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Odreativanje genske ekspresije adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 i nivoa adiponektina u krvi kod@jenata sa
koronarnom bole&di i pacijenata sa hrafmom bubreznom

insuficijencijom

Razvoj procedura za dijagnozu kardiovaskularnihe&inl (KVB) kao i uvdenje
lekova iz grupe statina u terapiju pacijenata kate od KVB, krajem dvadesetog veka u
strinoj javnosti doveo je do optimigkih procena dae se visoka t¢estalost mortaliteta
uzrokovan komplikacijama KVB zgajno umanjiti. Méutim, poslednji podaci Svetske
Zdravstvene Organizacije (SZO) svédoda su bolesti srca i krvnih sudova i dalje dde
uzrok smrtnosti u srednje i visoko razvijenim zemip. Navedeni porazavéjupodaci
ukazuju na potrebu u ispitivanja novih markera kogloprineli boljem razumevanju nastanka
i razvoja KVB kao i ranom otkrivanju, efikasnijograpiji i pouzdanijoj prognozi ishoda
bolesti.

KVB se ¢esto javljaju kao posledica metalisih promena koje se deSavaju u sklopu
neke druge bolesti. Jedno od takvih stanja je Bnanbubrezna insuficijencija (HBI) koja je
pracena kompleksnim metabokim promenama koji omogavaju progresivan tok
ateroskleroze, pa su pacijenti sa HBI svrstaniupgrsa najv@m rizikom za razvoj KVB.

Gojaznost je jedan od tradicionalnih faktora rizika razvoj KVB. Masno tkivo
predstavlja vrlo méan sekretorni organ koji oslote veliki broj molekula sa endokrinim
potencijalom utiu¢i tako na razliite fizioloSke procese. Prekomerna akumulacija rmgsn
tkiva pr&ena je promenom u funkciji adipocita koji stvagjyroinflamatornu sredinu
olakSavaju razvoj ateroskleroze koja lezi u osnswih KVB. Adiponektin je jedan od
najzn&ajnijin molekula koje osloltju adipociti i za razliku od vee drugih pokazuje
antiinflamatorno, antiapoptotsko, antiaterosklefots kardioproktektivno dejstvo. Navedeni
efekti ostvaruju se aktivacijom adiponektinskihepiora, ozné&nih kao AdipoR1 i AdipoR2.
Uprkos njegovim zastitnim efektima uéé@no je da su poviSene vrednosti adiponektina u
koronarnoj stanoj bolesti (KSB) i HBI povezane sa péaaim rizikom od smrtnosti. Smatra
se da bi jedan od mogh uzroka ovog paradoksa mogao biti poréajena nivou ose
ligand/receptor koji dovodi do kompenzatornog pta&encentracije adiponektina.

Cilj naSeg istrazivanja je bio da se ispitaju koncacije cirkuliSéeg adiponektina i
nivoi genske ekspresije adiponektinskih receptoddpdR1 i AdipoR2 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi u grupi zdravih ispitanikaacijenata sa KSB i pacijenata sa HBI na



hemodijalizi. Kako bi ispitali da li postoji povezast razvoja KSB sa promenom
koncentracije cirkuliséeg adiponektina i genske ekspresije adiponektinsidbeptora
pacijente koji pate od KSB smo podelili prema nalkaronarografije na grupu pacijenata bez
zn&ajne stenoze i grupu pacijenata sacajreom stenozom.

U istraZivanju je testvovalo 133 ispitanika: 69 osoba sa KSB, 31 osabHEBI i 33
zdrava ispitanika. Istrazivanje je planirano i ideao u skladu sa Deklaracijom iz Helsinkija.
Nivoi genske ekspresije AdipoR1 i AdipoR2 odkai su real-time PCR metodom, a
koncentracija cirkulis¢éeg adiponektina oddena je ELISA metodom. Ostali biohemijski
parametri odréeni su standardnim laboratorijskim metodama.

Znatajno vise koncentracije adiponektinacane su kod pacijenata koji pate od KSB
sa | bez zn&jne stenoze u odnosu na zdrave ispitanike (P<0,P80,001, redom) dok
izmedu ove dve grupe pacijenata nije postojalacajra razlika u koncentraciji adiponektina.
Obe grupe pacijenata sa KSB imale sucajreo nizi nivo iRNK AdipoR1 u odnosu na zdrave
ispitanike (P<0,001 u oba shkja), dok razlike u nivou IRNK AdipoR2 nisu bile a&ajne.
Takaie, nije bilo znaajne razlike u nivoima IRNK adiponektinskih recaptoizmetu
pacijenata koji pate od KSB sa i bez &jae stenoze. Pacijenti sa HBI na hemaodijalizi imal
su takae zn&ajno viSe vrednosti cirkuli¥eg adiponektina (P=0,038) i nize nivoe iRNK
AdipoR1 u odnosu na zdrave ispitanike (P=0,034, rdalike u nivoima iRNK AdipoR2 nije
bilo. Zdravi ispitanici sa visokim vrednostima aoiqgektina imali su zri@jno viSe vrednosti
HDL-H (P<0,001), kao i zr@jno nize vrednosti insulina (P=0,05) i HOMA IR eida
(P=0,04) u odnosu na zdrave ispitanike koji su ima&e koncentracije adiponektina, dok
ovakva povezanost nije &®na kod pacijenata sa KSB. Pacijenti sa HBI na higalzi koji
su imali visoke vrednosti adiponektina tdkosu imali zn&jno vise vrednosti HDL-H
(P=0,022) i zn&jno nize vrednosti insulina (P=0,005) u odnosupaaijente sa nizim
vrednostima adiponektina. Zdravi ispitanici samisirednostima BMI imali su zgajno nize
vrednosti adiponektina u odnosu na zdrave ispieasik nizim vrednostima BMI (P=0,001).
Ovakva veza izm# masnog tkiva i koncentracije adiponektina nijéama kod pacijenata sa
KSB i pacijenata sa HBI na hemodijalizi. S drugarse, pacijenti sa KSB koji su imali vise
vrednosti BMI imali su zn&jno niZze nivoe iRNK AdipoR1 u odnosu na pacijesdeniZzim
vrednostima BMI (P=0,015), a ovakva povezanost pijenatena kod zdravih ispitanika i
pacijenata sa HBI na hemodijalizi. U grupi pacij@naa HBI na hemodijalizi gena je
zn&ajna negativna korelacija izmahe koncentracije insulina i nivoa iRNK AdipoRD=-
0,469, P=0,021). Osobe Zenskog pola u sve triivgpié grupe imale su zégno visu
koncentraciju adiponektina u odnosu na osobe muglkdg (KG: P<0,001; KSB: P=0,015;



HBI: P=0,004). U grupi zdravih ispitanika ¢eno je da Zene imaju ztegno nize nivoe iRNK
AdipoR2 u odnosu na muskarce (P=0,027). Terapgangina, ACEI i puSenje nisu z&gno
uticali na nivoe cirkuliséeg adiponektina i IRNK adiponektinskih receptora.

Dobijeni rezultati ukazuju da je nedostatak zastitefekata adiponektina kod
pacijenata sa KSB i pacijenata sa HBI posledicaacggtmosti adiponektina da ostvari svoje
efekte usled nishodne regulacije AdipoR1. &jao nizi nivoi IRNK AdipoR1 kod pacijenata
koji pate od KSB sa zgajnom stenozom, tako i kod pacijenata koji pateK®&B bez
zn&ajne stenozu, u odnosu na zdrave ispitanike ukadajuse razvoj adiponektinske
rezistencije javlja veu ranim fazama bolesti.

Rezultati naSe studije ukazuju da bi pacijenti &BK pacijenti sa HBI mogli biti u
stanju tkz. adiponektinske rezistencije, te dageegpanje adiponektina kod ovih pacijenata
posledica kompenzatornog mehanizma. Nishodna reiguladipoR1 i poviSene vrednosti
cirkuliSu¢eg adiponektina ueni su kako u uznapredovalim tako i wemim stadijumima
KSB Sto ukazuje da bi protektivni efekti adiponaktimogli biti umanjeni weu ranim fazama
aterosklerozeCini se da su insulinska rezistencija, gojaznosdsustvo adiponektinskih
efekata deo jednog &aranog kruga, ali ostaje nejasno koji od ovih fekte prvi dogdaj u
nizu patoloske kaskade.

Klju¢ne rei: adiponektin; AdipoR1; AdipoR2; genska ekspreskaronarna stana
bolest; hronina bubrezna insuficijencija.

Nauna oblast: Medicinska biohemija
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Measurment of gene expression levels of adiponegetiaptors
AdipoR1 and AdipoR2 and adiponectin levels in blobgatients

with coronary artery disease and patients with micrkidney disease

Development of powerful procedures for diagnosisarfliovascular diseases (CVDs)
as well as introduction of statin therapy to pasewith various CVD has led scientific
community to an optimistic assessment that by tiee & 1990s prevalence of CVD related
mortality will be dramatically decreased. Howevatest World Health Organization reports
show that CVD are still leading cause of mortalitgridwide indicating a need for constant
search for new biomarkers which would contribute etter understanding of CVD
development and progression, and enable early tawieenore efficient therapy and more
reliable prognosis.

CVD are often consequence of metabolic rearrangenassociated with several other
diseases. One good example for such scenario anichkidney disease (CKD) which is
associated with complex metabolic changes and pssire atherosclerosis. CKD patients are
considered to be at very high risk of CVD mortality

Obesity is considered to be one of the traditiaisl factors for CVD development.
Adipose tissue is very powerful secretory organclwlsynthesize and secrete a vast number
of molecules with endocrine potential thus influegc different physiological processes.
Accumulation of fat is followed by adipocytes hypwephy and over secretion of pro-
inflammatory molecules which facilitate atherosof@s progression. Adiponectin is most
abundant protein produced by adipose tissue, afidleumost other adipokines has anti-
inflammatory, anti-apoptotic, anti-atheroscleroaad cardio-protective properties. These
effects are mainly achieved by activation of twoipadectin receptors, AdipoR1 and
AdipoR2. However, despite its effects it has bdsma that increased, rather than decreased,
levels of adiponectin are associated with highertatioy in patients with CVD or CKD.
Previous studies suggested that one of the reaBwnshis paradox is dysfunction of
ligand/receptor axis which leads to compensat@gy off adiponectin.

In our study we sought to investigate if circulgtitevels of adiponectin and gene
expression of adiponectin receptors AdipoR1 andpddR in peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) are changed in patients with cororemtgry disease (CAD) and patients with
CKD on hemodialysis compared to healthy subject@rtler to investigate if development of



CAD is associated with changes in adiponectin Ewld gene expression of adiponectin
receptors we have divided CAD patients accordingcdaoonary angiography to patients
without and patients with significant stenosis.

This study included 133 subjects: 69 CAD patieBis,CKD patients and 33 healthy
subjects (CG). This study was conducted accordmdhe guidelines laid down in the
Declaration of Helsinki. Circulating adiponectinvéds were measured by ELISA, while
PBMCs AdipoR1 and AdipoR2 mRNA levels were deterdiby real-time PCR.

CAD patients without and with significant stenosied significantly higher
adiponectin levels compared to CG (P<0.001, P=0.0&dpectively), while there was no
significant differences in adiponectin levels betwethese two groups of patients.
Significantly lower AdipoR1 mRNA levels were obsedvin CAD patients without and with
significant stenosis compared to CG (P<0.001, R3Q0.Qespectively). There were no
significant differences in AdipoR2 mRNA levels been compared groups. CAD patients
without and with significant stenosis had similadtipoR1 and AdipoR2 mRNA levels. CKD
patients on hemodialysis also had increased adgponévels (P=0.038) and decreased
AdipoR1 mRNA levels (P=0.034) than CG, while di#fiace in AdipoR2 mRNA levels was
not significant. Healthy subjects with high adipote levels had significantly higher HDL-C
levels (P<0.001) and significantly lower insulinvéés (P=0.05) and HOMA IR index
(P=0.004) compared to healthy subjects with lowgels of adiponectin. These findings were
not observed in CAD patients. CKD patients on healgsis with high adiponectin levels
had significantly higher HDL-C levels (P=0.022) asdynificantly lower insulin levels
(P=0.005) than patients with lower adiponectin Igveélealthy subjects with high BMI had
significantly lower adiponectin levels comparedhwitealthy subjects with lower levels of
adiponectin (P=0.001), which was not observed iD@% CKD patients. On the other hand,
CAD patients with high BMI had significantly lowedipoR1 mRNA levels compared to
CAD patients with lower BMI (P=0.015), which wastrabserved in CKD patients or CG.
AdipoR1 mRNA levels positively correlated with AdiR2 mRNA levels in CG and CAD
patients, but not in CKD patients. Strong negagsgsociation of AdipoR1 mRNA levels and
insulin was found in CKD patient$$-0.469, P=0.021). Females had significantly higher
adiponectin levels groups compared to males irthadle investigated (CG: P<0.001; CAD:
P=0.015; CKD: P=0.004). AdipoR2 mRNA levels wergndiicantly lower in females but
only in CG (P=0.027). Statins, ACEI and smoking drdt had significant influence on

adiponectin levels or gene expression of adiponeeteptors.



These findings suggest that CAD and CKD patientsy rba in the state of
“adiponectin resistance” and that adiponectin iaseein these patients may be part of
compensatory mechanisms. Decreased AdipoR1 mRNAlsleand increased circulating
adiponectin levels in advanced stages of CAD ad a&lin patients without significant
stenosis compared to CG, implies that protectifeces of adiponectin could be diminished,
even in early stages of atherosclerosis. It sebatsrsulin resistance, obesity and absence of
adiponectin effects are all parts of the same ugiaircle, but it remains unclear what is the
first event in this pathological cascade.

Keywords: adiponectin; AdipoR1; AdipoR2; gene exgien; coronary artery disease;
chronic kidney disease.

Scientific field: Medical biochemistry
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SKRACENICE U TEKSTU

AdipoR1 — adiponektinski receptor 1

AdipoR2 — adiponektinski receptor 2

AIM — akutni infarkt miokarda

AKT — protein kinaza B

AMPK - adenozin monofosfat zavisna protein kinaza
BMI —indeks telesne mase

cDNK — komplementarna deoksiribonukleinska kiselina
Ct — ciklus u kome fluorescencija prelazi definisprag
CVB - cerebrovaskularne bolesti

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

ELISA — enzimski imunoesej

FOXO1 —forkhead boprotein O 1

HBI — hronEna bubrezZna insuficijencija

HDL-H —holesterol u lipoproteinima visoke gustine
HMW — oligomer adiponektina visoke molekulske mase
HOMA —homeostatic model assesment

HOMA IR indeks — HOMA indeks insulinske rezistencije
hsCRP— visoko osetljivi C-reaktivni protein

IL-6 — interleukin 6

IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

KSB — koronarna gana bolest

KVB - kardiovaskularne bolesti

LDL-H — holesterol u lipoproteinima niske gustine

LKB - jetrena kinaza B

LMW - oligomer adiponektina male molekulske mase
mMiRNA — mikro ribonukleinska kiselina

MMW — oligomer adiponektina srednje molekulske mase
NFkB — nuklearni faktor kapa B

PAI-1 — inhibitor aktivacije plazminogena 1

PCR - reakcija latane polimerizacije

PI3K — fosfoinozitid-3 kinaza

PPAR — receptor peroksizomskog proliferatora



RNK — ribonukleinska kiselina

SirT1 —sirtuin 1

SREBP- sterol regulatorni element vezéijprotein
SZO - Svetska Zdravstvena Organizacija

TG — trigliceridi

TNF — faktor nekroze tumora

UH — ukupni holesterol

VEGF - faktor rasta vaskularnog endotela

VLDL - lipoproteini veoma niske gustine



Sadrzaj

Y T o T o B Yo o o PUPUUPE 0
Y o T o B Yo o1 PRSP 1
SKRACENICE U TEKSTU ..ottt sttt sttt a et ae bbbt b s s st e s s s s s ssaeaesesnaes 8
L0V 0 ] B PSP PP OPPPPUPPPPPRTNt 1
1.1.Kardiovaskularne DOIESTi.......c.uiiiieiiiieee e s 1
1.2.Etiologija i patogeneza ateroSKEIrOZE ......c..uuvviiiiee ettt e e e e e e rrre e e e e e e e eanes 2
1.3.G0JazNOSt | AtIrOSKIEIOZA . ...ccccuvvieeeiiee e e e e e e e e e b ae e e e 3
IR X [T o Yo Y V=] o [ o I USSP 5
1.5.Adiponektinski receptori i transdukcija signala .........ceeeeeuieeieciiee e 8
1.6.Metabolicki efekti adiponektina na nivou razlicitih tkiva ...........cccooeiieiiiiiieiiie e, 10

1.7.Znacaj ispitivanja koncentracije adiponektina u koronarnoj sréanoj bolesti i hronicnoj

oYUl T Q'=F 40 o T T o T UL (ol 1= o ol 1 FO USROS 13
1.8.Transkriptom mononuklearnih ¢elija periferne krvi kao dijagnosticko sredstvo ....................... 15

O | I DTSR P PPN OPPTPPPPP 17
3. MATERIAL I IMETODE....cciii ittt ettt et ettt e e e e e ettt e e e e e e s arb bt e e e e e e e saanrnaeeeeeesesannnrnaeens 18
20 0 £ o 1 =] | SRS 18
3.2.0dredivanje koncentracije adiponektina U plazmi.........ccoocveieiciiiii i 20
3.2.1. Princip Human Total Adiponectin/Acrp 30 QUaNtiKing” ELISA........c.vvevveeeeeereeeeereeeerens 20
3.2.2. 0brada reZUIALA ..coceeieeiiieeeee e e e e s 21

3.2.3. Metroloske karakteristike testa: Human Total Adiponectin/Acrp 30 Quantikine® ELISA... 23

3.3.0dredivanje nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u mononuklearnim

CeliJama PEITEINE KIVi.ueiiiiiiiii it e e e e e et e e e e st e e e e stb e e e s e abeeessasreeeennnreees 24
3.3.1. Izolacija mononuklearnih éelija periferne Krvi.......cccccooeeveeeicciiii e 25
3.3.2. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija periferne Krvi.......cccooceveieceiiicceeeee e 25
3.3.3. Odredivanje koncentracije RNK i procena Cistoce Uzorka ........cccceceeeeeecieeeeecieeeeeciee e, 26
3.3.4. Provera integriteta RNK U UZOTKU.........uuuiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e e cnrare e e e e e e eanes 27
3.3.5. Reakcija reverzne transkripCij. ... .o ittt e et e e e e e e e e re e e e e e e e ennes 29
3.3.6. Real-time PCR MELOA.......cccuteiiieiieriienie ettt e e 30

3.2. Metode za odredivanje ostalih biohemijskih parametara........ccccceeeciieieiciei i, 46

3.3.StatiStiCka @N@lIiZa.....eeceeeeeece e e 47

A REZULTATI eeeeeetetetttttttttttetttetettee ettt ettt et tee et e ee et e et e eeeeeseees e st s e e e et et st e e e e st e e e e e e st et s eeeeeeenenenenenenennnnnnnnnnns 48

4.1.0snovne demografske i klinicke karakteristike kontrolne grupe, pacijenata sa KSB i pacijenata
= W 1= W g T a L= 04T Yo L1 14 RSP 48

4.2.Analiza koncentracije adiponektina u posmatranim grupama .........cccecevveeeeciieeeeccieeeesiee e 51



4.2.1. Analiza koncentracije adiponektina u kontrolnoj grupi i kod pacijenata K8B................. 51

4.2.2. Analiza koncentracije adiponektina u kontrolnoj grupi ikod pacijenata beoni¢nom
bubreznom insuficijencijom na hemodijalizi.......cccccouviiiiiiiiicc e 54

4.3.Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u posmatranim grupama ... 56

4.3.1. Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u kontrolnoj grupi i kod
PACHENALA SESB .......eoviieieieiteeiete ettt e te ettt e s e et e e s re e te s st estesteesaebesteestesseessensesseensesreensentens 56

4.3.2. Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora u koirioj grupi i kod pacijenata sa
hronicnom bubreZnom insuficijencijom na hemodijalizi............ccccoeoereeneineincnncneene 58

4.4.Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina i nivoa iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 sa parametrima lipidnog statusa, homeostaze glukoze i inflamacije u
oo XY o L= a1 T = 0T o L0 - 59

4.4.1. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoRz2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u kontrolnoj
grupi 60

4.4.2. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod
Lo [ g L B I ] - T 64

4.4.3. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod
pacijenata sa HBI Na hemodijalizi........oooccuieiiiiiie et 68

4.4.4. Ispitivanje povezanosti adiponektina i nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 sa parametrima
lipidnog statusa, homeostaze glukoze i inflamacije u kontrolnoj grupi.....cccccceeeeciiiieeeeineccnnnnen, 72

4.4.5. Ispitivanje povezanosti adiponektina i nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 sa parametrima
lipidnog statusa, homeostaze glukoze i inflamacije kod pacijenata sa KSB...........ccoceveevvieeennnen. 79

4.4.6. Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina i nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 sa
parametrima lipidnog status, homeostaze glukoze i inflamacije kod pacijenata sa HBI na
V=T aqToTe [T 1A SRR 86

4.5.Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 U poSmMatranim grupama........ceeeeeiceciiiiieeeeeeecciitieeeeeeeeescrrreeeeeeeeesnrsseeeeeassesnnnes 91

4.5.4. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipOR2 U KONTrOINO] SrUPi.....ueeiiciiieeiiiiee ettt e e e e e e are e e e araee s 91

4.5.5. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB.........ocuuiiiiiieie et ee e e e e e e e e 93

4.5.6. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi........cccccoveeivciiiiiiiiiiicciee e, 95

4.6.Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipOR2 U pOSMAtranim BrUPAIMA ....uuuiieeeeeieeiiiiieieeeeeeeecriteeeeeeeeesesssreseeaeesssastssaeesaessessnssssseeeeseeannns 97

4.6.4. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipOR2 U KONTrOINO] SrUPi.....ueeieciiiieciiiiee ettt e e s e e e araee s 97



4.6.5. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1

i AdipOR2 kod pacijenata Sa KSB ......c.uiiiiiiiiee ettt e e aae e s e e e e e 99
4.6.6. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1
i AdipoR2 kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi........cccceeeeeiiiicciiiiieeeee e 101
4.7.Uticaj puSenja na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa KSB ..........ccceeieiiiiiiiiieee e 103
4.7.4. Uticaj pusenja na koncentraciju cirkuliSué¢eg adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 u KONtrolNOj Srupi......ccceeeeeiieecciiiiiee e e e 103
4.7.5. Uticaj pusenja na koncentraciju cirkuliSuéeg adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB ........ccceecueeeiiiiiee i 105
4.8.Uticaj lekova na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 kod pacijeNata S@ KSB .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e ettt e e e e e e e e e e e s eserrre e e e e e e e e nnrrareeeeeeennnns 107
4.8.4. Uticaj statina na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptora
AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB.........cccccuiiriiiiiieieiiiee e cciree et e e evte e e svre e e e svee e e e 107
4.8.5. Uticaj ACE inhibitora na koncentraciju na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB ........cccceeeeeviciivieeeeeeeeenns 110
5. DISKUSHA ettt ettt et st ettt e s te e s bt e e s it e e s beesabeesabee e beeenabaesabeeesabeesabaessbeesabeeentes 112
B ZAKLIUCCL oottt 124
7. LITERATURA .ttt sttt ettt st sttt st e et e e e s e e s bt e e s abe e s s beesaateesabeeeabbeessbaesabaeesabeesasaesnssaesaseeenses 126

ST ToY o =Y HT T 1V (o] - U PEPRRE 145



UvOD

1.1. Kardiovaskularne bolesti

Bolesti srca i krvotoka su ¥edecenijama unazad vafleuzrok obolevanja, radne
nesposobnosti i prevremene smrtnosti (pre 65. godixota) u razvijenim zemljama i u
zemljama u razvoju (1). Prema podacima Svetske vAtrane Organizacije (SZO)
kardiovaskularne bolesti (KVB) su uzrok smrtnostiSLmiliona ljudi godisnje, Stéini oko
31% svih uzorka smrtnosti Sirom svetaiak 75 % smrtnih ishoda koji su posledica KVB
otpada na slabo razvijene zemlje i zemlje u razy®)u Samo od akutnog infarkta miokarda
(AIM) godiSnje oboli oko 6 miliona ljudi, odega se smrtni ishod javlja kod priblizno 25%
slucajeva (1). Prema projekcijama SZO 2020. godine K vode&i uzrok smrtnosti kako
u razvijenim zemljama, tako i u zemljama u razv@y

Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbpg Milan Jovanow Batut® iz
2009. godine KVB u Srbiji su bile uztoik smrtnosti u 54,6% stajeva, ocega 23% otpada
na smrtnost izazvanu koronarnomtasrom bole&u (KSB), 29% na smrtnost izazvanu
cerebrovaskularnim bolestima (CVB), a 48% na snsttiwazvanu drugim bolestima srca i
krvotoka (3).

KVB se ¢esto razvijaju sekundarno kao komplikacije nekegdrprimarne bolesti. U
tom smislu hronina bubrezna insuficijencija (HBI) svakako predgtavtlo bitho patolosko
stanje jer brojne studije svettoda HBI prate teSka i progresivna aterosklerasaemijska
vaskularna bolest (4). Smatra se da viSe od 50%shiila sa HBI umre od komplikacija KVB
pre nego Sto se poe sa metodamadenja za zamenu funkcije bubrega. Prema organizaciji
American Heart Associatiobolesnici sa HBI svrstani su u grupu bolesnikanagvetim
kardiovaskularnim rizikom (4). Procenjeno je danggde oko 2 miliona ljudi trenutnocle
nekom od metoda za zamenu funkcije bubrega (henlzdij peritoneumska dijaliza,
transplatacija bubrega). Porast broja obolelih @&l bkom druge polovine XX i peetka
XXl veka je u direktnoj vezi sa porastordestalosti hipertenzije i dijabetesa (4).

Izneti podaci ukazuju na aktuelnost KVB i naglagaveminovnost ispitivanja novih
markera koji bi doprineli ranom otkrivanju, efik@gfterapiji i pouzdanijoj prognozi ishoda

bolesti.



ateroskleroza (3).

1.2. Etiologija i patogeneza ateroskelroze

Pojam KSB obuhvata&etiri patoloSka stanja: anginu pektoris, akutnarikf miokarda,
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iznenadnu sanu smrt i ishemijsku kardiomiopatiju, a u osnovihsnavedenih stanja lezi
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Sto dovodi do formiranja ateroma tj. fibroznog @alsuzenja lumena krvnog suda (5,6).
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Postoji viSe raztitinh hipoteza koje definiSu uzroke i mehanizme @avaterosklerotskog
procesa. Hipoteza koja se zashiva na odgovoru mmanna oSté&enje endotela predstavija
sveobuhvatnu i sveopSte prildeau hipotezu prema kojoj povreda endotela uzrokuje
vaskularnu inflamaciju, ptanu fibroproliferativnim odgovorom (7). Odgovor etela na
oSteenje obuhvata adheziju monocita i trombocita, kgmjatan prelazak lipida u zonu
intime koji se deSava kao posledica piaree vaskularne permeabilnosti. Endotelalje na
mestu povrede, kao i nakupljeni monociti i tromiiosslobataju faktore rasta koji stimuliSu
proliferaciju glatkin misnih ¢elija i njihov prodor u intimu. Aktivirani monocitise
diferenciraju u makrofage koje nekontorlisano akliraju lipide i tako prelaze u penaste
¢elije, koje uz glatke migne ¢elije ¢ine osnovu fibroznog plaka. Sve faze ateroskleomsk
procesa, od inicijalnih do terminalnih, kontinuicaprati proces inflamacije koji obuhvata
sudelovanje raalitih proinflamatornih faktora (Slika 1).

