Slika 26.). Poredenjem
podataka izmedu pacijenata sa HBB i pacijenata nakon tranplantacije (Slika 27.) dobili
smo statisti¢ki znacajno veée vrednosti MPO/PON1 kod pacijenata u predijaliznom i
dijaliznom stadijumu HBB. Na osnovu ovih rezultata moZe se zakljuciti da je dominacija
prooksidanasa 1 moguénosti oksidativnog oSteCenja bila izraZenija kod HBB nego kod
pacijenata nakon transplantacije. Jo§ vaznije, izmenjeni nivoi MPO/PON1 impliciraju
poremecaje u strukturi i funkciji HDL cestica, Sto je komplementarno sa uocenim
promenama distribucije HDL cestica kod bolesnika sa HBB. Zbog toga, povec¢an nivo
MPO/PONI1 koji je uocen kod pacijenata sa HBB potpuno odgovara ve¢ utvrdenoj vecoj
zastupljenosti malih disfunkcionalnih HDL cestica u ovoj grupi. Ispitivanjem korelacije

izmedu MPO/PON1 odnosa sa HDL i LDL subfrakcijama (Tabela 38.) uocene su
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znacajne pozitivne korelacije sa relativnim udelom HDL 3b u HBB grupi i sa relativnim
udelom HDL 3a u T grupi, S§to potvrduje prethodne rezultate. Osim toga, logisticka
regresiona analiza utvrdila je da je odnos MPO/PON1 znacajan i nezavisan prediktor
povecane prisutnosti manjih HDL ¢estica (Tabela 39.).Haraguchi et al. (181) predlozili su
odnos MPO/PONI1 kao koristan indeks oslabljene funkcionalnosti HDL cCestica. U ovoj
studiji smo potvrdili tu ¢injenicu. Iako nismo direktno istrazivali funkcionalne osobine
HDL, pokazali smo da pove¢an udeo manjih HDL ¢estica, koje su kod pacijenata sa HBB i
nakon transplantacije najverovatnije disfunkcionalne, prati pove¢ani odnos MPO/PONI.
Posto odredivanje distribucije HDL cestica, kao analiza i funkcionalnih svojstava HDL
zahtevaju slozene procedure koje nisu rutinski dostupne, odnos MPO/PONI1 moze
predstavljati lako dostupnu i korisnu alternativu sposobnu da pruzi klinicki znacajne
informacije. Takode, svi dobijeni rezultati naglasavaju vaznost detaljne analize lipidnog
statusa koja prevazilazi rutinsko laboratorijsko odredivanje, kako kod mladih pacijenata sa

HBB, tako i kod dece i adolescenata nakon transplantacije bubrega.
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6. ZAKLJUCCI

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

Odnos OS/OK je bio statisticki znacajno visi kod pacijenata na dijalizi i pacijenata
nakon transplantacije bubrega u odnosu na kontrolnu grupu $to ukazuje na razlicitu
distribuciju masnog tkiva, odnosno na ve¢i udeo visceralnog masnog tkiva kod
dece u terminalnim stadijuma HBB u odnosu na zdravu decu i decu iz predijalizne
grupe pacijenata Sto se moze dovesti u vezu sa veéim rizikom za razvoj
kardiovaskularnih bolesti. Kod dece sa transplantiranim bubregom ovaj poviSen
odnos moze biti i posledica upotrebe imuno supresivne terapije.

Dislipidemija je bila prisutna u sve tri grupe pacijenata. Koncentracije triglicerida
bile su statistic¢ki znac¢ajno vise u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

Ispitivanjem parametara oksidativnog stresa utvrdene su znacajno veée koncentracije
TBKRS i AOPP u sve tri ispitivane grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu.
Na osnovu ovih rezultata mozemo reci da su pacijenti u Sve tri ispitivane grupe bili
pod oksidativnim stresom, ali da je intenzitet oksidativnog stresa bio veéi kod
pacijenata na dijalizi. Zna¢ajno niza koncentracija AOPP u grupi transplantiranih
pacijenata u odnosu na pacijente na dijalizi ukazuje da proces dijalize moze dovesti
do intenziviranja oksidativnog stresa, iako je dijaliza neophodan tretman u terapiji
terminalne faze HBB.

