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Na sednici Nastavno-n&oog Ve&a Farmaceutskog fakulteta, odrzanoj 18.02.2016ngod
imenovana je Komisija u sastavu
1. Prof. dr Zorana Jéhlvanovi, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu -
Farmaceutski fakultet, mentor
2. Prof. dr Vesna SpasojévKalimanovska, redovni profesor, Univerzitet u Besaly -
Farmaceutski fakultet, mentor
3. Dr Gordana Jok&i nawni savetnik Instituta za nuklearne nauke ,8ah

za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod naziV@Qure divanje genske ekspresije
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 i nivoaadiponektina u krvi kod pacijenata
sa koronarnom skanom bolegu i pacijenata sa hrontnom bubreznom insuficijencijom”
kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog hioklara Mirona Sogia, asistenta na
Katedri za medicinsku biohemiju Farmaceutskog f@al Univerziteta u Beograd@lanovi
Komisije su pregledali priloZzenu disertaciju i pode Nastavno-ngnom Ve&u Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu sléde

IZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 156 strama, 29 tabela, 58 slika i 161
literaturni navod. Sadrzaj doktorske disertacijezen je u sledgm poglavljima: Uvod, Ciljevi,
Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakipi i Literatura.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita katreeija cirkuliSdeg
adiponektina i nivo genske ekspresije adiponekiinsteceptora AdipoR1 i AdipoR2 u
mononuklearnimcelijama periferne krvi u grupi zdravih ispitanik@acijenata sa koronarnom

skkanom boledu (KSB) i pacijenata sa hramom bubreznom insuficijencijom (HBI) na



hemodijalizi, kao i da se ispita povezanost stepeizaoja KSB sa promenom koncentracije
cirkuliSu¢eg adiponektina i genske ekspresije adiponektingdhptora.

U poglavljuMaterijal i metode dati su podaci o ispitanicima i primenjenim metodatd
istrazivanju su &estvovala 133 ispitanika: 69 osoba sa KSB, 31 os#&IBl i 33 zdrava
ispitanika. Istrazivanje je planirano i sprovedepcema etikim principima u skladu sa
HelsinsSkom deklaracijom, a na osnovu odobrenjakBfj komiteta za klirtka ispitivanja
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u BeogradutitkBg komiteta za klirka ispitivanja
Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu. g&cijenti sa KSB podvrgnuti su postupku
koronarne angiografije kako bi se procenila tekoeonarnog oboljenja. Zavisno od toga da li u
najmanje jednom od tri koronarna krvna suda postmjanjenje lumena ¥e ili jednako 50%
pacijenti su podeljeni u dve grupe: pacijenti bemtajne stenoze i pacijenti sa Zagmom
stenozom. Debljina intime-medije karotidnih artem@dreena je ultrazvénom tehnikom u grupi
zdravih ispitanika i grupi pacijenata sa HBI na beijalizi. Koncentracija cirkuliséeg
adiponektina odi&ena je u uzorcima plazme ELISA metodom. Mononukle&elije periferne
krvi izolovane su upotrebom gustinskog gradijemtakon ¢ega su iz njih izolovane ukupne
ribonukleinske kiseline (RNK) gvanidin izotiocijari@nol-hloroformskom ekstrakcijom. Nivo
informacione RNK (iRNK) adiponektinskih receptoraipoR1 i AdipoR2 odréen jereal-time
PCR metodom. Ostali biohemijski parametri su aidm@ rutinskim laboratorijskim metodama:
glukoza, ukupan holesterol (UH) i trigliceridi (T@&nzimskim metodama; HDL-holesterol
(HDL-h) enzimskom metodom nakon precipitacije ssfdgolframovom kiselinom u prisustvu
jona Md*; LDL-holesterol (LDL-h) Friedwald-ovom formulomi iflirektnim homogenim testom.
Koncentracija C-reaktivnog proteina visoke oseditr (hsCRP) odidena je na biohemijskom
analizatoru imuno-turbidimetrijskom metodom, dokkg@ncentracija insulina odiena metodom
elektrohemiluminiscencije. Nivo insulinske rezistga je kvantifikovan preko vrednosti HOMA

IR indeksa lfomeostatic model assessment).

