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Ispitivanje kvalitativnih i kvantitativnih karakteristika lipoproteina
visoke gustine i njihove povezanosti sa markerima dislipidemije i
metaboli¢kog sindroma

Sazetak

Metabolizam, struktura 1 funkcionalnost lipoproteina visoke gustine (high-density
lipoproteins-HDL) su blisko povezani. Procenom kvalitatitvnih karakteristika HDL ¢estica se moZe
dobiti detaljniji uvid u njihovu ateroprotektivnu aktivnost. U ovom istrazivanju su ispitane
karakteristike HDL cestica kod metabolickog sindroma (MS) i pridruZenih stanja koja predstavljaju
faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB). Uvid u remodelovanje HDL cestica je
omogucen odredivanjem relativne zastupljenosti pojedina¢nih HDL subfrakcija, aktivnosti markera
remodelovanja: lecitin-holesterol-acil transferaze (lecithin—cholesterol acyltransferase-LCAT) i
holesterol-estar transfernog proteina (cholesteryl ester transfer protein-CETP), kao i koncentracije
CETP. Antioksidativna funkcija HDL cestica je procenjena odredivanjem paraoksonazne aktivnosti
paraoksonaze 1 (PON1) i koncentracije PON1 i paraoksonaze 3 (PON3). Stepen oksidativne
modifikacije antiaterogenih lipoproteinskih Cestica je ispitan odredivanjem koncentracije
oksidovanog HDL (OxHDL). Dodatno su odredene koncentracije serumskog amiloida A (SAA),
leptina 1 adiponektina. Radi potvrde prisustva nealkoholne masne bolesti jetre (non-alcoholic fatty
liver disease-NAFLD) je izracunat indeks masne jetre (fatty liver index-FLI). Dodatno. karakteristike
HDL cestica su ispitane kod razli¢itih metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa prekomernom
telesnom masom.

Kod ispitanika sa MS su utvrdeni: dominacija manjih HDL subfrakcija, poviSena aktivnost
LCAT i koncentracija CETP. U grupi ispitanika sa MS su takode uoceni poviSena koncentracija
OxHDL i vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol. Analizom karakteristika HDL ¢estica u odnosu
na prisustvo pojedina¢nih komponenti MS je utvrdeno remodelovanje u korist poveéane
zastupljenosti malih HDL subfrakcija u kategorijama ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-
holesterola, hipertrigliceridemijom i povecanim obimom struka. Snizena koncentracija PON3 je
uocena kod ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola i pove¢anim obimom struka.
Povisene vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol su utvrdene u kategorijama ispitanika sa
snizenom koncentracijom HDL-holesterola, hipertrigliceridemijom i poviSenom glukozom naste.
Aktivnost LCAT je bila znacajan prediktor povisenih vrednosti FLI. Odnos OxHDL/HDL-holesterol
je bio znacajan prediktor metabolicki nezdravog fenotipa u kategorijama gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom. Korelacionom analizom u celoj grupi ispitanika je utvrdeno da je
odnos leptin/adiponektin je bio u pozitivnoj korelaciji sa relativnom zastupljenoséu malih HDL
Cestica 1 negativno sa koncentracijom PON3. Aktivnost LCAT je pozitivno korelirala sa
koncentracijom triglicerida, relativnom zastupljenos¢éu malih HDL cestica i odnosom
leptin/adiponektin.

U ovom istrazivanju su utvrdene izmenjene kvalitativne karakteristike HDL cestica kod MS i
pridruzenih stanja. Dominacija manjih HDL subfrakcija i poviSen stepen oksidativne modifikacije
HDL cestica su pokazatelji izmenjenih kvalitativnih odlika HDL cestica u uslovima viSestrukih
metabolickih fakora rizika za KVB koji su prisutni kod MS. Dokazana je pozitivna veza izmedu
aktivnosti LCAT, kao markera remodelovanja HDL cestica, sa faktorima rizika za KVB: prisustvom
MS i visokim vrednostima FLI, kao surogat markerom NAFLD. Izmenjene strukturne karakteristike
HDL cestica, izraZzene kroz poviSen stepen oksidativne modifikacije, mogu biti dodatni pokazatelj
naruSenog metabolickog zdravlja gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Sve ovo
pokazuje da promenjene kvalitativne osobine antiaterogenih lipoproteina kod MS 1 srodnih stanja
mogu biti dodatni element dislipidemije i faktor rizika za razvoj kardiometabolickih komplikacija.
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Abstract

High-density lipoproteins (HDL) metabolism, structure, and functionality are interrelated.
Evaluation of HDL qualitative characteristics could give a more detailed insight into its
atheroprotective activity. In this study, we evaluated HDL characteristics in subjects with metabolic
syndrome (MS) and related conditions associated with higher risk for cardiovascular diseases (CVD).
HDL particles remodeling was evaluated by estimating the relative proportion of each HDL
subfraction, the activity of remodeling markers: lecithin—cholesterol acyltransferase (LCAT) and
cholesteryl ester transfer protein (CETP), and CETP concentration. HDL antioxidative function was
assessed through the determination of paraoxonase activity of paraoxonase 1 (PON1), as well as
PONI1 and paraoxonase 3 (PON3) concentrations. Oxidative modification of HDL particles was
estimated as oxidatively modified HDL (OxHDL) concentration. Additionally, the concentrations of
serum amyloid A (SAA), leptin and adiponectin were measured. Fatty liver index (FLI) was used as
a surrogate marker for the presence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). In addition, HDL
characteristics were evaluated in different metabolic phenotypes in the categories of overweight and
obese subjects.

Domination of smaller HDL subfractions, elevated LCAT activity, and CETP concentration,
as well as increased OxHDL concentration and OxHDL/HDL-cholesterol ratio, were observed in
subjects with MS. The analysis of HDL characteristics in the presence of individual MS components
revealed remodeling in favor of smaller HDL subfractions in subjects with low HDL-cholesterol,
hypertriglyceridemia, and elevated waist circumference. We found lower PON3 concentration in
subjects with low HDL-cholesterol and elevated waist circumference. Increased OxHDL/HDL-
cholesterol ratio was found in subjects with low HDL-cholesterol, hypertriglyceridemia, and elevated
fasting glucose. LCAT activity was positively associated with FLI. OxHDL/HDL-cholesterol ratio
was a significant predictor of the metabolically unhealthy phenotype in overweight and obese
subjects. In the entire group of subjects, leptin/adiponectin ratio correlated positively with the relative
proportion of small HDL particles, and negatively with PON3 concentration. LCAT activity
correlated positively with triglyceride concentration, relative proportion of small HDL particles, and
leptin/adiponectin ratio.

In this study, altered qualitative HDL characteristics in subjects with MS and related
conditions were observed. Domination of smaller HDL subfractions and increased degree of HDL
oxidative modification in subjects with MS indicate impaired HDL qualitative characteristics in the
presence of multiple metabolic CVD risk factors associated with the presence of MS. LCAT activity
was positively associated with the CVD risk factors: the presence of MS and elevated FLI values i.e.
the presence of NAFLD. Altered HDL structural features, observed as an increased degree of HDL
oxidative modification, can be an additional indicator of the metabolically unhealthy phenotype of
overweight and obese subjects. Altered qualitative characteristics of antiatherogenic lipoproteins may
represent additional components of dyslipidemia and cardiometabolic diseases risk factor in MS and
related conditions.

Keywords: high-density lipoproteins; metabolic syndrome; fatty liver index; metabolically
unhealthy phenotype; lipoprotein subfractions; lecithin—cholesterol acyltransferase; cholesteryl ester
transfer protein; paraoxonase 1; paraoxonase 3
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Spisak skracenica

ABCAI1 — ATP vezujuéi kasetni transporter Al (A TP-binding cassette transporter Al)
ABCGI1- ATP vezujuci kasetni transporter G1 (4 TP-binding cassette transporter G1)
ANOVA — analiza varijanse

apo Al — apolipoprotein Al

apo All — apolipoprotein All

apo B — apolipoprotein B

AUC - povrsina ispod krive (drea Under Curve)

CETP — holesterol-estar transferni protein (cholesteryl ester transfer protein)

CRP — C-reaktivni protein

EDTA - etilendiamin-tetrasir¢etna kiselina (ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

FLI — indeks masne jetre (fatty liver index)

GGE - gradijent gel elektroforeza

GGT - gama-glutamil transferaza

HbA1c — hemoglobin Alc

HDL - lipoproteini visoke gustine (high-density lipoproteins)

HDLR - receptori koji preuzimaju holocestice HDL

HNE — hidroksi-nonenal

HNE-HDL — HNE modifikovane HDL cestice

HOMA IR - indeks homeostatskog modela za procenu insulinske rezistencije (homeostasis
model assessment of insulin resistance)

ITM — indeks telesne mase

KVB — kardiovaskularne bolesti

LCAT - lecitin-holesterol-acil-transferaza (/ecithin—cholesterol acyltransferase)
LDL - lipoproteini niske gustine (low density lipoproteins)

LDLR — LDL receptori

LOOH - lipidni hidroperoksidi



MS — metaboli¢ki sindrom

NAFLD — nealkoholna masna bolest jetre (non-alcoholic fatty liver disease)
OxHDL — oksidovani HDL

PLTP — fosfolipid transferni protein (phospholipid transfer protein)

PONI1 — paraoksonaza 1

PON2 — paraoksonaza 2

PON3 — paraoksonaza 3

Rf - relativne migracione daljine

ROC — Receiver Operating Characteristics

ROS — reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species)

SAA — serumski amilod A

SD — standardna devijacija

SR-BI — receptori hvataci klase B tip I (scavenger receptor class B Type 1)
SZO — Svetska zdravstvena organizacija

VAI - indeks visceralne gojaznosti (visceral adiposity index)

VLDL - lipoproteini vrlo niske gustine (very low density lipoproteins)



1. Uvod

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2018. godine, nezarazna
oboljenja su vodec¢i uzrok smrtnosti (1), pri ¢emu su se se kao najznacajniji uzro¢nik mortaliteta
1 morbiditeta u Evropi i Sirom sveta izdvojile kardiovaskularne bolesti (KVB) (1, 2). Faktori
rizika za razvoj KVB su viSestruki, medusobno povezani i ukljucuju nepravilan stil Zivota i
metabolicke poremecaje. Neki od najznacajnijih faktora rizika koji doprinose povisenom riziku
od nastanka KVB su pusenje, nedostatak fizicke aktivnosti, neadekvatna ishrana, prekomerna
telesna masa i gojaznost, poviSen krvni pritisak, poremecaji metabolizma glukoze i razvoj
aterogene dislipidemije (3). Metabolicki poremecaji zapo€inju znatno ranije nego manifestna
KVB i na njih moguce efikasno delovati razliCitim preventivnim nefarmakoloskim i
farmakoloskim merama. Imajuci u vidu da su ugljeni hidrati i lipidi najznacajnije komponente
energetskog metabolizma, promene koje pogadaju metabolicke puteve u kojima ucestvuju ovi
biomolekuli uticu na modulaciju rizika za pojavu KVB. Energetski metabolizam predstavlja
jedinstvenu celinu ¢ije su komponente medusobno povezane i uzajamno zavisne, pa su zato
klini¢ki manifestna stanja i sindromi koji obuhvataju razlicite aspekte metabolickih poremecaja
od posebnog interesa za procenu rizika i preduzimanje preventivnih mera u cilju spre¢avanja
razvoja KVB.

1.1. Metaboli¢ki sindrom

Metabolicki sindrom (MS) je progresivno patofiziolosko stanje u kome se prepli¢u
visestruki faktori rizika za razvoj KVB i tip 2 dijabetes melitusa (4, 5). Razvoj MS pociva na
disfunkcionalnosti masnog tkiva, insulinskoj rezistenciji i posledicnim metabolickim
poremecajima (4, 5). Do sada je predlozeno nekoliko definicija MS. Definicija predlozena od
strane Americkog udruZenja za bolesti srca (American Heart Association) i Nacionalnog
instituta za srce, pluéa i krv (National Heart, Lung, and Blood Institute) iz 2005.godine se
zasniva na utvrdivanju prisustva najmanje tri od pet komponenti: abdominalne gojaznosti,
povisSene koncentracije glukoze naSte, poviSene koncentracije triglicerida, snizene
koncentracije holesterola u lipoproteinima visoke gustine (high-density lipoproteins-HDL) i
povisenog krvnog pritiska (4). Sastavni elementi ovog sindroma koji nisu ukljuceni u formalnu
definiciju su: akumulacija malih, gustih Cestica lipoproteina niske gustine (low density
lipoproteins — LDL), endotelna disfunkcija, insulinska rezistencija, proinflamatorno i
protrombogeno stanje (4, 5). Utvrdivanje prisustva MS je znacajno pri proSirenoj proceni
kardiometabolickog zdravlja, radi pravovremene intervencije koja prevashodno podrazumeva
promenu stila zivota, a zatim i primenu lekova sa ciljem snizenja rizika od klini¢kih
manifestacija aterosklerotskih bolesti i tip 2 dijabetes melitusa (4). Pored definisanja prisustva
MS, znacaj procene njegovih individualnih komponenti je potkrepljen rezultatima studija koje
su dokumentovale vaznost pojedina¢nih komponenti u predikciji razvoja tip 2 dijabetes
melitusa (6. 7). U skladu sa tim, na osnovu dominacije razli¢itih faktora rizika, je prepoznata
raznolikost ispoljavanja MS (8).

Jedan od ciljeva savremenih istrazivanja u ovoj oblasti je utvdivanje redosleda nastanka
metabolickih promena koje prethode klini¢kom ispoljavanju kardiometabolickih komplikacija.
Novi modeli svrstavaju akumulaciju lipida u hepatocitima kao dogadaj koji prethodi razvoju
ostalih metabolickih promena (9). Deponovanje specificnih lipida u hepatocitima i njihova
intracelularna lokalizacija reguliSu razvoj hepati¢ne insulinske rezistencije (9), Sto posledi¢no
uti¢e na metabolizam glukoze i lipida (10). Zbog toga se nealkoholna masna bolest jetre (non-



alcoholic fatty liver disease — NAFLD) posmatra kao vazan cinilac MS, buduci da je u vezi sa
svim njegovim komponentama (11), i kao njegov moguci prethodnik (12).

Prisutsvo MS i srodnih stanja je blisko povezano sa prekomernom akumulacijom lipida
u organizmu koja prevashodno nastaje kao rezultat poremecaja energetskog balansa. U tom
smislu, kalorijski suficit i posledi¢na gojaznost predstavljaju glavne precipitirajuce faktore za
razvoj svih napred pomenutih komplikacija.

1.2.  Gojaznost i disfunkcija masnog tkiva

Prema definiciji SZO, gojaznost karakteriSe nagomilavanje masnog tkiva $to moze
dovesti do naruSavanja zdravlja (13). Patofizioloske posledice gojaznosti su u vezi sa
strukturnim i1 funkcionalnim promenama u masnom tkivu, §to uzrokuje sistemske efekte. Masa
masnog tkiva zavisi od broja i veli¢ine adipocita. Normalna funkcija adipocita pod uslovima
kalorijskog suficita moze biti ocuvana ukoliko se ekspanzija masnog tkiva oslanja prevashodno
na proces hiperplazije adipocita (14, 15). Sa druge strane, hipertrofija adipocita predstavlja
osnovu disfunkcionalnosti masnog tkiva (14, 15). Povecanje veli¢ine adipocita je pra¢eno
akumulacijom makrofaga sa proinflamatornim fenotipom i lokalnom hipoksijom (14, 15). Na
intracelularnom nivou, dolazi do poremecaja funkcije endoplazmatskog retikuluma i
mitohondrija, nastanka reaktivnih vrsta kiseonika (reactive oxygen species — ROS) i razvoja
insulinske rezistencije i oksidativnog stresa (16). Disfunkcionalni adipociti imaju izmenjen
metaboli¢ki profil u odnosu na zdrave celije, Sto dovodi do sistemskih efekata i razvoja
komplikacija gojaznosti (14-16) (slika 1).
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Slika 1. Ekspanzija belog masnog tkiva u gojaznosti. Ekspanzija manifestovana kroz hipertrofiju
adipocita je povezana sa razvojem metabolickih komplikacija. Preuzeto iz: Longo M, Zatterale F, Naderi
J, Parrillo L, Formisano P, Raciti GA, Beguinot F, Miele C. Adipose Tissue Dysfunction as Determinant
of Obesity-Associated Metabolic Complications. Int J Mol Sci. 2019;20: pii: E2358.