Ateroskleroza séesto ozn&ava kao multifaktorsko oboljenjgji je nastanak i razvoj
uslovljen sinergistinim dejstvom razéiitih faktora rizika. Tradicionalnim faktorima rizakza
razvoj ateroskleroze smatraju se: muski pol, stafmszitivha porodina anamneza na rani
razvoj kardiovaskularnih bolesti, nepovoljan lipidprofil (poviSene vrednost ukupnog
holesterola i LDL-holesterola, a sniZzene vrednéHiiL-holesterola), hipertenzija, pusenje,
gojaznost, dijabetes (8). S obzirom na aktuelnastikvaskularnih bolesti, konstantni napori
se ulazu u pronalazenje novih markéija bi interpretacija uz tradicionalne faktore ki
olakSala prepoznavanje ranih aterosklerotskih pr@amietime unapredila prevenciju ove
bolesti. U tom smislu, sledemarkeri su posle intenzivnih evaluacija stekktss novih
faktora rizika: apolipoprotein B, apolipoprotein IA-rigliceridi i trigliceridima bogati
lipoproteinski remnanti, male guste LDiestice i oksidovane LDIestice, lipoprotein(a),
homocistein i hsCRP (8).

1.3. Gojaznosti ateroskleroza

Gojaznost svakako predstavlja 2agn faktor rizika za razvoj ateroskleroze, gawm
ako se uzme u obzir njenaestalost u visoko i srednje razvijenim zemljama agan
Relevantnost masnog tkiva u kontekstu rizika zayojateroskleroze turtiase kako kroz
njegovu povezanost sa nepovoljnim lipidnim profilom pove&anom koncentracijom
cirkuliswéih slobodnih masnih kiselina, tako i kroz njegovdekrini potencijal (9-11).

Slobodne masne kiseline indukuju pojavu insulinskastencije na nivou skeletnih ni&j



jetre i endotelnin¢elija i aktivirajwti NFkB put stimuliSu produkciju proinflamatornih
molekula (12).

ADIPOKINES:

NO t icam-1 Fepansion @ Platelet Adhesion
YET f veAM-1 t Foam Cell Formation 4 MMP Activity
Ay 4 mcp-1 1 smc Proiiferation and 4 £C and SMC Apoptosis
toxLoL 4 cD40/CDAOL Migration 4 Platelet Adhesion

T Leukocyte Adhesion ® Expansion of Lesion T Thrombosis

and Transmigration

Slika 2. Uloga adipokina u razvoju aterosklerothgka (Preuzeto iz: Lau DC, Dhillon B, Yan H,
Szmitko PE, Verma S. Adipokines: molecular linksween obesity and atheroslcerosis. American
Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physgyl. 2005 May 1;288(5):H2031-41.)

Masno tkivo sekretuje veliki broj molekula koji sazivaju adipokini ili adipocitokini
preko kojih vrSi uticaj na homesotazu raitih fizioloSkih procesa (9-11). Neki od
najzn&ajnijin molekula iz grupe adipokina su: TN#k-IL-6, leptin, adiponektin, PAI-1,
VEGF, MCP-1 (10). Prekomerna akumulacija masnogatkpr&ena je hipertrofijom
adipocita, Sto za posledicu ima pésru produkciju proinflamatornih adipokina, na prvom
mestu TNFe, IL-6, leptina, i smanjenu produkciju antiinflaroatog adiponektina (10, 11).
Ovakav disbalans adipokina izaziva niz efekata &lgkSavaju nastanak i ubrzavaju sam tok
aterosklerotskog procesa (Slika 2). Pored disbalaaspokina, kao mogumehanizmi koji
povezuju prekomernu akumulaciju masnog tkiva i adkllerozu istaknuti su: endotelna
disfunkcija, vaskularna inflamacija, aktivacija NBPBR u makrofagama, promena crevne
mikroflore, gubitak autofagnog fluksa i promocijesaativnog stresa (9).

Kao adipokin koji ima anti-inflamatorni potencijekoga adipociti sekretuju u daleko
najvetoj kolicini, adiponektin je do sada u brojnim studijamanaéen kao jedan od klfinih
faktora koji povezuju gojaznost, insulinsku rezistigu i kardiovaskularne bolesti (13-19).

4



1.4. Adiponektin

Adiponektin je protein od 30kDa iz grupe adipokikega prevashodno sintetiSu i
sekretuju adipociti, mada skorija istrazivanja ukaz na postojanje njegove iRNK u
endotelnim¢elijama krvnih sudova, kao i telijama skeletnog i sanog mista (20-34).
Kompletan protein se sastoji od 247 aminokiselmaneiu sisarima je ugen vrlo visok
stepen konzerviranosti aminokiselinske sekvence). (3&liponektin spada u proteinsku
familiju komplementa C1 (Slika 3), ngijem se N-terminalnom kraju nalazi signalna
sekvenca, koju prati kolagenu ¢sln domen i C-terminalni globularni domen. Ispitijan
kristalografske strukture ukazalo je na zaparjuijsglicnost trodimenzionalne strukture ovog
molekula sa faktorom nekroze tumora (TNF) (36).dMten, uprkos izuzetnoj sihosti

izmedu ova dva molekula nije dokazana méguost adiponektina da aktivira TNF receptore.

C1g 1 2831 112 245
NHz — — COOH
Signal collagen-like domain  Globular domain
peptide
Adiponectin 17 45 110 247
NHz — COOH
processing

gAdiponectin

Slika 3. Strukutura miSijeg (A) i humanog (B) adiedtina (Preuzeto iz: Kadowaki T, Yamauchi T.

Adiponectin and adiponectin receptors. Endocrineeres. 2005 May 1;26(3):439-51.) a
1 ) o - - - . _je
gena za adiponektin speroxisome proliferator-activated recept®PARy), CAAT enhancer
binding protein (C/EBP), sterol regulatory element binding prote(SREBP,) E47 i 1d3
protein.Forkhead box protein OfFOXO1) uz pomé sirtuina 1 (SirT1) stvara kompleks sa
C/EBP aktivirajdi tako transkripciju gena za adiponektin (37-3%9kd su ovi procesi
nepobitno zn&ajni, za sada nije jasno da li su nivoi adiponekfnimarno regulisana na nivoi
transkripcije ili se primarna kontrola odvija navew kompleksnih posttranslacionih
modifikacija.

Nakon translacije, adiponektin podleze procesu oaotigrizacije koji se odvija u
nekoliko koraka. P&etni korak predstavlja interakcija globularnin doraepojedinanih
molekula adiponektina koji formiraju trimer, nakoéega sledi korak niisobnog vezivanja
kolagenskih domena disulfidnim mostovima preko eiisgt na polozaju 39 (40). Ovako

sastavljen trimer adiponektina ozea je kao adiponektin male molekulske mase (LMW).



Posttranslacione modifikacije podrazumevaju reakhidroksilacije i glikozilacije na&etiri
konzervirana lizinska ostatka u okviru kolagenskiognenac¢ime se omogtava formiranje
vecih oligomera ozn&nih kao adiponektin srednje molekulske mase (MM\&{iponektin
visoke molekulske mase (HMW) (41).
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Slika 4. Kontrola transkripcije, translacije, poattslacionih modifikacija, oligmerizacije i sekrjeci
adiponektina (Preuzeto iz: Dadson K, Liu Y, Sweel@yAdiponectin action: a combination of
endocrine and autocrine/paracrine effects. FroabEnnol (Lausanne). 2011 Nov 8;2:62.)

Sekrecija adiponektina je spe¢ifb regulisana na nivou endoplazmatskog retikuluma
(Slika 4). Saperon proteini endoplazmatskog retikd koji imaju zn&ajnu ulogu u procesu
pravilnog savijanja i osloldanja adiponektinskih oligomera su DsbA-L, ERp44olE. (42,
43). Ukoliko se kovalentna veza formira izioecis39 adiponektina i ERp44, adiponektin se
zadrzava u endoplazmatskom retikuluma, dok vezevagjol-1 za ERp44 dovodi do
oslobatanja adiponektina. DcbA-L je tiol-oksidoreduktazapjek katalizuje formiranje
navedenih kovalentnih veza. PoviSena sekrecijacaéitina pod dejstvom lekova iz grupe
tiazolidindiona objaSnjava se njihovom sposoléno8a aktiviraju PPAR koji istovremeno
uzrokuje ushodnu regulaciju samog gena za adipomeddi i poja&anu ekspresiju Saperon
proteina ERp44 i Erol-1(43, 44). U gojaznosti dokda slabljenja funkcije endoplazmatskog



retikuluma usled razvoja stanja poznatog kao sreplazmatkog retikuluma Sto se smatra
jednim od zna&ajnih faktora koji doprinose snizenju koncentraeiggponektina (45).

Adiponektin se u cirkulaciji moze tiau formi HMW oligomera, MMW heksamera i
LMW trimera (46). Kombinacija ovih oligomernih foimse ¢esto naziva i adiponektin pune
duzine (fAd). S druge strane, u cirkulaciji se uzetno malim koncentracijama mozeina
globularni domen adiponektina (gAd), koji se nastajoteolittkim cepanjem pod dejstvom
leukocitne elastaze na mestu inflamacije (46, 47).

Koncentracije adiponektina kod zdravih osoba séwkre rasponu od 2 do 20 mg/L,
Sto ¢ini oko 0,01-0,05% proteina plazme (48). Zene imdge koncetracije adiponektina u
odnosu na muskarce, @emu se ova razlika dava ne samo na nivou ukupne koncentracije
adiponektina vé& i na nivou distribucije pojedinih formi (49-51).ahne, kod zena je viSe
zastupljena HMW forma adiponektina, dok je kod nawaka ravnoteza viSe pomerena ka
MMW i LMW formama. Za sada nema jasnih podatakakop natin bi polni hormoni,
estrogen i testosteron, mogli uticati na nivo diduteg adiponektina. Ipak, viSi nivoi
adiponektina kod zena mogli bi biti objasSnjenjetaasis zene osetljivije na dejstvo insulina u
odnosu na muskarce (52).

lako je adiponektin veoma stabilan molekul sa malimm stepenom degradacije u
cirkulaciji, njegovo poluvreme zivota je iznehguce kratko i iznosi izméu 45 i 75 minuta u
zavisnosti od tipa oligomera (53, 54). Smatra sepdgedine reakcije u okviru post-
translacionih modifikacija imaju veliki uticaj naame zadrzavanja adiponektina u cirkulaciji.
Pokazano je da vezivanje sijalinske kiseline naatket treonina zri@jno produzava
poluvreme zivota adiponektina u cirkulaciji, dokzensko uklanjanje ovih ostataka Zago
ubrzava njegovo uklanjanje iz cirkulacije (55).rdgpredstavlja glavni organ koji uklanja i
razgraluje adiponektin iz cirkulacije, dok bubrezi imajlogu samo u eliminaciji nastalih
razgradnih produkata (54).

Nivoi adiponektina, a natdto HMW forme, su pod uticajem cirkadijalnog ritmat;
¢emu je koncentracija adiponektina niza tokonii moodnosu na druge periode dana (56).

DosadaSnja istrazivanja su pokazala da adipongidjetava osetljivost perifernih
tkiva na insulin, deluje antiinflamatorno i antigghotski, te da njegov nedostatak moze biti
povezan sa razvojem radtih bolesti. Ovi efekti su pre svega posredovasmrivanjem
adiponektina za njegova dva receptora 6ena kao AdipoR1 i AdipoR2 koja su prisutna na

¢elijama razltitih tkiva.



1.5. Adiponektinski receptori i transdukcija signala

Adiponektinski receptori predstavljaju integralneembranske proteine koji prema
topologiji izuzetno pods@aju na receptore vezane za G-protein (GPCR), atizigku od njih
poseduju N-terminalni domen unutatelije, dok je C-terminalni segment smesSten
ekstracelularno (Slika 5) (57). Geni za AdipoR1digoR2 se kod ljudi nalazi na prvom i
dvanaestom hromozomu (1932; 12p13) (58). lako pioggmma velika strukturna sghost
izmedu ova dva receptora (67% aminokiselinske sekverced¢nténo), oni razlkitim
afinitetom vezuju raziite oligomerne forme adiponektina (57). AdipoR1rgzeptor koji
poseduje visok afinitet za globularni adiponektigk AdipoR2 prevashodno vezuje
adiponektin pune duzine (HMW) (57).

AdipoR1 AdipoR2(66.7%homology)
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Slika 5. PredloZena struktura adiponektinskih ream@pAdipoR1 i AdipoR2 (Preuzeto iz: Kadowaki
T, Yamauchi T. Adiponectin and adiponectin recept&ndocrine reviews. 2005 May 1;26(3):439-
51.)

Adiponektinski receptori su klonirani 2003. godined tada je dokazano njihovo
prisustvo n&elijama razlitih tkiva i organa (skeletni mi&i, slezina, jetra, srce, masno tkivo,
bubrezi, pléa, pankreas, monociti, makrofage). ddém, zastupljenost ovih receptora nije
ista u svim organimaCelije skeletnih mi&ia predominantno eksprimiraju AdipoR1, dok
celije jetre eksprimiraju pre svega AdipoR2 (56).

Aktivacija adiponektinskih receptora pokeevei broj signalnih puteva unutaelije
(Slika 6). Vezivanje adiponektina za AdipoR1 dovddi fosforilacije AMP-zavisne protein
kinaze i inhibicije acetil-KoA karboksilaz&me se povéava oksidacija masnih kiselina i
transport glukoze u mi@ma, a smanjuje ekspresija enzima glukoneogeneze
(fofoenolpiruvat-karboksilaze i glukoza-6-fosfatpze jetri (59-61). Adiponektin preko
AdipoR1 takde poveava intracelularnu koncentraciju €ai dovodi do aktivacije

Cd*/kalmodulin-zavisne protein-kinaza kinafe nakondega dolazi do aktivacije SirT1,



poveanja ekspresije i smanjenja acetilacije PRARbaktivatora & i povetanja broja
mitohondrija u skeletnim mi&ma (62). N-terminalni domen AdipoR1 vezuje adaptor
protein APPL1 (sadrzi plekstrin homologni domenmen koji vezuje fosforilisane ostatke
tirozina i motiv leucinskog rajsferSlusa), a ovaenakcija je takde vazna za procese
aktivacije AMP-zavisne protein kinaze, oksidacij@snih kiselina i preuzimanja glukoze
(63). Pored APPL1, pokazano je da i drugi adaptpraoteini kao Sto su RACK1, ERp46 i
CK2p prepoznaju intracelularni domen AdipoR1 (64-66).

Adiponektin povéava aktivhost PPAR liganada kao i ekspresiju samog PRAR
preko AdipoR2, stimuli&ti tako oksidaciju masnih kiselina i sveukupnu pstja energije u
celiji (67). Ovi efekti deliméno se ostvaruju zahvaljujupovetanoj ekspresiji UCP-2 i acetil-
KoA oksidaze koji u svojim promotornim regionimadsze elemente za vezivanje PRAR
(68).

Pored navedenih signalnih puteva, adiponektin altivtkz. ceramidski put u okviru
koga se eliji povecava ceramidazna aktivnost, smanjuje koncentraeljanida i povéava
koncentracija sfingozin-1-fosfata (69). Kako cerdrblokira translokaciju iz citoplazme na
¢elijsku membranu i promoviSe defosforilaciju Akt/BKsmanjujdi tako osetljivostelija na
insulin, smanjenje njegove koncentracije ¢eliji moze biti zn&ajan korak u borbi
adiponektina protiv insulinske rezistencije. S drgtyane, pov@nje koncentracije sfingozin-
1-fosfata igra zn&jnu ulogu u odbrantelija od apoptoze (69). Da bi se ceramidski put
aktivirao neophodno je da adiponektin ostvari iskeiju sa oba svoja receptora. S obizorm
da adiponektinski receptori pripadaju PAQR (progest i adipoQ receptor) familiji
membranskih proteina koji sadrze sekvencu homoladkalnoj ceramidazi, ostaje nejasno da
li ceramidazna aktivnost pog od samih receptora ili se za sada nepoznatim meham
vrSi aktivacija ceramidaze u citoplazmi (69).

Signali koji se pokréu vezivanjem adiponektina za AdipoR1 i AdipoR2 sjupn
aktivaciju NFxB u stanjima pojéane inflamacije (70, 71). S druge strane, dokajanda
adiponektin povéava produkciju IL-6 u makrofagama upravo aktivitajilF-xB, ali ova
aktivacija ne ukljduje AdipoR1 i AdipoR2, v&novi, za sada neopisan, receptor ¢enskao
AdipoRX (72, 73).

Efekti adiponektina nisu isklfivo posledica njegove interakcije sa AdipoR1 i
AdipoR2. Membranski protein T-kaderin pokazuje kisafinitet prema MMW i HMW
adiponektinu (74). Ovaj membranski protein ne pagettracelularni domen i samim time
nije u stanju da promovise stvaranje signaléeliji, pa se smatra da je njegovo prisustvo

neophodno kako bi se obezbedilo adekvatno vezivadjgponektina. To potduju i
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eksperimenti na T-kaderin deficijentnim miSevimal kajih adiponektin nije bio u stanju da

se veze za &ane mistnecelije i ostvari svoje dejstvo (75).
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Slika 6. Celijska signalizacija nizvodno od adiponektinskéteptora AdipoR1 i AdipoR2 (Preuzeto
iz: Yamauchi T, Kadowaki T. Adiponectin receptoraakey player in healthy longevity and obesity-
related diseases. Cell metabolism. 2013 Feb 5;1'82)96.

1.6. Metabolicki efekti adiponektina na nivou razlicitih tkiva

Siroka distribucija adiponektinskih receptora uastigmu, kao i veliki broj signalnih
puteva koji se pokiel njihovim aktiviranjem omogtava adiponektinu da ostvari ziagno
delovanje na veliki broj raziitih tkiva i organa. Anti-inflamatorni i anti-atesklerotski efekti
adiponektina kao i njegovo suprotstavljanje insskinj rezistenciji su posledica istovremenog
dejstva ovog adipokina na viSe ciljnih tkiva (Slika

Kardioprotektivno dejstvo adiponektina ogleda sajegovoj sposobnosti da smanji
mogunost razvoja ishemije miokarda Sto je demonstrirareksperimentima na adiponektin
deficijentnim i T-kaderin deficijentnim miSevima4,775). Ne sme se izgubiti iz vida ni to da
adiponektin istovremenim vezivanjem za AdipoR1 ipaRR2 aktivira ceramidski put u kome
se povéava produkcija sfingozin-1-fosfata koji je potentamhibitor apoptoze sganih
miSi¢nih ¢elija (69). S druge strane, hiperinsulinemija inokna gojaznd@$ smanjuje
ekspresiju AdipoR1 na &mnim misénim c¢elijama preko PI3K/Akt i FoxO1l puta (76).
Smanjena ekspresija AdipoR1 nacasrim misénim celijama onemogtava aktivaciju
AdipoR1/LKB/AMPK puta preko koga adiponektin stindd produkciju VEGF u ganom
miSicu i tako kontroliSe procesecane angiogeneze i remodelovangasiog mista (77).
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Adiponektin ispoljava i zn@mjan antiaterokslerotski efekat na nivou endotelanik
sudova inhibicijom ekspresije adhezivnih molekulao kSto su intracelularni adhezivni
molekul-1 (ICAM-1), vaskularni celularni adhezivmolekul-1 (VCAM) i E-selektin (78).
Zahvaljujii sposobnosti da aktivira AMP kinaza-eNOS i cAMPAISignalne puteve,
adiponektin smanjuje intenzitet oksidativnog stresadotelnimtelijama krvnih sudova, dok
aktivacijom kalretikulin/CD91-PI3K-Akt-COX2 puta pmoviSe revaskularizaciju u miéina
koji su oStéeni ishemijom (79-82).

‘.‘ Glucose uptake, fat storage & adipogenesis
‘ Inflammation

‘t Insulin sensitivity w ‘t Insulin sensitivity

l, Gluconeogenesis & !!pogenesm. ' ; % l, Inflammation
Adipose gy

l’ Oxidative stress & it
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"‘ Angiogenesis & function {.w
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Lwer y\ / Macrophage
' Function & recovery @ ‘@ ,' Fatty acid
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‘ Injury &
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i

é f GSIS & viability
ancer B
"‘ Angiogenesis & growth ‘ Apoptosis

Slika 7. FizioloSki efekti adiponektina (Preuzetn IYe R, Scherer PE. Adiponectin, driver or
passenger on the road to insulin sensitivity? Mdbecmetabolism. 2013 Aug 31;2(3):133-41.)

Rezultati nekoliko studija izvedenih na miSevimad&e da adiponektin Stiti podocite
od oksidativhog stresa i smanjuje njihovu propivatt za albumin na osnowega bi se
moglo zaklj&iti da adiponektin ostvaruje zastitni efekat naonibubrega (83, 84). Matim,
pacijenti sa hrokhom bubreznom insuficijencijom imaju paradoksalmvipene vrednosti
cirkuliSuceg adiponektina sa zasada nepoznatim uzrokom.

Na nivou pankreasa adiponektin aktivacijom PRAREK-Erk i PI3K-Akt signalnih
puteva promoviSe sekreciju insulina stimulisanukgiom (GSIS), sptava apoptozu i
poveava prezivljavanjg-celija pankreasa pod radglim uslovima (85-87). Stino kao i u
slucaju skanih misénih ¢elija, navedeni efekti su vezani za aktivaciju cgidskog puta (69).

11



Pod uticajem adiponektina osetljivost jetre na linsise povéava Sto vodi ka
znaajnom smanjenju u jetrenoj produkciji glukogak i pri niskim koncentracijama insulina
(48). Aktiviranje AdipoR1/LKB1/AMPK puta smanjujekivnost i ekspresiju regulatornih
enzima u procesu glukoneogeneze, fosfoenolpiruagidksilaze i glukoza-6-fosfataze (58,
89). S druge strane, aktiviranje ovog signalnog@mmanjuje ekspresiju SREBP1c i inhibira
aktivnost acetil-KoA karboksilaze Sto za posledica snizenje koncentracije triglicerida i
neesterifikovanih masnih kiselina u cirkulaciji |88reko ceramidskog puta adiponektin
takade smanjuje lipotoksne efekte u jetri i poboljSava osetljivost hepatana insulin.
Znaajno je naglasiti da krajnje hipoglikemijsko detadiponektina mnogo viSe zavisi od
njegove sposobnosti da smaniji jetrenu produkciukage, nego Sto zavisi od njegovog
uticaja na potrosnju glukoze od strane periferkivet (48).

Anti-inflamatorni efekti adiponektina posledica sjegovog direktnog delovanja na
makrofage. Adiponektin usmerava diferencijaciju nof&ga od pro-inflamatornog M1 tipa
ka anti-inflamatornom M2 tipu IL-4/SATAT6 zavisnimehanizmom i inhibira ekspresiju
scavengemreceptora klase A-1 smanjdjutako preuzimanje oksidovanog LDL i nastajanje
penastiltelija (90, 91).

Adipozno tkivo ne predstavlja samo izvor cirkuti8g adiponektina, vei vrlo
zn&ajno ciljno tkivo. Na nivou adipocita adiponektiroy&ava preuzimanje glukoze i
skladistenje lipida, a smanjuje produkciju onitokiha koji deluju kao posrednici u razvoju
insulinske rezistencije u m&iim celijama (91, 92). SkladiStenje lipida pod uticajem
adiponektina usmerava se prema subkutanom masndm, tkmesto prema jetri |
visceralnom masnom tkivu (88). Kod gojaznih paa@ganbez metabakih poreméaja
adiponektin je izdvojen kao jedan od mégupromotora anti-inflamatornog dejstva (93).

Adiponektin u skeletnim mi&ima pokrée niz signala koji dovode do paane
aktivnosti mitohondrija i oksidacije masnih kisainAktivacijom AMPK puta inhibira se
acetil-KoA karboksilaza, povava ekspresija acetil-KoA oksidaze i UCP-2, ak&vp38,
MAPK, i PPARs, poveéava koncentracija intracelularnog ‘Cai stimulie aktivnost
C&*/kalmodulin-zavisne protein-kinaza kinagg59-62). Svi navedeni podaci rezultatisu
vitro ili in vivo eksperimenta u kojima je stimulacija receptoraena globularnim
adiponektinomgija je koncentracija u cirkulaciji izuzetno mala $tavlja pod znak pitanja
fizioloSku relevantnost delovanja adiponektina ha&letne misie (48). S druge strane,
eksperimenti sa obelezenim adiponektinom nisu palkada skeletni migi predstavljaju

zna&ajno ciljno mesto delovanja ovog adipokina (54). Z&ada ostaje nejasno kako bi
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visokomolekularni oligmerni kompleksi adiponektinmpSte mogli pré kroz endotelnu

barijeru i ostvariti adekvatno dejstvo na svojeepore uelijama skeltenih miga (88).
Prikazani rezultati dokazuju z&gnu ulogu adiponektina u homeostazi rétzh

fizioloSkih procesa i ukazuju na njegov potencijadnaiaj u definisanju rizika za razvoj

kardiovaskularnih bolesti.

1.7. Znacaj ispitivanja koncentracije adiponektina u koronarnoj
src¢anoj bolesti i hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji

U skladu sa opisanim efektima adiponektina, ist@ija na pacijentima koji pate od
gojaznosti, dijabetesa tipa 2 i metabktig sindroma nedvosmisleno ukazuju da su navedena
stanja udruZzena sa niskim koncentracijama cirkééi§uadiponektina (94-98). Take, skorija
meta-analiza je pokazala da osobe sa viSim vreamosadiponektina imaju manji rizik za
razvoj dijabetesa tipa 2 (99). Kigtim, kada je ré& o ulozi adiponektina u koronarnoganoj
bolesti, rezultati dosadasnjih studija su nekoenisti (Slika 8) (100-118). Odieni broj
studija pokazao da su viSe vrednosti adiponektiméd dsoba sa KSB udruzene sa manjim
rizikom od smrtnog ishoda. S druge strane, 2018ingoizvrSena je opsezna i sistertiadi
meta-analiza koja obuhvatilsak 24 prospektivne studije (30.945 subjekata) oepawmosti
adiponektina i KSB (119). Rezultati ove meta-aralikazuju da su poviSene vrednosti
cirkuliSu¢eg adiponektina udruzene sa pém@m rizikom od ukupnog mortaliteta i
mortaliteta povezanog sa KVB. Nije u potpunostn@a¥oji mehanizmi leze u osnovi ove
paradoksalne veze izihe adiponektina i mortaliteta u KSB i zaSto njegaestitni efekti
demonstrirani u brojnim eksperimentalnim modelinsurpotvideni u klinickim studijama na
pacijentima sa KSB. Jedan od maéifuuzroka oko koga se spekuliSe nekoliko poslednjih
godina jeste i razvoj adiponektinske rezistencg@gnja u kome bi nishodna regulacije
adiponektinskih receptora bila odgovorna za izasiaj njegovih zastitnih efekata Sto bi
posledéno dovelo i do kompenzatornog pdéaeja njegove koncentracije (34, 67). S obzirom
da ve& postoje klinéka ispitivanja zasnovana na primeni agonista adigtnma i terapijskih
agenasa koji povavaju produkciju adiponektina trebalo bi uzeti uziobmoguwnost

izostajanja pozitivnih efekata adiponektina uskerloja rezistencije (120).
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Pubkcation Relatve %

Saurce year risk [95% Cl) Weight
Pischon af al 2004 DB4{0.71,0.99) 282
Lindsay etal 205 091(074,112) 203
Lawlor ef &/ 2005 057090 1.05) &85
Sattar ot &l 208 100099, 1.01)  10.22
Pilz of af 2008 1230113 803
Cavusoglu e af 2006 159114 2 23) 089
Iwsshima &f af 2006 07005209 115
Koenig & al 20086 0890791000 441
Laughlin et &l 2007 110096, 126 2Tt
Frystyk at af 207 093(087.1.00) 71
Wannamethas o 4/ (no CVD & no haari faume) 207 111(100,1.23) 498
Wannamathes & a2/ (CVD) 2007 1.10(0.96, 1.27) 161
Wannamethee af af (heart falure) Xo7 1370822270 040
Hapr et & 207 107T(100,1.15) 68T
von Eynaiten o 2/ 208 106(075,139) 123
Kizer ot &l 2008 119102 1.38) 325
Schnabd & al 2008 1.06(1.00, 1.13) 744
Dekdeer et al (no CVD) .1 lif] DA0 (073 111) 200
Dekker et al (CVD) 2008 127(096,1.64) 144
Soderberg ef af 208 102{099,1.05 966
Hatana efal 08 100(055, 181 030
Poehlz et & 2008 109(104,1.15)  B49
Krzyzanowslea ot af 208 095(058, 155 044
lucGetd 2010 099088 112) 433
Urbanayiciena at af 210 044 (020, 03) 018
Coteet sl an 033(0.751.29) 130

Overall (2=71 1% p=0.000) 103100, 1.06) 100.00
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Slika 8. Relativni riziki za razvoj KV dodaja po povéajnu jedne standardne devijacije logaritamaski
transformisane vrednosti adiponektina u studijatmsheaenim meta-analizom koju su sproveli Lee i
saradnici. Veliina kvadrata predstavlja zteg svake od analiziranih studija. (Preuzeto iz: E%
Park SS, Kim E, Yoon YS, Ahn HY, Park CY, Yun YHhGW. Association between adiponectin
levels and coronary heart disease and mortaligyséematic review and meta-analysis. International

journal of epidemiology. 2013 Jun 4:087.)
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PoviSene vrednosti adiponektina kod pacijenataBlitéuficijencijom dokazane su u
brojnim studijama. Méutim, kao i u sldaju KSB dosadasnje studije nisu dale jednoglasan
odgovor na pitanje da li poviSene vrednosti adiptina igraju zastitnu ulogu kod pacijenata
sa HBI. Prve studije izvedene na relativno malomjwipacijenata ukazuju da su visoke
vrednosti adiponektina udruzene sa manjim rizikamnsertnosti povezane sa KVB (121,
122), dok skorije i opseznije studije pokazuju saipo (123-125). Rezultati MDRD studije
ukazuju da powanje koncentracije cirkuli$eg adiponektina za 1pg/mL p@ava rizik od
mortaliteta udruzenim sa KVB za 6% (124), dok jstudiji na 438 pacijenata koji pate od
dijabetesa tipa 1 pokazano da visoke vrednosti oadiktina predviaju progresiju ka
terminalnim stadijumima HBI, kao i da su udruzeai govéanim rizikom od mortaliteta
(125). Uzroci poviSenih vrednosti adiponektina ulizB sada nisu u potpunosti poznati. Kao
moguwi uzroci navode se porerggi na nivou ose receptor/ligand (126), smanjenréii
klirens adiponektina (127), metahidi rearanZzman u uremiji (128), promene u zatuplgino
pojedinih oligomera (124), kao i poretag na nivou post-translacionih modifikacija koji
uzrokuju stvaranje forme adiponektina koja je mabieloski aktivha (124). Ne sme se
izgubiti iz vida ni to da gubitak telesne mase iptéBIl, te da povéanje koncentracije
adiponektina delindno moZe biti posledica smanjenja BMI.