U poglavljuRezultati najpre su prikazani osnovni demografski i biohskiiparametri za
sve ispitanike: zastupljenost pola, starost, BN&tadni pritisak, dijastolni pritisak, UH, HDL-H,
LDL-H, TG, glukoza, insulin, HOMA IR indeks, hsCRB.grupi zdravih ispitanika i pacijenata
sa HBI na hemodijalizi pored navedenih biohemijgb#ttametara prikazani su podaci o debljini

intime-medije krvnih sudova (IMT) kao i koncentijackreatinina i ureje. U grupi pacijenata sa



KSB prikazana je zastupljenost terapije lekovim@razpe statina, ACE inhibitor@:blokatora i
diuretika.

Zatim je prikazano podenje nivoa cirkuliSteg adiponektina iznadel zdravih ispitanika i
pacijenata sa KSB sa i bez Zape stenoze, kao i izride ove dve grupe pacijenata. Tako
prikazano je poienje nivoa cirkuliSteg adiponektina izndel zdravih ispitanika i pacijenata sa

HBI na hemodijalizi.

U sled€oj fazi analizirani su nivoi iRNK adiponektinskileaeptora AdipoR1 i AdipoR2
u grupi zdravih ispitanika i grupi pacijenata saB<& i bez zn&jne stenoze, kao i izride ove
dve grupe pacijenata. IzvrSena je analiza nivoaKRadliponektinskih receptora AdipoR1 i

AdipoR2 u grupi pacijenata sa HBI na hemodijdlizoreienje u odnosu na zdrave ispitanike.

Postojanje potencijalnih veza izthe koncentracije cirkulisteg adiponektina, nivoa
genske ekspresije adiponektinskih receptora i tigid nelipidnih faktora rizika ispitivano je

korelacionom analizom u sve tri grupe ispitanikagimo.

U cilju dalje analize povezanosti koncentracijepatiektina sa nivoima genske ekspresije
adiponektinskih receptora, parametrima lipidnogusi@ homeostaze glukoze i inflamacije, u
svim ispitivanim grupama izvrSena je podela ispkarprema koncentraciji adiponektina na one
koji imaju visoku i nisku koncentraciju adiponekdinS obzirom na nepostojanje adekvatnih
referentnin opsega za koncentraciju adiponektinaaspodele vrednosti za svaku posmatranu
grupu odrdena je ona koncentracija adiponektina koja odgovargercentilu i kori&na kao
grantna. Kako bi se ispitala povezanost visokih kon@aij adiponektina sa nivoima iRNK
adiponektinskih receptora, parametrima lipidnogusi@ homeostaze glukoze i inflamacije u
odnosu na koncentraciju adiponektina posmatransiede€i parametri: nivo iRNK AdipoR1,
nivo iRNK AdipoR2, UH, HDL-H, LDL-H, TG, insulin, ®MA IR indeks, hsCRP.

U cilju ispitivanja vezu izméu telesne mase ispitanika, nivoa cirkutisg adiponektina i
IRNK adiponektinskih receptora, izvrSena je podstatanika prema vrednostima BMI. U grupi
zdravih ispitanika i grupi pacijenata sa KSB kaangna vrednost za BMI je uzeta vrednost od
25 kg/nf. Medutim, uzimajéi u obzir uzak raspon vrednosti BMI u grupi pacijensa HBI,
uticaj telesne mase nije bilo mdguproceniti podelom pacijenata prema gfaoj vrednosti
BMI od 25 kg/nf. Zbog toga su iz raspodele vrednosti BMI prethodetanovljene vrednosti

koje odgovaraju 33 i 66 percentilu prema kojimaaaijenti sa HBI podeljeni u tri grupe.