Osim sa morfoloskim karakteristikama adipocita, funkcionalnost masnog tkiva je blisko
povezana sa njegovom distribucijom. Rezultati Framinghamske studije su pokazali da postoji
snaznija veza izmedu zastupljenosti visceralnog masnog tkiva i nepovoljnog metabolickog
profila u poredenju sa supkutanim (17, 18). Karakteristike visceralne gojaznosti su rezistentost



na antilipoliticko delovanje insulina, infiltracija makrofaga, razvoj inflamacije niskog inteziteta
i razliita matrica oslobadanja adipocitokina u odnosu na supkutanu gojaznost (19, 20).
Nepovoljne funkcionalne odlike visceralnih adipocita su odgovorne za razvoj metabolickih
komplikacija, u koje spada i aterogena dislipidemija (19).

1.2.1. Leptin i adiponektin

Masno tkivo sekretuje veliki broj adipocitokina koji su aktivni ucesnici u regulaciji
metabolizma. Poremecaj koncentracije i delovanja adipocitokina direktno dovodi do razvoja
metabolickih komplikacija u gojaznosti (21). Do sada je opisan mehanizam delovanja vise vrsta
adipocitokina, pri ¢emu su najviSe izuCavani leptin i adiponektin. Leptin je peptid koji se
sintetiSe u najvecoj meri u masnom tkivu (22). Koncentracija leptina u krvi je direktno u
korelaciji sa energetskim statusom osobe, odnosno sa stepenom uhranjenosti (22). Ovaj
adipocitokin svoje efekte ostvaruje putem sopstvenih specifi¢nih receptora. U centralnom
nervnom sistemu leptin uti¢e na energetsku homeostazu i neuroendokrinu funkciju. Efekti koji
se ticu energetske homeostaze se ostvaruju putem stimulacije osecaja sitosti i smanjenjem
potrebe za unosom hrane, kao i kroz regulaciju potro$nje energije (22). Dodatno, leptin direktno
utice na metabolizam glukoze i lipida: poboljSava osetljivost na insulin i stimuliSe preuzimanje
glukoze od strane perifernih tkiva, inhibira ekspresiju gena za insulin, te stimuliSe lipolizu i
oksidaciju masnih kiselina u adipocitima, jetri i miSi¢nom tkivu (22). Kod gojaznih osoba je
prisutna hiperleptinemija, u stepenu koji je proporcionalan sadrzaju masnog tkiva (22, 23).
Hiperleptinemija je prac¢ena izostankom efekata ovog adipocitokina, odnosno razvija se
rezistencija na leptin (22, 23). Jo$ uvek nije sa sigurnosc¢u utvrdena kriti¢na tacka koja dovodi
do razvoja rezistencije, ali je predlozeno nekoliko mehanizama koji uklju¢uju nemoguénost
leptina da prode kroz krvno-mozdanu barijeru, ali i nedostatak dejstva leptina na ciljna tkiva,
bilo zbog inhibicije leptinskog signalnog puta u neuronima, bilo zbog nishodne regulacije
receptora ili poremecaja u intracelularnim signalnim putevima (23). Posledi¢no, kod
rezistencije na leptin izostaju efekti leptina na homeostazu energetskog metabolizma (23).

Adiponektin se sintetiSe iskljuc¢ivo u masnom tkivu (24). Deluje putem adiponektinskih
receptora: AdipoR1 koji je najzastupljeniji u skeletnim misi¢ima i AdipoR2 koji je prevashodno
eksprimiran u jetri (25). Na homeostazu glukoze uti¢e stimulacijom preuzimanja i kori$¢enja
glukoze od strane skeletnih miSica i adipocita, kao i poboljSanjem insulinske osetljivosti u jetri
kao povisena koncentracija HDL-holesterola i snizenje koncentracije triglicerida, usled
stimulacije katabolizma lipoproteina koji su bogati trigliceridima (24). Adiponektin povoljno
utice na metabolizam HDL Ccestica, kroz regulaciju biogeneze i katabolizma ove klase
lipoproteina (26). Antiaterogeni efekti ovog adipocitokina se ostvaruju i drugim mehanizmima,
kao §to su poboljSanje endotelne funkcije, antiinflamatorno dejstvo, stimulacija metabolickih
puteva koji vode ka poveéanom preuzimanju holesterola iz makrofaga, kao i inhibitorni efekti
na akumulaciju lipida u makrofagama i na formiranje penastih celija (24-26). Visceralni tip
gojaznosti je udruzen sa snizenom koncentracijom adiponektina i izostankom njegovih
povoljnih efekata na metabolicki profil (19).

1.2.2. Metabolicke posledice disfunkcionalnosti masnog tkiva
Hipertrofirani adipociti i infiltrirane makrofage su izvor citokina koji ucestvuju u
razvoju lokalne i sistemske inflamacije, insulinske rezistencije i endotelne disfunkcije (20).

Promene u sintezi adipocitokina koje su tipi¢ne za disfunkcionalne adipocite, doprinose razvoju
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inflamatornog okruzenja. (16, 20). Hipertrofirani adipociti su znacajan izvor ROS i imaju
smanjenu antioksidativnu zastitu. Dodatno, sistemski poremecaji koji nastaju kao posledica
gojaznosti doprinose razvoju oksidativnog stresa (27, 28). Pod uslovima povecanog stvaranja
slobodnih radikala dolazi do procesa lipidne peroksidacije. Lipidni hidroperoksidi (LOOH) se
u seriji lancanih reakcija prevode u visoko reaktivne proizvode koji se vezuju za proteinske i
lipidne strukture u organizmu i1 menjaju njihove osobine i metabolizam (29, 30).
Disfunkcionalni adipociti imaju povisenu lipoliticku aktivnost i oslobadaju velike koli¢ne
slobodnih masnih kiselina. Posledi¢no, lipidi se deponuju u neadipoznim tkivima i naruSavaju
njihovu funkciju u procesu koji se oznacava kao ,,lipotoksicnost” (15).

Novonastalo nepovoljno metabolicko okruzenje dovodi do sistemskih posledica.
Narusena homeostaza glukoze nastaje kao posledica razvoja insulinske rezistencije u
adipocitima, jetri i skeletnim miSi¢ima i oStecenja beta celija pankreasa (15, 16, 31), §to je
povezano sa razvojem tip 2 dijabetes melitusa (32). Povisen rizik od KVB nastaje kao rezultat
dislipidemije, naruSene endotelne funkcije, inflamacije, i insulinske rezistencije (15, 33).
NAFLD je jos jedna od cestih komplikacija gojaznosti, odnosno disfunkcionalnosti masnog
tkiva (15).

1.2.3. Procena statusa gojaznosti i kardiometaboli¢kih poremecaja

Cilj procene statusa gojaznosti jeste da se dobije uvid u stepen rizika od nastanka
komplikacija koje su povezane sa ovim stanjem, ukljuc¢ujuci i KVB. Klasifikacija gojaznosti
koju je predlozila SZO se zasniva na primeni indeksa telesne mase (ITM) (13). Na osnovu
klasifikacije SZO, ispitanici sa 25,0>ITM>30,0 pripadaju kategoriji osoba sa prekomernom
telesnom masom, dok ispitanici sa ITM>30,0 pripadaju kategoriji gojaznih osoba (13).
Medutim, kategorizacija ispitanika na osnovu ITM ne odslikava adekvatno kardiometabolicki
profil (34). Da bi se procenila distribucija masnog tkiva, u rutinskoj praksi se koristi merenje
obima struka (4, 5, 13). Nedostatak ovog antropometrijskog parametra je nemogucénost
pouzdanog razlikovanja visceralne od supkutane gojaznosti (8, 12). Novije smernice
preporucuju koriS¢enje naprednijih alata, kao §to su imaging tehnike, radi uvida u regionalnu
distribuciju masnog tkiva (8, 19).

Ispitivanje metabolickog profila je od znacaja za pravilnu procenu rizika od nastanka
komplikacija povezanih sa gojazno$c¢u. Definisanje prisustva MS je zasnovano na proceni
prisustva centralne gojaznosti i metabolickih poremecaja (4). Danas se za procenu
metabolickog profila koriste i razli¢iti indeksi izvedeni iz antropometrijskih i biohemijskih
parametara. Prednost ovakve procene ispitanika je moguénost dobijanja informacija o prisustvu
1 stepenu razli¢itih metabolickih poremecaja na neinvazivan nacin. Jedan od takvih indeksa je
indeks visceralne gojaznosti (visceral adiposity index — V Al) ¢iju je vrednost moguce izracunati
pomocu polno-specificnih  matematickih modela koje ukljucuju ITM, obim struka,
koncentraciju triglicerida i HDL-holesterola (35). Na osnovu vrednosti VAI je moguce
proceniti kategoriju disfunkcije masnog tkiva (35). Kona¢no, u upotrebi su razli¢iti biomarkeri
koji bi trebalo da pruze uvid u mehanizam razvoja poremecaja povezanih sa gojaznoséu. Do
sada su koriS¢eni parametri koji odslikavaju homeostazu glukoze, lipida i proteina, markeri
inflamacije i funkcionalnosti masnog tkiva (36). Novi biomarkeri bi trebalo da omoguce
potpunije razumevanje razvoja patofizioloskih posledica gojaznosti, $to bi moglo imati primenu
u proceni rizika, skriningu, dijagnozi i prognozi kardiometabolickih bolesti (36).



1.2.4. Metabolicki fenotipovi gojaznosti

Gojazne i osobe sa prekomernom telesnom masom ne ¢ine homogenu grupu u smislu
razvijanja metabolickih poremecaja. Naime, uoceno je da pojedinci imaju povoljan lipidni
profil, ocuvanu insulinsku osetljivost i funkciju jetre, kao i nizi stepen inflamacije u odnosu na
osobe iste kategorije uhranjenosti koje su razvile metabolicke poremecaje karakteristi¢ne za
viSak telesne mase i gojaznost (37, 38). Zbog toga je uveden koncept prema kojem se gojazne
1 osobe sa prekomernom telesnom masom mogu klasifikovati na nosioce metabolic¢ki zdravog
ili nezdravog fenotipa.

Kod gojaznih ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom je dokazan povecan
intrahepati¢ni sadrzaj triglicerida i veca debljina intime-medije karotidne arterije (39),
nepovoljniji profil cirkuliSu¢ih imunskih ¢elija (40), poremecaj metabolizma glukoze (41), te
veci stepen oksidativnog stresa (42) i inflamacije (43) u odnosu na gojazne ispitanike sa
metabolicki zdravim fenotipom. Prisustvo metabolickih abnormalnosti kod metabolicki
nezdravog fenotipa predstavlja osnovu povisenog rizika za nastanak KVB i tip 2 dijabetes
melitusa (44, 45). Do sada nije razvijena opSteprihvacena definicija ovog termina (37, 44, 46).
U cilju pravilne identifikacije osoba koje nisu pod povisenim rizikom za razvoj KVB, Eckel i
saradnici su predlozili definisanje metabolicki zdravog fenotipa u gojaznosti na osnovu
odsustva poviSenog krvnog pritiska, dislipidemije i hiperglikemije (46).

Istrazivanjem mehanizama koji uslovljavaju razlike izmedu metabolickih fenotipova u
gojaznosti je utvrdeno da je kapacitet adipogeneze jedan od najznacajnijih faktora koji odreduje
razvoj metabolickih komplikacija (14-16, 47). Zdrava ekspanzija masnog tkiva, pod uslovima
kalorijskog suficita, podrazumeva o¢uvanu sposobnost adipogeneze koja rezultuje stvaranjem
novih adipocita, normalne veli¢ine i o¢uvane funkcije. Nedovoljan kapacitet adipogeneze vodi
ka drugacijem tipu adaptacije, odnosno dolazi do hipertrofije adipocita koja je pracena
poremecajem funkcije ovih ¢elija i razvojem metabolickih komplikacija (14-16, 47). Kao
dodatni faktori rizika povezani sa razvojem metabolicki nezdravog fenotipa su predlozeni
sastav i aktivnost intestinalne mikrobiote (38), deficit vitamina D (48), stil Zivota, starija zivotna
dob i pusenje (49-51). Jedna od metabolickih abnormalnosti koja moze doprineti poviSenom
riziku od KVB kod metabolicki nezdravog fenotipa je razvoj nepovoljnijeg lipidnog profila
(37). Imaju¢i u vidu da novije smernice u oblasti ispitivanja aterosklerotskih KVB naglasavaju
znacaj procene funkcionalnosti HDL Cestica (52-54), procena kvalitativnih karakteristika HDL
bi mogla da pruzi dodatne informacije 0 moguc¢im mehanizmima koji prave razliku izmedu
metabolickih fenotipova.

U prilog tome da su potrebna detaljnija ispitivanja u ovoj oblasti govore rezultati veceg
broja studija koji su pokazali da metabolicki zdrav fenotip nije postojana kategorija kod
znacajnog broja ispitanika u duzem vremenskom periodu (55-57). Da bi se razjasnila priroda
metabolickog zdravlja potrebno je definisati ¢inioce koji stvaraju predispoziciju, odlazu ili stite
gojazne osobe od razvoja metaboli¢kih poremecaja (46).

1.3. NAFLD

NAFLD je najcesca bolest jetre u razvijenom delu sveta. Ukljucuje razlicite patoloske
forme: od nealkoholne masne jetre do nealkoholnog steatohepatitisa, sa komplikacijama kao
Sto su fibroza, ciroza i razvoj hepatocelularnog karcinoma (11). NAFLD podrazumeva
prisustvo hepati¢ne steatoze koja je dokazana histoloski ili imaging tehnikama, pri ¢emu su
iskljuceni drugi uzroci koji mogu uticati na razvoj ovakvih promena, kao $to su alkoholizam,
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steatogeni lekovi i nasledni poremecaji (11, 58). lako je biopsija zlatni standard u dijagnostici
NAFLD, klini¢ki vodi¢i preporucuju upotrebu razli¢itih neinvazivnih metoda u rutinskoj
praksi, pri cemu se prednost daje imaging tehnikama, kao §to je ultrazvuk (11). U evropskom
klinickom vodicu za NAFLD se kao prihvatljiva alternativa za utvrdivanje prisustva steatoze
navodi upotreba validiranih serumskih biomarkera i indeksa (11), kao $to je indeks masne jetre
(fatty liver index — FLI). FLI predstavlja slozeni algoritam izveden iz antropometrijskih i
biohemijskih parametara (59) koji je moguce koristiti kao surogat za procenu sadrzaja lipida u
jetri (60).

Glavni faktori rizika za razvoj ovog oboljenja su visokokalorijska ishrana neadekvatnog
sastava i nedostatak fizicke aktivnosti. NAFLD je udruzena sa insulinskom rezistencijom, osim
u manjem broju slucajeva u kojima je genetska osnova odgovorna za razvoj steatoze (11).
Disfunkcionalnost masnog tkiva predstavlja podlogu za razvoj ovog stanja: zbog povisene
lipoliticke aktivnosti hipertrofiranih adipocita raste koncentracija slobodnih masnih kiselina u
portalnoj cirkulaciji, §to je pra¢eno njihovim preuzimanjem i esterifikacijom u hepatocitima
(10). Paralelno sa akumulacijom triglicerida, funkcija hepatocita se naruSava usled
lipotoksic¢nosti: razvijaju se stres endoplazmatskog retikuluma i mitohondrijalna disfunkcija Sto
za posledicu ima povecanu produkciju ROS (10). Pored oksidativnog stresa, u jetri se razvijaju
inflamacija i insulinska rezistencija (10). Hipertrofirani adipociti doprinose razvoju ovih
procesa sintezom proinflamatornih citokina i promenjenim obrascem sekrecije adipocitokina.
Hiperleptinemija moze doprineti razvoju hepaticne fibroze, kao sto je pokazano na zivotinjskim
modelima (61). Zbog snizenih koncentracija adiponektina izostaje njegovo antiinflamatorno i
antifibrozno dejstvo, kao i povoljni efekti na hepaticnu insulinsku osetljivost (68). U razvoju
ovih patoloskih procesa ucestvuju i drugi ¢inioci, kao §to su specifi¢ni nutrijenti i intestinalna
mikrobiota (10, 61).