Kontradiktornost rezultata prethodnih studija i mé@wpst razvoja adiponektinske
rezistencije naglaSava potrebu za istrazivanjimga koedostatak protektivnog efekta
adiponektina ne bi posmatrala samo kroz prizmuayegkoncentracije u krvi vei kroz
sposobnost ciljnikelija da odgovore na njegovo dejstvo. U tom smisduetivanje nivoa
genske ekspresije adiponektinskih receptora mogppuziti dodatne odgovore zasto i pored
visokih koncentracija adiponektin nije u stanjuaddvari svoje efekte.

1.8. Transkriptom mononuklearnih celija periferne krvi kao
dijagnosticko sredstvo

S obzirom da su tkiva koja su zaligaa odrdenim patoloSkim procesotiesto tesko
dostupna, v@ broj studija ispitivao je mogunost upotrebe mononuklearniklija periferne
krvi kao surogat tkivaiji bi transkriptom mogao posluziti u dijagnozi rqgnozi razkitih
bolesti. Dosadasnje studije ukazuju da mononuké&talije periferne krvi mogu biti zréajan
izvor korisnih informacija kada je u pitanju profdenske ekspresije u bolestima ne-
hematoloskog porekla (130, 131). Promene u ekspresi profilucelija periferne krvi do
sada su uiene kod pacijenata sa juvenilnim artiritsom, higezijom, kancerom, hronim

umorom, neuroloskim povredama, lupusom, transpjata¢ Sizofrenijom, kao i usled uticaja
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fizicke aktivnosti, puSenja i izlaganja ra&#iim toksicnim agensima (130, 131).
Mononuklearné&elije periferne krvi su lako dostupne, sadrze vddioj aktivnih gena, dolaze
u kontakt sa gotovo svim delovima organizma, a @nmoenu sredini u kojoj se nalazecutina
njihovu gensku ekspresiju. Smatra se da usled mointinih interakcija izmau celija krvi i
ostatka organizma, male promene na nivou didipli tkiva koje su posledica neke bolesti
mogu dovesti do specifih promena u genskoj ekspresiji krvriélija koje bi bile odraz
inicijalnog stimulusa (130).

Uzimajwi u obzir da su jetra, skeletni migisicani miS¢, adipociti i endotel krvnog
suda tkiva koja predstavljaju ztegna ciljna mesta za delovanje adiponektina te&stugpna,
u nasoj studiji je nivo ekspresije adiponektinskdteptora odiden u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi.
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2.CILJ

Rezultati velikog brojan vitro i in vivo eksperimenata na zivotinjama svéeoo
izuzetno  zn&jnim  antiinflamatornim,  antiaterosklerotskim,  apptotskim i
kardioprotektivnim efektima adiponektina. Velikidprstudija potvrdio je pozitivhe efekte
adiponektina kod osoba koje pate od gojaznostbdiesa tipa 2 i metabékog sindroma.
Medutim, kada je r&é o KSB i HBI rezultati dosadasnjih studija povezpviSene vrednosti
adiponektina sa povanim rizikom od ukupnog mortaliteta bez jasnog aaga Sta bi mogao
biti uzrok ovakvog paradoksa. Pojedini autori kaoolk nedostatka adiponektinskih efekata
navode mogénost pojave adiponektinske rezistencije koja se if@stuje nishodnom
regulacijom adiponektinskih receptora i kompenzatorrastom koncentracije adiponektina.
Kako bi proverili da li je adiponektinska rezistgacudruzena sa KSB i HBI postavljeni su
sled€i ciljevi istrazivanja:

» Odrediti nivo genske ekspresije AdipoR1 i AdipoR2mononuklearnimcelijama
periferne krvi kod pacijenata sa koronarnontaeom bole&u i pacijenata sa
hroncnom bubreznom insuficijencijom i utvrditi razlike odnosu na zdrave
ispitanike.

» Odrediti nivoe cirkuliSdgeg adiponektina u plazmi pacijenata sa koronarngansm
bolegu i pacijenata sa hratnom bubreznom insuficijencijom i utvrditi razlike u
odnosu na zdrave ispitanike.

» Ispitati povezanost genske ekspresije AdipoR1 pABi2 u mononuklearnirfelijama
periferne krvi i nivoa cirkuliséeg adiponektina sa stepenom stenoze kod pacijeaata
koronarnom sfanom bole&u.

» Ispitati povezanost nivoa genske ekspresije AdipoRbipoR2 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi i cirkuliséeg adiponektina sa antropometrijskim
karakteristikama ispitanika i tradicionalnim lipidmni nelipidnim faktorima rizika.

» Ispitati povezanost insulinske rezistencije sa omogenske ekspresije AdipoR1 i
AdipoR2 u mononuklearnim¢elijama periferne krvi i nivoom cirkuli$eg

adiponektina u plazmi ispitanika.
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3.MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Ova studija je obuhvatila 133 ispitanika. Grupuijgmata sa KSEinilo je 69 osoba
(35 muskaraca i 34 Zene) starosti od 32 do 82 god@rupa pacijenata sa HBI na
hemodijalizi sastavljena je od 31 ispitanika (19Skaraca i 12 Zena), starosti od 27 do 76
godina. Kontrolna grupa je formirana od 33 zdraspitanika (15 muskaraca i 18 Zena),
starosti od 27 do 60 godina.

Pacijenti sa KSB su ¢eni na Institutu za kardiovaskularne bolesti Kiktg centra
Srbije tokom 2012. i 2013. godine. Svi pacijentidp@nuti su postupku koronarne
angiografije kako bi se procenila tezina koronarraplienja. Indikacije za koronarnu
angiografiju bile su: stabilna angina pektorisstabilna angina pektoris, post-ishéna
revaskularizacija, infarkt miokarda, atpn bol u grudima sa pozitivnom istorijom KVB u
porodici, stana insuficijencija, valvulopatije i prisustvo nespi¢cnih simptoma (astenia,
sinkopa i dispnea). Pacijenti sa dijagnozom akuinéarkta miokarda, dijabetes mellitus (tip
L'i I) ili hroni ¢ne bubrezne insuficijencije nisu bili ukgeni u ovu studiju. Tokom koronarne
angiografije vrSena je procena suZzenja na desn@nkonoj arteriji, levoj descendentnoj
arteriji i levoj cirkumfleksus arteriji. Nalaz konarne angiografije procenjivan je od strane
dva iskusna kardiologa bez prethodnog znanja ojustpacijenata, a odluka se donosila
konsenzusom. Prema tome da li u najmanje jednontriodavedena krvnha suda postoji
smanjenje lumena ¥e ili jednako 50% pacijenti su podeljeni u dve grupacijenti bez
zn&ajne stenoze (15 muskaraca i 28 Zena) i pacijargngajnom stenozom (20 muskaraca i
6 zena). Demografski podaci pacijenata koji obudguastarost, telesnu tezinu, visinu, pilda
status, krvni pritisak kao i podaci o terapiji pri{jeni su anketiranjem ispitanika.

Pacijenti sa HBI na hemodijalizideni su na NefroloSkoj klinici Klirikog centra
Srbije tokom 2011 godine. Osnovni uzroci koji sudkavih ispitanika doveli do terminalne
faze oStéenja bubrega su: hrami glomerulonefritis (n=6), hrotiha bubrezna insuficijencija
nepoznatog uzroka (n=4), nefroangioskleroza (n¥@fropatija uzrokovana mokiaom
kiselinom (n=2); Good-Pasture sindrom (n=2), bubeekalkuloza (n=2), vezikouretralni
refluks (n=2), hipertenzija (n=1); atrofia renisgseentalis (n=1), lupus nefritis (n=1),
endemska nefropatija (n=1), hroni pijelonefritis (n=1), bubrezna tuberkuloza (n=1)
bubrezni vaskulitis (n=1). Vreme koje je proSlokattla su pacijenti na hemodijalizi trajalo je
od 3 do 248 dana (u proseku 90 dana).
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Za potrebe ovog istrazivanja kontrolna grupa jenicaina od zdravih ispitanika koji su
odabrani nakon procene njihovog zdravstvenog st&mg@cena zdravstvenog stanja ispitanika
obuhvatila je merenje debljine intime-medije obeokidne arterije, odvanje parametara
lipidnog statusa, prikupljanje osnovnih demogrdisgodataka anketiranjem (starost, telesna
teZina, visina, krvni pritisak, pu8d status, podaci o eventualnoj terapiji lekovimparodicna
istorija KVB u prvostepenom srodstvu). Kriterijurza iskljw&ivanje ispitanika iz studije
prilikom formiranja kontrolne grupe bili su:

» prisustvo KVB ili bilo koje druge sistemske inflatoene ili metabolktke bolesti,
bolesti jetre ili bubrega,;

» prisustvo KVB u porodinoj istoriji;

* debljina intime-medije W& od 1 mm u bar jednoj karotidnoj arteriji;

» prisustvo hipertenzije (dijastolni krvni pritisak90 mm Hg i/ili sistolni krvni pritisak
> 140 mm Hg) ili terapija antihipertenzivnim lekowam

* nepovoljan lipidni profil definisan Adult TreatmeRanel Il preporukama: UH > 5,16
mmol/L, LDL-H>3,35 mmol/L, HDL-H<1,03 mmol/L, TG>I0 mmol/L ili upotreba
lekova iz grupe hipolipemika;

» koncentracija glukoze u plazmi na taste > 6,1 mimol/

« prisustvo gojaznosti (BMI>30 kg/n

Istrazivanje je planirano i sprovedeno premacketn principima u skladu sa
Deklaracijom iz Helsinkija, a ha osnovu odobrenja&tkog komiteta za klirika ispitivanja
Farmaceutskog fakulteta. Svi ispitanici su dalapigristanak zadestvovanje u istrazivanju.

Uzorci krvi su uzeti iz prednje kubitalne vene odihs ispitanika nakon
dvanaesttasovnog nénog gladovanja. Venekpunkcija je iziena dok su ispitanici bili u
sedéem polozaju. Krv je sakupliena u epruvete sa EDTza (@obijanje plazme) ili
separacionim gelom (za dobijanje seruma). Seruaznpa odvojeni su od krvnibelija u
roku od jednog sata, nakdiega su uzorci podeljeni u viSe porcija i zamrzmati-80°C.
Nakon odvajanja plazme, sedimeidlija je koriSten za izolovanje mononuklearrddlija
periferne krvi naFicoll-Paque Plus(GE Healthcare Life Science) gustinskom gradijentu.
Izolovane mononuklearnéelije potom su isprane u PBS puferu, suspendovam&IZOL
reagensu i zamrznute na -80°C do izolacije RNK. d9sh biohemijski parametri i
adiponektin odréeni su u uzorcima EDTA plazme. Koncentracije imsul hsCRP odi#ene
su u uzorcima seruma. Nivo iRNK adiponektinskihepgora AdipoR1 i AdipoR2 odden je

u izolovanim mononuklearnirgelijama periferne krvi.
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3.2. Odredivanje koncentracije adiponektina u plazmi

Koncentracija adiponektina odiena je ELISA ¢énzyme linked immunosorbent agsay
tehnikom, korigenjem testaduman Total Adiponectin/Acrp 30 QuantikKthELISA (R&D).

3.2.1. Princip Human Total Adiponectin/Acrp 30 Quantikine® ELISA

Princip metode zasniva se na kvantitativnoj sehéwzim-imunoesej tehnici. Bazeni
ploce u kojoj se odrdvanje izvodi prethodno su (od strane proidaia) oblozeni
monoklonskim antitelima speaifiim za globularni domen adiponektina. Slepa proba,
standardi i uzorci se potom nanose u bazengpo cemu svi molekuli adiponektina bivaju
vezani monoklonskim antitelim&@me se postize njihova imobilizacija. Nakon daeovne
inkubacije, ispiranjem se vrSi uklanjanje svih nea@h supstanci, a potom dodaje
monoklonsko antitelo obelezeno enzimom (peroksidana) koje je specifno za globularni
domen adiponektina. Ova reakcija tdkozahteva dwasovnu inkubaciju. Ispiranjem se
uklanjaju nevezana monoklonska antitela obelezezar®m nakontega dodajemo rastvor
supstrata (vodonik-peroksid i 3,3’,5,5-tetramegiizidin) pricemu se razvija boja koja je
proporcionalna koncentraciji inicijalno vezanogmatiektina. Bojena reakcija se zasniva na
oksidaciji TMB do obojenog 3,3',5,5'-tetrametilllzégin diimina. Naime, peroksidaza rena
oksiduje TMB uz pomé vodonik-peroksida, préemu se razvija plava boja. Reakcija se
zaustavlja dodatkom 2N sumporne kiseline Sto dodadpromene boje rastvora iz plave u
Zutu. Intenzitet boje meri se na 450 nm.

Prema uputstvu proizdaca uzorci su pre nanoSenja nadaazblazeni 100 puta
upotrebom reagens diluenta (puferovani rastvorgmmatsa konzervansima) koji je obedbe
od strane proizuiac¢a (10 puL plazme + 990 pL reagens diluenta).

Za potrebe izrade standardne krive liofilizovanndtd dopremljen od strane
proizvaiaca je rekonstituisan upotrebom odgovaéem diluenta. Od ovako pripremljenog
primarnog standarda, prema uputstvima praiava, serijskim razblazenjem dobijeno je 6
standarda sled# koncentracija: 12ng/L, 62,5ug/L, 31,2pg/L, 15,6 ug/L, 7,8 ug/L i 3,9
ug/L. Svi standardi su na g@lo nanoSeni u duplikatu.

Kao slepa proba upotrebljen je reagens diluent.

Slepa proba, standardi i razblaZeni uzorci su oéuphanoSeni u katini od 50 pL.

Uzorci pacijenata koji pate od KSB bili su naneseaijednu pléu, dok su uzorci
pacijenata sa HBI na hemodijalizi i zdravih ispikannaneseni na drugu @lo.
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3.2.2. Obrada rezultata

Koncentracija adiponektina u plazmi ispitanika éznaata je iz dobijenih jeddma
standardne krive uzimajuu obzir p&etno razblazenje uzorka. Svi uzotige su apsorbancije
bile van opsega odgovarags standardne krive, razblazeni su 200 puta i dwdreje

adiponektina je ponovljeno. Dobijeni rezultati izeai su u mg/L.

1,2

y = 0,0085x - 0,0067

L R2 = 0,9999 v

06 /
/

0 20 40 60 80 100 120 140

Apsorbancija

Koncentracija adiponektina (ng/L)

Slika 9. Standardna kriva prema kojoj je &ma vrednost koncentracije adiponektina za pacijeat
KSB.

Koncentracija adiponektina u uzorcima pacijent&S8 izratunata je prema sleéa

formuli:

100+ (A—0,0067)
Cadiponektin = 0. 0085

21



2,5
y =0,0178x - 0,0026
R2=0,9984

2 2

1,5
S

‘S

g 1

2

) /

%]

£ 05

L

0 20 40 60 80 100 120 140

Koncentracija adiponektina (ug/L)

Slika 10. Standardna kriva prema kojoj je &naata vrednost kocentracije adiponektina za pédeijen

sa HBI na hemodijalizi i zdrave ispitanike

Koncentracija adiponektina u uzorcima pacijenta Bl i zdravih ispitanika
izracunata je prema sleélg formuli:

100 = (A—0,0026)
Cadiponektin = 0 0178

2,5

y =0,0158x - 0,032

2 R? = 0,0984 /
1,5
1 /
) /
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Apsorbancija

Koncentracija adiponektina (ug/L)

Slika 11. Standardna kriva prema kojoj je &naata vrednost koncentracije adiponektina za sve

uzorke koji su ponovljeni nakon razblazenja od g0ta
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Koncentracija adiponektina u ponovljenim uzorcinzaaiunata je prema sleda

formuli:

200+(A—-0,0032)
Cadiponektin = 0 0158

3.2.3. Metroloske karakteristike testa: Human Total Adiponectin/Acrp 30
Quantikine® ELISA

Proizvaia¢ je dao detaljne podatke testa za preciznost, josst, linearnost i
oc¢ekivane vrednosti u zdravoj populaciji.

Da bi se procenila preciznost unutar serije komg&tesu tri uzorka poznate
koncentracije na jednoj plo(Tabela 1). Preciznost izrie serija procenjena je upotrebom tri
uzorka poznate koncentracije na 40 «azh ploca (tabela). U izvéenu eksperimenata za
odreiivanje preciznosti éestvovale su najmanje tri osobe koje su koristila thzltita lota

reagenasa.

Tabela 1. Preciznost Human Total Adiponectin/AcB @uantikine® ELISA testa unutar i izde

serija (Preuzeto iz uputstva proidasa).

Preciznost unutar serije Preciznost izmelu serija

Uzorak 1 2 3 1 2 3

N 20 20 20 40 40 40
Srednja vrednost (pg/L) 19,8 69,9 143 20,5 74,4 157
Standardna devijacija 0,50 2,40 6,76 1,40 4,30 10,8
Koeficijent varijacije (%) 2,5 3,4 4,7 6,8 5,8 6,9

Osetljivost testa je 0,891 ng/mL. Opseg merenjatesnosi 3,90-125 ng/mL. U uzorcima
60 zdravih ispitanika proizda je odredio koncentraciju adiponektina. Prose
koncentracija iznosila je 6641 ng/mL sa standardilewijacijom od 3665 ng/mL. UkrStena
reaktivnost sa poznatim molekulimacsie strukture (4-1BB, APRIL, BAFF/BlyS, CD27,
CD30 ligand, CD40 ligand, Fasligand, GITR ligandGHT, LT-01/82, LT-a2/81, OX40
ligand, TNFe, TNF, TRAIL, TRANCE, TWEAK, VEGI) manja je od 0,5%.
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3.3. Odredivanje nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 u mononuklearnim celijama periferne krvi

Nivoi IRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdiB2 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi oddeni sureal-time PCRmetodom pricemu je za kvantifikaciju
koris¢ena metoda relativne standardne krive. @denju nivoa iIRNK adiponektinskih
receptora prethodili su sle@i&oraci:

* izolacija mononuklearnibelija periferne krvi
* izolacija RNK iz mononuklearnitelija periferne krvi
» odrativanje koncentracije RNK i procergstoce uzorka
* provera integriteta RNK u uzorku
» reakcija reverzne transkripcije

Tokom svih navedenih faza eksperimenta poStovarsvs protokoli kako bi se
obezbedio odgovaraju nivo kvaliteta, izbegla eventualna ukrStena komtecija
reagenasa i uzoraka ili izazvala razgradnja RNK.pddrazumeva da se pre rada sve
radne povrSine i pipete prebriSu 10% rastvorom Migdta (razaranje eventualno
prisutnin nepozeljnih RNK i DNK molekula), 70% rastom etanola (rastvaranje
hipohlorita kako ne bi ostvario razarégudejstvo na uzorke od zf@ga) i RNAsezZaP
maramica (inhibicija eventualno prisutnin RNAzapkém svih faza rada koriSteni su
iskljucivo sterilni nastavci za pipete, vialice i po za izvdenje PCR reakcije. Sav
potrebni materijal je pre @etka rada izlozen delovanju UV lampe najmanje 2Quta.
Pored svega navedenog, da bi bili sigurni da tolsamog rada nije doslo do Ziagne
kontaminacije koriStena su tri nivoa kontrole:

* TF-transcriptase fredontrola sluzi kako bi se otkrilo postojanje kontaatije

genomskom DNK koja bi mogla biti detektovana tokeal-time PCRreakcije.
Ova kontrola se priprema tokom faze reverzne tn@pale i sadrzi sve Sto je
potrebno za reakciju osim enzima reverzne trantkae

* NTRT —no template reverse transriptiga nivo kontrole kojim se proverava da

li je doSlo do kontaminacije reagenasa potrebnilizzadenje reakcije reverzne
transkripcije. Ova kontrola se tak® priprema tokom faze reverzne transkripcije i
sadrzi sve komponente neophodne za reakciju osimkaz

* NTC —no template controje nivo kontrole kojim se proverava da li je dodlo

kontaminacije reagenasa potrebnih za demgereal-time PCR Ova kontrola se
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priprema tokom fazeeal-time PCRi sadrzi sve komponente neophodne za

reakciju osim uzorka.

3.3.1. Izolacija mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Mononuklearn&elije periferne krvi predstavljaju krvnelije okruglog jedra, kao Sto
su monaociti, T i B limfociti i NK¢éelije.

Izolacija mononuklearniléelija iz periferne krvi izvrSena je upotrebdfrcoll-Paque
Plus (GE Healthcare Life Science) reagensa prema nkogéinom protokolu proizutaca.
Puna krv je uzeta u epruvete sa EDTA radi dobij@hgame. Nakon centrifugiranja na 3000
obrtaja (RPM) 10 min izdvojena plazma je u potpainoklonjena od sedimenta, a zatim je
izvrSeno sakupljanjéelija sa povrsinskog dela sedimenta thuaffy coat(oko 1 mL). Ovako
sakupljenetelije su potom razblazene sa 1 mL sterilnog PB®nauff tako razblazen uzorak
nanosSen je pazljivo na 2 mEicoll-Paque Plusgustinskog gradijenta koji je prethodno
postigao sobnu temperaturu. Uzorak je zatim cenfiiin 20 minuta na 1000xg u centrifugi
sa swing-out rotorom. Tokom centrifugiranjaielije se razdvajaju prema gustini tako da
eritrociti i granulociti prolaze kroz gustinski gligent i taloze se na samom dnu epruvete, dok
mononuklearneelije periferne krvi zaostaju na granici faza izdimegustinskog gradijenta i
vode. Nakon centrifugiranja izvrSeno je sakupljamgb/ojenih mononuklearnibelijama koje
su potom ispirane PBS i centrifugirane na 500xdod anononuklearniitelija je potom

resuspendovan u 1 mL TRIZaleagensa i zamrznut na -80°C do izolacije RNK.

3.3.2. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Izolacija RNK iz mononuklearniktelija periferne krvi sprovedena je uz pamo
TRIzol® reagensa prema uputstvu proidsia. TRIzof reagens predstavlja monofazni
rastvor fenola, gvanidin izotiocijanata i drugih nkponenti koje omogdiavaju izolaciju
razlicitih vrsta RNK. Ovaj reagens odrzava integritet RiK deluje kao efikasan inhibitor
RNAzne aktivnosti, olakSava lizirangelija i rastvaraelijske komponente.

Nakon odmrzavanja, mononuklearnelije periferne krvi iz uzorka su prvo
homogenizovane, a zatim je dodato 200 pL hloroforsnazno izmeSano i posle stajanja na
sobnoj temperaturi centrifugirano na 12000xg, 1mutd pri temperaturi od 4°C. Tokom
centrifugiranja dolazi do formiranja 3 faze, dorfgnol-hloroformske u kojoj se nalaze
proteini i DNK, interfaze i gornje vodene faze ydjese nalaze RNK. Vodena faza je zatim
pazljivo sakupljena uz oprez da se istovremenaakes sadrzaj iz interfaze ili donje faze. U

sakupljenu vodenu fazu je zatim dodat izopropamokgpremini priblizno istoj zapremini
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vodene faze) koji vrSi talozenje RNK i nakon pestaminutne inkubacije na sobnoj
temperaturi izvrSeno je centrifugiranje na 12000y minuta pri temperaturi od 4°C. Nakon
centrifugiranja, supernatant je uklonjen, a taldgkRrastvoren u 75% etanolu, promesSan i
ponovo centrifugiran na 7500xg, 5 minuta na 4°Csl®aentrifugiranja, superantant je
odliven, a talog suSen na vazduhu. Korak suSelpgdase smatra kritan jer ukoliko traje
kratko kasnija analiza moze pokazati visoku kontemiju organskim rastvatina, dok
ukoliko proces traje dugo i de do potpunog susSenja taloga &jao ¢e se smanjiti njegova
rastvorljivost pae kasnija analiza ukazivati na loS odnos apsorf@60/280 (<1,6).

Adekvatno osuSen talog RNK se potom rastvori u 50pde PCR nivogistoce (RT-
PCR Grade Water, ThermoFisher Scientific) i skiaddig -80°C do slede faze rada.