Kako pol predstavlja zrajan faktor uticaja na koncentraciju cirkuli&g adiponektina,
ispitano je da li postoje ztiajne razlike u nivoima adiponektina izduemuskaraca i Zena u svim

posmatranim grupama.

Zdravi ispitanici i pacijenti sa KSB su podeljerrema pusé&kom statusu, a zatim je u
svakoj od dve grupe ispitanika posebno izvrSen&zankoncentracije adiponektina i nivoa iRNK

adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2.

Da bi se ispitalo eventualno postojanje uticajae@mjin lekova na koncentraciju
adiponektina i nivoe iRNK adiponektinskih receptdearSena je podela posmatranih pacijenata

sa KSB prema tome da li njihova terapija obuhvekave iz grupe statina ili ACE inhibitora.

Na kraju disertacije, dati sdaklju éci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njihove

analize.

B. ANALIZA REZULTATA

Grupa zdravih ispitanika je po polu bila podudasagacijentima. S druge strane, zdravi
ispitanici su bili zn&ajno mlati u odnosu na pacijente bez i sa Gajpom stenozom, dok su
vrednosti BMI bile zn&ajno nize u grupi zdravih ispitanika u odnosu neijpate sa zn&@jnom
stenozom. Dalja analiza zahtevala je korekciju kot@cije adiponektina za vrednosti BMI i
starost. Vrednosti SP i DP nisu se @jro razlikovali izméu ispitanika. Zdravi ispitanici imali
su viSe vrednosti HDL-H u odnosu na obe grupe paaip sa KSB, dok razlike u vrednostima
UH i LDL-H nisu bile zn&ajne. NiZze vrednosti TG, glukoze, insulina i HOMR indeksa zdravi
ispitanici imali su samo u odnosu na pacijentersgagnom stenozom. Obe grupe pacijenata sa
KSB imale su zn&jno viSe vrednosti hsCRP u odnosu na zdrave rskéa Metusobnim
porelenjem pacijenta sa KSB &eno je da su pacijenti sa Zagom stenozom imali zdajno
viSe vrednosti BMI i koncentracije insulina u odaasa pacijente bez z&gne stenoze. Veliki
broj ispitivanih pacijenata je bio na terapiji jeanili viSe lekova, iz grupe: statina, ACE
inhibitora, B-blokatora i diuretika. Méutim, statistéka analiza je pokazala da izdwepacijenata

sa KSB sa i bez ziajne stenoze nema razlike u zastupljenosti pojedahkiova u terapiji.

Zdravi ispitanici su bili zn&ajno mlati i imali znatajno viSe vrednosti BMI u odnosu na

pacijente sa HBI na hemodijalizi te je i ovde dajaliza zahtevala korekciju za vrednosti ova



dva parametra. S druge strane, pacijenti sa HBienaodijalizi su bili upareni po polu sa grupom
zdravih ispitanika. @ekivano, koncentracije ureje i kreatinina bile s8estruko povéane u
grupi pacijenata, kao i vrednosti TG, insulina, R§Ci IMT, dok su vrednosti HDL-H bile
zn&ajno snizene. Zdravi ispitanici imali su neSto wi§ednosti UH u odnosu na pacijente, a
koncentracije LDL-H nisu se zéajno razlikovale.

Pacijenti sa KSB bez i sa Zisgnom stenozom imali su z¥gno vise nivoe cirkulisteg
adiponektina u odnosu na zdrave ispitanike, dokkazai koncentraciji adiponektina iziae
pacijenata sa KSB nije bila zteggna. Nivo iRNK AdipoR1 je bio zr@ajno nizi kako u grupi
pacijenata sa KSB sa zZfggnom stenozom, tako i u grupi pacijenata sa KSBZoaajne stenoze
u odnosu na zdrave ispitanike, dok razlike u nilRNK AdipoR2 nisu bile znéjne. Takde,
nije bilo zn&ajne razlike u nivoima IRNK AdipoR1 i AdipoR2 iz pacijenata sa i bez
zn&ajne stenoze. Pacijenti sa HBI na hemodijalizi swali zna&ajno viSe koncentracije
cirkuliSu¢éeg adiponektina u odnosu na zdrave ispitanike, ikagetajno nize vrednosti iRNK
AdipoR1, dok razlike u nivoima iRNK AdipoR2 nijelbi