Budu¢i da je jetra centralni regulatorni organ u metabolizmu ugljenih hidrata i lipida,
posledice ovih procesa se ispoljavaju kroz izmenjeni biohemijski profil. Zbog hepaticne
insulinske rezistencije, razvija se hiperglikemija i kompezatorna hiperinsulinemija (10). Kao
odgovor na akumulaciju triglicerida, pove¢ava se hepati¢na sekrecija lipoproteina vrlo niske
gustine (very low density lipoproteins — VLDL). Zbog uticaja insulinske rezistencije na
metabolizam lipoproteina, kao i zbog razmene sadrzaja izmedu lipoproteina u cirkulaciji,
razvija se aterogena dislipidemija (10). Sa razvojem metabolickih poremecaja dolazi do porasta
rizika od KVB i tip 2 dijabetes melitusa (11). Snizena koncentracija HDL-holesterola je jedna
od komponenata aterogenog lipidnog profila kod NAFLD (10). Novije smernice u oblasti
ispitivanja svojstava HDL cestica preporucuju procenu kvalitativnih karakteristika HDL radi
sveobuhvatnijeg uvida u ateroprotektivne osobine ove klase lipoproteina (54). S obzirom na to
da se deo konstituenata odgovornih za funkcionalnost i metabolizam HDL cestica sintetiSe u
jetri, ispitivanje kvalitativnih karakteristika ovog lipoproteina kod NAFLD bi moglo da pruzi
znacajne informacije o antiaterogenim svojstvima HDL cestica u ovoj kategoriji ispitanika.

1.4. Aterogena dislipidemija

Jedan od karakteristicnih metabolickih poremecaja koji prati gojaznost je i razvoj
aterogene dislipidemije (4). Disfunkcionalnost masnog tkiva i pridruzeni poremecaji direktno
utiCu na metabolizam lipoproteina (19, 21, 62). Aterogena dislipidemija karakteristina za
disfunkcionalnost masnog tkiva se manifestuje kao hipertrigliceridemija, snizena koncentracija
HDL-holesterola i prisustvo malih, gustih LDL cestica (slika 2). Hipertrigliceridemija je
osnovna manifestacija poremecaja metabolizma lipoproteina i nastaje kao posledica:



. povisene lipoliticke aktivnosti disfunkcionalnog masnog tkiva i povecanog priliva
slobodnih masnih kiselina u jetru. Sintetisani trigliceridi se deponuju intracelularno ili ugraduju
u velike VLDL cestice koje se sekretuju u cirkulaciju (19, 21).

. sniZzene aktivnosti lipoproteinske lipaze, enzima koji hidrolizuje trigliceride, u uslovima
insulinske rezistencije (19, 21).

Kao rezultat ovih promena u metabolizmu, dolazi do porasta koncentracije VLDL
Cestica 1 ostataka hilomikrona u cirkulaciji (19, 62). Lipoproteini bogati trigliceridima
razmenjuju trigliceride u zamenu za estre holesterola iz LDL i HDL posredstvom holesterol-
estar transfernog proteina (cholesteryl ester transfer protein — CETP) (19, 62). LDL i HDL
izmenjenog sadrzaja su supstrati hepati¢ne lipaze, koja hidrolizuje trigliceride u ovim
lipoproteinima, zbog Cega se smanjuje veli¢ina ovih cCestica (19, 62). Takode, ostaci
hilomikrona i VLDL c¢estica imaju proaterogeni potencijal (19, 62). Novonastale promene u
metabolizmu lipoproteina i nastanak aterogene dislipidemije predstavljaju osnovu za razvoj
aterosklerotskih promena i KVB.

Viscerally obese individual with Nonobese or obese individual with
ectopic fat and dysfunctional adipose tissue healthy functional adipose tissue
f VLDL, oL,
» High tnglycendes » Normal triglycerides
f§ VLDL, JvLo,
§ Large LDL { Large LDL
* "Normal™ LDL cholesterol » Nommal LDL cholesterol
§ Small LDL } Small LDL
§ Large HOL, 1 Large HDL,
» Low HDL cholesterol # Normal HDL cholesterol
§ Small HDL; | Small HDL,

Slika 2. Lipoproteinski profil osoba sa funkcionalnim i disfunkcionalnim masnim tkivom. Preuzeto iz:
Tchernof A, Després JP. Pathophysiology of human visceral obesity: an update. Physiol Rev.
2013;93:359-404.

Povisen stepen aterogenosti malih, gustih LDL pociva na njihovim izmenjenim
karakteristikama u odnosu na vece Cestice. Zbog svoje veli¢ine lakSe prodiru u intimu arterija
od vecih Cestica (62, 63). Promena konformacije apolipoproteina B (apo B) na malim, gustim
LDL ima za posledicu snizen afinitet za LDL receptor (62). Zbog produzenog poluZzivota u
cirkulaciji, smanjenog sadrzaja antioksidanasa i povrSinske orijentacije polinezasi¢enih masnih
kiselina, male, guste LDL cestice su podlozne oksidativnim modifikacijama (62, 63). LDL
Cestice izmenjenih fizicko-hemijskih karakteristika imaju visok afinitet za scavenger receptore
na makrofagama, §to vodi ka transformisanju ovih ¢elija u penaste i doprinosi razvoju



aterosklerotskih promena (62, 63). Oksidovani LDL ucestvuje u razvoju ateroskleroze i drugim
mehanizmima: ukljucen je u razvoj endotelne disfunkcije, oslobadanje inflamatornih citokina i
nastanak oksidativnog stresa (62). Ukupno, disfunkcija masnog tkiva ima slozen uticaj na
metabolizam 1 karakteristike lipoproteinskih Cestica, Sto rezultuje razvojem aterogene
dislipidemije koja doprinosi povisenom riziku od razvoja aterosklerotskih KVB.

1.5. HDL

Antiaterogena svojstva HDL cCestica se pripisuju pre svega njihovoj sposobnosti da
ucestvuju u reverznom transportu holesterola, procesu u kome preuzimaju holesterol iz
perifernih ¢elija i makrofaga u intimi arterija i transportuju ga do jetre, gde se konvertuje u
zucne kiseline i delom izluCuje iz organizma (64). Pored toga, HDL cestice ostvaruju
ateroprotektivno delovanje i drugim mehanizmima koji ukljuuju antioksidativnu,
antiinflamatornu, citoprotektivnu, vazodilatatornu, antitromboticku i antiinfektivhu funkciju
(64). Ovaj lipoprotein privlaci sve vecu paznju u kontekstu kardiometabolickih poremecaja, s
obzirom da njegov kompleksan sastav trpi mnogobrojne promene u nepovoljnom
metabolickom okruzenju, §to kao posledicu ima smanjen funkcionalni kapacitet. Gubitkom
funkcionalnih svojstava, HDL cestice nisu viSe sposobne za vr$enje kardioprotektivnih uloga
¢ime se osnovni metabolic¢ki poremecaj dalje pogorsava i na taj nacin se formira zacarani krug
koji ubrzava razvoj KVB.

1.5.1. Karakteristike HDL cestica

HDL Ccestice su sfernog ili diskoidalnog oblika i imaju najveéi sadrzaj proteina, u
poredenju sa drugim klasama lipoproteina (64). Najznacajniji strukturni proteini su
apolipoproteini Al (apo Al) i All (apo AIl) (64). U sastav HDL cestica ulaze i razli¢iti enzimi:
lecitin-holesterol-acil-transferaza  (lecithin—cholesterol  acyltransferase =~ —  LCAT),
paraoksonaze, fosfolipaza A2 udruZena sa lipoproteinima i glutation selenoperoksidaza (20).
Analizom proteoma i lipidoma HDL cestica, identifikovano je viSe desetina razlicitih proteina
1 viSe od 200 vrsta lipida (64). Dodatno, mikroRNK koji ulaze u sastav HDL su predloZene kao
nova klasa biomarkera KVB zbog uticaja na metabolizam samih HDL, ali i uticaja na ekspresiju
gena u razli¢itim tipovima ¢elija (64, 65).

Heterogenost HDL Cestica ogleda se i u razlicitoj velicini cirkuliSu¢ih subpopulacija.
Diskoidne HDL ¢estice imaju pre¢nik <8 nm, sacinjene su prevashodno od apo Al i sadrze malu
koli¢inu lipida (slobodnog holesterola i fosfolipida, sadrzaj lipida je < 30%) (64). Sferne HDL
su vece i imaju hidrofobno jezgro sacinjeno od estara holesterola i triglicerida (64).

1.5.1.1. Metabolizam HDL cestica

Ove Cestice preuzimaju slobodan holesterol i fosfolipide posredstvom ATP vezujuéeg kasetnog
transportera Al (ATP-binding cassette transporter Al — ABCALl) koji se nalazi na
membranama perifernih ¢elija, pri cemu se konvertuju u diskoidne HDL (64). Sazrevanje HDL
Cestica je takode omoguceno preuzimanjem povrSinskih komponenti lipoproteina bogatih
trigliceridima koji se oslobadaju u toku procesa hidrolize triglicerida delovanjem lipoproteinske
lipaze (66). Tokom ovog procesa se smanjuje velic¢ina lipoproteina koji podlezu hidrolizi i viSak
povrsinskih komponenti (slobodni holesterol, fosfolipidi, apolipoproteini) se inkorporira u



HDL Ccestice (64, 66). Slobodni holesterol u diskoidnim HDL cesticama se esterifikuje
posredstvom LCAT (54). Estri holesterola zbog nepolarnosti se pomeraju ka jezgru Cestice, Sto
omogucava rast diskoidnih HDL do HDL 3 i velikih sfernih HDL 2 (64). U daljem
remodelovanju povrsinskih komponenti HDL posreduje fosfolipid transferni protein
(phospholipid transfer protein — PLTP) (64). HDL 2 1 HDL 3 imaju sposobnost preuzimanja
holesterola: jednosmernim ATP-zavisnim procesom posredstvom ATP vezujuceg kasetnog
transportera G1 (ATP-binding cassette transporter GI — ABCG1) i posredstvom receptora
hvataca klase B tip I (scavenger receptor class B Type I — SR-BI), koji je ATP-nezavisan (64).

HDL 2 se mogu konvertovati u male HDL 3 kroz nekoliko metabolic¢kih puteva: CETP
posredovanim transferom estara holesterola sa HDL na lipoproteine koji sadrze apo B,
selektivnim preuzimanjem estara holesterola iz HDL cestica putem SR-BI receptora u jetri i
steroidogenim organima i putem hidrolize triglicerida i fosfolipida na HDL Ccesticama
posredstvom hepati¢ne i endotelne lipaze (64). Lipidi iz HDL cestica podlezu katabolizmu
prevashodno u jetri. U ¢elije jetre dospevaju na nekoliko nacina: putem SR-BI receptora, CETP
posredovanim prenosom na VLDL i LDL cestice i uklanjanjem LDL cestica iz cirkulacije
vezivanjem za specificne LDL receptore (LDLR) ili putem receptora koji preuzima holocestice
HDL (HDLR) (64). Sema metabolizma HDL ¢&estica je prikazana na slici 3.
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Slika 3. Remodelovanje i metabolizam HDL cestica u cirkulaciji. Preuzeto iz: Rached FH, Chapman
MJ, Kontush A. HDL particle subpopulations: Focus on biological function. Biofactors. 2015;41:67-77.

1.5.1.2.  Kvantitativne i kvalitativne karakteristike HDL Cestica

Klini¢ki vodi¢i svrstavaju nisku koncentraciju HDL-holesterola u faktore rizika za
razvoj KVB (67). Detaljnija istrazivanja u ovoj oblasti su dovela u pitanje pristup po kome je
za procenu kardiovaskularnog rizika dovoljan uvid samo u koncentraciju HDL-holesterola, bez
procene funkcionalnih karakteristika HDL cestica (68). Budué¢i da se proteom, lipidom i
metabolizam HDL menja kod razli¢itih poremecaja, ispitivanje kvalitativnih svojstava HDL



Cestica bi trebalo da omoguci bolji uvid u ateroprotektivnu funkciju ove klase lipoproteina (slika
4) (54).
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Slika 4. Povezanost koncentracije HDL-holesterola i rizika od infarkta miokarda. Crvena linija
predstavlja prosecan rizik od infarkta miokarda u zavisnosti od koncentracije HDL-holesterola.
Dosadasnji terapijski pristupi su imali za cilj poviSenje koncentracije HDL-holesterola (strelica
usmerena nadole udesno). Novija shvatanja ukazuju na znacaj promene kvaliteta HDL Cestica (strelica
usmerena nadole). Preuzeto iz Savolainen MJ. Epidemiology: disease associations and modulators of
HDL-related biomarkers. Handb Exp Pharmacol. 2015;224:259-283.

Razlike u bioloskoj aktivnosti subpopulacija HDL cestica pocivaju na raznovrsnosti
njihovih fizi¢kih i hemijskih karakteristika. Da bi se dobio uvid u heterogenost HDL populacije
koriste se razliCite metode koje imaju za cilj procenu fizicko-hemijskih osobina, sastava i
funkcionalnih karakteristika.

Ultracentrifugiranje se smatra zlatnim standardom u domenu razdvajanja HDL
subfrakcija. Dve glavne subpopulacije se razdvajaju ovom metodom: velike, lipidima bogate
HDL 2 (gustina: 1,063-1,125 g/mL) i manje, gus¢e HDL 3 Cestice bogatije proteinima (gustina:
1,125-1,210 g/mL). NedenaturiSu¢om gradijent gel elektroforezom na poliakrilamidnom gelu
(GGE) se postize separacija HDL u 5 subfrakcija: HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b i HDL
3c, od najve¢e ka najmanjoj. Ekvivalentno razdvajanje se postize izopiknickim
ultracentrifugiranjem u gradijentu gustine. Na agaroznom gelu, HDL cestice migriraju na
osnovu razlike u povr§inskom naelektrisanju i obliku i razdvajaju se u 2 frakcije: a, sferne
Cestice koje ¢ine najveci udeo cirkuliSu¢ih HDL i pref cestice, koje Cine nascentne i HDL
Cestice siroma$ne lipidima. Kombinacijom GGE i elektroforeze na agarozi se postize
dvodimenzionalna separacija HDL u 12 razlicitih subfrakcija. Nuklearna magnetna rezonantna
spektroskopija omogucava odredivanje koncentracije velikih, intermedijernih i malih HDL
Cestica. Heterogenost populacije HDL cestica se moze proceniti koris¢enjem razlicitih
imunoloskih tehnika koje ukljucuju koris¢enje antitela specificno usmerenih protiv odredenih
proteinskih komponenti, $§to omogucava razdvajanje lipoproteinskih subfrakcija na osnovu
proteinskog sastava (64, 69).

Pod normalnim metabolickim uslovima, bioloS§ka aktivnost HDL se oslanja pre svega
na aktivnost malih subfrakcija (64). Male HDL subfrakcije koje postaju dominantne kod
razli¢itih metabolickih poremecaja, ukljuujuéi i poremecaje koji se javljaju u sklopu
disfunkcionalnosti masnog tkiva, imaju izmenjen proteom, lipidom i funkcionalnost u odnosu
na male HDL cestice kod zdravih osoba (70-72). Analiza zastupljenosti subfrakcija HDL
predstavlja jedan od osnovnih alata u kvalitativnoj proceni HDL (54). Kao slede¢i korak u
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ispitivanju karakteristika HDL cestica je na raspolaganju Siroka paleta parametara koji
omogucavaju uvid u sastav, metabolizam i funkcionalna svojstva HDL (54). Zajedno, ove
analize bi trebalo da omoguce uvid u povezanost strukture, metabolizma i funkcije HDL Cestica.