3.3.3. Odredivanje koncentracije RNK i procena cistoce uzorka

Da bi se nivo iRNK odredioeal-time PCRmetodom primenom relativhe standardne
krive neophodno je poznavati podatak o koncentrd®jK u uzorku. S obzirom da
nukleinske kiseline (DNK i RNK) pokazuju apsorpdiomaksimum na 260 nm koncentraciju
RNK mogue je odrediti spektrofotometrijski (molarni ekstanni koeficijent RNK na
260nm iznosi 40 pg/mL). Mieitim, proces izolacije koji je primenjen sa sobomsin
mogunost da se u kodaom uzorku pored RNK & i odretena koltina DNK, proteina,
kao i razltite komponente TRIz8Ireagensa (fenol, gvanidin izotiocijanat). Reakkij&ane
polimerizacije od koje zavisi sam ishod merenja enbiti do odrédenog stepena inhibirana
prisutnim neistocama Sto sa sobom nosi rizik od dobijanja nepoubdaerultata. Od
proteinskih neistota koje mogu usloviti dobijanje nejasnih rezultatdvajaju se RNaze
(razgraiuju RNK) i proteaze (mogu razgraditi enzime koji seriste u okviru reakcija
reverzne transkripcije PCR. Takaie, treba imati u vidu da prisustvo DNK u uzorku
izolovane RNK moZze dvojako kompromitovati dobijemzultate. S jedne strane, upotreba
prajmera zaPCR koji nisu adekvatno dizajnirani moZe dovesti doatoda se oddeni
segmenti genomske DNK amplifikuju tokoRCR dajuti lazno poviSene rezultate. S druge
strane, ne treba izgubiti iz vida da DNK i RNK imapsorpcioni maksimum na 260 nm. To
prakticno znd&i da ukoliko u uzorku izolovane RNK postoji izveskalicina DNK ctitana
vrednost apsorbancijeda lazno poviSena pge i kon&na koncentracija RNK biti pogresna.
Kako bi se izbegli svi navedeni problemi, postavljgu odgovarajti kriterijume ¢istoce koji
svaki uzorak mora da zadovolji. Uzorci koji nisudagoljili dole navedene kriterijume, nisu

koriSteni u daljoj analizi.
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Nakon odmrzavanja uzoraka prethodno izolovane RE&Kmobnonuklearnih¢elija
periferne krvi, za spektrofotometrijsku analizu targe 5 pL koncentrovanog rastvora i
razblazeno sa 595 pL sterilne vodea pro injekcione Upotreba destilovane vode ovde
nije prepordljiva jer u uslovima slabo kisele sredine koji KariSu destilovanu vodu dolazi
do neZeljenih promena u vrednostima apsorbancij& RB 260 nm. U svakom uzorku je
vrseno merenje apsorbancije na:

» 230 nm — apsorbancija p&i od organskih rastvata (gvanidin izotiocijanat, fenol)
* 260 nm — apsorbancija p&i od RNK

» 280 nm — apsorbancija p&gi od proteina

* 320 nm — apsorbancija p&# od prisustva ragiitih partikula koje rasipaju svetlost

Kako bi se procenilo da li je prisustvodistoca zn&ajno u svakom uzorku izkanati
su odnosi apsorbancija;x@2soi Azsozze Smatrali smo da uzorak ne sadrzicapau kolinu
necistoca, te da se moze koristiti u daljoj analizi, ukoliku zadovoljeni sledekriterijumi
cistoce:

e Azeorzs0~ 2,0
*  Aazeorzs0~ 2,0-2,2
 As30~0,0

Sva spektrofotometrijska merenja izvedena su nktsgfetometru UV-1800 UV-VIS
spektrofotometar (Shimadzu).

Konana koncentracija RNK u uzorku izunata je prema obrascu:

Crnk=A260 X 40 pg/mL x faktor razblazenja (120)

3.3.4. Provera integriteta RNK u uzorku

Integritet RNK je pojam koji se odnosi na stepénvanosti RNK molekula. Naime,
RNK molekul je vrlo nestabilan i podloZzan razgradiglovanjem enzima RNaza koji su
Siroko rasprostranjeni i neselektivno deluje na grste RNK molekula razgdajuc¢i ih na
manje fragmente. Uzorci RNK koji imaju loS integtit(nizak stepen coivanosti usled
razgradnje) nisu dobri kandidati za dalju analizn gobijeni rezultati mogu biti vrlo
nepouzdani i nejasni. U tom smislu, od velikogéaja je proveriti integritet RNK u svakom
uzorku.

Integritet RNK u uzorku je proveren metodsubmarineelektroforeze na agaroznom
gelu. Ova jednostavna metoda provere integritesaiza se na razdvajanju RNK molekula u
elektricnom polju prema naelektrisanju, @@mu se smatra da je migracija RNK molekula
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proporcionalna logaritmovanoj vrednosti molekulskase. Najv&é broj iRNK po svojoj
veli¢ini nalazi se izméu 18S i 28S rRNK. Ukoliko se nakon elektroforez€awaju jasne i
oStre trake 18S i 28S rRNK, mozZe se smatrati datggritet iRNK @&uvan. U suprotnom,

ukoliko su trake razutene i nejasne integritet iRNK nije zadovoljav@j(Slika 12).

1 2 3 4 5
Kontaminacija genomskom DNK
28S RNK
18S RNK
Degradirana RNK

Slika 12. Elektroforegram RNK raZltog integriteta: trake 1 i 2 pokazuju uzorke RNKbdo
oéuvanog integriteta; traka 3 predstavlja uzorak mé&ge doslo do delimdhe razgradnje RNK; traka 4
predstavija uzorak RNK u kome je doslo do potpuagradacije RNK; traka 5 predstavlja uzorak

RNK u kome postoji kontaminacija genomskom DNK.

Za potrebe izvéenja elektroforeze koristen je 1% rastvor agardderhal melting
agarose for DNA electrophoresiServa) dobijen rastvaranjem 0,75 g agaroze u 100 mL
destilovane vode uz zagrevanje. Rastvorena aggeopatom ohldena na 60°C, a gel je
izliven uz pomé HE 100 casting kitf(Amersham Pharmacia Biotech) koristéesljic sa
zupcima srednjeg promera. Za iZenje elektroforeze korisSten je TAE pufer pH=8,3rii\d
Tris, 20 mM sitetne kiseline i 1 mM EDTA) razblazen 50 puta. Odmuitz uzorci pre
nanosSenja na gel pomeSani su sa rastvorom za pgapazualizaciju (2,5 d-icoll-Paque
Plug 0,25 g bromfenol plavog je rastvoreno u 10 mLtidegne vode) u odnosu 4:5ub
ovakve smeSe je pazljivo naneseno na gel potopljEAE pufer. Elektroforetsko razdvajanje
RNK vrSilo se u kadi za horizontalsubmarineslektroforezu sa hieenjemHoefer Super Sub
(Amersham Pharmacia Biotech) na 4°C, 30 minutanpponu od 200V, {ani struje od
300mA i snazi od 40W. Nakon elektoroforeze, gdlg¢diran 2% rastvorom etidijum-bromida
(proizvadet) i posmatran pod UV lampom radi vizualizacije nagjégnih frakcija. U svim
uzorcima udene su jasno vidljive i oStre frakcije na mestinmakodgovaraju 18S i 28S

rRNK Sto svedd® o ocuvanosti integriteta RNK od interesa.
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3.3.5. Reakcija reverzne transkripcije

Real-time PCRmetoda zasnhiva se na delovanju enzifaapolimeraze koji je po

svojoj prirodi DNK polimeraza i kao supstrat korisholekul DNK. Zbog toga je pre

izvodenja same merne reakcije neophodno u posebnom kkarakSiti prevaienje RNK u

DNK. Ovaj korak izvodi se u reakciji reverzne triangcije. Klju¢nu ulogu u ovom koraku

ima enzim reverzna transkriptaza koji na osnovorimfacije sa mattnhe RNK vrSi sintezu

jednolartane, komplementarne DNK (cDNK). Treba naglasitisdau ovom procesu postize

nizak stepen selektivnosti u pogledu vrsta RNK lsggrevode u cDNK.

Za potrebne reverzne transkripcije koristen je eeaddigh Capacity DNA Reverse

Transription Kit (AppliedBiosystems), a sam postupak je izveden prepmotokolu

proizvaiata. Ovaj set reagenasa sadrzi:

RT pufer — obezhiije optimalne uslove za proces reverzne transkeipci

RT nasumine prajmere — sekvence od nekoliko nukleotida lsgevezuju za sebi
komplementarne delove na RNK iz uzorka omi@yajwi pocetak delovanja reverzne
transkriptaze;

SmesSu dNTP — gradivni blokovi za sintezu cDNK;

MultiScribe’™ reverznu transkriptazu — enzim koji prepoznaje jnpese vezane za
RNK uzorka i vrSi sintezu cDNK;

Inhibitor RNAza — inhibira dejstvo eventualno ptislh RNAza u uzorku i time

smanjuje mogénost razgradnje matnih RNK molekula.

Prema protokolu proizvta¢a ukupna zapremina reakcione smese treba da i200si

ML i sastoji se od:

2 UL RT pufera

0,8 uL dNTP

2 puL nasuminih prajmera

1 uL enzimaMultiScribe™

1 pL inhibitora RNAza

3,2 pL vodePCRnivoacistoce
10 pL uzorka

Tokom pripreme i nanoSenja svi reagensi su prerapgoukama proizviaca drzani

na ledu kako bi se spifi®® nezeljeno i nekontrolisano otfiojanje procesa reverzne

transkripcije.
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Iz svakog uzorka je nakon odmrzavanja uzeta odgf¥ar kolicina rastvora RNK,
koja je potom razblazena vodoRCR nivoa cistoce do zapremine od 10 pEime je
postignuto da svi uzorci imaju istu krajnju koncastju RNK.

Proces reverzne transkripcije je izveden kamgem urdaja 7500real-time PCR
systemApplied Biosystems), a uslovi reakcije su podepesma preporukama proizéaca:

1. korak25°C, 10 minuta;
2. korak37°C, 120 minuta;
3. korak85°C, 5 minuta;
Nakon procesa reverzne transkripcije svi uzorczamrznuti na -80°C do sleékyg

koraka.

3.3.6. Real-time PCR metoda

Real-time PCRmetoda omogtava préenje reakcije latane polimerizacije tokom
njenog odvijanja poma fluorescentnog signala koji se generiSe tokomkayaciklusa.
Mehanizmi nastanka fluorescentnog signala suditizia nage&e se zasnivaju na upotrebi
razlicitih interkalirajutih boja ili speciféno dizajniranih oligonukleotidnih proba. S obzirom
da metode zasnovane na upotrebi oligonukleotidmibba karakteriSe mnogo visa
specifenost i reproducibilnost oddesanje nivoa iIRNK adiponektinskih receptora vrsgao

TagMarP-probareal-time PCRmetodom.

3.3.6.1. Princip real-time PCR metode zasnovane na TagMan®-proba hemiji

Princip real-time PCR metode zasnovane na Ta{Meoba hemiji podrazumeva
upotrebu:

« TagMarPpolimeraze — vrsta DNK polimeraza izolovana iz bsale Thermus
aguaticuskoja poseduje 5’-3’ egzonuleaznu aktivnost;

« TagMarPprobe — specijalno dizajnirana oligonukleotidnavesica nasijem 5’ kraju
se nalazi signalna fluorescentna boja, a na 3ukygasilac quenche). Dok je proba
intaktna, ,gasilac” se nalazi u neposrednoj bliamgnalne boje i ne dozvoljava
emitovanje fluorescentnog signala zbog fluoresaentezonantno elektronskog
transfera (FRET). Sekvenca nukleotida probe nigumana, veé precizno dizajnirana
da komplementarno odgovara jednom segmemttisenselanca amplikona od
interesa;

» Forwardprajmer - vezuje za 3’ kragntisensdanca amplikona od interesa;

* Reversgrajmer- vezuje za 3’ krgensdanca amplikona od interesa;
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PCR reakcija se odvija kroz 40 uzastopnih ciklusa. $w@klus obuhvata korak
denaturacije cDNK na temperaturi od 95°C koju pkatiak snizenja temperature na 60°C u
okviru koga se odvija vezivanje prajmera i probag k reakcija polimerizacije. Ukoliko u
uzorku postoji sekvenca komplementarna sekvencaajmera i probe do ¢e do njihovog
vezivanja za matthi lanac. TagMar? polimeraza prepoznaje mesta gde su vezani prajmeri
vrSi sintezu novih lanaca. Tokom faze polimerizaagnzim nailazi na vezanu probu Sto
pokrete njegovu 5-3’ egzonuleaznu aktivnost i dovodimistepenog uklanjanja nukleotida
probe. Uklanjanjem probe oslatase signalna boja koja viSe nije pod uticajem iggas' i
javlja se fluorescentni signal koji registruje dete (Slika 13). Takde, treba imati u vidu da
enzim u potpunosti uklanja probu i zavrSava Zapw produzavanje vezanih prajmera do
kraja matrénog lanca tako da prisustvo probe ne remeti kotithBCR procesa. Prajmeri su
dizajnirani tako da prepoznaju samo sekvencu odragst (amplikon) koja se jedina
amplifikuju tokom lagane reakcije polimeraz@me se postiZze izuzetno visoka specifist
procesa. Tokom svakog sléeg ciklusa oslobode se novi molekuli signalne boje
pove&avajui intenzitet fluorescencije proporcionalno kirii nastalog amplikona. Sto je éa&
pocetna koncentracija ciljnog molekula u uzorku¢¢oranije ddi do stvaranja fluorescentnog
signala visokog intenziteta. Nakon zavrSenih 40usik softverski se odtaje kriticna

vrednost ozn&na kao ¢(treshold cycleza svaki pojedinani uzorak.
Forward TagMan @
, Primer MGB probe - an p
; : .\t' @ 3 g & ;‘rjimearc| @? M-éalglh;robe @
&

5 ¥ = ¥
.4_( : )__ 5 ’ -
Reverse 5 3
Primer 5
@ Reverse

Primer

5 ju= ) o
Forward = @; ‘- TagMan e TagM .
. MGE 5 aqMan ,
5 Primer £ P MGB probe Forid AE‘} -’ = % MGB probe @ @
— -3 -~
3 Primer F = # 3
3 5 & =

5 % 3 5

@®———¢ = s
Reverse ,
5

Primer =

Reverse
Primer

Slika 13. Principreal-time PCRmetode zasnovane fiagMarf-proba hemiji (Preuzeto iz uputstva
proizvadata: TagMan® Gene expression Assays Protocol, ApBiedystems, Life Technologies™,
2010.)

S obzirom na modguost zndajnih fluktuacija fluorescencije tokom reakcije

neophodno je izvrSiti normalizaciju fluorescentnsignala koji potte od signalne boje.
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Normalizacija signala se vrSi u odnosu na intehzi@sivne referentne boje koja je deo
reakcione smeSe (ROX™). Normalizovana vrednostrélscencije oznmva se kao R
vrednost. R+ vrednost predstavlja normalizovanu vrednost #8oencije u onim reakcijama
u kojima postoji uzorak cDNK, dok sepRvrednost dobija iz NTC kontrolnog uzorka.
Razlika izméu ove dve vrednosti dajgR,. C vrednosti predstavlja ciklus na kome je prvi
put detektovan statiski znaajan porastAR, vrednosti iznad definisanog praga koji se
definiSe kao standardna devijacijg ®ednosti u ranim ciklusima. Jednostavnijéemo, G
vrednost predstavlja ciklus na kome je prvi putaroizuzetno znsmjan porast fluorescencije
tokomPCR(Slika 14).

A
Sample
ARn
| =
o
Threshold
b 2o ol e e e e
le S No Template Control
| Baseline
[ i 15 20 30
C; Cycle

Slika 14. Gratftki prikaz tokareal-time PCRprocesaNo template control (NTQg kontrolni uzorak
koji sadrzi sve komponente reakcione smeSe semkawz®t, predstavlja normalizovanu vrednost
fluorescencije AR, predstavlja razliku izné& vrednosti fluorescencije koje patiiz uzorka i NTC.
Treshold je vredsnost koja predstavija standardnu dewyjagyj vrednosti u ranim ciklusima. ;C
vrednost predstavlja broj ciklusa na kome je prut detektovan zrimjan porasta fluorescentnog
signala iznad definisanog prag&eghold). (Preuzeto iz uputstva proizéaa: Real-Time PCR
Systems; Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-THG&® System and 7300/7500 Real-Time PCR
Systems; Chemistry Guide; Applied biosystems 2005.)

Za potrebe izvéenjareal-time PCRreakcije koristen jefagMar? Gene Expression
MasterMix (Applied Biosystems) koji sadrzAmpliTagGol§ DNK polimerazu, me$avinu
dNTP (sa dTTP/dUTP i uracil-DNK glikozilazom (UD®&3ko bi se smanjilaarry-over PCR
kontaminacija) i pasivnu referentnu boju ROX™. Qbste prajmera i proba obezisni su u
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optimalnim koncentracijama u okviru zasebnih esgasvaku analiziranu iIRNK (Appliead
Biosystems).
Prema protokolu proizvia¢a ukupna zapremina reakcione smese treba da i300si
ML i sastoji se od:
« 25 puLTagMarf Gene ExpressionMasterMix
« 2,5uLTagMar? Gene Expressioaseja
e 22,5 pL uzorka koji sadrzi cDNK
Real-time PCR je izveden Kkori&njem urdaja 7500 real-time PCRsystem
(AppliedBiosystems), a uslovi reakcije su podefgama preporukama prizédaa:
1. korak aktivacijeuracil-DNK glikozilaz&0°C, 2 minuta;
2. korak aktivacijdmpliTaqGol® DNK polimerazed5°C, 10 minuta;
3. PCR4O0 ciklusa): a) denaturaciffs’C, 15 sekundi;

b) vezivanje prajmera i probe i polimerizad§@:C, 1 minut;

Nakon zavrSenih 40 ciklusa podaci su analiziranpam@ softverskog paketa SDS
1.4.1. Dobijene Qvrednosti dalje su analizirane metodom relativaedardne krive.

1.1.1.1. Odabir TagMan® Gene Expression eseja za AdipoR1i AdipoR2

Esej za odrdivanje genske ekspresije sadrzi odgovamjarward i reverseprajmere,
kao i1 specijalno dizajniranu probu neophodnu zaegsanje fluorescentnog signala. S
obzirom na strukturu samog gena (broj i poloZajoegzi introna), odnosno njegovog
transkripta (iRNK od interesa) postoji veliki brmzlicitih mogutnosti po pitanju odabira
mesta na transkriptu gde se vezatiorwardi reverseprajmeri, odnosno proba. Sekvenca na
transkriptu koja je ograténaforwardi reverseprajmerom i kojate se zapravo amplifikovati
tokomPCRprocesa naziva se amplikon. Pri dizajnu prajmerh se r&una da:
» optimalna duzina prajmera bude do 20 nukleotida
* ne postoji preklapanje sekvenci izitneprajmera i probe
» sadrzaj gvanina i citozina bude u opsegu od 20-80%
* ne postoje preterana ponavljanja nukleotidnih se&mvenutar prajmera
o 3 kraj prajmera sadrzi viSe od 2 gvanina ili citez
Takaie, kada je r&o izboru amplikona treba voditidana da on prelazi preko introna
jer se na taj nan izbegava amplifikacija ciljnog gena koji p&#iiz genomske DNK (ukoliko
je ona prisutna u uzorku kao dmoca). Set prajmera mora da bude spéaifi za gen od
interesa da ne bi doslo do amplifikacije¢sbg gena ili pseudogena. Probe koje nudi
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proizvadas u okviru TagMarf Gene Expressiomseja nadjese su obelezene FAM™ (6-
karboksiflurescein) ili VIC™ (struktura i sastav Shéeni od strane kompanije)
fluorescentnim bojama, dok se kao ,gasilac* ¢edgje koristt TAMRA™ (5-
karboksitetrametilrodamin).

Forward, reverserajmeri i proba se u okviriagMar? Gene Expressioeseja nalaze
u koncentracijama koje optimizovane od strane pogiaca (Applied Biosystems), te ne
zahtevaju ovakvu vrstu optimizacije pre upotrebe.

Za odrdivanje nivoa iRNK AdipoR1 koristen jdagMarf Gene Expressiomsej
Hs01114951 ml1 (Applied Biosystems). Esej je dizajnitako da proba prelazi preko
introna, Sto zn& da upotrebom ovog esejadeedai do detekcije genomske DNK tokom
PCR (garantovano od strane proiziaa). Proba je obelezena FAM™ signalnom bojom i
TAMRA™ kao ,gasiocem“. Duzina amplikona iznosi Bdze.TagMarf Gene Expression
esej Hs01114951 m1 proizia je ozn&io oznakom Best CoverageSto znéi da se radi o
eseju sa najboljim karakteristikama. Polozaj cjraimplikona na transkriptu prikazan je na
slici 15.

"\, ADIPOR1

NM_015999.4

Slika 15. PolozZaj cilinog amplikona na transkrigidipoR1 gena (Preuzeto sa sajta prodava:

ThermoFisher Scientific).

Za odrdivanje nivoa iRNK AdipoR2 koristen j@agMarf Gene Expressiomsej
Hs00226105_m1 (Applied Biosystems). Esej je dizajnitako da proba prelazi preko
introna, Sto zn&d da upotrebom ovog esejadeedai do detekcije genomske DNK tokom
PCR (garantovano od strane proiziaa). Proba je obelezena FAM™ signalnom bojom i
TAMRA™ kao ,gasiocem“. Duzina amplikona iznosi B8za.TagMarf Gene Expression
esej Hs00226105_m1 proizia je ozn&io oznakom Best CoverageSto znéi da se radi o
eseju sa najboljim karakteristikama. Polozaj cjraimplikona na transkriptu prikazan je na
slici 16.
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ADIPOR2 /

NM_024551.2
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Slika 16. PolozZaj cilinog amplikona na transkrigidipoR2 gena (Preuzeto sa sajta proiava:

ThermoFisher Scientific).

1.1.1.2. Odabir TagMan® Gene Expression eseja za endogenu kontrolu (houskeepeng
gene)

Pouzdanost rezultata dobijentteal-time PCR metodom u mnogome zavisi od
razlicitih varijacija koji se mogu javiti tokom processolacije RNK, reverzne transkripcije ili
samePCR reakcije(varijacije u rukovanju uzorcima, sadrzgalovane RNK i efikasnosti
reverzne transkripcije, raZit stepen degradacije RNK ili prisustvo inhibitomrauzorcima
RNK). Kako bi se smanjio uticaj navedenih varijaaija krajnji rezultat koristi se endogena
kontrola koja se joS naziva i referentni gerhibusekeepengen. Geni koji se obino koriste
kao endogena kontrola su konstantno i uniformn@mksrani u razléitim uzorcima, a nivoi
njihove ekspresije nég&e nisu zn&ajno izmenjeni pod uticajem raglih patoloskih stanja.
Geni koji se na@jeke koriste kao endogena kontrola su: 18S rRBHéktin, gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaza (GAPDH), fofogliceratkinaza{PGK1), hipoksantinfosforiozil-
transferaza-1 (HPRT1) itd. Gen koji je odabran zdogenu kontrolu se kvatifikujeal-time
PCR postupkom kao i gen od interesa, a dobijener€dnosti se koriste u daljoj analizi.
Porelenje G vrednosti ciljnog gena i gena odabranog za endogentrolu omogéava da se
nivo genske ekspresije ciljnog gena normalizujenmarekolcini pocetne RNK (odnosno
cDNK) koja je dodata u rekacionu smesu.

Za potrebe naSe studije kao kandidati za endogemirddu odabrana su prema
literaturi dva najeXe kori¥ena genap-aktin i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(GAPDH) ¢ije su karakteristike ispitane u preliminarnom ek@pentu i na osnovu dobijenih
rezultata odabran je gen sa boljim karakteristikama

Za odrdivanje nivoa iRNKp-aktina koristena su dva tifagqMar? Gene Expression
eseja Hs01060665 gl i Hs99999903 ml1l (Applied Biesys). Naime, esej
Hs01060665 g1l je od strane proidata naveden kaoBest Coverage®ali s obzirom da
spada u grupu gl eseja ovaj esej detektuje genoBNky Sto svakako predstavlja problem

jer moze uzrokovati dobijanje nejasnih rezultateob@ je obelezena FAM™ signalnom
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bojom i TAMRA™ kao ,gasiocem”. Duzina amplikonanizsi 63 baze. S druge strane, esej
Hs99999903 ml je dizajniran tako da@ealci do detekcije genomske DNK (garantovano
od strane proizuitaca). Proba ovog eseja je taleobelezena FAM™ signalnom bojom i
TAMRA™ kao ,gasiocem*, a duzina amplikona iznogillbazu. PolozZaji ciljnih amplikona

na transkriptu prikazani su na slici 17.

N\, ACTB
| — O« C=XI__[> =
I =
=
NM_001101.3
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N\, ACTB
[ | [— g s R =
I I é
NM_001101.3
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Slika 17. Polozaj ciljinih amplikona na transkrigjena zaB-aktin (Preuzeto sa sajta proid&a:
ThermoFisher Scientific).

Za odrdivanje nivoa iRNK GAPDH koristen j@agMarf Gene Expressiomsej
hs02758991 gl koji je od strane proids#a ozng&en kao Best Coverage® Proba je
obelezena FAM™ signalnom bojom i TAMRA™ kao ,gasm“. Duzina amplikona iznosi
93 baze. S obzirom da ovaj esej nosi oznaku gljniliaa je tako da detektuje genomsku

DNK. Polozaji ciljnog amplikona na transkriptu paigani su na slici 18.

GAPDH /

—J D ]

1] | |
I
I

Slika 18. PolozZaj cilinog amplikona na transkriptena za GAPDH (Preuzeto sa sajta praiasa:

ThermoFisher Scientific).
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1.1.1.3. Metoda relativne standardne krive i obrada rezultata

Metode relativhe kvantifikacije ne daju rezultatjikpredstavlja stvarnu kalinu
analiziranog materijala (broj kopija RNK ili DNK)e¢ vrednost koja predstavlja odnos
ekspresije ciljnog gena i endogene kontrole u uzoNage&e koriene metode relativne
kvantifikacijereal-time PCRsu: metoda relativne standardne krive i kompanaty metod.

Komparativni G metod je izuzetno osetljiv na postojanje razlikefiiasnosti reakcije
cilinog gena i referentnog gena koji se koristi kaawogena kontrolehfusekeepeng gene
zbogcéega smo se opredelili da kvantifikaciju vrSimo nuetim relativne standardne krive.

Izrada standardne krive zahteva prethodnu adekvatippemu serijskih razblazenja
standarda. Standardi iz kojih se konstruiSe stalmdekriva dobijaju iz ,pula“ uzoraka. ,Pul”
se priprema za svaku grupu ispitanika posebno reBafednake kotine cDNK svih
uzoraka koji se analiziraju. Iz ,pula®“ se pripremnatandardi najviSe koncentracije, a zatim se
iz njih dvostrukim serijskim razblazenjem pripremagstali standardi. Kako je toRCR
procesa eksponencijalan, standardna kriva se ko$estu koordinatnom sistemu u kome x-
osa predstavlja logaritmovane vrednosti koncerjgacdNK, a y-osa Cvrednost. Da bi
standardna kriva bila upotrebljiva za dalju kvak#étiju neophodno je da zadovolji sléde
zahteve:

* niska varijacija unutar serije
 odgovarajda linearnosti (B> 0,99)
» odgovarajdi nagib ~-3,32)

Varijacija unutar serije procenjuje se na osnovandardne devijacije {Grrednosti
svakog razblazenja standarda. Svako razblazemdastda se nanosi na plou cetriplikatu, a
smatra se da je varijacija unutar serije mala kkole standardna devijacija dobijenih C
vrednosti manja od 0,2. Ukoliko je pak standardewijdcija dobijenih €vrednosti véa od
0,2, pronalazi se standard koji drést odstupa od srednje vrednosti i njegovu vrednest
koristimo u konstruisanju standardne krive.

Nagib standardne krive je mera efikasnosti amgldile tokom reakcije lamne
polimerizacije i najeXe se izrazava u procentima. Ukoliko se tokom ekspoijalne faze
PCRprocesa kotiina amplikona sa svakim sledi® ciklusom povéa ta&no dva puta smatra
se da je efikasnost reakcije 100%. Odnos dumefikasnosti i nagiba krive prikazan je

sledé€om jedn&inom:

1
E= (10_"“9“’ — 1) x 100
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Nagib krive od -3,32 odgovara efikasnosti 100%. li¥o je nagib negativniji,
efikasnost reakcije je manja, odnosno ukoliko jgilmgoozitivniji efikasnost reakcije je va.

U praksi, prihvatljiv nagib standardne krive nalaa u opsegu iznde -3,21 i -3,59 (Sto
odgovara opsegu efikasnosti reakcije od 90-105%).

Najce&i uzroci koji dovode do odstupanja linearnosti ika$nosti od zadatih
kriterijuma jesu: greSke tokom pipetiranja, prisosinhibitora u uzorcima i loSe dizajnirani i
optimizovani prajmeri.