Pozitivne korelacije koncentracije TBKRS sa UH i ApoB u predijaliznoj i dijaliznoj
grupi pacijenata, kao i pozitivna korelacija koncentracije TBKRS sa TG kod
pacijenata kojima je transplantiran bubreg ukazuju na postojanje direktne veze
izmedu intenziteta oksidativnog stresa i1 dislipidemije kod pacijenata sa HBB, i
sinergistickom delovanju ovih komorbiditeta HBB u razvoju kardiovaskularnih
bolesti.

Ispitivanjem parametara antioksidativne zaStite nasi rezultati su dali statisticki
znacajno nize koncentracije ukupnih SH-grupe kod dece u predijaliznoj grupi i dece

na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu i grupu dece kojima je transplantiran bubreg.
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Na osnovu ovih rezultata smo zakljucili, da postoji poveéana potrosnja SH-grupa
usled pojacanog oksidativnog stresa 1 dejstva uremijskih toksina u ranijim
stadijumima HBB i na kod pacijenata na dijalizi. Zna€ajno sniZene vrednosti SOD u
predijaliznoj grupi i kod transplantiranih pacijenata su takode mogla da upute na
iscrpljenost sistema antioksidativne zastite, dok je kod pacijenata na dijalizi aktivnost
SOD znacajno visa u poredenju sa ostalim grupama ¢ime bi mogli zakljuciti da se
organizam prilagodava na povecanje produkcije slobodnih radikala koja se deSava
posle svakog tretmana dijalizom.

Ispitivanjem statusa antioksidativnog enzima PON1 kod dece sa HBB, nasi rezultati
su pokazali smanjenje POazne aktivnosti kod dece na dijalizi u poredenju sa
kontrolnom grupom, ali rezultat nije dostigao statisticku znacajnost. Posto su nasi
rezultati merenja koncentracije HDL-h kao i ApoAl u grupi pacijenata sa HBB sli¢ne
izmerenim koncentracijama kod zdrave dece mozemo zakljuciti da su kod ovih
pacijenata jo$ uvek oCuvani osnovni pokazatelji anti-aterogenih karakteristika HDL-
Cestica.

Utvrdena je znacajno viSa koncentracija MPO u grupi predijaliznih pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu, ali i u odnosu na ostale ispitivane grupe pacijenata $to je
najverovatnije posledica hroni¢ne inflamacije i oksidativnog stresa kod pacijenata sa
HBB.

Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije MPO i TBKRS u
grupi pacijenata na dijalizi, $to ukazuje na povecanje intenziteta oksidativnog stresa
koji se moze dovesti u vezu sa ve¢im stepenom lipidne peroksidacije.

lako nije utvrdena znadajna razlika u koncentraciji MPO kod dece nakon
transplantacije u odnosu na kontrolnu grupu, pokazana je pozitivna korelacija sa
AOPP i negativnu sa SH-grupama S$to ukazuje na postojanje veze oksidativnog stresa
i smanjenja antioksidativne zastite iako su pacijenti na terapiji imunosupresivima.
Utvrdena je pozitivna korelacija AIP sa MPO u grupi zdrave dece. U predijaliznoj
grupi pacijenata, AIP je dao statisticki znaCajnu pozitivhu korelaciju sa ITM,
sistolnim pritiskom i koncentracijom TBKRS a u dijaliznoj grupi je bio u znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa duzinom trajanja dijalize, ITM, dijastolnim krvnim pritiskom,

koncentracijom MPO i AOPP, ¢ime mozemo zakljuciti da AIP pokazuje raste i
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ukazuje na povecanje aterogenog rizika paralelno sa progresijom bolesti kod dece sa
HBB.