1.5.2. Markeri remodelovanja HDL cestica

1.5.2.1. LCAT

LCAT se kod ljudi sintetiSe prevashodno u jetri, a u manjoj meri u testisima i mozgu
(73). U cirkulaciji se vezuje za lipoproteine, pre svega za HDL cCestice. Najznacajniji aktivator
LCAT je apo AL LCAT katalizuje reakciju transfera masne kiseline sa sn-2 pozicije
fosfatidilholina (lecitina) na slobodnu hidroksilnu grupu holesterola. Sinteza estara holesterola
u cirkulaciji se odvija prevashodno putem ove reakcije. LCAT omogucava rast i remodelovanje
HDL obogacivanjem njihovog jezgra estrima holesterola, pri c¢emu je aktivnost ovog enzima u
inverznom odnosu sa veli¢inom HDL ¢estica (73).

Uprkos znacajnoj ulozi LCAT u metabolizmu antiaterogenog HDL, postoje brojni
dokazi koji ne samo da koji dovode u pitanje ateroprotektivnu funkciju LCAT, ve¢ karakterisu
ovaj enzim kao proaterogeni Cinilac (73-75). Povisena aktivnost LCAT je dokazana kod
ispitanika sa MS (76, 77) i u korelaciji je sa debljinom intime medije karotidne arterije (76).
Detaljnija istrazivanja u oblasti metabolizma lipoproteina su pokazala vezu izmedu povisene
aktivnosti LCAT i dominacije malih LDL cestica (78, 79). Studije na zivotinjskim modelima
su pokazale povezanost LCAT sa nelipidinim faktorima rizika, kao S$to su insulinska
rezistencija, razvoj gojaznosti i hepati¢ni metabolizam triglicerida (75). Osim toga, iz rezultata
prospektivnih studija koje su se bavile ispitivanjem povezanosti LCAT i koronarnih dogadaja
je proisteklo pitanje polno specifi¢nih razlika u efektima LCAT (80, 81). Naime, aktivnost i
koncentracija LCAT su bili u pozitivnoj vezi sa razvojem koronarne sréane bolesti kod Zena
(80, 81), dok kod muskaraca ta veza nije bila statisti¢ki znacajna (80), ili je u drugoj studiji ¢ak
imala suprotan trend (81). Takode, povisena aktivnost LCAT je bila pozitivan prediktor razvoja
tip 2 dijabetes melitusa samo kod muskaraca (82). Razlike izmedu polova u povezanosti LCAT
sa metabolickim efektima su pokazane i na Zivotinjskom modelima (83). Ipak, ta¢na priroda
veze izmedu LCAT i razlicitih lipidnih i nelipidnih faktora rizika za KVB i moguc¢e polno
specifine razlike u ovim efektima kod ljudi jos uvek nisu rasvetljene.

1.5.2.2. CETP

CETP je hidrofobni glikoprotein koji se sintetiSe pre svega u jetri. Posreduje u
dvosmernom transportu estara holesterola i triglicerida izmedu lipoproteina (84, 85). Estri
holesterola koji su preneti sa HDL na VLDL i LDL ¢estice mogu biti preuzeti putem specificnih
receptora u jetri, $to predstavlja jedan od puteva reverznog transporta holesterola. Proaterogeni
efekti CETP se ispoljavaju u stanjima koja su pracena hipertrigliceridemijom. U uslovima
hipertrigliceridemije dolazi do CETP posredovanog remodelovanja HDL i LDL cestica, pri
c¢emu ove lipoproteinske Cestice sticu nepovoljne karakteristike. Trigliceridima obogacene
lipoprotenske Cestice su supstrati hepaticne lipaze koja hidrolizuje trigliceride, pri cemu kao
proizvodi nastaju male HDL i LDL cestice (84). Nepovoljni efekti CETP posredovanog
remodelovanja lipoproteina se ispoljavaju kao aterogena trijada: hipertrigliceridemija, niska
koncentracija HDL-holesterola i prisustvo malih, gustih LDL cestica (84, 85). Efekti aktivnosti
CETP kod stanja sa poviSenom koncentracijom triglicerida su prikazani na slici 5.
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Obogacivanje HDL Ccestica trigliceridima ima posledice i na funkcionalnost ove klase
lipoproteina, pre svega u smislu poremecaja reverznog transporta holesterola (71) i narusene
antioksidativne (70) i antiapoptotske aktivnosti (72). Noviji farmakoloski pristupi koji imaju za
cilj uticaj na metabolizam i karakteristike HDL cestica ukljucuju razvoj CETP inhibitora (86).
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Slika 5. Efekti CETP kod stanja sa povisSenom koncentracijom triglicerida. Preuzeto i
adaptirano iz: Barter PJ, Brewer HB Jr, Chapman MJ, Hennekens CH, Rader DJ, Tall AR.
Cholesteryl ester transfer protein: a novel target for raising HDL and inhibiting atherosclerosis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003;23:160-167.

1.5.2.3. PLTP

PLTP se sintetiSe u razli¢itim tkivima u organizmu, pri ¢emu su jetra i masno tkivo
najznacajnija mesta ekspresije (87). Osnovna funkcija PLTP je posredovanje u transferu
fosfolipida sa lipoproteina bogatih trigliceridima na HDL. Fosfolipidi se oslobadaju tokom
lipolize lipoproteina koji sadrze apo B. Priliv fosfolipida omoguéava Sirenje omotata HDL
Cestica Sto u sadejstvu sa obogacdivanjem jezgra estrima holesterola u reakciji koju katalizuje
LCAT, omogucava sazrevanje HDL. Dodatno, PLTP ucestvuje u procesu fuzije HDL 3, pri
¢emu nastaju lipoproteinske ¢estice ve¢ih dimenzija i lipidima siromasan diskoidni HDL (slika
6) (87, 88). Uloga PLTP u remodelovanju HDL cestica je prikazana na slici 6. PLTP ima uticaj
i na druge procese u metabolizmu lipoproteina, kao $to je inkorporacija triglicerida u velike
VLDL cestice u jetri (87). Uprkos znacajnom broju sprovedenih studija, jo§ uvek nije tacno
utvrdena uloga PLTP kod razli¢itih kardiometabolickih poremecaja (87).
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Slika 6. Uloga PLTP u remodelovanju HDL cestica. Preuzeto iz: Zannis VI, Fotakis P, Koukos G,
Kardassis D, Ehnholm C, Jauhiainen M, Chroni A. HDL biogenesis, remodeling, and catabolism. Handb
Exp Pharmacol. 2015;224:53-111.

1.5.3. Paraoksonaze

Humane paraoksonaze su laktonaze za Cciju aktivnost je neophodan kalcijum.
Paraoksonaze 1 1 3 (PON1, PON3) su cirkuliSu¢i izoenzimi, dok je paraoksonaza 2 (PON2)
lokalizovana intracelularno. PON1 i PON3 dele nekoliko zajednickih karakteristika: u najvecoj
meri se sintetiSu u jetri, u plazmi se transportuju u sklopu HDL i zahtevaju jon kalcijuma za
ispoljavanje kataliticke aktivnosti. Vezivanje paraoksonaza u kompleks sa HDL omogucéavaju
povrsinski fosfolipidi HDL i hidrofobna sekvenca u molekulima PON (89).

Aktivnost PONT1 predstavlja temelj antioksidativne funkcije HDL. Naziv ovog enzima
poti¢e od sposobnosti hidrolize otrovnog metabolita parationa, paraoksona. Ovaj enzim
hidrolizuje Sirok spektar supstrata razliite strukture, kao Sto su laktoni (ukljucujuéi i
farmakoloski aktivne supstance-statine), arilestri, tiolaktoni, ili organofosfatni pesticidi (90,
91). Izmedu aktivnosti PON1 i rizika od razvoja KVB postoji inverzna povezanost (90, 92).
Pored =zaStite LDL cestica od oksidativnih modifikacija, kao moguc¢i mehanizmi
antioksidativnog delovanja PON1 su predlozeni spreCavanje nastanka ROS, ogranicavanje
delovanja ROS i hidroliza oksidovanih lipida (89). Uprkos velikom broju studija, jo§ uvek nije
sa sigurnos¢u utvdeno da li je sniZzena aktivnost PONI1 uzrok ili posledica razlicitih
metabolickih poremecaja (90). Jedno od ogranicenja utvrdivanja tacne uloge PON1 kod
kardiometabolickih poremecaja je to Sto se aktivnost PON1 moze odrediti razli¢itim metodama,
odnosno pomocu razlicitih supstrata (odredivanje npr. paraoksonazne, arilesterazne, ili
laktonazne aktivnosti PONT1). Razli¢ite metode odredivanja aktivnosti PON1 imaju specificne
dijagnosticke karakteristike i nisu jednako osetljive kod svih patoloskih stanja i metabolickih
poremecaja (93). Do sada nije ustanovljen definitivni supstrat koji bi se univerzalno koristio u
istrazivanjima, $to otezava poredenje rezultata (90).

PON3 je poslednji otkriveni ¢lan iz familije paraoksonaza. Za razliku od PON1, nema
sposobnost hidrolize organosfosfata, ali poseduje laktonaznu aktivnost (91). Podaci o
fiziolo§kim funkcijama PON3 su oskudni. Jedna od prvih studija koja se bavila ovom temom
je utvdila da PON3 ima ulogu u antioksidativnoj zastiti i pokazala da PON3 efkasnije $titi LDL
Cestice od oksidacije u poredenju sa PON1 (94). U pogledu metabolic¢kih poremec¢aja povezanih
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sa gojaznosc¢u su znacajni rezultati studije sprovedene na miSevima u kojoj je pokazano da je
deficit PON3 povezan sa poremecajem funkcije mitohondrija, hepaticnom inflamacijom i
proaterogenim lipoproteinskim profilom (95). Kod zdravih ispitanika, PON3 se prevashodno
nalazi na HDL 3 Cesticama (96). Ipak, PON3 je nedovoljno istrazena u razli¢itim bolestima kod
ljudi i do sada sprovedena istrazivanja nisu dala konzistentne rezultate u smislu univerzalnog
smera promene koncentracije PON3 kod bolesti sa poviSenim stepenom oksidativnog stresa

o1).

1.5.4. Serumski amilod A

Reakcija akutne faze predstavlja sistemski odgovor usmeren protiv infektivnih agenasa
i drugih uzro¢nika ostecenja i povreda u sklopu koga dolazi do metabolickih i fizioloskih
promena (97). Jedan od mehanizama za ponovno uspostavljanje homeostaze u sklopu reakcije
akutne faze je promena obima sinteze razlicitih proteina u jetri (97). Serumski amiloid A (SAA)
je pozitivan reaktant akutne faze Cija se sinteza u jetri povecava i do 1000 puta u inflamaciji. U
cirkulaciji se vezuje u kompleks sa HDL cesticama, prevashodno sa HDL 3, istiskujuéi glavni
apolipoprotein, apo Al (98, 99). SAA ima ulogu u kontroli i razvoju reakcije akutne faze, koja
ukljucuje modulaciju imunskog odgovora, uticaj na sekreciju razlicitih citokina, antibakterijsko
delovanje 1 modifikaciju metabolizma lipida (99).

Osim kod stanja akutne inflamacije, koncentracija SAA je poviSena i kod stanja
pracenih hroni¢nom inflamacijom. Dokumentovana je pozitivha veza izmedu i serumske
koncentracije SAA i ITM (100, 101). Takode, pokazano je da se koncentracija SAA snizava
paralelno sa smanjenjem telesne mase i fizickom aktivnoséu (100-102). Za razliku od C-
reaktivnog proteina (CRP), koji je takode reaktant akutne faze koji se sintetise u jetri (97), SAA
se znacajno eksprimira i u adipocitima (98, 99, 103). Poitou i saradnici su ovaj parametar
predlozili kao pokazatelj inflamacije u gojaznosti (102). Uloga SAA u razvoju aterosklerotskih
komplikacija obuhvata viSestruke mehanizme kao Sto su stimulacija hemotakse monocita i
neutrofila, stimulacija produkcije proinflamatornih citokina, kao i posredan uticaj na stabilnost
aterosklerotskog plaka (103). Proaterogeni efekti SAA se ostvaruju i kroz modulaciju funkcije
HDL. Inkorporacija SAA u HDL smanjuje kapacitet preuzimanja holesterola (104) i
antiinflamatornu (105) funkciju ovih lipoproteinskih Cestica. Sa druge strane, rezultati studije
koju su sproveli Sato i saradnici ukazuje na suprotan efekat kompleksa SAA-HDL, odnosno
povecanu sposobnost zastite LDL od posledica oksidativnog stresa (106). Jasna veza izmedu
SAA i funkcionalnih karakteristika HDL jos uvek nije ustanovljena.

1.5.5. Oksidovani HDL

Pod uslovima povecanog stvaranja slobodnih radikala dolazi do procesa lipidne
peroksidacije i serije lancanih reakcija u kojima kao proizvodi nastaju reaktivni aldehidi
razlic¢ite duzine (malondialdehid, hidroksi-heksenal, hidroksi-nonenal — HNE) koji se vezuju za
proteinske i lipidne strukture u organizmu i menjaju njihove osobine (29, 30). Na taj nacin se
menjaju struktura i fiziCko-hemijske karakteristike lipoproteinskih Cestica. Oksidativna
modifikacija LDL ¢estica doprinosi porastu njihovog proaterogenog potencijala (63).
Interakcija izmedu oksidativnog stresa i HDL je slozena, budu¢i da ima dvosmeran karakter.
HDL cestice se aktivno suprotstavljaju oksidativnom stresu zahvaljuju¢i antioksidativnom
delovanju enzima i apolipoproteina koji ulaze u njihov sastav (64, 91). Dodatno, na osnovu
rezultata studija koje su se bavile ispitivanjem uloge lipoproteina u transportu proizvoda lipidne
oksidacije, predlozena je uloga HDL u reverznom transportu proizvoda oksidacije lipida do
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jetre, paralelno sa procesom reverznog transporta holesterola (107). Sa druge strane,
komponente HDL mogu biti modifikovane kao posledica oksidativnog stresa $to utice na
funkcionalne karakteristike ovih lipoproteina. Spektar razlicitih oksidativnih modifikacija apo
Al je povezan sa smanjenjem kapaciteta preuzimanja holesterola od strane HDL (108, 109).
Oksidativna modifikacija HDL ¢estica dovodi do gubitka sposobnosti vazorelaksacije (110),
naruSavanja antiapoptotske i antiinflamatorne aktivnosti (111) i do sticanja novih,
proinflamatornih svojstava (111).

Studija koju su sproveli Marin i saradnici je utvrdila poviSen stepen oksidacije HDL
Cestica kod ispitanika sa tip 2 dijabetes melitusom (112). Rezultati prospektivne studije koju su
sproveli Miki i saradnici ukazuje na povezanost sporije progresije kalcifikacije koronarne
arterije 1 snizenja koncentracije oksidovanog HDL (OxHDL) kod ispitanika sa
hiperholesterolemijom koji su na terapiji statinima (113), Sto predstavlja direktnu povezanost
izmedu OxHDL i rizika od nastanka KVB. Pored toga, Peterson i saradnici su predlozili
OxHDL kao jedan od biohemijskih markera poviSenog rizika od KVB gojaznih osoba (114). U
navedenoj studiji (114) je utvrdena pozitivna veza koncentracije OxHDL sa brojem cirkuli§uc¢ih
endotelnih ¢elija, koje su koris¢ene kao marker rane vaskularne disfunkcije. Stoga je OxHDL
predlozen kao marker rizika za KVB, §to bi trebalo da bude ispitano u prospektivnim studijama
(114). Imajuéi u vidu varijacije u stepenu rizika za nastanak KVB kod metabolicki zdravog i
nezdravog fenotipa gojaznih i osoba sa poveéanom telesnom masom, trebalo bi istraziti
promene koncentracije OxHDL kao predlozenog markera povisenog rizika za KVB kod
ispitanika sa razli¢itim metabolickim fenotipom.