Standardna kriva (x-osa: logaritmovane konceniasigndarda, y-osa: @rednosti)
koja zadovoljava prethodno navedene kriterijumeiskicse kako bi se na osnovy W@ednosti
za svaki pojedinai uzorak izrgunala koltina cDNK od interesa (Sto je; @rednost manja,
to ¢e biti veta kolicina cDNK). Metutim, dobijena vrednost za kaihu cDNK se ne smatra
dovoljno pouzdanim podatkom zbog raitlh varijacija koje su sastavni deo procesa
izolacije, reverzne transkripcijeRCR (varijacije u rukovanju uzorcima, sadrZaju izologa
RNK i efikasnosti reverzne transkripcije, r&ali stepen degradacije RNK ili prisustvo
inhibitora u uzorcima RNK). Zato je neophodno iztvr@ormalizaciju dobijene vrednosti
prema kolkini cDNK endogene kontrole koja se odiuge za svaki uzorak od interesa.

Normalizacija koltine cDNK ciljnog gena prema kélni cDNK endogene kontrole
podrazumeva da standardne krive gena od interesadogene kontrole imaju optimalne
karakteristike u istom opsegu koncentracija. Zankifitaciju se koristi standardna kriva od
pet t&aka koje predstavljaju pet uzastopnih duplih raztga standarda. Kako bi se stekao
uvid u kom ospegu koncentracija standardna krivikapaje najoptimalnije karakteristike,
prethodno smo za svaki esej (AdipoR1: Hs0111495]1 AdllpoR2: Hs00226105_m1j3-
aktin: Hs01060665 gl i Hs99999903 m1l; GAPDH: hs8293 gl;) i za svaku grupu
ispitanika iz odgovarajieg “pula” napravili osam uzastonih duplih razblgaestandarda
sled€ih koncentracija: 12 ng/uL, 6 ng/uL, 3 ng/uL, 1&/xL, 0,75 ng/uL, 0,375 ng/uL,
0,1875 ng/uL, 0,09375 ng/uL. NakdACR procesa, dobijene podatke smo analizirali
softverski.

Kao esej za endogenu kontrolu sa najboljim karatekama za nasu studiju pokazao
se esej zg-aktin Hs01060665_gl. Naime, standardne krive utgvgrupe ispitanika su
pokazivale optimalne karakteristike u réilm opsezima koncentracija. Ovaj esej je
detektovao genomsku DNK, ali je njena Wednost je bila za 10 ciklusa udaljena od C
vrednostip-aktina Sto se smatra prihvatljivim (nedgtizn&ajno na konéan rezultat). Esej za
GAPDH je takde detektovao genomsku DNK. M&im, u ovom sldaju G vrednosti za

genomsku DNK i GAPDH su bile bliske (razlika@ednost~ 6 ciklusa) zbogega ovaj esej
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nije koristen u daljem radu. Kada j& e eseju zg-aktinHs99999903 m1, standardna kriva
nije pokazivala optimalne karakteristike u opsegadentracija u kojima su standardne krive
za gene od interesa (AdipoR1 i AdipoR2) pokazivadémalne karakteristike, pa zbog toga
ovaj esej nije koristen u daljem radu.

Optimalne karakteristike standardne krive za Adip@Rlika 19), AdipoR2 (Slika 20)

i B-aktin (Slika 18) u grupi pacijenata sa KSB i gragravih ispitanika su pokazale u opsegu
koncentracija od 1,5 ng/pL do 0,09375 ng/uL.

Kada je ré o grupi pacijenata sa HBI na hemodijalizi standarlrive za sva tri gena
su pokazale optimalne karakteristike u opsegu kunaeija od 12 ng/uL do 0,75 ng/pL
(Slike 21-23).

Koncentracija cDNK u uzorcima pacijenata sa KSRlraxih ispitanika sa kojom je
zapdet real-time PCRproces iznosila je 0,75 ng/uL, dok je u uzorcimaijnata sa HBI na
hemodijalizi iznosila 6 ng/uL.

Svi standardi su na pla nanoSeni @etriplikatu, dok su uzorci nanoseni u triplikatu.
Da bi obezbedili uporedivost rezultata iztneserija (pléa), standardna kriva je konstruisana
u svakoj seriji. Koncentracija cDNK u uzorku jeaanata na osnovu odtene G vrednosti
koris¢enjem odgovarajie standardne krive za tu seriju. S obzirom da sucum seriji nalaze
u triplikatu, na osnovu razitih pojedin&nih vrednosti za kadinu izrafunata je prosaa
vrednost kolktine cDNK za taj uzorak. Miitim, ukoliko je standardna devijacija @ednosti
bila veta od 0,2 eliminisan je uzorakja je G vrednost zné&jno odudarala, pa je srednja
vrednost kolkiine izra&unata na osnovu vrednosti iz preostala dva uzotkliko su
postojale vrlo velike razlike u{Grrednostima izm#u uzoraka triplikata, kao i ukoliko je
izraunata pros#a kolcina cDNK bila van opsega standardne krive, uzoekpgnovo
analiziran u novoj serifieal-time PCR

Dobijena koltina cDNK ciljnog gena (AdipoR1 | AdipoR2) podeliena sa
dobijenom kolkinom cDNK endogene kontrol@-@ktin) u svakom uzorku i ovako iznanata
vrednost je ozngena je kao normalizovani nivo iRNK AdipoR1 i AdipBRi normalizovani

nivo genske ekspresije AdipoR1 i AdipoR2.
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Slika 19. Standardna kriva Baaktina koja je kori&na pri relativnoj kvantifikacijikod zdravih ispitika i pacijenata sa KSB.
Nagib standardne krive iznosi -3,33, a koeficijeortelacije 0,9965.

0.17e

k S EV E
[ mis

¥ Show all standard points
for selected detectar(s)

Detector: | BActin -

Key

—l- Bictin Std
¥ Unknown

Slope: -3.333204
Intercept: 209036071
A2 0936438

40



29 608 E

29125
28.625
28125

27.625

Ct

27125

26.625

26.125

26.625
25.476

EEE

Standard Curve

I m

-1.028

Slika 20. Standardna kriva za AdipoR1 koja je &anna pri relativnoj kvantifikaciji kod zdravih ispitika i pacijenata sa KSB.

-0.850

-0.750

-0.550

Log CO

Nagib standardne krive iznosi -3,37, a koeficijenrtelacije 0,9967.

-0.350

-0.150

0.050

0176

F-a]ald]
[ it

¥ Show all standard paints
for selected detectors]

Detector: |ADIPOR 1 A

Key

- ADIPOR 1 5td
*® Unknown

Slope: -3.388356
Intercept: 26150696
R2 0.936768

41



Standard Curve

31648 E\

31125

30,625

30125

29.625

Ct

20125

28.625 1]

281125

27625

27.380

-1.028 -0.850 -0.750 -0.550 -0.350 -0.140 0.050

Log CO
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Slika 22. Standardna kriva gaaktin koja je koriena pri relativnoj kvantifikaciji kod zdravih ispitika i pacijenata sa KSB.

Nagib standardne krive iznosi -3,34, a koeficijenrtelacije 0,9959.
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Slika 24. Standardna kriva za AdipoR2 koja je ki pri relativnoj kvantifikaciji kod pacijenata 8! na hemodijalizi.
Nagib standardne krive iznosi -3,33, a koeficijeortelacije 0,9996.
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3.2. Metode za odredivanje ostalih biohemijskih parametara

Koncentracija ukupnog holesterola, triglicerida, LU-Bolesterola, HDL-holesterola,
glukoze i kreatinina oddeni su na biohemijskom analizatoru ILAB 300 (Instentation
Laboratory, SAD).

» Koncentracija ukupnog holesterola je atbea enzimskom CHOD-PAP metodom,

kori&tenjem testiji je proizvadat Biosystems (Biosystems, Spanija).

Koncentracija triglicerida je odidena enzimskom GPO-PAP metodom, kieigem

testadiji je proizvoda: Biosystems (Biosystems, Spanija).

* Koncentracija HDL-holesterola je odna enzimskom metodom za adlvanje
koncentracije holesterola (Biosystems, Spanijakonaprecipitacije lipoproteina koji
sadrze apoB fosfovolframovom kiselinom i jonima g

* Koncentracija LDL-holesterola je odiena direktnim testom proizdeca Biosystems
(Biosystems, Spanija).

» Koncentracija glukoze odiena je enzimskom GOD-PAP metodom, k&i§em

testaiji je proizvodat Biosystems (Biosystems, Spanija).

» Koncentracija kreatinina odtena je enzimskom metodom, k@esjem test&iji je
proizvaiad Biosystems (Biosystems, Spanija).

Koncentracija hsCRP odtena je na biohemijskom analizatoru COBAS® c6000-
Roche Diagnostics imuno-turbidimetrijskom metodoonigenjem testa proizviata Rosche
(Rosche, Nemka).

Koncentracija insulina oddena je na biohemijskom analizatoru COBAS®INTEGRA
400 plus- Roche Diagnostics ECLIA metodom kai§em testa proizvia‘a Rosche
(Rosche, Nemika).

Nivo insulinske rezistencije je kvantifikovan prekoednosti HOMA IR indeksa
(homeostatic model assessmedii je izratunat prema sledem obrascu:

ce s . v U i v 1
koncentracija insulina naste (%) X koncentracija glukoze naste (mTO )

22,5

HOMAIR =
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3.3. Statisticka analiza

Provera tipa raspodele za kontinuirane podatkenar§e upotrebom Shapiro-Wilk
testa. Svi kontinuirani podaci koji prema ShapirdkMestu nisu znéjno odstupali od
idealne, pretpostavljene normalne raspodele (P>&B@atrani su normalno distribuiranim i
predstavljeni kao aritmete srednje vrednosti i standardne devijacije:(Sd). Podaci koji su
prema Shapiro-Wilk testu pokazali Zago odstupanje od idealne, pretpostavljene norenaln
raspodele (P<0,05) logaritamski su transformis@wi.parametrtije logaritmovane vrednosti
prate normalnu distribuciju predstavljeni su kaometrijske srednje vrednosti sa intervalima
pouzdanosti od 95% (CI). Kod ovakvih varijabli, aljdj statisttkoj analizi kori€ene su
logaritmovane vrednosti. Parametija distribucija nakon logaritamske transformaaiige
pratila normalnu raspodelu predstavljeni su kaoijaed (Me) sa interkvartilnim rasponom.
Kategortki podaci su prikazani kao apsolutne frekvence.

Poreienje normalno distribuiranih kontinuiranih varijabkvodeno je upotrebom
Studentovog t-testa ili testa analize varijanse QM) sa Tukey's post hoc testom, u
zavisnosti koliko grupa podataka se poredi. Anakiagarijanse (ANCOVA) je upotrebljena
za utvdivanje razlika u koncentraciji adiponektina iztaegrupa nakon korekcije za godine
starosti, BMI ili koncentraciju kreatinina.

Varijable koje ne prate normalnu raspodelu ger® su Mann-Whitney i Kruskal-
Wallis testovima. Razlike iznde kategorikih varijabli utvidene su upotrebom? testa
(tablice kontigencije).

Stepen korelacije iznd@ kontinuiranih varijabli koje prate normalnu radptu
ispitivan je Pearson parametarskom korelacionomizaama. Za varijable koje ne prate
normalnu raspodelu stepen korelacije je ispitiv@ead@man neparametarskom korelacionom
analizom.

Statisttka obrada podatak izvedena je kéei§iem rg&unarskih programa Microsoft
Excel (verzija 2010; Microsoft, SAD), Medcalc (vgazl1.4; MedCalc software, Belgium) i
IBM SPSS Statistics (verzija 22; IBM, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Osnovne demografske i klinicke karakteristike kontrolne
grupe, pacijenata sa KSB i pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Osnovne demografske i klifkie karakteristike zdravih ispitanika i pacijentgilkpate
od KSB sa i bez zitajne stenoze prikazane su u tabeli 2.

Kontrolna grupa je po polu bila podudarna sa patijga. S druge strane, zdravi
ispitanici su bili zn&ajno mlaii u odnosu na pacijente bez i sa Gapaom stenozom (P<
0,001; P<0,001; redom). Vrednosti BMI su bile &gjao nize u grupi zdravih ispitanika u
odnosu na pacijente sa Zampom stenozom (P=0,003). Vrednosti SP i DP nisansajno
razlikovali izmetu ispitanika.

Kada je ré o lipidnim parametrima, wene su zn&jno viSe koncentracije HDL-H
kod zdravih ispitanika u odnosu na pacijente bexagne stenoze (P<0,001) i pacijente sa
zna&ajnom stenozom (P<0,001), dok se koncentracije WHL-H nisu zn&ajno razlikovale
medu ispitanicima. Koncentracije TG bile su Zamo nize u kontrolnoj grupi u odnosu na
pacijente sa zrajnom stenozom (P=0,013). Koncentracije glukozeulina i vrednosti
HOMA IR indeksa bile su zgajno nize u zdravih ispitanika samo u odnosu n#qrde sa
zna&ajnom stenozom (P=0,011; P<0,001; P<0,001; reddfopcentracija hsCRP je bila
zn&ajno niza kod zdravih ispitanika u odnosu na patgebez i sa z@ajnom stenozom
(P=0,009; P<0,001; redom).

Medusobnim poréenjem pacijenta W@no je da su pacijenti sa Zagmom stenozom
imali znaajno viSe vrednosti BMI i koncentracije insulin@dnosu na pacijente bez 2afme
stenoze (P=0,027; P<0,001; redom). Veliki brojtigpnih pacijenata je bio na terapiji jednim
ili viSe lekova, iz grupe: statina, ACE inhibitoffg&blokatora i diuretika. Uzimagi u obzir
mogue efekte navedenih grupa lekova na ispitivane peti@nbilo je zn&jno utvrditi da ne

postoji razlika u zastupljenosti pojedinin grupskdea melu ispitivanim pacijentima.
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Tabela 2. Demografske i klitke karakteristike pacijenata sa KSB i zdravih epika

Pacijenti sa KSB

Parametar KG
Svi Bez zn&ajne stenoze Sa zr@mjnom stenozom
Muskarci/Zene 15/18 35/34 15/28 20/6
Starost (godine)  45,39,0 60.2+114" 61.1+11.6™ 58.1+9.9™
BMI (kg/m?) 25,0+3,6 26.7+39 26.2+3.6 28.6+4.%
SP (mm Hg) 126+15 12014 122+15 121+13
DP (mm Hg) 85+12 78+10 80+10 7349
UH (mmol/L) 5,07+0,92 4.88+1.11 4.97+1.12 4.60+1.06

HDL-H (mmol/L)
LDL-H (mmol/L)
TG(mmol/L)
Glukoza (mmol/L)
Insulin (#U/L)
HOMA IR indeks
hsCRP (mg/L)

1,60 (1,47-1,75)
2,90 (2,61-3,24)
1,24 (1,06-1,47)
5,11+0,43

8,27 (7,11-9,62)
1,88 (1,60-2,21)
1,16 (0,71-1,45)

1,16 (1,09-1,25)
2,84 (2,58-3,13)
1,51 (1,34-1,70)
5,35+0,66

9,99 (8,58-11,65)
2,46 (2,07-2,91)
2,80 (1,12-9,76)

1,20(1,11-1,29)™
2,83 (2,53-3,15)
1,41(1,23-1,61)
5,33+0,66
9,03 (7,64-15,67
2,22 (1,85-2,67)
2,42 (1,25-5,62)"

*hk

1,08(0,92-1,26)

2,87 (2,31-3,58)
,8111,42-2,31)
5,54+0,86

13,08 (9,34-18,31)"
3,20 (2,16-4,73)

7,67 (1,06-20,08)"

TERAPIJA
Statini

ACE inhibitori
B-blokatori
Diuretici

~N Y~

36 %
65 %
70 %
25 %

35 %
53 %
70 %
35 %

38%
77 %
70%
15%

Vrednosti HDL-H, LDL-H, TG, insulina, HOMA IR indeda, kreatinina i hsCRPsu logaritamski transfornesigako bi podaci bili normalno distribuirani i

prikazani kao geometrijska sredina sa intervalomzganosti od 95%.Starost, BMI, SP, DP, UH i glukemaprikazani kao srednja vrednost + standardna

devijacija.t-zn&ajno razléito u odnosu na zdrave ispitanike;¥-zago razléito u odnosu na pacijente sa Zagom stenozom;
*-P<0.05 ;**-P<0.01; ***-P<0.001;



Osnovne demografske i klitke karakteristike zdravih ispitanika i pacijenat@a s
hronicnom bubreznom insuficijencijom na hemodijalizi (HE) prikazane u tabeli 3. Zdravi
ispitanici su bili znaajno mlati i imali znaajno viSe vrednosti BMI u odnosu na pacijente
(P=0,003; P=0,002; redom), dok su ove dve grupiéaisiga bile podudarne po zatupljenosti
muskog i zenskog pola. @kivano, koncentracije ureje i kreatinina bile si$egtruko
poveane u grupi pacijenata (P<0,001; P<0,001; redorap kvrednosti TG (P<0,001),
insulina (P<0,001), hsCRP (P<0,001) i IMT (P<0,Q0dipk su vrednosti HDL-H bile
zn&ajno snizene (P<0,001). Zdravi ispitanici imalirssto viSe vrednosti UH u odnosu na

pacijente (P=0,047), a koncentracije LDL-H nisse&:ajno razlikovale.

Tabela 3. Demografske i klitke karakteristike pacijenata sa hrarom bubreZznom insuficijencijom

na hemadijalizi (HD) i zdravih ispitanika

KG HD P
Muskarci/Zene 15/18 19/12 0.132***
Starost (godine) 4549 55+15 0,003
BMI (kg/m?) 24,9+3,6 22,2+3,0 0,002
Urea (mmol/L) 5,76 (5,33-6,23) 21,16 (19,60-22,84) <0,001
Kreatinin (umol/L) 86,5 (82,7-90,4) 982,4 (929,4-1038,4) <0,001
UH (mmol/L) 5,07+0,92 4,60+0,94 0,047
HDL-H (mmol/L) 1,60 (1,47-1,75) 0,85 (0,76-0,95) <0,001
LDL-H (mmol/L) 3,09+0,76 2,73+0,83 0,084
TG (mmol/L) 1,24 (1,06-1,47) 1,75 (1,46-2,11) 0,006
Insulin (MU/L) 8,27 (7,11-9,62) 42.29+39,91 <0.001
hsCRP (mgl/L) 1,16 (0,71-1,45) 5,20 (2,62-11,17) <0,001
IMT (mm) 0,45 (0,00-0,50) 0,65 (0,55-0,70) <0,001

Urea, kreatinin, HDL-H, TG i IMT su su logaritamskansformisane kako bi podaci bili normalno
distribuisani i prikazani kao geometrijska sredszaintervalom pouzdanosti od 95%; Starost, BMI,
UH i LDL-H su prezentovani kao srednja vrednostandardna devijacija;

*- Varijable su pordene Studentovim t testom.

**~ Varijable su pordene Mann-Whitney U testom.

***. Varijable su porelene Chi-kvadrat testom.
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4.2. Analiza koncentracije adiponektina u posmatranim grupama

Shapiro-Wilk analiza pokazala je da koncentracighpanektina ni u jednoj od
ispitivanih grupa ne prati normalnu raspodelu.ditém, nakon logaritamske transformacije,
podaci su zadovoljili kriterijume Shapiro-Wilk tasza normalnu raspodelu. Koncentracije

adiponektina prikazane su kao geometrijske sradirterval pouzdanosti za 95%.

4.2.1. Analiza koncentracije adiponektina u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa
KSB

Zdravi ispitanici imali su znmjno niZze koncentracije adiponektina u odnosu re& sv
pacijente sa KSB (P<0,001), kao i u odnosu na @atgjbez znmjne stenoze (P<0,001), ali
ne i u odnosu na pacijente sa @jaom stenozom (P=0,065) (Slika 25). Nakon koreXcij
koncentracije adiponektina za vrednosti BMI i sgaqarimenom ANCOVA statistke metode
dobijeno je da zdravi ispitanici imaju Zfzno niZze vrednosti kako kod pacijenta bez tako i
kod pacijenata sa z&a@nom stenozom (P<0,001; P=0,001; redom). Konceijgra
adiponektina nisu se zégno razlikovale izméu dve ispitivane grupe pacijenata ni nakon
korekcije za vrednosti BMI (P=0,287) (Slika 26).
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stenoze stenozom

Slika 25. Koncentracija adiponektina u kontrolnnj i kod pacijenata sa KSB bez i sa&@jaom stenozom.

Koncentracije adiponektina su prikazane kao gedjskdrsredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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KG Svi pacijenti sa KSB Pacijenti bez znacajne  Pacijenti sa znacajnom
stenoze stenozom

Slika 26. Koncentracija adiponektina u kontrolnojifgj i kod pacijenata sa KSB bez i sa &ajaom stenozom nakon korekcije za vrednost BMharcst.

Koncentracije adiponektina su prikazane kao geadjsiarsredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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4.2.2. Analiza koncentracije adiponektina u kontrolnoj grupi ikod pacijenata sa
hroni¢nom bubreZnom insuficijencijom na hemodijalizi

Uporedni prikaz nivoa adiponektina kod zdravihtapika i pacijenata na hemodijalizi
prikazan je na slici 5. Wavaju se zn#&jno viSe vrednosti koncentracije adiponektina kod
pacijenata na hemodijalizi (P=0,038) (Slika 27)irblguéi u obzir zn&ajnu razliku u BMI i
koncentraciji kreatinina iznd& ove dve grupe ispitanika, kao i zavisnost adigtina od ova
dva parametra, primenom ANCOVA staiige analize izvrSili smo korekciju vrednosti
koncentracije adiponektina za navedene parametiiggmiega smo dobili josS zrajniju
razliku u koncentraciji adiponektina (P=0,002) k3128).

Koncentracija adiponektina (mg/L)

KG Pacijenti na hemodijalizi

Slika 27. Koncentracija adiponektina u kontrolnop i kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi.
Koncentracije adiponektina su prikazane kao gedjsiarsredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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KRG Pacijenti na hemodijalizi

Slika 28. Koncentracija adiponektina u kontrolnojg i kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi nakon
korekcije za vrednost BMI, starosti i koncentraciweatinina. Koncentracije adiponektina su
prikazane kao geometrijska sredina sa intervalonzganosti od 95%.
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4.3. Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 u posmatranim grupama

U cilju provere normalnosti raspodele nivoa iRNKipaR1 i AdipoR2 koriStena
Shapiro-Wilk analiza je pokazala da navedeni patame prate normalnu raspodelu ni u
jednoj od ispitivanih grupa. Za razliku od koncewtje adiponektina, u staju nivoa iRNK
adiponektinskih receptora logaritamska transforjaacije uspela da podatke prilagodi

normalnoj raspodeli, te su podaci prikazani surkaalijane i interkvartilni raspon

4.3.1. Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u
kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa KSB

Poreienjem nivoa iRNK adiponektinskih receptora izimezdravih ispitanika i
pacijenata sa KSB uté#eno je da su nivoi iRNK AdipoR1 bili zdajno nizi kod pacijenata sa
KSB u odnosu na zdrave ispitanike (P<0,001), dokigei iRNK AdipoR2 nisu zn&jno
razlikovali (P=0,872). Kako bi detaljnije sagledabzu izméu razvoja KSB i nivoa iRNK
adiponektinskih receptora pacijente sa KSB podsthitio prema nalazu koronarografije na
pacijente bez i sa zé@nom stenozom. Zkajno nizi nivoi IRNK AdipoR1 u®eni su kod
pacijenata bez i sa z¢ghom stenozom u odnosu na zdrave ispitanike (P40,B<0,001;
redom), dok razlika u nivoima iRNK AdipoR2 nije ®i(P=0,376; P=0,102; redom). S druge
strane, izméu pacijenata bez i sa Zif@nom stenozom nije @ena zn#&ajna razlika u
nivoima iRNK AdipoR1 (P=0,256) i AdipoR2 (P=0,053)abela 4).
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Tabela 4. Poenje nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 izndet KG i pacijenata sa KSB.

Pacijenti sa KSB

Parametar KG
Svi Bez znd&ajne stenoze Sa zn&ajnom stenozom
Normalizovani nivoi i » ”
AdipoR1 iRNK 0,920 (0,836-1,052) 0,668 (0,504-0,774) 0,630 (0,494-0,745) 0,702 (0,575-0,797)
Normalizovani nivoi
AdipoR2 iRNK 0,950 (0,822-1,106) 0,946 (0,801-1,201) 0,900 @.7962) 1,003 (0,859-1,256)

Nivoi iIRNK AdipoR1 i AdipoR2 su prikazani kao medlije sa interkvartilnim rasponom.
a-statistéki znatajno razltito u odnosu na KG; *** - P<0,001;
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4.3.2. Analiza nivoa iRNK adiponektinskih receptora u kontrolnoj grupi i kod
pacijenata sa hrontnom bubreznom insuficijencijom na hemodijalizi

Poreienjem nivoa IRNK adiponektinskih receptora izimezdravih ispitanika i
pacijenata na hemodijalizi teno je da su nivoi IRNK AdipoR1 z&@no nizi kod pacijenata
na hemodijalizi (P=0,034), dok se nivoi iIRNK za AdR2 nisu zné&jno razlikovali
(P=0,783) (Tabela 5).

Tabela 5. Poenje nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 izndet KG i pacijenata sa HBI na hemaodijalizi.