U grupi pacijenata na dijalizi utvrdena je nezavisna povezanost MPO i AOPP sa AlP,
¢ime mozemo pretpostaviti da bi AIP trebalo rutinski analizirati od momenta pocetka
dijalize, zato Sto ovaj parametar moze indirektno da odrazava stepen oksidativnog
stresa koji je uzrokovalo oslobadanje MPO i rezultujuce povecanje AOPP.

U kontrolnoj grupi je utvrden povisen dijametar LDL Ccestica, ali je raspodela LDL
subfrakcija ukazala na dominaciju malih, gustih LDL cestica. Kod pacijenata je
utvrden manji udeo LDL IV subfrakcija u grupi pacijenata sa transplantiranim
bubregom u odnosu na grupe dece u predijaliznom i dijaliznom stadijumu bolesti,
zajedno §to moze ukazati na povoljan efekat transplantacije na lipidni profil.
Ispitivanjem karakteristika HDL ¢estica utvrden je znacajno visi dijametar HDL kod
zdrave dece Cestica u odnosu na decu u predijaliznom i dijaliznom stadijumu HBB,
dok su procentualni udeli malih HDL subfrakcija bili zna¢ajno nizi kod zdrave dece,
u odnosu na pacijente sa HBB. Takode, utvrdeno je da je raspodela HDL subfrakcija
nakon transplantacije znacajno povoljnija nego u toku trajanja HBB i priblizava se
raspodeli koja postoji kod zdrave dece, mada i dalje postoje razlike u odnosu na
kontrolnu grupu. Iako dobijeni rezultati upuéuju na zakljucak da se poremecaji
homeostaze lipoproteina delimi¢no koriguju nakon transplantacije, kardiovaskularni
rizik povezan sa dislipidemijom ne bi trebalo zanemariti ¢ak ni u periodu posle
transplantacije, posebno zbog dugotrajne upotrebe imuno supresivnih lekova.
Rezultati korelacione analize ukazuju na odstupanja od uobicajenih obrazaca odnosa
izmedu antropometrijskih parametara i ispitivanih karakteristika lipoproteinskih
subfrakcija u mladoj populaciji, posebno kod dece u predijaliznom 1 dijaliznom
stadijumu HBB, sto upucuje na potrebu za dodatnim oprezom prilikom interpretacije
dobijenih rezultata rutinskog i prosirenog lipidnog profila u ovoj osetljivoj populaciji.
Utvrdena je pozitivna korelacija parametara antioksidativne zastite sa malim LDL i
HDL subfrakcijama u kontrolnoj grupi, §to nas upucuje na zaklju¢ak da je usled
povecanja udela Cestica osetljivijih na oksidativnu modifikaciju  doslo

kompenzatornog odgovora organizma. Kod ispitanika u predijaliznom i dijaliznom
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17.

stadijumu HBB, kao i kod pacijenata sa transplantiranim bubregom koncentracija
MPO je pozitivno korelirala sa malim LDL i HDL ¢esticama, sugeriSu¢i oksidativnu
modifikaciju ovih subfrakcija ¢ime se potencira aterogeneza.

Ispitivanjem koncentracije leptina nismo utvrdili znacajnu razliku izmedu ispitivanih
grupa, ali je primecen trend ka viSim nivoima kod dece sa transplantiranim
bubregom.

Nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji adiponektina izmedu ispitivanih grupa,
ali je uoCen trend ka nizim koncentracijama ovog adipocitokina kod dece nakon

transplantacije.