HDL cestice sadrze brojne proteinske i lipidne konstituente koji mogu podleci
modifikacijama u uslovima oksidativnog stresa. U studijama koje su se bavile ispitivanjem
OxHDL su odredivane razli¢ite forme HDL koje nastaju kao posledica oksidativne modifikacije
ove klase lipoproteina. Shao i saradnici su, u jednoj od retkih studija koja je paralelno
procenjivala efekte razli¢itih oksidativnih modifikacija na funkciju HDL, utvrdili da ne
ispoljavaju sve oksidativne modifikacije isti efekat na ispitivane funkcije HDL (115). Stoga
postoji potreba za daljim istrazivanjem povezanosti razlicitih formi OxHDL sa metabolickim
poremecajima.
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2. Ciljevi istrazivanja

KVB su najznacajniji uzro¢nik mortaliteta i morbiditeta Sirom sveta. U cilju primarne
prevencije ovih bolesti intenzivno se proucavaju mehanizmi delovanja medusobno povezanih
¢inilaca, kao $to su prisustvo MS, NAFLD i disfunkcionalnosti masnog tkiva. Integracija svih
dosadas$njih znanja jasno je ukazala na potrebu za razvojem novih biomarkera koji bi bili
adekvatan pokazatelj viSestrukih metabolickih faktora rizika. Snizena koncentracija HDL-
holesterola je jedan od tipi¢nih poremecaja koji je zajednicki za vecinu stanja sa poviSenim
rizikom za razvoj KVB. Osim rutinskog odredivanja koncentracije HDL-holesterola, novije
smernice u oblasti ispitivanja nastanka KVB naglasavaju znacaj procene funkcionalnosti HDL
Cestica. Naime, kvalitativne osobine ovog lipoproteina se smatraju jednako znacajnim, ili ¢ak
znacajnijim od kvantitativnih. Na osnovu svega navedenog, ispitivanje kvalitativnih
karakteristika HDL cestica kod MS i pridruzenih stanja, kao sto je NAFLD, bi moglo da pruzi
sveobuhvatniji uvid u funkcionalna svojstva ovih Cestica kod stanja sa poviSenim rizikom od
KVB. Takode, ispitivanje svojstava HDL ¢estica bi moglo da pruzi doprinos u rasvetljavanju
razlika koje postoje izmedu razli¢itih metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom. Imajuci u vidu sve navedeno, u ovom istrazivanju bavili smo
se ispitivanjem kvantitativnih i kvalitativnih karakteristika HDL Cestica i njihove povezanosti
sa markerima izmenjenog metabolickog statusa u grupi ispitanika sa povecanom telesnom
masom i pridruZenim stanjima. U tom smislu, ciljevi ovog istraZivanja su:

. Ispitati markere kvalitativnih karakteristika HDL cestica i modulatore njihove
strukture kod ispitanika sa MS.

. Istraziti markere kvalitativnih karakteristika HDL cestica i modulatore njihove
strukture kod ispitanika razvrstanih u kategorije prema FLI.

. Ispitati razlike u navedenim parametrima kod ispitanika sa metabolicki zdravim
i nezdravim fenotipom gojaznosti.

. Ispitati povezanost koncentracije OXxHDL sa koncentracijom HDL-holesterola
kao i sa raspodelom HDL subfrakcija. Istraziti vezu OxHDL sa malim, gustim LDL, kao
Cesticama koje su podlozne oksidativnim promenama.

. Ispitati povezanost aktivnosti i masene koncentracije CETP sa markerima
dislipidemije, kao i sa raspodelom subfrakcija HDL.

. Istraziti povezanost aktivnosti LCAT sa markerima dislipidemije,
komponentama MS i subfrakcijama HDL.

. Istraziti povezanost koncentracije i aktivnosti PON1 i koncentracije PON3 sa
markerima dislipidemije, komponentama MS i subfrakcijama HDL.

. Ispitati povezanost koncentracije SAA sa koncentracijom HDL-holesterola,
raspodelom subfrakcija HDL i drugim pokazateljima kvalitativnih osobina HDL cestica.

. Istraziti povezanost koncentracije leptina i adiponektina sa koncentracijom
HDL-holesterola, raspodelom HDL subfrakcija i drugim pokazateljima kvalitativnih osobina
HDL cestica.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

U ovoj studiji su ucestvovali pacijenti Kabineta za ishranu i prevenciju metabolic¢kih
poremecaja u sklopu Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma (Klinicki
centar Srbije). Inicijalno je ukljucen 201 ispitanik. Uz pomo¢ adekvatno obucene osobe,
ucesnici su popunili upitnik koji je sadrzao pitanja u vezi sa Zivotnim navikama, vrednostima
krvnog pritiska, medikamentoznom terapijom i porodicnom anamnezom. Visina i tezina su
izmerene u sklopu standardne uobicajene procene pacijenata pri lekarskom pregledu. ITM je
izra¢unat na osnovu formule ITM=(telesna masa (kg)/visina? (m)) (13). Obim struka je izmeren
izmedu ilijac¢ne kosti i donje ivice rebara pomocu nerastegljive trake za merenje.

Osnovna grupa ispitanika kod koje su ispitane karakteristike HDL cestica kod MS i
NAFLD, kao stanja koje je direktno povezano sa prisustvom MS, je formirana tako $to su na
samom pocetku su iz studije iskljuceni ispitanici sa aterosklerotskim KVB (N=15), dijagnozom
tip 2 dijabetes melitusa (N=19), na terapiji statinima, fibratima ili nikotinskom kiselinom
(N=18), kao 1 oni kod kojih su nedostajali podaci za izracunavanje FLI (N=19). Na kraju je
preostalo 130 ucesnika u studiji. Ni kod jednog ispitanika u medicinskom kartonu nije
zabelezena infektivna bolest jetre.

Komponente MS su definisane prema kriterijumima (4):

e povisena koncentracija triglicerida (>1.7 mmol/L)

e snizena koncentracija HDL-holesterola (muskarci <1,03 mmol/L, Zene <1,3
mmol/L)

e povisen krvni pritisak (=130 mm Hg sistolni krvni pritisak i/ili >85 mm Hg
dijastolni krvni pritisak ili primena antihipertenzivne terapije)

e povisena koncentracija glukoze (> 5,6 mmol/L)

e povecan obim struka (> 102 cm za muskarce, > 88 cm za Zene)

Prisustvo MS je definisano kao prisustvo 3 ili viSe gorenavedenih komponenti (4).

Dodatne analize karakteristika HDL cestica su uradene u podgrupama gojaznih i
ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Podgrupa je formirana tako Sto su iz grupe od 130
ucesnika u studiji iskljuceni ispitanici sa ITM<25,0, kao i oni kod kojih nisu bili dostupni podaci
potrebni za definiciju metabolickih fenotipova u kategorijama gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom. Metabolicki fenotip je procenjen kod 115 gojaznih i ispitanika
sa prekomernom telesnom masom. Prekomerna telena masa i gojaznost su definisani na osnovu
IT™M (13):

o 25,0>ITM>30,0 — prekomerna telesna masa
e ITM>30,0 — gojaznost

Metabolicki zdrav fenotip je definisan na osnovu odsustva navedenih metabolickih
faktora rizika (54), odnosno komponenti MS, izuzev obima struka (4). Metabolicki nezdrav
fenotip je definisan na osnovu prisustva > 1 komponente MS, izuzev obima struka.

Ispitanici su potpisali informisani pristanak pre uceS¢a u istrazivanju. Studija je
odobrena od strane Etickog odbora Klinickog centra Srbije (broj: 1230/8) i Etickog komiteta
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Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj: 726/2). IstraZivanje je sprovedeno u
skladu sa principima Helsinske deklaracije.

3.2. Uzorci

Venska krv je uzorkovana nakon no¢nog gladovanja u epruvetu za odvajanje seruma i
epruvetu sa etilendiamin-tetrasircetnom kiselinom (ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA)
kao antikoagulansom za dobijanje plazme. Rutinske biohemijske analize su izvrSene u svezim
uzorcima seruma. Hemoglobin Alc (HbAlc) je odreden iz pune venske krvi sa EDTA. Posebni
uzorci seruma ili plazme su odvojeni i zamrznuti na -80°C i odmrznuti neposredno pre
izvodenja specificnih analiza. Jedanput odmrznuti uzorci vise nisu zamrzavani. Odmrznuti
uzorci su upotrebljeni za odredivanje analita uz pomo¢ ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) testova, odredivanje lipoproteinskih subfrakcija, odredivanje koncentracije LOOH i
aktivnosti LCAT, CETP i PONI1.

3.3. Biohemijski parametri

Koncentracija glukoze, ukupnog i HDL-holesterola, triglicerida i aktivnost gama-
glutamil transferaze (GGT) su odredene standardnim laboratorijskim metodama. Koncentracija
LDL-holesterola je izracunata uz pomo¢ Friedwald-ove formule: LDL-holesterol, mmol/L =
ukupan holesterol — trigliceridi/2,2 — HDL-holesterol (116). Kod ispitanika sa koncentracijom
triglicerida iznad 4,5 mmol/L, koncentracija LDL-holesterola je odredena direktom metodom.
Koncentracije CRP i HbAlc su odredene imunoturbidimetrijskim metodama. Biohemijske
analize su izvrSene uz upotrebu reagenasa Cobas na analizatoru Cobas 6000 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Koncentracija insulina je izmerena metodom
radioimunoeseja (INEP, Srbija) na analizatoru LKB-Wallac-CliniGamma 1272 (Wallac Oy,
Finska). Vrednosti indeksa homeostatskog modela za procenu insulinske rezistencije
(homeostasis model assessment of insulin resistance — HOMA IR) su izraCunate putem formule
HOMA IR=[koncentracija glukoze (mmol/L) x koncentracija insulina (mIU/L)]/22,5 (117).

3.4. Kategorizacija ispitanika na osnovu vrednosti FLI

Vrednosti FLI su izracunate prema formuli (59):

FLI = (e 0,953x loge (trigliceridi x 88,5) + 0,139 x ITM + 0,718 x loge (GGT) +0,053 x obim struka — 15,745) / (1 +e 0,953 x loge

(trigliceridi x 88,5) 40,139 x ITM + 0,718 x log (GGT) + 0,053 x obim struka — 15,745) x 100
e

Koncentracija triglicerida je bila izrazena u mg/dL u originalnoj jednacini. Radi
prevodenja mmol/L u mg/dL, vrednosti izrazene u mmol/L su pomnozene sa faktorom 88,5.

UCcesnici su klasifikovani u tri grupe na osnovu vrednosti FLI: FLI<30, FLI=30-59 i FLI>60.
Na osnovu poredenja sa ultrazvuénim nalazom, vrednosti FLI<30 su predlozene za
isklju¢ivanje (osetljivost 87%, specificnost 64%), a vrednosti FLI>60 (osetljivost 61%,
specifi¢nost 86%) za utvrdivanje prisustva steatoze jetre (59).
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3.5. VAI
Vrednosti VAI su izracunate na osnovu posebnih formula za oba pola (35):
Zene: VAI = (obim struka/[36,58 + (1,89 x ITM)]) x (trigliceridi/0,81) x (1,52/HDL-holesterol)

Muskarci: VAI = (obim struka/[39,68 + (1,88 x ITM)]) x (trigliceridi/1,03) % (1,31/HDL-
holesterol)

Na osnovu vrednosti VAI je izvrSena dodatna klasifikacija ispitanika pri ispitivanju
metabolickih fenotipova. Ispitanici su klasifikovani u tri grupe na osnovu stepena disfunkcije
masnog tkiva, kao $to je navedeno u tabeli 1 (35):

Tabela 1. Starosno specifi¢ne grani¢ne vrednosti VAI za klasifikaciju ispitanika na osnovu
stepena disfunkcije masnog tkiva

Blaga do umerena

Bez disfunkcije Teska disfunkcija

Starost (godine) masnog tkiva g{iisf;nkcija masnog masnog tkiva
<30 <2,52 2,53-2,73 >2,73
>30 do <42 <2,23 2,24-3,12 >3,12
>42 do <52 <1,92 1,93-2,77 >2,77
>52 do <66 <1,93 1,94-3,25 >3,25
>66 <2,00 2,01-3,17 >3,17

3.6. Odredivanje aktivnosti LCAT i CETP

Aktivnosti LCAT i CETP su odredene u uzorcima EDTA plazme. Koris¢ena je metoda
koja podrazumeva odredivanje koncentracije slobodnog i ukupnog holesterola u plazmi i
frakciji koja sadrzi samo HDL (118, 119), a koja je dobijena precipitacijom lipoproteina koji
sadrze apo B. Uzorci su inkubirani 2 sata na 37°C. Merenja su obavljena pre i nakon
inkubacionog perioda.

Tokom inkubacije uzorka, LCAT katalizuje nastanak estara holesterola $to je praceno
ekvimolarnim sniZenjem koncentracije slobodnog holesterola. Stoga se aktivnost LCAT moze
proceniti pracenjem brzine sniZenja koncentracije slobodnog holesterola u toku perioda
inkubacije (118, 119):

LCAT (lvl IIlOl/L/h) :(CSIObOdHOg holesterola u plazmi pre inkubacije ~ Cslobodnog holesterola u plazmi nakon
inkubacije)/2h x 1000

Brzina CETP posredovanog prenosa estara holesterola sa HDL na lipoproteine koji
sadrze apo B (aktivnost CETP) je izracunata kao razlika izmedu brzine nastajanja estara
holesterola u ukupnoj plazmi, Sto je omoguceno aktivnos¢u LCAT, i brzine promene
koncentracije estara holesterola u HDL frakciji tokom inkubacije (118, 119). Koncentracija
estara holesterola je izrazena kao razlika izmedu koncentracije ukupnog i slobodnog
holesterola.
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CETP (H-mOl/ L/ h):(((cslobodnog holesterola u plazmi pre inkubacije -~ C slobodnog holesterola u plazmi nakon
inkubaciie) — ((Cukupnog holesterola u HDL-frakciji holesterola nakon inkubacije = Cslobodnog holesterola u HDL-frakciji nakon

inkubacije) = (Cukupnog holesterola u HDL-frakciji pre inkubacije — C slobodnog holesterola u HDL-frakeiji pre inkubacije)))/2h X
1000

Konverzioni faktor x 1000 je upotrebljen u obe jednacine radi prevodenja mmol/L u
umol/L. Sve analize su izvedene u triplikatu. Koncentracije slobodnog holesterola u plazmi,
slobodnog i ukupnog holesterola u HDL sloju su odredene na aparatu [Lab 300 (Instrumentation
Laboratory S.p.A. Italija) uz upotrebu reagenasa proizvodac¢a Biosystems (Spanija).

3.7. Razdvajanje HDL 1 LDL subfrakcija

HDL i LDL subfrakcije su razdvojene metodom vertikalne elektroforeze na
nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gradijent gelu. Poliakrilamidni gradijent gelovi (3-31%) su
izlivani u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju, prema ranije opisanoj adaptiranoj
metodi (120, 121) koju su originalno uveli Rainwater i saradnici (122). Monomerni rastvori
(3% 1 31% rastvori akrilamida) su pripremani rastvaranjem akrilamida i metilen-bis-akrilamida
u Tris puferu (pH=8,3). U 31% rastvor monomera akrilamida je dodat 70% rastvor glicerola,
radi poveéanja gustine. Degazirani rastvori monomera su ¢uvani u frizideru na +4°C do
kori$éenja.