U grupi zdravih ispitanika adiponektin je pozitivkorelirao sa HDL-H, a negativno sa
BMI, sistolnim pritiskom, TG, insulinom, HOMA IR d@eksom, hsCRP i kreatininom. Nivoi
IRNK AdipoR1 negativno su korelirali sa statadi pozitivno sa nivoima iRNK AdipoR2. U
grupi pacijenata sa KSB &ena je zn&jna negativha korelacija izme koncentracije
adiponektina i vrednosti BMI, glukoze, insulina, M@ IR indeksa. Nivoi iRNK AdipoR1 su
negativno korelirali sa star@$ pacijenta sa KSB i pozitivno sa nivoima iRNK Adi2. U grupi
pacijenata sa HBI na hemodijalizi dema je zn&jna pozitivha korelacija iznde koncentracije
adiponektina i koncentracije HDL-H, a zfagna negativna korelacija sa koncentracijama TG,
hsCRP, insulina i kreatinina. U ovoj grupi pacijenaakaie je u@ena i zn&ajna negativna

korelacija izmdu nivoa IRNK AdipoR1 i koncentracije insulina.

Zdravi ispitanici sa visokim vrednostima adiponeétimali su zn&jno viSe vrednosti
HDL-H, kao i zn&ajno nize vrednosti insulina i HOMA IR indeksa unodu na zdrave
ispitanike koji su imali nize koncentracije adip&hea, dok ovakva povezanost nijeceoa kod
pacijenata sa KSB. Pacijenti sa HBI na hemodijdd@i su imali visoke vrednosti adiponektina
takade su imali zn&ajno viSe vrednosti HDL-H i ziajno nize vrednosti insulina u odnosu na

pacijente sa nizim vrednostima adiponektina.



Zdravi ispitanici sa vrednostima BMI iznad 25 k§/imali su zn&ajno nize vrednosti
adiponektina u odnosu na zdrave ispitanike sa wa&tdna BMI ispod kritine. Ovakva veza
izmedu telesne mase i koncentracije adiponektina nifen@ kod pacijenata sa KSB i pacijenata
sa HBI na hemodijalizi. Pacijenti sa KSB koji sadmostima BMI iznad 25 kgfmimali su
znaajno nize nivoe iRNK AdipoR1 u odnosu na pacijessgevrednostima BMI ispod navedene
granice, dok ovakva povezanost nije pieraa u grupi zdravih ispitanika i grupi pacijena#a s
HBI na hemodijalizi. Takde, nije uéena znéajna veza izm#u indeksa telesne mase i nivoa

IRNK AdipoR2 ni u jednoj od posmatranih grupa.

Osobe Zenskog pola u sve tri ispitivane grupe inglezngajno viSu koncentraciju
adiponektina u odnosu na osobe muskog pola, &aaabtala je znmjna i nakon korekcije za
vrednosti BMI. U grupi zdravih ispitanika &eno je da Zene imaju zZtggno nize nivoe iIRNK

AdipoR2 u odnosu na muskarce, dok u druge dve gagianika skna veza nije ugena.

Terapija statinima, ACEIl i puSenje nisu #apgno uticali na nivoe cirkuliieg

adiponektina i iRNK adiponektinskih receptora.