18 Utvrdene su vise vrednosti zadebljanja intime medije karotidnih arterija kod

pacijenata na dijalizi u odnosu na zdravu decu. Osim toga, kod dece sa
transplantiranim bubregom zadebljanje intime medije karotidnih arterija bilo je vece
nego u kontrolnoj grupi, iako statisticka znacajnost nije postignuta. Na osnovu
dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da je kod pacijenata na dijalizi proces
ateroskleroze vise napredovao, kao i da transplantacija ne uklanja u potpunosti rizik
za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

Dobijene znacajno vece vrednosti MPO/PON1 kod pacijenata u predijaliznom i
dijaliznom stadijumu HBB u odnosu na decu sa transplantiranim bubregom.
Logisticka regresiona analiza pokazala je da je odnos MPO/PONI znacajan i
nezavisan prediktor povecanja udela manjih HDL cCestica u ukupnom HDL profilu. U
tom smislu, odnos MPO/PON1 bi mogao biti koristan pokazatelj oslabljene
funkcionalnosti HDL cestica i mozZe predstavljati lako dostupnu i korisnu alternativu
sposobnu da pruzi klinicki znacajne informacije vezane =za lipidni status

pedijatrijskih pacijenata.
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1. AyTopcTBO. [l03BO/baBaTe yMHOXaBamwe, AUCTPUbYLM)y ¥ jaBHO caonuitasarse
[ena, 1 Npepafe, ako ce Hasefe vMe ayTopa Ha HaduH ofpeheH of cTpaHe ayTopa
VN gasaoua NnuUeHLe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcriobofHuja of cBuUx
FIALEHLIN.

2. AyTOpCTBO — HeKkoMepuujanHo. [lo3Borbasare yMHOXaBamwe, AUCTPUOYLM)Y #
jaBHO caonwiTaBare gena, v npepaje, ako ce HaBele vuve aytopa Ha HauuH ogpeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He [03BOrbasa KomepLujanHy
yrioTpeby fena.

3. AytopcTBO — HekoMmepuujanHo — Ge3 npepapga. [103BorLaBaTe yMHOXKaBaHe,
ouctpubyunjy v jaBHo caoniuTaBake fena, 6e3 npomera, npeolnukosBarea Wnu
ynoTpebGe gena y CBOM JEnNy, ako ce HaBefde WMe ayTopa Ha HauuH ofpefleH of
cTpaHe ayTtopa wny gasacuda nvueHue. OBa nuueHua He [03Borbasa KowmepumjanHy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane fuueHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce OrpaHvnvaBa
Hajehu obum npaga kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEepUUjanHo — AenuTy Nnoa UCTUM ycrosuma. [Joseorbasare
YMHOXaBame, AUcTPpuOyLIM)y 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, 1 npepage, ako ce Hasefe
uMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of cTpaHe ayTopa wnv JaBaola fULEeHLe U ako ce
npepaga aucTpubyrpa nog WCTOM Wnav crivuHom rvuediom. OBa rnuleHua He
[03BOrbaBa komepLujanHy ynotpeby nena v npepaga.

5. AyTtopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3sorbaBate yMmHOXaBawe, AucTpubyumjy # jasHo
caonuitasare aena, 6e3 npomeHa, npeodbnvkoBama nnv ynotpebe gena y ceom feny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HavvH ofpefeH of CTpaHe ayTtopa WM naBaola
nuueHue. Oa nuueHLa J03Borbapa koMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO — JefiuTy MO MCTUM YycnoBuma. [lo3BorbaBarte yMHOXKABaHE,
anctpubyuunjy v jaBHO caoniuTaBarke Aena, 1 npepaje, ako ce HaBege ume aytopa Ha
HauuH oppeheH of cTpaHe ayTopa WM Jasaola FMLUEeHLEe ¥ ako ce npepaja
amcTtpubyrpa nop WCTOM WK criMyHOM  nvueHuom. OBa rnuleHua [03BOrbasa
komepuujanHy ynotpeby pgena u npepaga. CrnvuHa je coMTBEPCKMM JALEHLaMa,
OfJHOCHO NyLieHLiamMa OTBOPEHOT KoAa.
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O6pa3auy 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITaMMNaHE U €JIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume ayTopa __[anujena KopHuLl