Gelovi su izliveni u komori Sistem Hoefer SE 675 (Amersham Pharmacia Biotech,
Austrija) koja omogucava formiranje Cetiri gela, dimenzija 16 x 18 cm i debljine 1,5 mm.
Rastvori monomera se ubacuju u komoru za izlivanje pomocu dve peristalticke pumpe
kontrolisan softverom Masterflex Linkable Instrument Control Software (WinLIN) istog
proizvodaca. Neposredno pre izlivanja gelova, u monomerne rastvore akrilamida su dodati
amonijum-persulfat i tetrametilen-diamid koji zapoc¢inju hemijsku polimerizaciju. Pre ulaska u
komoru, monomeri se mesaju u odredenim odnosima za svaki pojedinacni segment gela, prema
definisanom programu za rad pumpi. Na taj nacin se postize formiranje gradijenta koncentracija
poliakrilamida u opsegu 3-31%. Nakon izlivanja 13 segmenata gela, radom pumpi prema
posebnom protokolu se uvodi 70% rastvor glicerola u komoru. Po zavrSetku izlivanja gelova,
na gornju povrsinu kalupa se nanosi Tris pufer (pH=8,3), kako bi se sprecio kontakt vazduha
sa gelom tokom polimerizacije. Polimerizacija gelova se odvija na sobnoj temperaturi tokom
no¢i. Polimerizovani gelovi se vade iz komore za izlivanje, ispiraju destilovanom vodom i
koriste odmabh ili se ¢uvaju u destilovanoj vodi na +4°C u frizideru do koriéenja.

Vertikalna elektroforeza se izvodi pri konstantnom naponu u kadi Hoefer SE 600 Ruby
(Amersham Pharmacia Biotech, Austrija), na 4°C, u Tris puferu (pH=8,35). Nakon 50-minutne
aktivacije gelova na 290V, u odgovarajuce trake na gelu se nanose standardi i uzorci EDTA
plazme. Standardi i uzorci ispitanika su pre nanoSenja na gel pomesani sa rastvorom bromfenol-
plavog i saharoze kako bi se uzorak obojio i dobio vecu gustinu, ¢ime se olakSava nanosSenje na
gel. Na gel se nanose dve vrste standarda:

. Visokomolekularni proteinski standardi (GE Healthcare, Amersham Pharmacia
Biotech, Austrija) koji sadrze proteine poznatog dijametra. Standard je rekonstituisan prema
uputstvu proizvodaca.

. Standardizovana humana plazma sa definisanim dominantnim LDL dijametrom.
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Protokol elektroforeze se dalje odvija kroz sledec¢e faze: 60 V tokom 13 minuta, 170 V
tokom 20 minuta, 300 V tokom 20h. Nakon jednog sata od pocetka trece faze protokola se
nanose karboksilovane polistirenske mikrosfere dijametra 40 nm (Duke Scientific Corporation,
Sjedinjene Americke Drzave) na traku sa proteinskim standardima na svakom gelu. Nakon
zavrSene elektroforeze, gel se seCe tako da se traka sa proteinskim standardima odvoji od
ostatka gela. Oba dela se fiksiraju u 10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline. Traka sa proteinskim
standardima se boji sa 0,75% Coomassie brilliant blue G-250. Drugi deo gela sa ispitivanim
uzorcima se nakon fiksiranja ispira u 45% rastvoru etanola, a zatim preliva toplim rastvorom
boje Sudan black B u 45% etanolu u kojoj gelovi ostaju preko noc¢i. Nakon odbojavanja
odgovaraju¢im smesSama, gelovi i proteinski standardi se ¢uvaju u posudama sa destilovanom
vodom kako bi se povratio njihov originalni oblik i veliCina.

Svaki gel je skeniran u transmisivnom modu uz koris¢enje Image Scanner (Amersham
Pharmacia Biotech, Austrija) i Magic Scan software (version 4.6;1999; UMAX Data System:s,
Inc). Kalibracija je zasnovana na inverznom odnosu poznatih prec¢nika standarda i njihovih
relativnih migracionih daljina (Rf). Rf vrednosti su izracunate u odnosu na albumin,
komponentu visokomolekularnog proteinskog standarda koja prelazi najduzi put. Za svaki gel
su konstruisane dve kalibracione krive koje omogucavaju analizu LDL i HDL subfrakcija.
Kalibracija u LDL regiji je izvrSena uz upotrebu mikrosfera, standardizovanog LDL dijametra
i tireoglobulina. Za konstrukciju kalibracione krive u HDL regionu su koris¢eni tireoglobulin,
feritin, laktat dehidrogenaza i albumin (120).

Na svakom gelu su odredeni regioni u kojima se nalaze pojedinacne HDL i LDL
subfrakcije (120, 121). Na osnovu najistaknutijeg pika u denzitometrijskom zapisu je odreden
dominantni dijametar ¢esticau LDL i HDL regionu. Povrsine ispod denzitometrijskog pika koja
odgovaraju pojedinacnim subfrakcijama su koris¢ene za izraCunavanje relativnog udela svake
subfrakcije. Zastupljenost malih, gustih LDL ¢estica je izraunata sabiranjem relativnih udela
LDL III i LDL IV subfrakcija. Zastupljenost malih HDL cCestica je izracunata sabiranjem
relativnih udela HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c subfrakcija.

3.8. Odredivanje koncentracije OxHDL

Koncentracija OxHDL je odredena komercijalnim testom-Human Oxidized HDL
ELISA Kit: HNE-HDL Quantitation (Cell Biolabs, Sjedinjene Americke Drzave).
Koncentracija HNE modifikovanih HDL cestica u uzorku je odredena po principu sendvic
imunotesta.

Standardna kriva (slika 7) je izradena koriS¢enjem komercijalnog HNE-HDL standarda koji je
sastavni deo reagensasa za izvodenje ELISA Human Oxidized HDL ELISA Kit: HNE-HDL
Quantitation (Cell Biolabs, Sjedinjene Americke Drzave). HNE-HDL standardi razlicitih
koncentracija su dobijeni razblazenjem osnovnog HNE-HDL standarda (5 pg/mL) prema
uputstvu proizvodaca.
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Slika 7. Standardna kriva koris¢ena za odredivanje koncentracije HNE modifikovanih HDL cestica

3.9. Odredivanje koncentracije CETP

Koncentracija CETP je odredena komercijalnim testom Human Cholesteryl Ester
Transfer Protein (CETP) ELISA Kit (Cell Biolabs, Sjedinjene Americke Drzave). Test je
zasnovan na kompetitivnom principu u kome se CETP imobilizovan na ELISA plo¢ii CETP iz
uzoraka takmice za vezivanje za anti-CETP antitela. Koncentracija CETP je odredena kod 46
ispitanika zbog tehnickih ograni¢enja metode.

Standardna kriva (slika 8) je konstruisana koris¢enjem komercijalnog CETP standarda
koji je sastavni deo reagensasa za izvodenje Human Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP)
ELISA Kit (Cell Biolabs, Sjedinjene Americke Drzave). CETP standardi razli¢itih
koncentracija su dobijeni razblazenjem osnovnog CETP standarda (0,8 pg/mL) prema uputstvu
proizvodaca.
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Slika 8. Standardna kriva kori§¢ena za odredivanje koncentracije CETP

3.10. Odredivanje koncentracije SAA

Koncentracija SAA je odredena komercijalnim testom Human SAA ELISA Kit,
(Abcam, Ujedinjeno Kraljevstvo) koji je zasnovan na principu sendvi¢ imunoeseja.

Rekombinantni humani SAA standard je rekonstituisan prema uputstvu proizvodaca
(300 ng/mL). Razblazivanjem primarnog standarda je dobijena serija sekundarnih standarda
koris¢ena za izradu kalibracione krive (slika 9).
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Slika 9. Standardna kriva kori§¢ena za odredivanje koncentracije SAA
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3.11. Odredivanje koncentracije PON1

Koncentracija PON1 je odredena komercijalnim testom ELISA (Human Total PONI,
R&D Systems, Sjedinjene Americke Drzave). Test je zasnovan na principu sendvi¢ imunoeseja.

Osnovni PON1 standard je rekonstituisan i zatim razblazen kako bi se dobila serija
standarda razliCitih koncentracija. Procedure su uradene na osnovu upustva proizvodaca.
Standardna kriva za odredivanje koncentracije PON1 je prikazana na slici 10.
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Slika 10. Standardna kriva kori$¢ena za odredivanje koncentracije PON1

3.12. Odredivanje koncentracije PON3

Koncentracija PON3 je odredena komercijalnim testom ELISA (Human Total PON3,
R&D Systems, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) koji je zasnovan na principu sendvi¢ imunoeseja.

Za izradu standarne krive (slika 11) je koris¢en rekombinantni humani PON3 standard
koja je rekonstituisan i razblazen prema upustvu proizvodaca.
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Slika 11. Standardna kriva koris¢ena za odredivanje koncentracije PON3

3.13. Odredivanje koncentracije leptina

Koncentracija leptina je odredena po principu sendvi¢ imunoeseja komercijalnim testom
Human Leptin Immunoassay (R&D Systems, Sjedinjene Americke Drzave).

Primarni standard humanog leptina je rekonstituisan (1000 pg/mL) i zatim razblazen

prema uputvu proizvodaca. Serija standarda humanog leptina je koriS¢ena za izradu standarne
krive (slika 12).
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Slika 12. Standardna kriva za odredivanje koncentacije leptina
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3.14. Odredivanje koncentracije adiponektina

Koncentracija ukupnog adiponektina u uzorcima plazme je odredena komercijalnim
testom ELISA (Quantikine Human Total Adiponectin Immunoassay, R&D Systems, Sjedinjene
Americke Drzave). Koncentracija ukupnog adiponektina u uzorcima je odredena po principu
sendvi¢ imunoeseja.

Standardna kriva (slika 13) je konstruisana uz koriS¢enje serije standarda koji su
dobijeni razblazivanjem osnovnog standarda humanog adiponektina (250 ng/mL), koji je
rekonstituisan i zatim razblazen prema uputstvu proizvodaca.
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Slika 13. Standardna kriva za odredivanje koncentacije adiponektina

3.15. Odredivanje aktivnosti PON1

Princip: Paraoksonazna aktivnost PON1 je odredena u serumu kinetickom metodom
(123) na analizatoru ILab 300. PON1 katalizuje prevodenje supstrata paraoksona u p-nitrofenol
(slika 14). Reakcija se odvija u baznoj sredini (Tris pufer, pH=8,5) u kojoj se p-nitrofenol nalazi
u obliku p-nitrofenoksidnog anjona koji ima apsorpcioni maksimum na A=405 nm. Brzina
nastajanja proizvoda se prati kineticki na A=405 nm.
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Slika 14. Konverzija paraoksona u p-nitrofenol koju katalizuje PON1

Odredivanje koncentracije LOOH

Princip metode: Koncentracija LOOH je odredena spektrofotometrijskom metodom
koja je zasnovana na principu Gay-a i Gebickog (124). U kiseloj sredini, LOOH iz uzoraka
seruma prevode Fe’" do Fe’'. Nastali Fe’" gradi kompleks sa ksilenol-oranzom (o-
krezosulfonftalein-3,3’-bismetilimino-bisiréetna kiselina). Analiza se izvodi uz proces
deproteinizacije sa perhlornom kiselinom. Intenzitet boje se meri na dve talasne duzine, 540
nm 1 670 nm. Apsorbancija na 540 nm potice od novonastalog kompleksa koji je proizvod
delovanja LOOH, kao i od interferenata. Na 670 nm apsorbancija potice od interferirajucih
supstanci. Bihromatskim merenjem je omogucena eliminacija apsorbancije koja poti¢e od
interferenata. Apsorbancija je izmerena na spektrofotometru Shimadzu UV-1800 (Shimadzu
Scientific Instruments, Japan). Za izradu standardne krive (slika 15) je koriSéen terc-

butilhidroperoksid.
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Slika 15. Standardna kriva koris¢ena za odredivanje koncentracije LOOH
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3.17. Statisticka analiza

Normalnost raspodele kontinuiranih podataka je proveravana Shapiro-Wilk testom. Normalno
distribuirane vrednosti su prikazane kao srednja vrednost+standardna devijacija (SD) ili kao
geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti) ukoliko je normalna distribucija postignuta
nakon logaritamske transformacije. Asimetricno distribuirane vrednosti su prikazane kao
medijana (interkvartilni raspon). Poredenje podataka izmedu dve grupe je izvrSeno uz pomoc
Student t-testa za normalno distribuirane podatke, ili uz pomo¢ Mann-Whitney U testa za
asimetricno distribuirane vrednosti. Poredenje podataka izmedu tri grupe normalno
distribuiranih podataka je uradeno uz pomo¢ analize varijanse (ANOVA) uz post hoc Tukey
test. Poredenje izmedu tri grupe podataka koji ne prate normalnu distribuciju je uradeno uz
pomo¢ Kruskal-Wallis testa. Kategoricke promenljive, izrazene kao frekvencije, su
uporedivane uz pomo¢ Chi-kvadrat testa (y2). Korelacija izmedu promenljivih je izrazena
Spirmanovim koeficijentom korelacije. Multivarijantna linearna regresiona analiza je imala za
cilj da ispita parametre ukljucene u izraCunavanje FLI kao nezavisne faktore koji menjaju
aktivnost LCAT. Binarna logistic¢ka regresiona analiza je upotrebljena za procenu prediktivnih
sposobnosti ispitivanih parametara. Analiza ROC krivih (Receiver Operating Characteristics)
je koris¢ena radi procene dijagnostiCke taCnosti parametara u definisanju metabolickih
fenotipova. Rezultati su prikazani kao povrsina ispod krive (4rea Under Curve — AUC).
Sposobnost parametara da vrse diskriminaciju izmedu razli¢itih kategorija je procenjena na
osnovu slede¢ih kriterijuma (125):

ROC=0,5 parametar nema sposobnost diskriminacije kategorija
0,7 <ROC<0,8 prihvatljiva sposobnost diskriminacije

0,8 <ROC<0,9 odli¢na sposobnost diskriminacije

ROC>0,9 izuzetna sposobnost sposobnost diskriminacije

Kao statisticki znacajne p vrednosti su smatrane one manje od 0,05. Statisticka obrada podataka
izvedena je koriS¢enjem racunarskog softvera SPSS (IBM, Sjedinjene Americke Drzave).
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4. Rezultati

4.1. Osnovne karakteristike ispitanika

Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika su prikazane u tabeli 2.
Trebalo bi napomenuti da su vec¢inu ispitanika Cinile zene. Vrednosti [TM ukazuju na pove¢anu
telesnu masu i gojaznost, a prosecne koncentracije lipidnih markera na elemente dislipidemije.
Vise od dve tre¢ine ispitanika se deklarisalo kao pusaci. Zastupljenost pojedinacnih komponenti
MS u celoj grupi ispitanika je prikazana na slici 18. Od ukupnog broja ispitanika, njih 43 je
ispunjavalo kriterijume za definiciju prisustva MS, dok je 87 bilo bez MS.

Tabela 2. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika

N=130
Starost (godine) * 45+15
Pol (zene/muskarci) 101/29
ITM (kg/m?) ¥ 28,7 (26,8-32.8)
Obim struka (cm) P 94,5 (92,3-96,8)
PusSacki status (nepusaci/pusaci) 106/24

Sistolni krvni pritisak 120 (110-130)

(mm Hg) ¥

gistglgr;ivkrvni pritisak 80 (70-80)
HbAlc (mmol/mol) ¥ 38 (34-40)
Glukoza (mmol/L)* 5,2+0,7

Ukupni holesterol (mmol/L) ® 5,32+1,13
HDL-holesterol (mmol/L)* 1,44+0,39
LDL-holesterol (mmol/L)* 3,22+0,93
Trigliceridi (mmol/L) 1,21 (1,11-1,32)

“Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost £standardna devijacija.
P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane medijana (interkvartilni raspon).

% Kategori¢ki podaci su prikazane kao apsolutne frekvencije.
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Slika 18. Zastupljenost pojedina¢nih komponenti MS u celoj grupi ispitanika. Rezultati su
prikazani kao relativne frekvencije.

4.2. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika razvrstanih prema
polu

Analize antropometrijskih karakteristika ispitanika klasifikovanih prema polu su
pokazale da se muskarci imaju ve¢i obim struka, dok se ITM nije razlikovao izmedu polova.
Kod muskaraca je uocen visi sistolni krvni pritisak. Analiza parametara osnovnog lipidnog
profila je pokazala da su muskarci imali znacajno viSe koncentracije triglicerida i niZe
koncentracije HDL-holesterola u odnosu na Zene. Parametri glikoregulacije se nisu razlikovali
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medu polovima. Kod muskaraca je primeéena visa aktivnost GGT. Rezultati su prikazani u

tabeli 3. Zastupljenost MS je bila ista kod oba pola (slika 19).