Pacijenti sa HBI

NE na hemodijalizi P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,920 (0,836-1,052) 0,714 (0,569-0,896) 0,034
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,950 (0,822-1,106) 0,917 (0,878-1,038) 0,783

Nivoi iRNK AdipoR1 i AdipoR2 su prikazani kao mediije sa interkvartilnim rasponom.
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4.4. Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina i nivoa
iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 sa
parametrima lipidnog statusa, homeostaze glukoze i
inflamacije u posmatranim grupama

Korelaciona analiza je sprovedena sa cillem provpostojanja veze iznde
koncentracije adiponektina, nivoa iIRNK adiponekltihsreceptora i raziitih lipidnih i
nelipidnih faktora rizika za razvoj kardiovaskuldriolesti u svim posmatranim grupama Sto
je zn&ajno uzimajédi u obzir viSefaktorski karakter razvoja ateroskiskog procesa.
Korelacija izméu normalno distribuiranih parametara ispitivanaPjearson korelacionom
analizom, dok je za ispitivanje korelacije iztoepodataka koji nisu normalno distribuirani
koris¢ena Spearman korelaciona analiza. U cilju detaljaipalize povezanosti koncentracije
adiponektina sa nivoima genske ekspresije adiporsit receptora, parametrima lipidnog
statusa, homeostaze glukoze i inflamacije, u seipitivanim grupama ponaosob (kontrolna
grupa, pacijenti sa KSB i pacijenti sa HBI na heijaidi) izvrSena je podela ispitanika
prema koncentraciji adiponektina. Kako joS uvekpostoje adekvatno procenjeni referentni
opsezi, niti krittne vrednosti koncentracije adiponektina, mi smoagpodele vrednosti za
svaku posmatranu grupu odredili onu vrednosti kotreeije adiponektina koja odgovara 75
percentilu, te nju koristili kao gramu. Kako bi se ispitala povezanost koncentracije
adiponektina sa nivoima iRNK adiponektinskih recept parametrima lipidnog statusa,
homeostaze glukoze i inflamacije posmatrane suna®id sledéih parametara u odnosu na
koncentraciju adiponektina:

* Nivo iIRNK AdipoR1
* Nivo iIRNK AdipoR2

 UH

e HDL-H

* LDL-H

e TG

* Insulin

* HOMA IR indeks
* hsCRP
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4.4.1. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti u kontrolnoj grupi

U grupi zdravih ispitanika uena je znéajna negativna korelacija koncentracije
adiponektina sa BMI i sistolnim krvnim pritiskomgkl starost nije pokazala zt&nu vezu sa
ovim parametrom. Kada jed® lipidnim parametrima, nivoi HDL-H i su pokazalbzitivnu,

a nivoi TG negativhu vezu sa koncentracijom adijgtina. Oba pokazatelja homeostaze
glukoze, insulin i HOMA IR indeks, kao i koncentijachsCRP i kreatinina pokazale su
negativnu korelaciju sa nivoima adiponektina (Tal@l

Nivoi iRNK AdipoR1 zn&ajno su negativho korelirali sa statoSi pozitivnho sa
nivoima iRNK AdipoR2 (Tabela 7 i 8).
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Tabela 6. Korelacije koncentracije adiponektinangaoom iRNK AdipoR1, AdipoR2, lipidnim i

nelipidnim faktorima rizika za razvoj KVB u kontradj grupi

Adiponektin (mg/L)

p P
Starost (godine) 0,59 0,743
BMI (kg/m?) -0,613 <0,001
SP (mm Hg) -0,410 0,022
DP (mm Hg) -0,157 0,400
UH (mmol/L) 0,120 0,505
HDL-H (mmol/L) 0,672 <0,001
LDL-H (mmol/L) 0,184 0,314
TG (mmollL) -0,490 0,004
Glukoza (mmol/L) -0,310 0,080
Insulin (uUI/L) -0,386 0,038
HOMA IR indeks -0,416 0,025
hsCRP (mg/L) -0,379 0,030
Kreatinin (umol/L) -0,470 0,006
Normalizovan nivo iRNK AdipoR1 -0,041 0,822

-0,131 0,468

Normalizovan nivo iRNK AdipoR2

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 7. Korelacije nivoa iRNK AdipoR1 sa nivooRNK AdipoR2, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& u kontrolnoj grupi

Normalizovan nivo iRNK AdipoR1

p P
Starost (godiné) -0,374 0,032
BMI (kg/m??* -0,098 0,588
SP (mm Hg§ -0,246 0,182
DP (mm Hg)® -0,245 0,183
UH (mmol/L)* -0,329 0,062
HDL-H (mmol/L) * 0,038 0,833
LDL-H (mmol/L) ® -0,328 0,067
TG (mmol/L)® -0,016 0,929
Glukoza (mmol/Ly’ -0,197 0,271
Insulin (@U/L) ® 0,209 0,276
HOMA IR indeks’ 0,135 0,484
hsCRP (mg/Ly -0,329 0,062
Kreatinin (umol/L)* -0,050 0,782
Adiponektin (mg/L)? -0,410 0,887

0,666 <0,001

Normalizovan nivo iRNK AdipoR2

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 8. Korelacije nivoa iRNK AdipoR2 sa nivooRNK AdipoR1, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& u kontrolnoj grupi

Normalizovan nivo IRNK AdipoR2

p P
Starost (godin€) -0,035 0,845
BMI (kg/m?)® 0,052 0,773
SP (mm Hgf 0,266 0,149
DP (mm Hgy -0,120 0,519
UH (mmol/L)® -0,290 0,101
HDL-H (mmol/L)® 0,170 0,344
LDL-H (mmol/L)*® -0,327 0,068
TG (mmoliL} 0,018 0,922
Glukoza (mmol/L§ -0,247 0,167
Insulin (uU/L)* 0,035 0,855
HOMA IR indeks’ -0,019 0,921
hsCRP (mg/L§ 0,143 0,427
Kreatinin (zmol/L)* 0,040 0,826
Adiponektin (mg/L¥ -0,131 0,468

0,666 <0,001

Normalizovan nivo iRNK AdipoRY®

$- Spearman korelaciona analiza
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4.4.2. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa KSB

U grupi pacijenata sa KSB koncentracija adiponektirgativno je korelirala sa BMI.
Ni u ovoj grupi ispitanika starost nije pokazalaagajnu vezu sa koncentracijama
adiponektina. Kada je ¢e& parametrima lipidnog statusa i homeostaze gletkkancentracija
adiponektina je bila u zdajnoj negativnoj korelaciji sa koncentracijom T®&ykpze, insulina
i vrednostima HOMA IR indeksa (Tabela 9).

Nivoi iIRNK AdipoR1 pokazali su zriajnu negativnu korelaciju sa statoSi jaku

pozitivhu korelaciju sa nivoima iRNK AdipoR2 (TabelO i 11).
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Tabela 9. Korelacije koncentracije adiponektinansaoom iRNK AdipoR1, AdipoR2, lipidnim i

nelipidnim faktorima rizika za razvoj KVB kod pgmata sa KSB

Adiponektin (mg/L)

p P
Starost (godine) 0,196 0,121
BMI (kg/m2) -0,318 0,012
SP (mm Hg) 0,110 0,386
DP (mm Hg) 0,183 0,156
UH (mmol/L) 0,051 0,696
HDL-H (mmol/L) 0,060 0,637
LDL-H (mmol/L) 0,040 0,756
TG (mmol/L) 0,271 0,031
Glukoza (mmol/L) -0,372 0,003
Insulin (uUI/L) -0,323 0,016
HOMA IR indeks -0,341 0,011
hsCRP (mg/L) 0,067 0,604
Normalizovan nivo iRNK AdipoR1 -0,198 0,117

-0,220 0,081

Normalizovan nivo iRNK AdipoR2

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 10. Korelacije nivoa iRNK AdipoR1 sa nivodNK AdipoR2, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& kod pacijenata sa KSB

Normalizovan nivo IRNK AdipoR1

p P
Starost (godine§ -0,253 0,036
BMI (kg/m?)*® -0,119 0,337
SP (mm Hgy’ -0,080 0,512
DP (mm Hg)® -0,032 0,798
UH (mmol/L) ® -0,182 0,140
HDL-H (mmol/L) * -0,167 0,169
LDL-H (mmol/L) * 0,074 0,553
TG (mmol/L)® -0,100 0,413
Glukoza (mmol/Ly’ 0,154 0,221
Insulin (#U/L) * 0,003 0,982
HOMA IR indeks’ -0,061 0,657
hsCRP (mg/Ly -0,155 0,211
Adiponektin (mg/L)® -0,198 0,117
Normalizovan nivo iRNK AdipoR2 0,601 <0,001

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 11. Korelacije nivoa iRNK AdipoR2 sa nivod®NK AdipoR1, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& kod pacijenata sa KSB

Normalizovan nivo IRNK AdipoR2

P P
Starost (godin€) -0,213 0,079
BMI (kg/m?)* -0,083 0,502
SP (mm Hgf -0,129 0,290
DP (mm Hgy -0,211 0,086
UH (mmol/L)® -0,121 0,330
HDL-H (mmol/L)® -0,155 0,202
LDL-H (mmol/L)*® -0,003 0,979
TG (mmol/Ly’ 0,031 0,801
Glukoza (mmol/L§ -0,030 0,815
Insulin (xU/L)* 0,061 0,656
HOMA IR indeks’ -0,013 0,925
hsCRP (mg/L§ -0,182 0,141
Adiponektin (mg/L¥ -0,220 0,081

0,606 <0,001

Normalizovan nivo iRNK AdipoR%

$- Spearman korelaciona analiza
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4.4.3. Korelacije koncentracije adiponektina, nivoa iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa HBI na
hemodijalizi

Koncentracija adiponektina u grupi pacijenata sd H& hemodijalizi nije pokazala
zn&ajnu korelaciju sa BMI. Sa druge strane,&ajaa pozitivna korelacija @ena je izméu
koncentracije adiponektina i HDL-H, a zZ@gna negativha korelacija izihe koncetracije
adiponektina i koncentracije TG, insulina, hsCRireitinina (Tabela 12).

Kada je ré o nivoima iRNK adiponektinskih receptora,ceoa je zné&jna negativna
korelacija izmdu nivoa iIRNK AdipoR1 i koncentracije insulina kagozitivha korelacija
bila je izmetu nivoa IRNK AdipoR2 i koncentracije TG (Tabelail4) .
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Tabela 12. Korelacije koncentracije adiponektinansaom iRNK AdipoR1, AdipoR2, lipidnim i

nelipidnim faktorima rizika za razvoj KVB u kod pgmata sa HBI na hemodijalizi

Adiponektin (mg/L)

Starost (godine)
BMI (kg/m?)

Vreme od kada je pacijent geo sa

hemodijalizom (dani)

IMT (mm)

UH (mmol/L)

HDL-H (mmol/L)

LDL-H (mmol/L)

TG (mmol/L)

Insulin (mU/L) ®

hsCRP (mg/L)

Kreatinin (#mol/L)

Normalizovan nivo iRNK AdipoRs;L

Normalizovan nivo iRNK AdipoR2

p

0,123

-0,193

-0,031

0,026

0,070

0,584

0,157

-0,488

-0,678

-0,434

-0,380

0,131

-0,177

0,509

0,317

0,867

0,891

0,707

0,001

0,415

0,005

<0,001

0,027

0,035

0,481

0,368

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 13. Korelacije nivoa iRNK AdipoR1 sa nivodNK AdipoR2, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Normalizovan nivo IRNK AdipoR1

p P
Starost (godine§ 0,065 0,728
BMI (kg/m?)*® -0,208 0,279
Vreme od kada je pacijent @geo sa 0,010 0,957
hemodijalizom (danif
IMT (mm)*® -0,159 0,353
UH (mmol/L)* 0,309 0,090
HDL-H (mmoliL) * 0,244 0,202
LDL-H (mmol/L) * 0,244 0,202
TG (mmol/L)® -0,009 0,960
Insulin (mU/L) ® -0,469 0,021
hsCRP (mg/Ly 0,035 0,866
Kreatinin (umol/L) ® -0,035 0,853
Adiponektin (mg/L)* 0,131 0,481

-0,061 0,757

Normalizovan nivo iRNK AdipoR2

$- Spearman korelaciona analiza
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Tabela 14. Korelacije nivoa iRNK AdipoR2 sa nivo@NK AdipoR1, koncentracijom adiponektina,

lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj K& kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Normalizovan nivo IRNK AdipoR2

p P
Starost (godine§ -0,061 0,758
BMI (kg/m?)*® 0,296 0,142
Vreme od kada je pacijent geo sa 0,115 0.560
hemodijalizom (danif
IMT (mm)?® 0,221 0,259
UH (mmol/L)* 0,196 0,319
HDL-H (mmol/L) ® -0,236 0,247
LDL-H (mmol/L) ® 0,028 0,893
TG (mmol/L)® 0,461 0,014
Insulin (mU/L) ® 0,033 0,896
hsCRP (mg/Ly 0,005 0,980
Kreatinin (umol/L) ® 0,265 0,173
Adiponektin (mg/L)* -0,177 0,368

-0,061 0,757

Normalizovan nivo iRNK AdipoRY®

$- Spearman korelaciona analiza
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4.4.4. Ispitivanje povezanosti adiponektina i nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 sa
parametrima lipidnog statusa, homeostaze glukoze i inflamacije u
kontrolnoj grupi

Na osnovu vrednosti koncentracije adiponektina lajgovara 75 percentilu (16,2 mg/L)
zdravi ispitanici su podeljeni u dve grupe. NivBNK AdipoR1 i AdipoR2 nisu se ztajno
razlikovali izmetu zdravih ispitanika podeljenih prema koncentraagiponektina (P=0,110;
P=0,06; redom) (Tabela 15).

Tabela 15. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adiloi AdipoR2 kod zdravih ispitanika

podeljenih prema vrednosti koncentracije adipomekkioja odgovara 75 percentilu raspodele

Adiponektin<16,2 mg/L  Adiponektin>16,2 mg/L P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,921 (0,881-1,055) 0,863 (0,702-0,937) 0,110
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 1,061 (0,822--1,136) 0,877 (0,790-0,915) 0,06

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRprikazanu se kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.4.4.1.  Ispitivanje povezanosti adiponektina sa parametrima lipidnog statusa u
kontrolnoj grupi
Koncentracije UH nisu se z&gno razlikovale izméu dve grupe zdravih ispitanika
(P=0,106) (Slika 29). Sa druge stranefawa se da su ispitanici sa viSim vrednostima
koncentracije adiponektina imali zZizgno viSe vrednosti HDL-H u odnosu na ispitanike sa
nizim koncentracijama adiponektina (P<0,001) (SBkg, dok se u koncentracijama LDL-H
(Slika 31) i TG (Slika 32) nije mogla i znatajna razlika (P=0,357; P=0,087; redom).

= o o
B (7]} 9] [9)] =) )

Koncentracija UH (mmol/L)
w
17

w

[3°]
17

(5]

Adiponektin < 16,2 mg/L Adiponektin> 16,2 mg/L

Slika 29. Koncentracije ukupnog holesterola kodaxdr ispitanika podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicerdspodele. Koncentracije ukupnog holesterola
su predstavljene kao srednje vrednosti sa stanigadizvijacijama.
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Adiponektin < 16,2 mg/L Adiponektin> 16,2 mg/L

Slika 30. Koncentracije HDL-holesterola kod zdravispitanika podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peicemaspodele. Koncentracije HDL-H su

predstavljene kao geometrijska sredina sa intemvglouzdanosti od 95%.
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Slika 31. Koncentracije LDL-holesterola kod zdravibpitanika podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicergtspodele. Koncentracije LDL-H su prikazane
kao kao geometrijska sredina sa intervalom pouztand 95%.
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Slika 32. Koncentracije triglicerida kod zdravilpitsinika podeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspod&encentracije TG su predstavijene kao

geometrijska sredina sa intervalom pouzdanostiz8d.9
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4.4.4.2. Ispitivanje povezanosti adiponektina sa parametrima homeostaze glukoze u
kontrolnoj grupi
Na slici 33 i 34 su prikazane koncentracije insalirHOMA IR indeksa kod zdravih
ispitanika podeljenih prema koncentraciji adiponekt Uatava se da ispitanici sa viSim
koncentracijama adiponektina imaju nize vrednassuiina (P=0,05) i HOMA IR indeksa
(P=0,04).
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Adiponektin < 16,2 mg/L Adiponektin> 16,2 mg/L

Slika 33. Koncentracije insulina kod zdravih ispitea podeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspodélmcentracije insulina su predstavlijene kao

geometrijska sredina sa intervalom pouzdanostizdd.9
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Slika 34. Vrednosti HOMA IR indeksa kod zdravih itapika podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicerdspodele. Vrednosti HOMA IR indeksa su
predstavljene kao geometrijska sredina sa intenvg@ouzdanosti od 95%.
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4.4.4.3.  Ispitivanje povezanosti adiponektina sa hsCRP u kontrolnoj grupi

Kada je ré o povezanosti adiponektina i hsCRP kod zdraviltasika, u@¢ava se
blagi trend snizenja koncentracije hsCRP sa ragtontentracije adiponektina, d#im
statisttka analiza nije pokazala zf&nost ovog trenda (P=0,324) (Slika 35).
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Slika 35. Koncentracije hsCRP kod zdravih ispitangodeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspod&encentracije hsCRP su prikazane kao

geometrijska sredina sa intervalom pouzdanostizdd.9
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4.4.5. Ispitivanje povezanosti adiponektina i nivoa iRNK AdipoR1 i AdipoR2 sa
parametrima lipidnog statusa, homeostaze glukoze i inflamacije kod
pacijenata sa KSB

Pacijenti sa KSB su podeljeni na osnovu koncengadiponektina koja odgovara 75
percentilu (23,2 mg/L) u dve grupe. Kao i ucsljw zdravih ispitanika, nivoi iIRNK AdipoR1i
AdipoR2 nisu se razlikovali u dve posmatrane grypeijenta (P=0,816; P=0,215).
Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdipoR1 i AdipBRiI ove dve grupe pacijenata sa

KSB prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdiRioi AdipoR2 kod pacijenata sa KSB

podeljenih prema vrednosti koncentracije adipomekkioja odgovara 75 percentilu raspodele

Adiponektin< 23,2 mg/L Adiponektin>23,2 mg/L P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,668 (0,544-0,794) 0,651 (0,499-0,786) 0,816
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,964 (0,816-1,234) 0,923 (0,728-1,023) 0,215

Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.4.5.1.  Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina sa parametrima lipidnog
statusa kod pacijenata sa KSB
Pacijenti sa viSim koncentracijama adiponektinaunisnali zn&ajno razltite
koncentracije UH (Slika 36), HDL-H (Slika 37) i LBH (Slika 38) u odnosu na pacijente sa
nizim koncentracijama adiponektina (P=0,423; P=9,710,852; redom). Mitim,
koncentracije TG bile zgajno nize kod pacijenata sa viSim koncentracijamti@anektina
(P=0,001) (Slika 37).
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Adiponektin < 23,2 mg/L Adiponektin> 23,2 mg/L

Slika 36. Koncentracije ukupnog holesterola kodijpaata sa KSB podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicerdspodele. Koncentracije ukupnog holesterola

su prikazane kao srednja vrednost sa standardnaijaapm.
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Slika 37. Koncentracije HDL-holesterola kod pacgen sa KSB podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicergspodele. Koncentracije HDL-H su prikazane

kao geometrijska sredina sa intervalom pouzdaodsii5%.
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Slika 38. Koncentracije LDL-holesterola kod pacgém sa KSB podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicergtspodele. Koncentracije LDL-H su prikazane

kao geometrijska sredina sa intervalom pouzdaodsii5%.
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Slika 39. Koncentracije triglicerida kod pacijenat KSB podeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspod@®acentracije TG su prikazane kao geometrijska
sredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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4.4.5.2. Ispitivanje povezanost koncentracije adiponektina sa parametrima
homeostaze glukoze kod pacijenata sa KSB
Koncentracije insulina (Slika 40) i HOMA IR (Slik&l) indeksa kod pacijenata sa
KSB podeljenih prema koncentraciji adiponektinaursse zn&ajno razlikovali u posmatranim
grupama (P=0,193; P=0,177; redom).
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Slika 40. Koncentracije insulina kod pacijenatd&&B podeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspodé@eacentracije insulina su prikazane kao
geometrijska sredina sa intervalom pouzdanostiz8d.9
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Slika 41. Vrednosti HOMA IR indeksa kod pacijenada KSB podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicerdspodele. Vrednosti HOMA IR indeksa su
prikazane kao geometrijska sredina sa intervalonzganosti od 95%.
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4.4.5.3.  Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina sa koncentracijom hsCRP
kod pacijenata sa KSB

Pacijenti sa KSB podeljeni prema koncentraciji adgktina takde nisu pokazivali
zna&ajne razlike u koncentracijama hsCRP (P=0,324k&3IR).
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Slika 42. Koncentracije hsCRP kod pacijenata sa Kf@HBeljenih prema vrednosti koncentracije
adiponektina koja odgovara 75 percentilu raspod&encentracije hsCRP su prikazane kao
geometrijska sredina sa intervalom pouzdanosti58d.9
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4.4.6. Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina i nivoa iRNK
AdipoR1 i AdipoR2 sa parametrima lipidnog status, homeostaze glukoze
i inflamacije kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Pacijenti sa HBI na hemodijalizi su podeljeni nanamas grantne koncentracije
adiponektina (19,5 mg/L) u dve grupe.

Nije postojala statistki znaajna razlika u nivoima iRNK AdipoR1 i AdipoR2
izmedu posmatranih grupa pacijenata (P=0,557; P=0,Z20%m) (Tabela 17).

Tabela 17. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adidoi AdipoR2 kod pacijenata sa HBI na

hemodijalizi podeljenih prema vrednosti koncenjea@diponektina koja odgovara 75 percentilu

raspodele
Adiponektin<19,5 mg/L Adiponektin>19,5 mg/L P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,714 (0,590-0,854) 0,818 (0,513-2,059) 0,557
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,919 (0,882-1,044) 0,857 (0,766-0,998) 0,212

Normalizovane vrednosti nivoa iRNK su prikazane kaaijane sa interkvartilnim rasponom.
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4.4.6.1. Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina sa parametrima lipidnog
statusa kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi
Pacijenti sa viSim koncentracijama adiponektinaunisnali zn&ajno razltite
koncentracije UH (Slika 43), LDL-H (Slika 45) i T(lika 46) u odnosu na pacijente sa
nizim koncentracijama adiponektina (P=0,783; P=6,69,157; redom). Miutim,
koncentracije HDL-H bile su zgajno viSe kod pacijenata sa viSim koncentracijama
adiponektina (P=0,022) (Slika 44).
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Slika 43. Koncentracije ukupnog holesterola kodijpaata sa HBI na hemodijalizi podeljenih prema
vrednosti koncentracije adiponektina koja odgovéapercentilu raspodele. Koncentracije ukupnog

holesterola su prikazane kao srednje vrednostesalardnim devijacijama.
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Slika 44. Koncentracije HDL-holesterola kod pacgtn sa HBI na hemodijalizi podeljenih prema
vrednosti koncentracije adiponektina koja odgovérgercentilu raspodele. Koncentracije HDL-H su
prikazane kao geometrijske sredine sa intervalonzganosti od 95%.
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Slika 45. Koncentracije LDL-holesterola kod pacgém sa HBI na hemodijalizi podeljenih prema
vrednosti koncentracije adiponektina koja odgovésaercentilu raspodele. Koncentracije LDL-H su
prikazane kao geometrijske sredine sa intervalonzganosti od 95 %.
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Slika 46. Koncentracije triglicerida kod pacijenatHBI na hemodijalizi podeljenih prema vrednosti
koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peilcergspodele. Koncentracije TG su prikazane kao

geometrijske sredine sa intervalom pouzdanostiz8d.9
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4.4.6.2.  Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina sa parametrima
homeostaze glukoze kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Pacijenti sa HBI na hemodijalizi sa visokim vredimos adiponektina imali su
znaajno nizu koncentraciju insulina u odnosu na patgesa nizim vrednostima adiponektina
(P=0,005) (Tabela 18).

Tabela 18. Koncentracije insulina kod pacijenatddB& na hemodijalizi podeljenih prema vrednosti

koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peilcerstspodele.

Adiponektin<19,5 mg/L Adiponektin>19,5 mg/L P

Insulin (mUI/L) 46,85 (12,38-74,27) 4,27 (3,41-5,14) 0,005

Koncentracija insulina je predstavljena kao medijaa interkvartilnim rasponom.

4.4.6.3.  Ispitivanje povezanosti koncentracije adiponektina sa koncentracijom hsCRP
kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Pacijenti sa HBI na hemodijalizi podeljeni preman&entraciji adiponektina talde
nisu pokazivali zn&ajne razlike u koncentracijama hsCRP (P=0,104) €leah9).

Tabela 19. Koncentracije hsCRP kod pacijenata shrtdBhemodijalizi podeljenih prema vrednosti

koncentracije adiponektina koja odgovara 75 peiicersispodele

Adiponektin<19,5 mg/L Adiponektin>19,5 mg/L P

hsCRP (mg/L) 5,50 (2,60-17,55) 0,20 (0,10-13,60) 0,104

Koncentracija hsCRP je predstavljena kao medijanatsrkvartilnim rasponom.
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4.5. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe
iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u
posmatranim grupama

Kako bi detaljnije ispitali relaciju izni koncentracije adiponektina, nivoa iRNK
adiponektinskin receptora i telesne tezine izrazgmeko BMI izvrSili smo podelu
posmatranih grupa (kontrolna grupa, pacijenti s8BK$acijenti sa HBI na hemodijalizi)

prema odgovarafim vrednostima BMI.

4.5.4. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u kontrolnoj grupi

Zdrave ispitanike smo prema vrednostima BMI podelidve grupe: ispitanici koji
imaju normalnu telesnu masu, odnosno koji su imednosti BMI manje od 25 kg/ni
ispitanici koji su imali prekomernu telesnu masdnasno koji su imali vrednosti BMI ¢e
ili jednake 25 kg/m Poretenje ove dve grupe zdravih ispitanika ukazalo jepdaijenti sa
viSim vrednostima BMI imaju z@ajno nizu koncentraciju adiponektina (P=0,004), jgto
ocekivano s obzirom na visok stepen negativne koijelammeiu koncentracije adiponektina
i BMI (Slika 47).
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Slika 47. Koncentracije adiponektina u grupi zdnaigpitanika podeljenih prema vrednostima BMI.

Koncentracija adiponektina je prikazana kao gediak#r sredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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Analizom uticaja BMI na nivoe iIRNK adiponektinskiteceptora utvrdili smo da
zdravi ispitanici imaju podjednake nivoe IRNK AdRbd i AdipoR2 bez obzira na vrednosti
BMI (P=0,613; P=0,942; redom) (Tabela 20).

Tabela 20. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adiioi AdipoR2 u grupi zdravih ispitanika

podeljenih prema vrednostima BMI

BMI < 25 kg/m? BMI > 25 kg/nf P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,928 (0,864-1,056) 0,915 (0,776-1,027) 0,613
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,961 (0,861-1,097) 0,943 (0,720-1,154) 0,942

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.

92



4.5.5. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB

Na slici 48 je prikazana podela pacijenata kojepad KSB prema vrednostima BMI.
Pacijenti koji su imali viSe vrednosti BMI pokazujasnu teznju ka nizim vrednostima

koncentracije adiponektina, iako ona nije statistznatajna (P=0,141).
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Slika 48. Koncentracije adiponektina u grupi patj@& sa KSB podeljenih prema vrednostima BMI.

Koncentracija adiponektina je prikazana kao gediakér sredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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Nivoi iIRNK AdipoR1 su bili zn&ajno nizi kod gojaznih pacijenata sa KSB u
poreienju sa pacijentima koji nisu bili gojazni (P=0,018&o0k se dok se nivoi IRNK AdipoR2
nisu zngajno razlikovali (P=0,515) (Tabela 21).

Tabela 21. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adidoi AdipoR2 u grupi pacijenata sa KSB

podeljenih prema vrednostima BMI

BMI < 25 kg/m? BMI > 25 kg/nf P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,712 (0,566-0,966) 0,597 (0,510-0,715) 0,015
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,953 (0,792-1,102) 0,892 (0,802-1,056) 0,515

Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.5.6. Uticaj telesne mase na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa HBI na
hemodijalizi

Uzimajwi u obzir ukupan broj pacijenata sa HBI na hemdidijakao i uzak raspon
vrednosti BMI, uticaj telesne mase nije bilo méguproceniti podelom pacijenata prema
graninoj vrednosti BMI od 25 kg/fa Zbog toga su iz raspodele vrednosti BMI prethodno
ustanovljene vrednosti koje odgovaraju 33 i 66 @efitu, a zatim su prema tim vrednostima
pacijenti podeljeni u tri grupe: pacijenti sa BManjim od 20,58 kg/m(l tercil), pacijenti sa
BMI izmedu 20,58 kg/mi 23,20 kg/m (Il tercil) i pacijenti sa BMI véim ili jednakim 23,20
kg/n? (tredi tercil). Analiza u navedene tri grupe pokazalalgetelesna masa nema zajan
uticaj na koncentraciju adiponektina (Slika 49) ivae iIRNK AdipoR1 i AdipoR2 kod
pacijenata sa HBI na hemodijalizi (P=0,499; P=0,42:20,350; redom) (Tabela 22).
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Slika 49. Koncentracije adiponektina u grupi pad@j@ sa HBI na hemodijalizi podeljenih prema
vrednostima BMI koje odgovaraju 33 i 66 percentikspodele. Koncentracija adiponektina je

prikazana kao geometrijska sredina sa intervalonzganosti od 95%.

95



Tabela 22. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdRioi AdipoR2 u grupi pacijenata sa HBI na

hemodijalizi podeljenih prema vrednostima BMI kopggovaraju 33 i 66 percentilu raspodele

BMI < 20,58 20,58 kg/n?s BMI < 23,20 BMI > 23,20 =
kg/m? kg/m? kg/m?

Normalizovani

nivoi AdipoR1 0,762 (0,568-1,505) 0,809 (0,587-1,020) 0,662 (®BB39) 0,412
iRNK

Normalizovani

nivoi AdipoR2 0,888 (0,872-0,921) 0,894 (0,791-1,035) 0,984 ®,8953) 0,350
IRNK

Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa
interkvartilnim rasponom.
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4.6. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u posmatranim
grupama

Kako bi se procenio uticaj pola na posmatrane pana@ansvaka od ispitivanih grupa
(kontrolna grupa, pacijenti sa KSB i pacijenti Salida hemodijalizi) je podeljena po polu.