Bbpoj nHgexca 60/06

CTyamjckn nporpam MeauumHcka 6uoxemuja

Hacnos papa__3Hauaj ogpefuBara mujenonepokcugase v pacnogerne cybdpakumia
NWNOMPOTEMHCKUX YECTHLIA HUCKE U BUCOKE FYCTUHE KO [ielle WM ajoneclieHara ca

XpoHUYHUM Gonectuma Gybpera
MenTop __nipod. ap Anekcangpa CtedaHosuh, npod. ap Anekcanapa 3erbkosuh

WUsjaemyjem ga jé WiTaMraHa Bepavja MOr JOKTOPCKOT paja UCTOBETHa eNEeKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npepao/na pagu noxparbeHa y [AUrUTanHoM penosuTopujymy
YuuBep3aurera y Beorpaay.

[ossorbasam fga ce o6jaBe MoOju NuuHM nojauy BesaHu 3a gobujare akagemckor
Ha3nBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npesume, roavHa u Mecto pofiera u AaTym
onbpaHe paga.

OBy nuuHM nogauu mory ce o006jaBuTM Ha MPEeXHUM CTpaHuuaMa JaurutanHe
6ubnunoTeke, y erieKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaumjama Yrusepsuteta y beorpagy.

Mornuc ayropa

Y beorpaay,_10.05.2019
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O6pa3zauy 5.

Usjasa o0 ayTopcTBY

Nme u npesume ayTtopa Kopnui [lanuvjena
Bpoj nHgekca 60/06
UsjaBmbyjem

[a je goKTopcka gucepraluja noj HacrnoBom

3navaj oapehusara Mujenonepokcuaase u pacnoaene cybdpakumja
MINNONPOTEUHCKMUX YECTULIA HUCKE W BUCOKE NYCTVHE KoA AeLie v agonecleHara ca

XpoHu4yHUM BonecTrma bybpera

e pe3ynTar CONCTBEHOr UCTPaXKUBauKOr paja;

e [a auceprauMja y LenuHu HY y Aenosuma Huje Guna npeanoxeHa sa cTulame
[pyre AvnrioMe npeMa CTYAWiCKMM nporpamumMa [PYruX BUCOKOLLIKOSICKUX

yCcTaHoBa;
e [a Ccy pe3ynratt KOPeKTHO HaBegeHU U

e [a HWCaM Kplmo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO/NA MHTENEKTyanHy CBOjuHY

ApYyrux nuua.

Motnuc ayTopa

%Mg jﬂu yela

Y Beorpapy,_10.05.2019
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O6pazay 7.
UsjaBa o kopuuhery
Osnawhyjem Yuusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [urutantu

penosutopujym YHusepsuteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKYy AvcepTaumjy nop
HaCcMNoBOM:

3Havaj oapehusama Mujenonepokcuaase W___pacnogene cyGdpakuuia
NVNONPOTEMHCKMX YECTULIA HWUCKe W BUCOKE FyCTMHE Koa Aele W anorieclieHarta ca
XpoHu4HUM Gonectuma 6ybpera

Koja je Moje ayTopcKo geno.

[vicepTauujy ca CBUM NMpuriosnMa npegao/na cam y enekTpoHckom hopMaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBUpame.

Mojy poxktopcky naucepTauujy noxpaweHy Yy [urutanHom — penosvutopujymy
YHusepauteta y beorpagy n JOCTYNHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOFy Aa KOPUCTE CBU
Koju nowTyjy oapenbe cappxaHe y ogabpaHom Tuny nuleHue KpeatueHe sajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ofny4uo/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTso — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
9Ay'ropcmo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — AenuTu nog, uctum ycrnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
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(MonuMo ga 3a0KpYyxuUTe camo jeHy oA LecT NOoHyHeHnX nuLeHLn.
KpaTak onuc nuueHLUy je cactaBHu [eo oBe usjase).

Motnuc aytopa

Y beorpagy, ___10.05.2019
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