Tabela 3. Demografski, osnovni klinicki i laboratorijski podaci kod ispitanika razli¢itog pola

Zene Muskarci

N=101 N=29 P
Starost (godine) ¢ 46+15 45+16 0,774
Pugacki status (nepusaci/pusaci) ® 83/18 23/6 0,937
ITM (kg/m?) P 29,5 (28,4-30,6) 29,6 (27,6-31,8) 0,914
Obim struka (cm) 93,2 (90,7-95,9) 99,4 (95,0-104,0) <0,05
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) ¥ 120 (110-130) 130 (120-140) <0,01
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) ¥ 80 (70-80) 80 (70-80) 0,156
Ukupni holesterol (mmol/L) * 5,31%1,13 5,39+1,15 0,737
HDL-holesterol (mmol/L) ¢ 1,50+0,38 1,22+0,35 <0,001
LDL-holesterol (mmol/L) ¢ 3,224+0,92 3,27+0,98 0,793
Trigliceridi (mmol/L) ? 1,15 (1,05-1,27) 1,45 (1,18-1,78) <0,05
Slobodni holesterol (mmol/L) * 1,49+0,38 1,54+0,31 0,568
Glukoza (mmol/L) * 5,24+0,7 5,3+0,7 0,286
HbAlc (mmol/mol) ¥ 37,0 (34,0-40,0) 38,0 (34,5-39,8) 0,709
Insulin (mIU/L) P 17 (15-18) 18 (15-22) 0,394
HOMA-IR # 3,6 (3,3-4,0) 4,1 (3,4-5,1) 0,214
GGT (JU/L) ¥ 15 (11-22) 27 (19-50) <0,001

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).
8 Kategoritke promenljive su prikazane kao apsolutne frekvencije.

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za

asimetricno distribuirane vrednosti. Kategoricke promenljive su uporedene uz pomo¢ Chi-kvadrat testa (y2).
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Slika 19. Zastupljenost MS kod Zena i muskaraca (zene: MS-32, bez MS-69; muskarci: MS-
11, bez MS-18). Rezultati su prikazani kao apsolutne frekvencije (x2=0,165, p=0,684).

Istrazivanje razlika u koncentracijama adipocitokina je pokazalo da su zene imale vise
koncentracije adiponektina i leptina u odnosu na muskarce, dok se odnos leptin/adiponektin
nije znacajno razlikovao izmedu polova. Markeri inflamacije i oksidativnog stresa se nisu
znacajno razlikovali izmedu Zena i muskaraca. Rezultati su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Adipocitokini, markeri inflamacije i oksidativnog stresa kod ispitanika razlic¢itog pola

Zene Muskarci P

Adiponektin (mg/L)® 6,67 (5,88-7,56) 3,52 (2,53-4,90) <0,001
Leptin (ug/L) ? 21,82 (18,87-25,23) 7,32 (5,71-9,39) <0,001
Leptin/adiponektin 304 (2,55-4,12) 2,22 (1,49-3,30) 0,129
(ng/mg)

CRP (mg/L) P 2,07 (1,63-2,62) 1,69 (1,10-2,60) 0411
SAA (ug/L) P 59,0 (56,1-62,0) 58,7 (53,6-64,3) 0,928
LOOH (umol/L) # 5,29 (4,40-6,36) 6,61 (4,89-8,92) 0,228

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa.
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4.2.1. Raspodela LDL 1 HDL subfrakecija kod ispitanika razli¢itog pola

Analizom raspodele pojedinac¢nih lipoproteinskih subfrakcija kod ispitanika oba pola je
utvrdena znacajno veca zastupljenost manjih LDL i HDL subfrakcija kod musSkaraca u odnosu
na zene (slika 20, tabela 5). Nije postojala statistiCki znaCajna razlika u dominantnim
dijametrima LDL i HDL cestica izmedu polova (tabela 5).
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Slika 20. Relativna zastupljenost pojednacnih LDL i HDL subfrakcija kod Zena i muskaraca.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost i standardna devijacija. Poredenje podataka je
izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa.*p<0,05, **p<0,01
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Tabela 5. Dominantni dijametri i relativna zastupljenost malih LDL i HDL subfrakcija kod Zena
i muskaraca

Zene Muskarci p
Dominantni LDL 27,41 (26,20-27,88) 27,28 (24,92-28,05) 0,452
dijametar (nm) ¥
Male, guste LDL (%) ®  45,4+13.9 53,749,3 <0,01
Dominantni HDL
ijametar (am) 10,10 (8,89-10,52) 8,92 (8,37-10,58) 0,165
Male HDL (%) 32,3+6,1 35,3+6,1 <0,05

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetri¢no distribuirane vrednosti.

4.2.2. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod
ispitanika razli¢itog pola

Koncentracija PON1 je bila visa kod Zena, dok se aktivnhost PONI nije znacajno
razlikovala izmedu polova. Pri uporedivanju markera remodelovanja HDL Cestica,
koncentracije PON3 i oksidativno modifikovanog HDL, kao i odnosa OxHDL/HDL-holesterol
nije pronadena znacajna razlika izmedu polova (tabela 6).

Tabela 6. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod ispitanika
klasifikovanih prema polu

Zene Muskarci P
LCAT (umol/L/h) P 87,0 (81,9-92,5) 94,5 (84,7-105,4) 0,203
CETP (umol/L/h) ¥ 37,4 (0,3-93,2) 35,2 (-20,3-106,5) 0,856
CETP (mg/L) 1,087+0,308 1,21240,475 0,352
PONI (mg/L) ¥ 2,05 (1,66-2,17) 1,56 (0,50-2,08) <0,01
PONI (IU/L) ¥ 289 (198-638) 256 (173-697) 0,531
PON3 (ug/L) © 40,4+13,9 41,1£10,8 0,877
OxHDL (ug/L) ¥ 450 (281-634) 360 (195-618) 0,218
OxHDL/HDL-holesterol 3, > 45y 393 (177-451) 0,989

(ng/mmol) ¥

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost £standardna devijacija.

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetricno distribuirane vrednosti.
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4.3. Osnovne karakteristike ispitanika razvrstanih prema prisustvu MS

Ispitanici sa MS su bili stariji od ispitanika bez MS, pri ¢emu se zastupljenost polova i
pusacki status nisu razlikovali izmedu grupa. Ocekivano, ispitanici sa MS su imali ve¢i ITM i
obim struka, kao i visi sistolni i dijastolni krvni pristisak. Takode, razlika izmedu grupa je bila
znacajna pri poredenju parametara lipidnog profila i markera metabolizma glukoze. U grupi sa
MS je pokazana visa koncentracija ukupnog, slobodnog, LDL-holesterola i triglicerida, kao i
viSe koncentracije glukoze, insulina i vrednosti HOMA IR. Rezultati su prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Demografski, osnovni klini¢ki i laboratorijski podaci kod ispitanika klasifikovanih

prema prisustvu MS

MS Bez MS

N=43 N=87 P
Starost (godine) * 51+14 43£15 <0,01
Pol (muskarci/Zene) 8 (11/32) (18/69) 0,528
PusSacki status (nepusaci/pusaci) (32/11) (74/13) 0,141
ITM (kg/m?) ¥ 31,3 (28,2-35,0) 28,4 (25,6-31,4) <0.01
Obim struka (cm) Y 97,5 (92,8-110,0) 92,0 (84,8-100,0) <0,001
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) ¥ 130 (120-135) 120 (110-125) <0,001
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) ¥ 80 (70-90) 80 (70-80) <0,01
Ukupni holesterol (mmol/L) * 5,74+1,06 5,12+1,11 <0,01
HDL-holesterol (mmol/L) P 1,22 (1,11-1,33) 1,49 (1,42-1,56) <0,001
LDL-holesterol (mmol/L) ? 3,38 (3,15-3,64) 2,96 (2,76-3,17) <0,01
Trigliceridi (mmol/L) ¥ 1,81 (1,27-2,53) 1,02 (0,78-1,39) <0,001
Slobodni holesterol (mmol/L) * 1,59+0,35 1,46+0,37 0,062
Glukoza (mmol/L) ¥ 5,7 (5,3-6,1) 4,9 (4,6-5,2) <0,001
HbAlc (mmol/mol) 38,4+4,6 36,8+4,5 0,065
Insulin (mIU/L) P 22 (19-25) 15 (14-16) <0,001
HOMA-IR P 5,1 (4,4-6,0) 3,2(2,9-3,5) <0,001
GGT (IU/L) ¥ 25 (15-37) 15 (11-21) <0,001

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
P Podaci-su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).
8 Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne frekvencije.

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student-t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetri¢no distribuirane vrednosti. Kategoricke promenljive su uporedene uz pomo¢ Chi-kvadrat testa.
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U grupi ispitanika sa MS su uocene viSe koncentracije leptina i odnosa
leptin/adiponektin, kao i CRP. Takode, koncentracija SAA je bila visa u grupi sa MS, iako bez
statisticke znacajnosti. Koncentracija LOOH bila je visa u grupi sa MS sa p-vredno$¢u na
granici statisticke znacajnosti. Rezultati su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Adipocitokini, markeri inflamacije i oksidativnog stresa kod ispitanika klasifikovanih
prema prisustvu MS

MS Bez MS p
Adiponektin (mg/L)® 4,99 (4,17-5,98) 6,26 (5,26-7.45) 0,100
Leptin (ug/L) ? 22,61 (18,14-28,18) 14,76 (12,21-17.85) <0,01
LS e it 4,57 (3,46-6,02) 2,37 (1,81-3,10) <0,01
(ng/mg)®

CRP (mg/L) 3,49 (2,58-4,71) 1,49 (1,16-1,91) <0,001
SAA (ug/L)? 60,98 (56,53 -65,80) 58,12 (55,12-61,29) 0318
LOOH (umol/L) # 6,94 (6,34-9,03) 5,04 (4,15-6,11) 0,056

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).
Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa.
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4.3.1. Razlike u raspodeli LDL 1 HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo MS

Analiza lipoproteinskih subfrakcija je pokazala manji dominantni dijametar LDL Cestica
1 manju relativnu zastupljenost velikih LDL subfrakcija kod ispitanika sa MS. Takode, u grupi
ispitanika sa MS je pokazan manji relativni udeo HDL 2b, a ve¢i udeo HDL 2a i HDL 3a
subfrakcija u poredenju sa ispitanicima bez MS (tabela 9).

Tabela 9. Razlike u raspodeli LDL i HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo MS

MS Bez MS p
]d).‘.’mi“a“tni LDVL 26,37 (25,43-27,67) 27,52 (26,65-27.97)  <0,05
ijametar (nm)
LDL I (%) " 20,1 (17.4-27,4) 23,5 (19,7-33,7) <0,05
LDL II (%) ¥ 26,9 (23,2-34,0) 27,2 (22,7-31,4) 0,666
LDL III (%) ¥ 19,9 (16,1-22,8) 19,1 (15,5-21,7) 0,193
LDL IV (%) ¥ 28,9 (19,2-37,2) 28,6 (20,6-35,9) 0,672
Male, guste LDL (%) ¥ 50,9 (39,4-58,7) 50,3 (35,2-55.,7) 0,359
g;’ﬁgfa‘f‘(‘égﬁL 9,17 (8,78-10,59) 10,16 (8,73-10,52) 0,401
HDL 2b (%) ¥ 43,4 (42,1-50,0) 46,0 (42,2-49,7) <0,05
HDL 2a (%) ¥ 22,4 (19,9-24,7) 20,6 (19,2-22,7) <0,05
HDL 3a (%) ¥ 16,0 (14,1-16,8) 14,8 (13,4-16,4) <0,05
HDL 3b (%) ¥ 8,4 (7,5-9,8) 8,5 (6,7-10,1) 0,837
HDL 3c (%) ¥ 9,1 (7,2-11,3) 8,8 (6,5-11,2) 0,520
Male HDL (%) ¥ 34,2 (29,8-38,4) 32,8 (28,1-36,8) 0,281

Y Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon).
Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Mann-Whitney U testa.
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4.3.2. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod
ispitanika razvrstanih prema prisustvu MS

Analiza markera kvalitativnih karakteristika HDL cCestica je pokazala povisene
vrednosti aktivnosti LCAT, koncentracije CETP, koncentracije OxHDL i odnosa
OxHDL/HDL-holesterol u grupi sa MS u poredenju sa ispitanicima bez MS (tabela 10).

Tabela 10. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod ispitanika
klasifikovanih prema prisustvu MS

MS Bez MS p
LCAT (umol/L/h) Y 99,0 (83,2-120,1) 83,3 (65,2-101,5) <0,01
CETP (umol/L/h)Y 37,3 (-0,30-101,0) 37,0 (-1,40-90,6) 0,899
CETP (mg/L) * 1,226+0,364 1,011+0,290 <0,05
PON1 (mg/L) " 1,95 (9,73-2,12) 2,02 (1,63-2,18) 0,199
PON1 (IU/L) ¥ 271 (202-561) 281 (186-719) 0,883
PON3 (ug/L) * 37,5142 41,8+14,2 0,253
OxHDL (pg/L) ¥ 527 (402-642) 372 (199-623) <0,05
OxHDL/HDL-
holesterol 409 (343-507) 247 (139-396) <0,001
(ng/mmol) ¥

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetricno distribuirane vrednosti.

4.4. Razlike u markerima karakteristika HDL cestica u odnosu na prisustvo
pojedina¢nih komponenti MS

Dalja analiza je ukljucila ispitivanje koncentracije HDL-holesterola, relativne
zastupljenosti HDL subfrakcija i markera kvalitativnih karakteristika HDL cestica kod
ispitanika podeljenih na osnovu pojedina¢nih komponenti MS.

Nakon podele ispitanika prema koncentraciji HDL-holesterola kao pojedinacne
komponente MS, utvrdeno je da su kod ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-
holesterola dominirale manje HDL subfrakcije, zajedno sa poviSenom aktivno$¢u LCAT.
Koncentracije CETP se nisu znac¢ajno razlikovale izmedu grupa. Aktivnost CETP je bila nesto
viSa kod ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola, ali razlika nije dostigla
granicu statisticke znacajnosti. Rezultati su prikazani u tabeli 11.
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Tabela 11. Raspodela HDL subfrakcija i markeri remodelovanja HDL cestica kod ispitanika
klasifikovanih u odnosu na koncentraciju HDL-holesterola

HDL-holesterol

HDL-holesterol

muskarci < 1.03 mmol/L, muskarci> 1.03 mmol/L, P

zene < 1.3 mmol/L zene> 1.3 mmol/L
HDL-holesterol (mmol/L) * 1,06+0,15 1,59+0,34 -
g‘r’n“)“famm HDL dijametar o 5 ¢ 38 10,25) 10,19 (8,87-10,57) <0,05
HDL 2b (%) ® 42,7+4,7 46,7+5,9 <0,001
HDL 2a (%) * 21,7+3,1 21,2+2.9 0,340
HDL 3a (%)* 16,2+2.8 14,8423 <0,01
HDL 3b (%) © 9,5+1,7 8,3£2,2 <0,01
HDL 3¢ (%) 9,942,5 8,843,6 0,115
Male HDL (%)* 35,6+4,8 32,0+6,5 <0,01
LCAT (umol/L/h) P 97,5 (87,8-108,2) 85,3 (80,2-90,8) <0,05
CETP (umol/L/h) ¥ 59,1 (18,5-116,8) 31,8 (-7,3-87,1) 0,087
CETP (mg/L) * 1,101+0,253 1,072+0,332 0,753

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).
Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U
testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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Kod ispitanika sa hipertrigliceridemijom uocena je snizena koncentracija HDL-
holesterola, kao i veca zastupljenost malih HDL cestica i povisene aktivnosti LCAT i CETP u
odnosu na ispitanike sa koncentracijom triglicerida u preporu¢enim granicama (tabela 12).