4.6.4. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 u kontrolnoj grupi

U grupi zdravih ispitanika zene su imale stalligtiznatajno viSu koncentraciju
adiponektina u odnosu na muskarce (P<0,001) (SiRa Ova razlika je ostala ztgna i
nakon korekcije vrednosti adiponektina za BMI ANC®wetodom (P=0,009) (Slika 51).
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Slika 50. Koncentracije adiponektina u grupi zdnaigpitanika podeljenih po polu. Koncentracija

adiponektina je predstavljena kao geometrijskaiseesh intervalom pouzdanosti od 95%.
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Slika 51. Koncentracije adiponektina u grupi zdnaigpitanika podeljenih po polu nakon korekcije za
vrednosti BMI. Koncentracija adiponektina je predfjena kao geometrijska sredina sa intervalom

pouzdanosti od 95%.

Pol je takde pokazao zri@jan uticaj na nivo iRNK AdipoR2. Naime, ¢en je nizi
nivo iRNK AdipoR2 kod osoba Zenskih osoba (P=0,037)ruge strane, pol nije imao Zap
uticaj na nivoe iRNK AdipoR1 (P=0,259) (Tabela 23).

Tabela 23. Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK Adiioi AdipoR2 kod zdravih ispitanika

podeljenih prema polu

Muskarci Zene P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,934 (0,892-1,055) 0,898 (0,770-0,987) 0,259
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 1,061 (0,851-1,061) 0,891 (0,737-1,089) 0,027

Normalizovane vrednosti nivoa iRNK AdipoR1 i AdipRRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.6.5. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB

Kao i u sl#aju zdravih ispitanika, koncentracija adiponektjaabila zn#&ajno visa
kod Zena koje pate od KSB u odnosu na muskarce, Q@5 (Slika 52). Kako izni dve
Ispitivane grupe pacijenata nije postojala capaa razlika u BMI, korekcija koncentracije
adiponektina nije bila neophodna. Sa druge stnatiegj pola na nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa K$B hio zn&ajan (P=0,629; P=0,501;
redom) (Tabela 24).
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Slika 52. Koncentracije adiponektina u grupi pa@j@ sa KSB podeljenih po polu. Koncentracija

adiponektina je predstavljena kao geometrijskaiseesh intervalom pouzdanosti od 95%.
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Tabela 24. Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK Adiyloi AdipoR2 kod pacijenata sa KSB
podeljenih prema polu

Muskarci Zene P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,648 (0,485-0,801) 0,679 (0,546-0,745) 0,692
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,964 (0,812-1,241) 0,928 (0,794-1,088) 0,501

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.6.6. Uticaj pola na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih
receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi

Uticaj pola na koncentraciju adiponektina bio je&@jan i u grupi pacijenata sa HBI
na hemodijalizi (P=0,004) (Slika 53). S obzirom ideneiu ove dve grupe pacijenata nije
postojala razlika u BMI i koncentraciji kreatininkgrekcija koncentracije adiponektina nije
bila potrebna. Ispitivanje uticaja pola na nivoeNRR AdipoR1 i AdipoR2 pokazalo je da
muskarci i Zzene koji pate od HBI na hemodijaliziajon priblizno iste nivoe iRNK ovih
receptora (P=0,194; P=0,105; redom) (Tabela 25).
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Slika 53. Koncentracije adiponektina u grupi paai@ sa HBI na hemodijalizi podeljenih po polu.
Koncentracija adiponektina je predstavljena kaongedjska sredina sa intervalom pouzdanosti od
95%.

101



Tabela 25. Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK Adiyloi AdipoR2 kod pacijenata sa KSB
podeljenih prema polu

Muskarci Zene P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,674 (0,571-0,826 0,848 (0,567-2,453) 0,194
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,922 (0,888-1,053) 0,883 (0,844-0,979) 0,105

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.7. Uticaj puSenja na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u kontrolnoj
grupi i kod pacijenata sa KSB

Kako bi se procenio uticaj puSenja na posmatramanpetre, zdravi ispitanici i
pacijenti sa KSB su podeljeni prema pil&an statusu (pugai nepuséi).

4.7.4. Uticaj puSenja na koncentraciju cirkuliSuceg adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 u kontrolnoj grupi

Analizom pusSa&kog statusa zdravih ispitanika uteno je da ne postoji zé@na
razlika u koncentraciji adiponektina izthezdravih osoba koji su se deklarisali kao nefiusa
pusai (P=0,754) (Slika 54). Taki®, puSenje nije pokazalo zZf@gan uticaj ni na nivoe iIRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 (P=@6B=0,538; redom) (Tabela 26).
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Slika 54. Koncentracije adiponektina u grupi zdnaigpitanika podeljenih prema pdkam statusu.
Koncentracija adiponektina je predstavljena kaonggtdjska sredina sa intervalom pouzdanosti od
95%.
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Tabela 26. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adiioi AdipoR2 u grupi zdravih ispitanika
podeljenih prema polu

Pusacki status: DA Pusacki status: NE P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,920 (0,776-1,049) 0,918 (0,896-1,056) 0,635
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,999 (0,747-1,154) 0,907 (0,847-1,089) 0,538

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.7.5. Uticaj puSenja na koncentraciju cirkuliSu¢eg adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB

Pacijenti sa KSB bolesti koji su se izjasnili kaoSgi imali su nizu koncentraciju
adiponektina u odnosu na pacijente koji su seaiilickao nepusa. lako ova razlika nije bila
statistéki znatajna (0,290), jasno se tmva trend nizih koncentracija adiponektina kod
pusS&a koji pate od KSB (Slika 55). Nivoi iRNK AdipoR1AidipoR2 nisu bili pod zn&jnim
uticajem pusékog statusa pacijenata (P=0,692; P=0,623; redoat)da 27).
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Slika 55. Koncentracije adiponektina u grupi padji sa KSB podeljenih prema pel&m statusu.
Koncentracija adiponektina je predstavljena kaonggtdjska sredina sa intervalom pouzdanosti od
95%.
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Tabela 27. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adidoi AdipoR2 u grupi pacijenata sa KSB
podeljenih prema pudkom statusu

Pusa‘ki status: DA Pusa‘ki status: NE P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,669 (0,494-0,775) 0,636 (0,515-0,826) 0,692
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,946 (0,826-1,169) 0,898 (0,794-1,252) 0,623

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.8. Uticaj lekova na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata
sa KSB

Prethodne studije su ukazale na momst delovanja raglitih lekova na
koncentracije adiponektina. Da bi utvrdili postgguaticaja pojedinih lekova na koncentraciju
adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptoravrsili smo podelu posmatranih
pacijenata sa KSB prema tome da li njihova teragiahvata lekove iz grupe statina ili ACE

inhibitora.

4.8.4. Uticaj statina na koncentraciju adiponektina i nivoe iRNK
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod pacijenata sa KSB

Pacijenti sa KSRija terapija uklj@uje lekove iz grupe statina imali su 2apo nize
koncentracije adiponektina u odnosu na pacijent@aj terapiji nije bilo lekova iz grupe
statina (P=0,009) (Slika 56). Kako su se ovo dugegrzndajno razlikovale i u vrednostima
BMI, primenom ANCOVA metode izvrSeno je korigovanjerednosti koncentracije
adiponektina, nakortega udena razlika viSe nije bila ztajna (P=0,058) (Slika 57). Sa
druge strane, terapija statinima nije imalacap@n uticaj na nivoe iRNK AdipoR1 i AdipoR2
(P=0,427; P=0,924; redom) (Tabela 28).
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Slika 56. Koncentracije adiponektina u grupi pa@@ sa KSB podeljenih prema tome da li njihova
terapija uklj@¢uje lekove iz grupe statina. Koncentracija adiptimek je predstavljena kao
geometrijska sredina sa intervalom pouzdanostiz8d.9
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Slika 57. Koncentracije adiponektina u grupi padj@ sa KSB podeljenih prema tome da li njihova
terapija ukljuiuje lekove iz grupe statina korigovana za vredrBbtl. Koncentracija adiponektina je

predstavljena kao geometrijska sredina sa intemvgdouzdanosti od 95%.
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Tabela 28. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adidoi AdipoR2 u grupi pacijenata sa KSB

podeljenih prema prema tome da li njihova terapigucuje lekove iz grupe statina

Terapija statinima: DA Terapija statinima: NE P
Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,669 (0,493-0,774) 0,656 (0,576-0,898) 0,427
Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,946 (0,799-1,169) 0,941 (0,811-1,183) 0,924

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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4.8.5. Uticaj ACE inhibitora na koncentraciju na koncentraciju adiponektina i
nivoe iRNK adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 kod
pacijenata sa KSB

Nakon podele pacijenata prema prisustvu ACE intibitu terapiji udene su vise
koncentracije adiponektina kod pacijenata koji sumpli lekove iz ove grupe. Miaitim,
statisttka analiza nije potvrdila zdajnost ove razlike (P=0,102) (Slika 58). Terapijf@E&A
inhibitorima takde nije ispoljila zn&ajan uticaj na nivoe IRNK AdipoR1 i AdipoR2
(P=0,256; P=0,067; redom) (Tabela 29).
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Slika 58. Koncentracije adiponektina u grupi padj|@ sa KSB podeljenih prema tome da li njihova
terapija ukljguje lekove iz grupe ACEI. Koncentracija adipone&tja predstavljena kao geometrijska

sredina sa intervalom pouzdanosti od 95%.
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Tabela 29. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK Adidoi AdipoR2 u grupi pacijenata sa KSB
podeljenih prema tome da li njihova terapija uldjje lekove iz grupe ACEI

Terapija ACE inhibitori: DA Terapija ACE inhibitori: NE P

Normalizovani nivoi AdipoR1 iRNK 0,523 (0,473-0,712) 0,648 (0,514-0,723) 0,256

Normalizovani nivoi AdipoR2 iRNK 0,812 (0,732-0,960) 0,946 (0,799-1,234) 0,067

Normalizovane vrednosti nivoa iIRNK AdipoR1 i AdippRsu prikazane kao medijane sa

interkvartilnim rasponom.
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5.DISKUSIJA

Patetkom devedesetih godina dvadesetog veka drsijyavnosti viadalo je misljenje
da ¢e uvaienje terapije lekovima protiv hiperholesterolemiijhipertenzije reSiti problem
KVB i marginalizovati njihov zn&aj do kraja dekade (130). Natim, dve decenije kasnije
epidemioloSke studije potduju da su aterosklerozom izazvane bolesti srcanikrsudova i
dalje vodéi uzrok smrtnosti u svetu (1, 2, 3). Aterosklerggdrontna inflamatorna bolest
Ciji tok zavisi od sinergistkog sadejstva velikog broja faktora. Evidentno geispitivanje
tradicionalnih faktora rizika ne daje dovoljno jasseliku o toku aterosklerotskog procesa,
zbog ¢ega se ulaZzu konstantni napori u potragu za nowvamarpetrima koji bi dopunili
saznanja o nastanku i razvoju aterosklerotskoggsaycte u kombinaciji sa tradicionalnim
faktorima rizika omogéili efikasniju prevenciju i terapiju KVB.

KVB ne mozemo posmatrati kao izolovan entitet jer ane ¢esto javljaju kao
posledica drugih patoloskih stanja kao Sto su gmjsz dijabetes tipa 2, HBI itd. HBI nastaje
kao posledica dejstva radtih etioloskih faktora koja se manifestuje smaigem ili
gubitkom bubrezne funkcije. HBI je udruzena sa kadonpleksnim metabalkim promenama
koji omogitavaju progresivan tok ateroskleroze, pa su pacigantHBI svrstani u grupu sa
najvetim rizikom za razvoj KVB (4).

Otkricem adipokina, molekula koje sintetiSu i sekretéglije masnog tkiva otvoreno
je potpuno novo poglavlje u razumevanju funkcijesmag tkiva. Ono se viSe ne posmatra
samo kao depo viSka energije u obliku trigliceride; i kao vrlo potentan endokrini organ
koji preko adipokina deluje sistemski na regulisabjojnih fizioloSkih funkcija (9, 10, 11).
Prekomerna akumulacija masnog tkiva dovodi do praanefunkciji adipocita koji stvaragu
pro-inflamatornu sredinu olakSavaju razvoj atereskte (9, 10, 11).

Adiponektin je jedan od najzéajnijin predstavnika grupe adipokina koji pokazuje
antiinflamatorno, antiapoptotsko, antiaterosklesotsi kardioproktektivno dejstvo (88).
Pozitivni efekti adiponektina demonstrirani su wjbim studijama na pacijentima koji pate
od gojaznosti i dijabetesa tipa 2 (94-98). Kadageo KSB i HBI uaeno je da pozitivni
efekti adiponektina izostaju, kao i da su poviSersginosti adiponektina kod ovih pacijenata
udruzene sa povanim rizikom od smrtnosti (119). Kao jedan od mé@guuzroka ovog
paradoksa navodi se adiponektinska rezistencigjestu kome bi se izostanak pozitivnih
efekata adiponektina objasnio porgi@em na nivou ose adiponektinski receptor/adipanekt
(34, 67).
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Prvi deo naseg istraZivanja sproveden je sa cifjarse ispita da li je KSB udruzena sa
promenom u genskoj ekspresiji adiponektinskih rear@p Pored toga, od zt&ga je bilo
utvrditi da li je progres KSB povezan sa promenomkspresiji adiponektinskih receptora i
koncentracijom adiponektina, zbogega smo pacijente sa KSB na osnovu nalaza
koronarografije podelili u dve grupe: pacijenti bamajne stenoze i pacijenti sa Zagnom
stenozom. Ispitivani parametri pdeni su izmdu posmatranih grupa pacijenata i zdravih
ispitanika, kao i izméu dve grupe pacijenata. Kako bi detaljnije saglesialisao i pronasli
mogua objasnjenja dobijenih rezultata, vezu idmn&oncentracije cirkulisteg adiponektina,
nivoa genske ekspresije adiponektinskih receptoigidnih i nelipidnih faktora rizika
ispitivali smo korelacionom analizom. Kako bi igit vezu izméu izuzetno visokih
koncentracija adiponektina i genske ekspresijeadigtinskih receptora, lipidnih i nelipidnih
faktora rizika, ispitanike smo podelili prema kontraciji adiponektina koja odgovara 75
percentilu.

Poreienje opstih karakteristika izrde pacijenata sa KSB bez i sa stenozom u odnosu
na zdrave ispitanike dalo jeiekivane rezultate (Tabela 2). Zdravi ispitanici linms vise
vrednosti HDL-H u odnosu na obe grupe pacijenatid$a, dok razlike u vrednostima UH i
LDL-H nisu bile zn&ajne, Sto je najverovatnije posledi¢mjenice da je odieni broj
pacijenata pod terapijom lekovima iz grupe hipailea. Nize vrednosti TG, glukoze,
insulina i HOMA IR indeksa zdravi ispitanici imadu samo u odnosu na pacijente sa
zna&ajnom stenozom. Obe grupe pacijenata sa KSB intat@a&ajno vise vrednosti hsCRP u
odnosu na zdrave ispitanike. Dobijeni rezultati @tekivani i ukazuju na zmajnu
povezanost dislipidemije, insulinske rezistencijgflamacije sa razvojem KSB.

Pacijenti sa KSB imali su ztajno viSe koncentracije adiponektina u odnosu na
zdrave ispitanike, dok su koncentracije adiponekiameiu pacijenata bez i sa argnom
stenozom bile priblizno iste (Slika 25). Kako seasra da adiponektin uglavnom ostvaruje
zastitne efekte na kardiovaskularni sistem mogleeb@ekivati da je KSB préena snizenim
koncentracijama adiponektina. Weim, rezultati dosadasnjih studija na pacijentsaak SB
nisu usaglaseni po ovom pitanju. Italijanska salgju su izveli Rizza i saradnici pokazala je
da pacijenti koji su imali infarkt miokarda u svpjestoriji imaju viSe koncentracije
adiponektina u odnosu na ispitanike koji nisu inmadarkt miokarda (132). U ovoj studiji je
takaie pokazano da se porast koncentracije adiponeki@$ava na tan porasta LMW
forme, dok koncentracije HMW i MMW ostaju nepromamg. Kao mogte objasSnjenje ovog
fenomena autori su naveli kompenzatorno paage adiponektina. S obzirom da je HMW

forma daleko najaktivniji oblik adiponektina u phagz moze se zaklgiti da potencijalno
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kompenzatorno povanje adiponektina nije dovoljno efikasno da se lizlsa nastalim
proinflamatornim stanjem. Kako je koo mesto koje kontroliSe sastavljanje i sekreciju
adiponektinskih oligomera endoplazmatski retikulyppromena u njegovoj funkciji bi mogla
biti razlog ovakve promene u sastavu oligomera.(B@) sada je Wwepokazano da povana
akumulacija masti u visceralnom masnom tkivu stv@rainflamatornu sredinu koja
endoplazmatski retikulum adipocita uvodi u stamje. tstresa endoplazmatskog retikuluma
uzrokujwi promenu njegove funkcije (45).

Kompenzatorno povanje adiponektina takie moZe biti posledica nedostatka
njegovog efekta usled razvoja rezistencije ciljtkiva na adiponektin (34, 67). Kako bi
proverili ovo stanoviste ispitivali smo gensku elegyu adiponektinskih receptora AdipoR1 i
AdipoR2 preko kojih adiponektin ostvaruje svojek#de S obzirom da su tkiva od interesa za
razvoj KVB kao Sto su endotel krvnog sudag¢asi mist, adipociti i hepatociti teSko
dostupna, genska ekspresija je ispitana u monoairia ¢celijama periferne krvi koje su se u
dosadasnjim studijama pokazale kao korisno surtkgad ciji transkriptom dobro korelira
sveopsStim stanjem organizma (130, 131). Nasa styelipokazala da pacijenti sa KSB imaju
zn&ajno nizi nivo genske ekspresije AdipoR1 u odnoawdrave ispitanike, dok nije bilo
znaajne razlike u nivoima AdipoR2 (Tabela 4). Stavidishodna regulacija AdipoR1 &&na
je ne samo kod pacijenata sa&@aom stenozom, ¥a kod pacijenata bez zé@ne stenoze,
Sto ukazuje da bi gubitak adiponektinskih efekatagao biti prisutan Weu ranim fazama
aterosklerotskog procesa. S druge strane nije pdstan&ajna razlika u nivoima IRNK
adiponektinskih receptora izihe pacijenata sa i bez afsgne stenoze. Za sada ne postoji
veliki broj studija sa kojima bi mogli uporediti bigene rezultate. Do danas, samo su dve
studije istrazivale status adiponektinskih recegptta mononuklearnifelijama periferne krvi
pacijenata sa KSB. Matim, ove studije nisu obuhvatile potpuno zdraystanike vé samo
pacijente sa i bez ztajne stenoze. Saglasno sa rezultatima naSe stifdijegs i saradnici su
pokazali da nema zdajne razlike u nivoima iRNK adiponektinskih recaptozmeiu
pacijenata sa i bez z¥gne stenoze, dok je proteinska ekspresija adigorsidh receptora
bila niza kod pacijenata sa Ziagnom stenozom (133). U studiji koji su sprovelbkdmids i
saradnici pokazano je da pacijenti sa viSesudovsb@mozom imaju Vvisi nivo genske
ekspresije adiponektinskih receptora u odnosu cgepde sa jednosudovnom stenozom, dok
razlike u proteinskoj ekspresiji nije bilo (133)eliitim, posmatrane grupe u ovoj studiji nisu
bile homogenog sastava kada je u pitanju pol, akkiéerijum zn&ajne stenoze postavljeno je

suzenje lumena od 75%, pa se postavlja pitanje koatignosti rezultata sa naSom studijom.
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Masno tkivo predstavlja daleko na§vezvor adiponektina u organizmu (88). lako
naizgled paradoksalno, gojaznost je ¢prea niskim koncentracijama cirkuligeg
adiponektina. Naime, hipertrofija adipocita usledhpmernog nagomilavanja masti rezultuje
zn&ajnim promenama u njihovom sekretornom profilu. &ine strane, povava se
produkcija proinflamatornih adipokina kao Sto suFFii IL-6, a s druge strane smanjuje se
produkcija antiinflamatornog adiponektina (10). ®d&& gojaznost je ptana pojganom
infiltracijom makrofaga u adipozno tkivo, Sto p&gaa proinflamatorni karakter sredine u
kojoj se adipociti nalaze. Za sada se smatra dengmnjena produkcija adiponektina posledica
delovanja proinflamatornih faktora, pre svega T&Fna promotorni region gena za
adiponektin usledega se inhibira njegova transkripcija (54). Taédohipertrofija adipocita
praena je intenzivnim razvojem stresa endoplazmats&biguluma. Kako je endoplazmatski
retikulum klju¢na organela za pravilno sastavljanje funkciona&iponektinskih oligomera i
njihovu sekreciju, njegova disfunkcija bi mogla dopti smanjenom oslodanju
adiponektina iz adipocita (45). U naSoj studiji aerstrirana je negativna korelacija izioe
koncentracije adiponektina i BMI kako kod zdravigpitanika (Tabela 6), tako i kod
pacijenata sa KSB (Tabela 9). Kako bi dublje ispzaacaj ove povezanosti, ispitanici su
podeljeni prema graémoj vrednosti BMI od 25. Zdravi ispitanici koji smnali BMI manji od
25 imali su zn&ajno visu koncentraciju adiponektina u odnosu péaasike koji su imali viSe
vrednosti BMI (Slika 47), dok se nivoi iIRNK adipddmskih receptora nisu razlikovali u
posmatranim grupama (Tabela 20). Pacijenti sa K&Bdnogu BMI ispod granine imali su
viSe vrednosti adiponektina u odnosu na pacijeatei®m vrednostima BMI, ali ova razlika
nije bila zng&ajna (Slika 48). Navedeni rezultati patuju zna&ajnu ulogu koju masno tkivo
igra u kontroli koncentracije cirkuliseg adiponektina, ali takie sugeriSu da je u KSB ta
kontrola naruSena, odnosno da pored masnog tkisejeododatni mehanizmi koji z&gno
uti¢u na promenu koncentracije cirkuli&g adiponektina.

Studije na gojazninob/ob miSevima ukazale su na madgoest masnog tkiva da
indukuje nishodnu regulaciju adiponektinskih recept(52). U naSoj studiji, pacijenti sa
viSim vrednostima BMI imali su z&ajno nizi nivo iRNK AdipoR1 u odnosu na pacijente s
normalnim vrednostima BMI (Tabela 21), dok¢slh veza nije promina kod zdravih
ispitanika. Dakle, nishodna regulacija AdipoR1 uBK®ogla bi deliméno biti indukovana od
strane masnog tkiva, ali samo u sredini koju kanage proinflamatorno stanje.

Dosadasnje studije opisale su veliki broj efekatge kadiponektin ostvaruje na
metabolizam lipida. Adiponektin preko AdipoR1 aktav AMPK put koji dovodi do

fosforilacije i inhibicije acetil-KoA karboksilaze&ime se metabolizam masnih kiselina
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usmerava od produkcije ka potrosnji (59-61). PrakpoR2 adiponektin aktivira PPARput
koji takade poveéava intenzitet oksidacije masnih kiselina i sveukupotrosSnju energije u
¢eliji (67). Na nivou skeletnih mi&a adiponektin ubrzava katabolizam VLI[3kstica i tako
utice na nivo TG u cirkulaciji (135). Take, adiponektin stimuliSe ekspresiju ABCAL u
humanim makrofagamaime utice na reverzni transport holesterola, a déwao je i da
negativno korelira sa intenzitetom razgradnje apddiji predstavlja glavni apolipoprotein
HDL cestica (136, 137). U nasoj studiji koncentracijgpadektina je pozitivho korelirala sa
koncentracijom HDL-H i negativno sa koncentracijd@ kod zdravih ispitanika (Tabela 6),
dok je kod pacijenata sa KSB postojala samo neggatkorelacija sa koncentracijom TG
(Tabela 9). zZdravi ispitanici sa visokom koncenjoam adiponektina imali su zdajno vise
koncentracije HDL-H u odnosu na ispitanikge su koncentracije adiponektina bile ispod
kriticne vrednosti (Slika 30), dok ovakva veza nije pdama kod pacijenata sa KSB (Slika
37). S druge strane, pacijenti sa KSB i visokim damtracijama adiponektina imali su i
zn&ajno nize vrednosti TG (Slika 39), Sto nije vazl® zdrave ispitanike (Slika 32). Uticaj
adiponektina na koncentraciju TG zavisi pre svedanjggovog dejstva na skeletne régsi
Naime, Qiao i saradnici su pokazali da adiponelsimzava koncentraciju TG tako Sto
poveava aktivnost lipoproteinske lipaze i stimuliSe mksiju VLDL receptoratime se
poveava preuzimanje VLDLéestica od strane skeletnih né&j dok je njegov uticaj na
jetrenu sekreciju VLDLcestica zanemarljiv (135). Postavlja se pitanjeaasovi efekti bili
zn&ajniji kod pacijenata nego kod zdravih ispitanikaeko, nema pouzdanog objasnjenja za
ovaj fenomen, mozemo predpostaviti da je bar déhmiovo posledica preraspodele u udelu
pojedinih oligomera adiponektina. Naime, postojjelivna sumnja da HMW adiponektin
moze ispoljiti znaajan efekat na skeletne né8is obzirom da je transport ovako velikog
proteinskog kompleksa kroz endotel krvnih sudovi@gm nemogu (48). KSB je udruZzena sa
poveanjem LMW adiponektina u crikulaciji koji bi lak§aogao da diée do ciljnog mesta
delovanja i tako ostvari ztajniji uticaj na skeletne mi&. Ipak, vazno je imati u vidu da na
osnovu ove veze iznda adiponektina i TG ne mozemo govoriti duganom zastitnom efektu
adiponektina. Naime, Dekker i saradnici su u svejafiji pokazali da su poviSene vrednosti
adiponektina zn#jan prediktor mortaliteta uzrokovanog KVB, uprkosme Sto su pacijenti
sa najvisSim vrednostima adiponektina imaju najppnvolipidni profil (115).

Kada je ré o vezi izméu adiponektina i HDL-H, ispitivanje Linthout i salaka
dokazalo je da pored toga Sto adiponektideutia metaboilzam HDL-H, postoji i direktno
dejstvo HDL-H na sintezu adiponektina (138). Nainmdubacija parcijalno diferenciranih

adipocita sa HDL zr@ajno povéava ekspresiju adiponektina i umanjuje lipopolisaitan
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(LPS) indukovanu nishodnu regulaciju ovog gena.kladu sa tim, gubitak veze izide
adiponektina i HDL-H koji smo udi u grupi pacijenata sa KSB moze biti posledica
smanjenih efekata adiponektina na metabolizam HDusled nishodne regulacije AdipoR1,
ali i smanjenog pozitivnog uticaja HDL-H na sinteadiponektina. Tokom razvoja KSB
zn&ajno se menja kvalitet HDEestica. One postaju manje, ¢ges bogatije TG Sto smanjuje
njihove ateroprotektivne karakteristike (139), pamoguée da ovako modifikovane HDL-
cestice nisu potentni aktivatori gena za adiponektmasnom tkivu.