C. ZAKLIU CAK

Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizaele 75 % svih smrtnih ishoda
predstavlja posledicu kardiovaskularnih bolesti Wi ¢ijoj osnovi lezi ateroskleroza. Prema
podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,Dr 8filJovanowi Batut* iz 2009. godine KVB u
Srbiji su bile uzrénik smrtnosti u 54,6% séajeva, odcega 23% otpada na smrtnost izazvanu
koronarnom sfanom bole&u (KSB). S druge strane, paan rizik za razvoj KVBcesto je
sastavni deo Klitke slike patoloSkih stanja koja nisu direktno vezaa disfunkciju kardio-
vaskularnog sistema. HBI predstavlja bolest koptgizuzetno teSka i progresivna ateroskleroza
I smatra se da&ak 50% pacijenata sa HBI umre od komplikacija KMBako ispitivanje
tradicionalnih faktora rizika za razvoj KVD ne dajevoljno jasnu sliku o toku aterosklerotskog
procesa, danasnja istrazivanja @ékrese otkrivanju novih parametara koji bi dopundzsanja o
nastanku i razvoju ateroskleroze, te u kombinaajitradicionalnim faktorima rizika omogli

efikasniju prevenciju i terapiju KVB.



Adiponektin predstavlja jedan od najZamijih molekula iz grupe adipokina koji preko
svojih receptora AdipoR1 i AdipoR2 ostvaruje arftamatorno, antiapoptotsko,
antiaterosklerotsko i kardioproktektivho dejstvo.eddtim, rezultati dosadasnjih studija na
pacijentima sa KSB i HBI sugeriSu da su poviSerednosti adiponektina kod ovih pacijenata
udruZene sa povanim rizikom od smrtnosti $to moze biti posledieanogiénosti adiponektina
da ostvari svoje efekte usled pojave adiponektimekistencije. U naSem istrazivanju uteno je
da je poviSena koncentracija adiponektina udruzaalishodnom regulacijom AdipoR1 kod
pacijenata sa KSB i pacijenata sa HBI, Sto ukadajbi povéanje koncetracije adiponektina, bar
delimi¢éno, moglo biti posledica kompenzatornog mehanizmjrkorganizam pokuSava da se
izbori sa nedostatkom njegovih efekata i pdiye zn&aj istovremenog oddevanja
koncentracije cirkulis¢eg adiponektina i genske ekspresije njegovih recaptSmanjen nivo
genske ekspresije AdipoR1 dem je kako kod pacijenata sa KSB sacajiagom stenozom, tako i
kod pacijenata sa KSB bez zafne stenoze Sto sugeriSe da bi se gubitak adifioski efekata
uslede adiponektinske rezistencije mogao javiti jpFanim fazama ateroskleroze. ddoa
povezanost nishodne regulacije AdipoR1 sa visokiednostima BMI kod pacijenata sa KSB i
visokim vrednostima insulina kod pacijenata sa HiBheriSe da su gojaznost, insulinska i
rezistencija i nedostatak zastitnih efekata adigting deo jednog zaranog kruga, Sto bi trebalo

imati u vidu pri izradi novih smernica za prevenai@zvoja KSB.
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2015 Jan;65(2):115-28. (IF Gasopis od nacionalnog zfzga)

E. MISLIENJE | PREDLOG

Na osnovu svega izloZzenog smatramo da ova dolktodssertacija predstavlja ztegan
naweni doprinos za oblast medicinske biohemije. Upogednaliza koncentracije cirkuli&eg
adiponektina i nivoa genske ekspresije adiponekitineeceptora AdipoR1 i AdipoR2, koja je
prikazana u ovom radu, ima praktu primenu u tumgenju njihovog dijagnostkog zn&aja u
koronarnoj stanoj bolesti i hrorinoj bubreznoj insuficijenciji. Rezultati ove dokste
disertacije publikovani su u dva rada udunearodniméasopisima kategorije M22 i M23.

Stoga predlazemo Nastavno-taom Ve&u Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati ovaj izveStiajiputi ga Véu nawnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja
saglasnosti za javnu odbradoktorske disertacije pod nazivol®@dre divanje genske ekspresije
adiponektinskih receptora AdipoR1 i AdipoR2 i nivoaadiponektina u krvi kod pacijenata
sa koronarnom skanom bolegu i pacijenata sa hronénom bubreznom insuficijencijom",
kandidata diplomiranog farmaceuta-medicinskog mabara Mirona Sofgia.

Beograd, 16.3.2016.
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