Efekti adiponektina na metabolizam glukoze su destroani u velikom broju studija.
Adiponektin preko AdipoR1/AMPK puta smanjuje prodij4 fosfoenolpiruvat karboksilaze i
glukoza-6-fosfataze koji predstavljaju regulatoereime glukoneogeneze (59-61). Na ovaj
n&in adiponektin drastno poveéava osetljivost jetre na insulin i time omd@gua da se
produkcija glukoze u jetri smanjak i pri niskim koncentracijama insulina (48). Aktanje
istog signalnog puta u perifernim tkivima dovodiglovetane translokacije GLUT4 receptora
na membranu i olakSava transport glukozelye. U nasSoj studiji koncentracija adiponektina
je negativno korelirala sa koncentracijom insulindlOMA IR indeksom kod zdravih
ispitanika (Tabela 6) i kod pacijenata sa KSB (Tab@). Zdravi ispitanici sa visokim
vrednostima adiponektina (iznad 75 percentila) insal zn&ajno niZze vrednosti insulina
(Slika 33) i HOMA IR indeksa (Slika 34) u paenju sa zdravim ispitanicima koji su imali
nize koncentracije adiponektina, dok kod pacijers#takSB ove razlike nisu bile ztegne
(Slika 40, 41). Uzimajti u obzir da je kod pacijenata ¢ema nishodna regulacija AdipoR1,
mozemo spekulisati da je nema@gost adiponektina da se suprotstavi razvoju inskén
rezistencije u KSB upravo posledica smanjenog bmegaptora. S druge, nekoliko studija je
potvrdilo da insulin preko PISK/FOXO puta smanjejspresiju adiponektinskih receptora u
skeletnim mis&iima, srcu i adipocitima te da on moze biti faktanji kdoprinosi razvoju
adiponektinske rezistencije (76, 140, 141). Ovakeananja navode na pitanje uzroka i
posledice u krugu ndgeisobnih uticaja adiponektina i insulina. U naSajdgt nishodna
regulacija AdipoR1 ugena je kod pacijenata bez i sa &jaom stenozom, dok su vrednosti
glukoze, insulina i HOMA IR indeksa bila zZtggno ve&a samo kod pacijenata sa Za@mom
stenozom u odnosu na zdrave ispitanike. @ak&od pacijenata sa KSB smaocilioznacajnu
vezu izméu BMI i ekspresije AdipoR1, koja nije bila prisutk@d zdravih ispitanika. Na
osnovu navedenog mozemo spekulisati da masno tkimminflamatornom stanju doprinosi
smanjenju adiponektinskih efekata, Sto dalje p@stepvodi ka insulinskoj rezistenciji koja

dodatno utie na status adiponektinskih receptora stvaraégko z&arani krug.
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Monociti i makrofage eksprimiraju adiponektinskeaptore, pa je antiinflamatorno
dejstvo adiponektina pre svega posledica njegovogkiog dejstva na oveselije.
Diferencijacija makrofaga se pod uticajem adipomekusmerava ka M2 tipu koji poseduje
anti-inflamatorne karakteristike i u njima stimeliprodukcija IL-10 (90). Nekoliko studija je
utvrdilo postojanje zr@jne negativne korelacije izthe koncentracije hsCRP i koncentracije
adiponektina. U naSoj studiji koncentracija adigdima je zn&ajno negativno korelirala sa
koncentracijom hsCRP u grupi zdravih ispitanikaljdla 6), dok ova korelacija nije postojala
u grupi pacijenata sa KSB (Tabela 9). &dam, ispitanici sa visokim vrednostima
adiponektina (iznad 75 percentila) nisu imali&ajao nize vrednosti hsCRP ni u jednoj grupi
(Slika 35 i 42). Gubitak veze izrde adiponektina i hsCRP tak® moze biti posledica
nishodne regulacije adiponektinskog receptora i lgui$i0 smanjene sposobnosti
adiponektina da promoviSe diferencijaciju M2 tipakrofaga. Ostaje nejasno zasSto zdravi
ispitanici sa vrlo visokim vrednostima adiponektingsu imali zn&ajno nize vrednosti
hsCRP. Svi zdravi ispitanici su imali vrednosti R§Ckoje odgovaraju niskom ili umerenom
riziku za razvoj KVB, te mozemo pretpostaviti datakvim uslovima gotovo nepostoge
inflamacije antiinflamatorni efekti adiponektinasaiispoljeni u potpunosti.

Nekoliko studija bavilo se ispitivanjem kako odeei lekovi uttu na nivoe
adiponektina. S obzirom na povezanost KSB sa digipijom i hipertenzijom, odtkni broj
ucesnika nase studije koji pati od KSB je primao pgrastatinima i/ili ACE inhibitorima.
Rezultati dosadasnjih studije ukazuju na to da AC&gonisti receptora za angiotenzina |l
povetavaju nivo cirkuliSdeg adiponektina i tako poboljSavaju osetljivostinsulin (142,
143). Kada je réo uticaju statina na nivo adiponektina, smatraadidrofilni statini deluju
povoljno na koncentraciju adiponektina, dok lipoifil statini snizavaju koncentraciju
adiponektina (144, 145). Terapija liofiinim statm je poslednjih godina povezana sa
poveanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2, a nekioduisticu da bi to moglo biti
posledica njihovog negativnog uticaja na konceijtraadiponektina (145). U nasoj studiji
nije uaien zngajan uticaj ACEI na koncentraciju adiponektina K&1i58) i nivoe genske
ekspresije adiponektinskih receptora (Tabela 293r&e strane, pacijenti koji su bili na
terpaiji statinima imali su ziajno nize vrednosti adiponektina u odnosu na pateij&oji
nisu bili na terapiji statinima (Slika 56), dok l&a u nivoima iRNK adiponektinskih
receptora nije ugena (Tabela 28). Nakon korekcije za vrednost BMlika u koncentraciji
adiponektina izm@u pacijenata sa i bez terpaije statinima nije bilaajna (Slika 57). Treba
imati u vidu da naSa studija nije kontrolisanaméatna studija, te da ovi rezultati mogu biti

posledica uticaja ragiitih kovarijanti.
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Drugi deo nasSeg istrazivanja sproveden je sa cifjarse utvrdi da li je HBI udruzena
sa promenom u nivou genske ekspresije adiponekttinskeptora. U cilju sveobuhvatnijeg
sagledavanja dobijenih rezultata vezu idmekoncentracije adiponektina, nivoa genske
ekspresije adiponektinskih receptora i lipidnih elipidnih faktora rizika ispitivali smo
korelacionom analizom. Kako bi ispitali vezu izuretvisokih koncentracija adiponektina i
genske ekspresije adiponektinskih receptora, lipidnelipidnih faktora rizika pacijente smo
podelili prema koncentraciji adiponektina koja degi@ 75 percentilu.

Pacijenti sa HBI na hemodijalizi imali su viSestwugoviSene vrednosti kreatinina i
ureje u odnosu na zdrave ispitanike. Takovrednosti TG, insulina i hsCRP su bile &ajao
viSe kod pacijenata, dok su vrednosti HDL-H biles¢aino snizene (Tabela 3). Navedeni
rezultati su ¢ekivani i mogu se smatrati posledicom bubrezneudigfije i metabotikog
rearanZmana koji je karakterisin za uren@ino stanje kod pacijenata u terminalnoj fazi HBI.

Pacijenti sa HBI na hemodijalizi su imali 2agno viSe koncentracije adiponektina u
odnosu na zdrave ispitanike (Slika 27), Sto jeladik sa svim dosadasnjim studijama. Nakon
korekcije za vrednosti BMI i koncentraciju kreatiai u@ena razlika je postala viSestruko
zn&ajnija (Slika 28). Mnoge studije pokazale su dageonektin u negativnoj korelaciji sa
brzinom glomerularne filtracije sugeriSuako da koncentracija adiponektina ajo zavisi
od bubrezne funkcije, pa se dugo vremena smaiteabulpreg jedini organ koji je zaduzen za
uklanjanje adiponektina iz cirkulacije. Kigtim, u kompleksnom setu eksperimenata
izvedenom na miSevima Halberg i saradnici su pdkale centralno mesto u uklanjanju
adiponektina iz cirkulacije zauzima jetra i da subtezi odgovorni iskljtivo za izlw&ivanje
razgradnih podataka nastalih u jetri (53). Chudelksaradnici su utvrdili da nakon
transplantacije bubrega koncentracija adiponeldpeda, ali i dalje ostaje poviSena u odnosu
na zdrave ispitanike (147), tako da se promenangewraciji adiponektina kod pacijenata sa
HBI ne moze pripisati isklgivo smanjenoj funkciji bubrega. Treba imati u vida su studije
na eksperimentalnim modelima pokazale da adipamedpravo ostvaruje zastitne efekte na
nivou bubrega pre svega Séitepodocite od oksidativhog stresa i smanujunjihovu
permeabilnost za albumin (148). PoviSene vrednadiponektina kod pacijenata sa HBI
udruzene su sa posenim stepenom proteinurije Sto sveédo definitivnom nedostatku
njegovog efekta uprkos povisenim koncentracijangZd)1U skladu sa tim, jedan od uzroka
koji dovodi do kompenzatornog porasta koncentraaggonektina mogao bi biti gubitak
njegovih efekata usled nishodne regulacije adiptngkih receptora (149). Prisustvo
adiponektinske rezistencije prethodno je dokazaww pacijenata sa kongestivnong¢asrtom

insuficijencijom (KSI) (34), koja deli oddene slnosti sa HBI. Nishodna regulacija
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receptora oteZava sprailenje pozitivnin efekata adiponektina Sto bi moglt jedno od
objasSnjenja zaSto su visoke vrednosti adiponekkiod pacijenata sa HBI udruzene sa
poveanom rizikom od smrtnog ishoda.

U naSoj studiji pacijenti sa HBI na hemodijaliziainsu nizi nivo genske ekspresije
AdipoR1 u odnosu na zdrave ispitanike (Tabela 3gdan od mogtih uzratnika nishodne
regulacije svakako bi mogao biti insulin. Kao &o/g pomenuto, insulin je jedan od faktora
koji mogu ostvariti uticaj na gensku ekspresijupadiektinskin receptora (76, 140, 141).
Pored zn&jno visih koncentracija insulina kod pacijenata 8l uotena je i zné&jna
negativna korelacija nivoa iRNK AdipoR1 i izdwe koncentracije insulina (Tabela 13). Kako
ovakva veza nije prodana kod drugih ispitanika, mozemo pretpostavitiimisulin igra
zn&ajniju ulogu u razvoju adiponektinske rezistendigd pacijenata sa HBI negoli kod
pacijenata sa KSB.

Dobijeni rezultati genske ekspresije adiponektinsiéceptora nisu u skladu sa dve
prethodno izvedene studije na pacijentima sa HRBbjuna je pokazano da pacijenti sa HBI
imaju povisene nivoe genske ekspresije adiponditimeceptora (150, 151). Matim, treba
naglasiti da diskrepance izthedobijenih rezultata mogu biti posledica nekolf&tora. Pre
svega, pacijenti u prethodno izvedenim studijamainsali zna&ajno vise vrednosti BMI
(26,045,0 i 27,3+4,4 kg/f) nego pacijenti u nasoj studiji (22,0+3,0 kg)msto nije
bezn&ajan podatak kada jed® pacijentima sa HBI. Naime, HBI zajedno sa KSddstavlja
skup bolesti koje karakteriSe ,obrnuta epidemighigi koncept koji podrazumeva da
pacijenti sa viSim vrednostima BMI imaju mnogoé¢weSansu za prezZivljavanje (149). U
skladu sa tim, Tsigalou i saradnici su pokazalisdapozitivni efekti adiponektina prisutni
samo kod pacijenata sa vrednostima BMé&ive od 24 kg/m, $to bi moglo biti upravo
posledica ushodne regulacije receptora (152). dakpacijenti u prethodnim studijama su
proveli mnogo duze vreme na hemodijalizi (u pros8kb godina) u odnosu na pacijente
obuhva@&ene nasom studijom (u proseku 90 dana).

Gubitak telesne mase i snizene vrednosti BMI udrezesu sa povanjem
koncentracije cirkulis¢eg adiponektina. HBI je n&&e pra&enja niskim vrednostima BMI,
pa neki autori navode ovo kao m@éguzrok hiperadiponektinemije kod pacijenata sa HBI
Medutim, dve studije koje su ispitivale ekspresijupmiektina u masnom tkivu osoba sa HBI
dale su suprotne rezultate (151, 153). U naSojijstud razliku od zdravih ispitanika i
pacijenata sa KSB, kod pacijenata sa HBI na hemlmipije utvideno postojanje korelacije
izmedu koncentracije adiponektina i vrednosti BMI Stgenu saglasnosti sa prethodnim

studijama (Tabela 12). Kako bi detaljnije sagledanos izméu cirkuliSuteg adiponektina,
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nivoa genske ekspresije adiponektinskih receptof@Mil pacijenti su podeljeni prema
vrednostima BMI koje odgovaraju 33 i 66 percentdigpodele na tri grupe. Svi pacijenti sa
HBI na hemodijalizi imali su vrednosti BMI u uskormasponu pa tradicionalne grane
vrednosti za BMI nisu bile primenjive. Koncentracipdiponektina (Slika 49) i genska
ekspresija adiponektinskih receptora (Tabela 22y e zn&ajno razlikovali méu ovako
podeljenim pacijentima. Uzimajuu obzir evidentnu vezu izrda BMI i genske ekspresije
AdipoR1 kod pacijenata sa KSB, kao i fenomen ,oberepidemiologije” karakterigtan za
HBI ocekivali smo postojanje veze izdwe BMI i genske ekspresije adiponektinskih
receptora. Ipak, naj¢ebroj pacijenta sa HBI je imao vrednosti BMI u osk rasponu koji
nije prelazio fiziolodku granicu 25 kgfmistraZivanje na W@m i heterogenijem uzorku bi
moglo dati konkretniji odgovor na pitanje veze izimegojaznosti i genske ekspresije
adiponektinskih receptora kod pacijenata sa HBI.

Koncentracija adiponektina z¢&gno je pozitivho korelirala sa koncentracijom HDL-
H, a negativho sa koncentracijom TG u grupi paecifansa HBI (Tabela 12). Pacijenti sa
visokom koncetracijom adiponektina imali su &ajao vise vrednosti HDL-H (Slika 44), dok
se nivoi UH, LDL-H i TG nisu razlikovali $to suggée da veza iznde adiponektina i HDL-H
nije ugrozena i da su zastitni efekti adiponektiaa deliméno atuvani. Metutim, rezultati
MDRD studije pokazuju da bez obzira na najpovaljhgidni profil, pacijenti sa najviSim
vrednostima adiponektina imaju péad rizik od smrtnog ishoda (124). Ovakvi podaci
definitivno idu u prilog tvrdnjama da kada jere lipidnom profilu pacijenata nije dovoljno
samo posmatrati kvantitet lipidnih parametar& venjihov kvalitet. Veké i saradnici su
pokazali da pacijenti sa HBI imaju vrlo izmenjenonipoziciju HDL cestica usledega je
njihov antiaterogeni potencijal zégno smanjen Sto je udruzeno sa Eewem rizikom od
smrtnosti povezane sa KVB (154).

Koncentracija hsCRP je negativno korelirala sa kotracijom adiponektina (Tabela
12). Meiutim, pacijenti sa najviSim vrednostima koncenjecadiponektina nisu imali
nishodne regulacije AdipoR1 i poslédo nemogtnost adiponektina da usmeri
diferencijaciju makrofaga ka anti-inflamatornom Kiau.

U nasSoj studiji koncentracija kreatinina je negadivkorelirala sa koncentracijom
adiponektina u grupi zdravih ispitanika (Tabela 6)grupi pacijenata sa HBI na hemodijalizi
(Tabela 12). Prethodne studije nisu pokazale kterzise rezultate kada je u pitanju odnos
dva navedena parametra. U studiji koju su sproMaahs i saradnici na 635 pacijenata

obolelih od dijabetesa tipa 1 i 758 zdravih ispkan pozitivna korelacija izni
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adiponektina i kreatinina je pokazana u grupi @aaja, dok je u grupi zdravih ispitanika
pokazana negativna korelacija (155). Studija nad@&escenata obolelih od dijabetesa tipa 1
pokazala je pak negativnu korelaciju iztnedva posmatrana parametra (156). Za sada nije
poznato koji bi razlozi mogli biti uzrok ovih newggasenosti.

PuSenje je zriajan faktor rizika za razvoj KVB i svrstano je wpgu tradicionalnih
faktora rizika. Analizom viSe studija koje su isypéle uticaj puSenja na nivoe adiponektina
Kotani i saradnici su utvrdili da je puSenje udmdesa snizenim koncentracijama
adiponektina nezavisno od zivotnog navika (navikashrani, fizéke aktivnosti), BMI i
starosti (146). Kao jedan od mdgju razloga ove povezanosti naveden je nikotin &njzava
ekspresiju adiponektina u masnom tkivu i dovodipigecane inflamacije koja sekundarno
moze doprineti snizenju produkcije adiponektinand$oj studiji nije bilo zn&jne razlike u
koncentraciji adiponektina i nivoima genske eksipgeadiponektinskih receptora izihe
puS&a i nepuséa, kako u grupi zdravih ispitanika (Slika 54 i tEb@6), tako i u grupi
pacijenata sa KSB (Slika 55 i tabela 27).

Koncentracija adiponektina je u potpunosti zavisdgola (49, 50, 52). Brojne studije
sved@e da Zene imaju viSe vrednosti adiponektina u admas muskarce. lako nisu jasni
mehanizmi kojima bi se objasnila ovakva razlikagta se da je pajana osetljivost Zena na
insulin upravo posledica poviSenih vrednosti adgldima (52). U naSoj studiji koncentracija
adiponektina bila je viSa kod zena u odnosu na amggkkako kod zdravih ispitanika (Slika
50), tako i kod pacijenata sa KSB (Slika 52) i patata sa HBI na hemodijalizi (Slika 53).
Takade, zdrave Zene su imale Zamo nizi nivo genske ekspresije AdipoR2 u odnoau n
zdrave muskarce (Tabela 24), dok uticaj pola nareksgu AdipoR1 i AdipoR2 nije bio
zna&ajan u drugim posmatranim grupama (Tabele 24 | R&ko uticaj pola na ekspresiju
adiponektinskih receptora nije bio predmet pretlmodprovedenih istrazivanja, Zizg ovog
rezultata ostaje nejasan i zahteva dalja istrajavan

Istrazivanja na polju epigenetike dala su izuzetma@ajne rezultate koji ukazuju da su
nivoi iIRNK zavisni kako od intenziteta transkrigeijodréienog gena, tako i od
posttranskripcione regulacije u kojoj glavnu ulommaju mikro RNK tkz. miRNA. Ovi
molekuli speciféno prepoznaju oddenu iRNK, vezuju se za nju i izazivaju njenu razja
pre nego Sto onade u proces translacije. Kada j& eeadiponektinskim receptorima, za sada
su dve nezavisne studije pokazale da miRNA-221 jelefpeciféno na AdipoR1, dok
AdipoR2 ne predstavlja ciljno mesto delovanja ouRNA (157, 158). Gojaznost je pr@na
poveanom ekspresijom miRNA-221 u adipocitima i smaggexinim od glavnih uztmika

snizenog nivoa iRNK AdipoR1 u ovimelijama (159). S druge strane, pokazano je da
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smanjena ekspresija miRNA-221 udruzena sacpo@m Kkalcifikacijom krvnih sudova i
proliferacijom glatkih miginih ¢elija (160, 161). Evidentno je da iste miIRNA imaazlicite
funkcije u razl€itim c¢elijama. Shodno tome buéhi istrazivanja bi trebalo da ispitaju nivoe
MiRNA-221 u mononuklearnindelijama periferne krvi i njihovu povezanost sa nighom
regulacijom AdipoR1.

Ukupno posmatraji, rezultati naSe studije potiuju zn&aj odrelivanja nivoa genske
ekspresije adiponektinskih receptora zajedno saémracijom cirkuliSéeg adiponektina.
Uocena nishodna regulacija AdipoR1 ukazuje na nibgazvoj adiponektinske rezistencije
kod pacijenata sa KSB i HBI. S obzirom da su pawSerednosti adiponektina kod pacijenata
sa KSB i HBI udruzene sa payanim rizikom od smrtnog ishoda (119, 124, 125)derino
je da adiponektin nije u stanju da ostvari svoj&tiree efekte pa mozemo pretpostaviti da je
poveanje koncetracije adiponektina, bar detind, posledica kompenzatornog mehanizma
kojim organizam pokuSava da se izbori sa nedostatkgegovih efekata. Smanjen nivo
genske ekspresije ten je i kod pacijenata sa KSB bez &mae stenoze Sto ukazuje da na
moguenost razvoja adiponektinske rezistencij€ veranim fazama bolesti. Ovaj podatak bi
trebalo imati u vidu pri izradi novih smernica zayenciju razvoja KSB, na&do u kontekstu
primene sintetskih agonista adiponektina.

Povezanost nishodne regulacije AdipoR1 sa visokiadwostima BMI kod pacijenata
sa KSB i visokim vrednostima insulina kod pacijenad HBI potwiuje da su gojaznost,
insulinska i adiponektinska rezistencija deo jedragranog kruga, ali ne daje jasan odgovor
na pitanje koji su primarni mehanizmi koji indukigtanje adiponektinske rezistencije. Fokus
buduwih istrazivanja bi trebalo staviti na uivanje uzroka koji leze u osnovi adiponektinske

rezistencije.
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6.ZAKLJU CClI

. Zn&ajno vise koncentracije adiponektinatane su kod pacijenata koji pate od KSB sa i
bez znaajne stenoze u odnosu na zdrave ispitanike, dak lp zna&ajnih razlika u
koncentraciji adiponektina izrda dve posmatrane grupe pacijenata sa KSB.

. Nivoi iIRNK AdipoR1 bili su zn&ajno nizi u mononuklearnindelijama periferne krvi,
kako kod pacijenata koji od KSB sa Zapnom stenozom, tako i kod pacijenata koji pate
od KSB bez zn&jne stenoze, u odnosu na zdrave ispitanike Stoujkala se nishodna
regulacija AdipoR1 javlja weu ranim fazama bolesti. Nivoi iRNK AdipoR2 nisu se
zna&ajno razlikovali méu posmatranim grupama.

. Zn&ajno viSe koncentracije adiponektina kod pacijerstaKSB udruzene sa zf@gno
nizim nivoima iRNK AdipoR1 ukazuju na mo@u povezanost KSB sa adiponektinskom
rezistencijom, stanjem u kome bi nedostatak efekaliponektina mogao da izazove
kompenzatorno povanje koncetracije adiponektina.

. Pacijenti sa HBI na hemodijalizi imali su Zago viSe koncentracije adiponektina u
odnosu na zdrave ispitanike.

. Nivoi iRNK AdipoR1 bile su zné&jno nize u mononuklearnigelijama periferne krvi
pacijenata sa HBI na hemodijalizi u odnosu na zeliapitanike, dok nije bilo razlike u
nivoima IRNK AdipoR2 Sto ukazuje na magwst razvoja adiponektinske rezistencije
kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi.

. Utvrden je znaajan uticaj BMI na koncentraciju adiponektina ugradravih ispitanika,
dok ovakav uticaj nije bio zgajan kod pacijenata sa KSB i pacijenata sa HBI na
hemodijalizi Sto sugeriSe da masno tkivo gubi prmaulogu u kontroli koncentracije
adiponektina u KSB i HBI.

. Zn&ajna veza BMI i AdipoR1 pror&na je kod pacijenata sa KSB Sto sugeriSe da bi
nishodna regulacija AdipoR1 u KSB mogla biti detind indukovana od strane masnog
tkiva. Kako ovakva veza nije prodena u grupi zdravih ispitanika mozemo pretpostaviti
da masno tkivo ima zdajan uticaj na ekspresiju AdipoR1 samo u sredifu karakteriSe
proinflamatorno stanje.

. Zdravi ispitanici sa najviSim vrednostima koncedaijea adiponektina imali su ztajno
viSe koncentracije HDL-H u odnosu na zdrave ispgkiansa nizim koncentracijama
adiponektina. Ovakva veza je aema i kod pacijenata sa HBI na hemodijalizi. Kod

pacijenata sa KSB nije dena povezanost izrie adiponektina i HDL-H.

124



9. Pacijenti sa KSB i najviSim vrednostima adiponektinmali su zn&jno nize
koncentracije TG u odnosu na pacijente sa nizindnwstima adiponektina. Ovakva veza
nije pronaena u grupi zdravih ispitanika i grupi pacijenaatBI na hemodijalizi.

10.Zdravi ispitanici sa najviSim koncentracijama adipktina imali su zn@jno nize
vrednosti HOMA IR indeksa i insulina u odnosu npitenike sa nizim vrednostima
adiponektina, dok ovakva veza nije prdeaa kod pacijenata sa KSB Sto moze biti
posledica nishodne regulacije AdipoR1.

11.Uticaj visokih vrednosti adiponektina na koncenjtahysCRP nije bio zr@jan ni u
jednoj grupi ispitanika.

12.Zene su imale zrajno vise koncentracije adiponektina u svim ispitivn grupama.

13.Znatajno nizi nivoi iRNK AdipoR2 u®eni su kod zena, ali samo u grupi zdravih
ispitanika.

14.Terapija lekovima iz grupe ACEI ili statina nije a&ajno uticala na koncetraciju
adiponektina ili nivoe IRNK adiponektinskih recegzto

15.Nije utvrdena povezanost koncentracije adiponektina, nivoBlKiRadiponektinskih

receptora i pusenja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a %C’P/C (D RAG C‘L/v ) /L[/‘QCW
Opoj nHaekca 6‘ / O ?’

UsjaBrbyjem

[la je JOKTOpCKa AMcepTaumja nog Hacrnosom

CJ@J/LME 4éuséc* eésprm/c' cwoncéwré{i recepton HIPOIQ/ Hipe 82

[ﬂ/‘vca\ a&mekhm kn, Pc& wc,/euua SQ éoro;m//c‘w AD[Z“JC'U / PM/&&»‘@ q
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Lhmwumw !)u/;mz;/tm in w{c,/éu&\/w‘

e pe3ynTtat CONCTBEHOr UCTpaXXnBa4kor pajga,

e [a npenfiokeHa gucepTtauvja y LENUHK HU Y AenoBrMa Huje Buna npegnoxeHa
3a pobuvjawe OMNO Koje gunnoMe npema CTyAWjCKMM nporpamuma gpyrux
BMCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [Jla Cy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBEAEHW U

e Ja HWCaM KpLMo/nma ayTopcka npaBa WU KOPWUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

§.5 Jofé.

Y Beorpagy, ¢




Mpunor 2.

U3jaBa 0 ncTOBETHOCTU WITaMMaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga
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Wme 1 npeaume ayTopa kb? oN gC“PIC
Bbpoj nugekca X/o 77'
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MeHTOp i’pwj. vlr /ZCMHU (—]\o e’ /vcw@wz, /prod[_ A‘ L/cawa Sftl&j}r]t'lz;('—‘Wé‘éfw@kf/{]

. ,./
MoTnucaHwu/a /Z 4 [Ya] Y, g@,Pf('

WsjaBrbyjem fa je wramnaHda Bepauja MOr [OKTOPCKOr paja MCTOBETHA €ITeKTPOHCKO]
Bep3uju kojy cam npepao/na 3a objaBrbMBake Ha nopTany JurutanHor
penosuTtopujyma YHusepsuteta y Beorpaay.

HosBorbaBam fga ce obGjaBe Moju NMUYHKM nogaum BesaHu 3a nobujartbe akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U npesumMe, roamHa U MecTo poflera u atym
onbpaHe paga.

OB/ nu4HM nogjaum Mory ce o6j@BuT Ha MPEXHUM CTpaHuLaMa gUrutanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckoMm kaTanory v y nyénukauvjama YHusepauteta y Beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa
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Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhewy
Osnawhyjem YHusepautetcky 6uGnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* ga y [Ourutantu

penosuTopujyM YHusepauTeta y Beorpafly yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTaumjy noa
HacnoBoM:

eAlVU{qf G“éuﬂ/[t:’ g/gpré;//p oéu’?cneulng,&‘/\ ;etf‘pﬁm AJIF@N 'ﬂd,'/ooQZ

[_Lvoa A(Jiﬁ/)’éé)[“a v bm {zoé mdt)wa»‘/a La %m onunow _bolere Pacymw/g, £a

Mewsitniond bbpezucw jnsudr )encl) O
KOja j& Moje ayTopcko 4eno.

HAuncepTaumjy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy noroAHOM
3a TpajHO apXMBUpaH-E.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y Jurutaniu penosutopujym YHueepsuteTa
y Beorpagy mory fa kopucTte CBW Koju noLuTyjy ofpeabe cagpxaHe y ogabpaHoM TuUmy
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasny4uo/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTopCTBO - HEKOMEpPLMjanHO

3. AyTOpCTBO — HEekomepuujanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUMjanHo — AENUTM N0 UCTUM YCrOBUMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEnuTM Noj UCTUM YCroBUMa

(Monumo fa 3aoKpyxuTe camo jeAHy oA ecT NOHyReHWX NMUEeHUM, KpaTak onuc
nUUeHum art je Ha nonefuHm nucta).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 6/ S - %C/é