Tabela 12. Koncentracija HDL-holesterola, raspodela HDL subfrakcija i1 markeri
remodelovanja HDL cestica kod ispitanika klasifikovanih u odnosu na koncentraciju
triglicerida

Trigliceridi >1,7 mmol/L  Trigliceridi <1,7 mmol/L p

HDL-holesterol (mmol/L) * 1,18+0,29 1,53+0,38 <0,001
Dominantni HDL dijametar

(nm) 7 9,16 (8,61-10,26) 10,17 (8,87-10,57) 0,123
HDL 2b (%) 432+4.8 46,4+6,0 <0,05
HDL 2a (%) * 21,6£2,8 21,3£3,0 0,597
HDL 3a (%) ® 15,842,5 15,0+£2,5 0,134
HDL 3b (%) * 9,1+1,7 8,5+2,3 0,184
HDL 3¢ (%) 10,3+3,1 8,743,4 <0,05
Male HDL (%) 35,0453 32,0464 <0,05
LCAT (umol/L/h) P 110,6 (100,2-122,1) 83,0 (78,4-87,8) <0,001
CETP (umol/L/h)Y 90,5 (28,8-126,0) 30,1 (-7,9-76,4) <0,05
CETP (mg/L) * 1,243+0,252 1,056+0,358 0,092

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

B Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetricno distribuirane vrednosti.
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Kod ispitanika sa povisenom koncentracijom glukoze naste je nadena veca zastupljenost
HDL 2a subfrakcije u odnosu na ispitanike sa normalnom koncentracijom glukoze. U kategoriji
sa povisSenom glukozom naste su takode uocene neSto viSe vrednosti aktivnosti LCAT i
koncentracije CETP pri ¢emu u oba slucaja p-vrednosti nisu presle granicu statisticke
znacajnosti (tabela 13).

Tabela 13. Koncentracija HDL-holesterola, raspodela HDL subfrakcija i markeri
remodelovanja HDL cestica kod ispitanika klasifikovanih u odnosu na koncentraciju glukoze

Glukoza >5,6 mmol/L Glukoza <5,6 mmol/L P

HDL-holesterol (mmol/L) * 1,38+0,38 1,47+0,39 0,263
g‘r’n“)lifamni HDL dijametar o ;7 ¢ 211,52 10,09 (8,72-10,53) 0,568
HDL 2b (%) ® 44,9+5,1 45,946, 0373
HDL 2a (%) * 22,542.4 20,8+3,0 <0,01
HDL 3a (%) * 15,542,0 15,1£2,7 0,381
HDL 3b (%)* 8,2+1,7 8,8+2,3 0,125
HDL 3c (%)" 8,843,2 9,434 0,539
Male HDL (%)" 32,6£5.5 33,146,6 0,654
LCAT (umol/L/h) ? 95,6 (86,3-105,9) 86,0 (80,8-91,5) 0,074
CETP (umol/L/h) ¥ 413 (11,6-97.8) 36,6 (-10,1-93,2) 0,490
CETP (mg/L) ® 1,2340,402 1,042:0,287 0,067

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost £standardna devijacija.

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetricno distribuirane vrednosti.
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Prilikom podele ispitanika na osnovu povisenog krvnog pritiska kao komponente MS
nisu uocene statisticki znacajne razlike u raspodeli HDL subfrakcija izmedu dve kategorije, ali
je primecen trend povecane relativne zastupljenosti manjih HDL subfrakcija (tabela 14). U
kategoriji poviSenog krvnog pritiska su pokazane vise koncentracije CETP sa p-vredno$¢u na
granici statisticke znacajnosti.

Tabela 14. Koncentracija HDL-holesterola, raspodela HDL subfrakcija i markeri
remodelovanja HDL cestica kod ispitanika klasifikovanih u odnosu na prisustvo povisenog
krvnog pritiska

Povisen krvni pritisak ~ Normalan krvni pritisak p
HDL-holesterol (mmol/L) ¢ 1,41+0,43 1,47+0,35 0,429
Dominantni HDL dijametar (nm) ¥ 9,33 (8,72-10,57) 10,16 (8,88-10,52) 0,369
HDL 2b (%) * 45,0£6,0 46,2+5,7 0,265
HDL 2a (%) * 21,6£2,9 21,1£2,9 0,429
HDL 3a (%) ® 15,442,4 15,1£2,6 0,499
HDL 3b (%) * 8,6+2,1 8,6+2.2 0,972
HDL 3¢ (%) ® 9,443,5 8,843,3 0,296
Male HDL (%) © 33,446,4 32,546,1 0,398
LCAT (umol/L/h) P 92,5 (85,6-99,9) 85,2 (79,2-91,6) 0,125
CETP (umol/L/h) ¥ 32,0 (-1,5-94,9) 39,2 (2,9-97,6) 0,645
CETP (mg/L) ¢ 1,210+0,348 1,016+0,310 0,053

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvr§eno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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Kod ispitanika sa pove¢anim obimom struka je uocena veca zastupljenost manjih HDL
subfrakcija i poviSena aktivnost LCAT u odnosu na ispitanike sa obimom struka u okviru
preporucenih granica. Ostale varijable se nisu znacajno razlikovale izmedu grupa (tabela 15).

Tabela 15. Koncentracija HDL-holesterola, raspodela HDL subfrakcija i1 markeri
remodelovanja HDL ¢estica kod ispitanika klasifikovanih u odnosu na obim struka

Povecan obim struka Preporuceni obim struka  p
HDL-holesterol (mmol/L) * 1,41+0,37 1,51+0,41 0,174
Dominantni HDL dijametar (nm) ? 9,74 (8,72-10,50) 10,24 (8,88-10,57) 0,438
HDL 2b (%) * 44,6+5,4 47,7+6,4 <0,01
HDL 2a (%) * 21,543,0 21,0£2,6 0,452
HDL 3a (%) © 15,5+2,5 14,7+2,5 0,101
HDL 3b (%) “ 8,8+2.1 8,3+2,2 0,290
HDL 3¢ (%) © 9,543,5 8,2+2,8 <0,05
Male HDL (%) * 33,8+6,1 31,2+6,3 <0,05
LCAT (umol/L/h) P 94,2 (88,5-100,2) 78,8 (71,9-86,3) <0,01
CETP (umol/L/h) ¥ 35,4 (0,3-93,6) 37,0 (-9,9-106,6) 0,798
CETP (mg/L) ¢ 1,110+0,355 1,105+0,278 0,966

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za
asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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Analizom markera antioksidativne funkcije HDL kod ispitanika klasifikovanih na
osnovu pojedina¢nih komponenti MS nisu uocene znacajne razlike u koncentraciji i aktivnosti
PONI izmedu tako formiranih podgrupa ispitanika. Snizena koncentracija PON3 je utvrdena
kod ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola, kao i kod ispitanika sa pove¢anim
obimom struka (tabela 16).

Tabela 16. Razlike u markerima antioksidativne funkcije HDL ¢estica u odnosu na prisustvo
pojedinacnih komponenti MS.

HDL-holesterol

HDL-holesterol

muskarci < 1.03 mmol/L, muskarci> 1.03 mmol/L, P
zene < 1.3 mmol/L zene> 1.3 mmol/L
PONI (mg/L) ¥ 2,05 (1,62-2,16) 1,99 (1,42-2,16) 0,917
PONI1 (IU/L) Y 270 (194-710) 290 (194-643) 0,680
PONS3 (ng/L) * 33,5+12,1 44,0£12,7 <0,01
Trigliceridi >1,7 mmol/L Trigliceridi <1,7 mmol/L p
PONI (mg/L) ¥ 1,88 (0,85-2,10) 2,01 (1,65-2,17) 0,140
PON1 (IU/L) Y 254 (191-688) 291 (191-607) 0,639
PON3 (ug/L) * 36,9+10,2 41,3+13,9 0,329
Glukoza >5,6 mmol/L Glukoza <5,6 mmol/L p
PONI (mg/L) ¥ 1,87 (1,38-2,12) 2,01 (1,62-2,18) 0,138
PON1 (IU/L) Y 271 (220-561) 281 (186-667) 0,684
PONS3 (ung/L) * 40,3£12,7 40,6+13,7 0,951
Povisen krvni pritisak Normalan krvni pritisak p
PONI1 (mg/L) ¥ 1,95 (1,03-2,12) 2,03 (1,64-2,18) 0,146
PON1 (IU/L) Y 325 (188-561) 270 (192-728) 0,978
PONS3 (ung/L) * 43,1£1,35 38,3£13,1 0,170
Povecan obim struka Preporuceni obim struka P
PONI (mg/L) ¥ 1,99 (1,45-2,13) 2,05 (1,46-2,20) 0,508
PONI1 (IU/L) Y 268 (197-542) 417 (177-828) 0,215
PON3 (ug/L) * 37,8+13,8 45,5+11,1 <0,05

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za

asimetri¢no distribuirane vrednosti.

44



Znacajna razlika u koncentraciji OxHDL je pokazana samo u grupi ispitanika podeljenih
na osnovu koncentracije glukoze, pri ¢emu su viSe vrednosti dobijene kod ispitanika sa
povisenom koncentracijom glukoze naste. Vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol su bile
viSe u grupama sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola, poviSenim koncentracijama
triglicerida i1 glukoze naste, u svakoj kategoriji posebno. U kategoriji sa povisenim krvnim
pritiskom je uocena viSa vrednost odnosa OxHDL/HDL-holesterol, iako bez statisticke
znacajnosti. Svi rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Razlike u koncentraciji OxHDL i vrednostima odnosa OxHDL/HDL-holesterol u
odnosu na prisustvo pojedinac¢nih komponenti MS.

HDL-holesterol HDL-holesterol

muskarci < 1.03 mmol/L, muskarci> 1.03 mmol/L, p

zene < 1.3 mmol/L zene> 1.3 mmol/L
OxHDL (ug/L) ¥ 453 (365-627) 436 (211-650) 0,290
OxHDL/HDL-holesterol ) 444 ¢og) 255 (139-393) <0,001
(ng/mmol) ¥

Trigliceridi >1,7 mmol/L Trigliceridi <1,7 mmol/L P
OxHDL (ug/L) ¥ 453 (380-635) 442 (254-628) 0,529
OxHDLMHDL-holesterol 55 (35 476) 246 (162-430) <0,01
(ng/mmol) ¥

Glukoza >5,6 mmol/L Glukoza <5,6 mmol/L P
OxHDL (ug/L) ¥ 509 (384-674) 417 (211-618) <0,01
OxHDL/HDL-holesterol 595 415 590, 289 (149-432) <0,01
(ng/mmol) ¥

PoviSen krvni pritisak Normalan krvni pritisak p
OxHDL (pg/L) 464 (328-647) 417 (211-624) 0,109
OxHDL/HDL-holesterol 55, (¢ 47g) 303 (157-421) 0,076
(ng/mmol) ¥

Povecan obim struka Preporuceni obim struka P
OxHDL (ug/L) ¥ 453 (272-641) 413 (250-607) 0,403
OxHDL/HDL-holesterol ¢\ 3 460, 312 (135-419) 0,156
(ng/mmol) ¥

Y Vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).
Poredenje podataka izmedu dve grupe je izvrSeno pomoc¢u Mann-Whitney U testa.
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4.5. Osnovne karakteristike ispitanika razvrstanih u kategorije prema FLI

Osnovne karakteristike tri grupe ispitanika klasifikovanih na osnovu vrednosti FLI su
prikazane u tabeli 18. Ispitanici u FLI<30 grupi su bili mladi u odnosu na druge dve grupe. Sa
povisenjem FLI se paralelno menjao i stepen gojaznosti, izrazen putem [TM i obima struka.
Kod ispitanika sa FLI>60 su primecene viSe koncentracije glukoze i HbAlc u odnosu na
ispitanike sa FLI<30, dok su koncentracije insulina i vrednosti HOMA IR bile vise u FLI>60
grupi u odnosu na druge dve. Koncentracije HDL-holesterola su bile najnize, a koncentracije
triglicerida najvise u FLI>60 grupi. Primecen je trend opadanja koncentracije HDL-holesterola
sa porastom vrednosti FLI. Ukupni, LDL i slobodni holesterol su bili visi u FLI>60 u poredenju

sa FLI<30 grupom. Sa povisenjem FLI izmedu grupa je utvrdeno paralelno povisenje aktivnosti
GGT.
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Tabela 18. Demografski, osnovni klinicki i laboratorijski podaci ispitanika klasifikovanih u

kategorije prema FLI

FLI<30 FLI=30-59 FLI=60

N=38 N=43 N=49 P
Starost (godine) * 39+16 48+15* 48+14% <0,05
Pol (muskarci/Zene) 8 5/33 8/35 16/33 0,074
Pusacki status 34/4 35/8 37/12 0,250
(nepusaci/pusaci)
ITM (kg/m?) P 24,6 (23,5-257)  28,9(28,3-29,5)" 34,6 (33,1-36,0)"*" b*** <0,001
Obim struka (cm) P 82 (79-85) 94 (92-95)™** 107 (104-110)%** b <0,001
Sistolni krvni pritisak 112415 1224124 1274128 <0,001
(mm Hg) ©
Dijastolni krvni 719 76+10 7949 <0,01
pritisak (mm Hg) ¢
Ukupni holesterol 4,87+1,17 5,38+1,00 5,63+1,11°" <0,01
(mmol/L) ©
HDL-holesterol 1,6240,44 1,50+0,33 1,2540,30%% b* <0,001
(mmol/L) ¢
LDL-holesterol 2.8640.99 3.3340,84 3.42+0 88" <0,05
(mmol/L) ¢
Trigliceridi (mmol/L) P 0,80 (0,70-0,90) 1,16 (1,05-1,27)*** 1,76 (1,56-2,00)3"*" b*** <0,001
Slobodni holesterol 1,35+0,37 1,50+0,33 1,63+0,35" <0,01
(mmol/L) ¢
Glukoza (mmol/L) ¢ 4,9+0,6 5,2+0,8 5,4+0,7%"" <0,05
HbAlc (mmol/mol) * 35,6+5,0 37,844,0 38,2+4,3%" <0,05
Insulin (mIU/L) P 14 (12-16) 16 (14-17) 22 (19-25)2"** 0™ <0,001
HOMA-IR P 2,8(2,4-3,2) 3,4 (3,1-3,9) 5,1 (4,4-5,8)"" b <0,001
GGT (IU/L) # 12 (11-13) 18 (16-21)** 27 (23-33)% b <0,001

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost £standardna devijacija.

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).
8 Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne frekvencije.
Poredenje podataka je izvrSeno uz pomoc¢ analize varijanse (ANOVA) uz post hoc Tukey test za normalno distribuirane

podatke i Kruskal-Wallis testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti. Kategoricke promenljive su uporedene uz pomo¢ Chi-

kvadrat testa (y2).

2 u poredenju sa FLI<30 grupom,® u poredenju sa FLI=30-59 grupom
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

MS je bio prisutan kod 2 od 38 ispitanika u FLI<30 grupi, kod 13 od 43 ispitanika u
FLI=30-59 grupi i kod 28 od 49 ispitanika u FLI>60 grupi (slika 21). Chi-kvadrat testom je

47



dokazana statisticki

p<0,001).

znacajna razlika u zastupljenosti MS izmedu kategorija FLI (¥2=26,258,

Broj ispitanika

40
35
30
25
20
15
10

metabolicki
sindrom

m bez metabolickog
sindroma

FLI<30

FLI30-59
Grupa ispitanika

FLI=60

Slika 21. Zastupljenost MS kod ispitanika klasifikovanih na osnovu vrednosti FLI. Podaci su

prikazani kao apsolutne frekvence.

Ispitanici sa FLI>60 su imali znacajno nize koncentracije adiponektina, vise
koncentracije leptina i odnosa leptin/adiponektin u odnosu na ispitanike u FLI<30 grupi.
Markeri inflamacije su bili poviseni kod ispitanika sa FLI>60, dok se koncentracija LOOH nije
razlikovala izmedu FLI kategorija (tabela 19).

Tabela 19. Adipocitokini, markeri inflamacije i oksidativnog stresa ispitanika klasifikovanih

prema FLI
FLI<30 FLI=30-59 FLI>60 p
. . 8,43 5,51 4,46
ﬁ ) ) )
Adiponektin (mg/L) (6,78-10,50) (4,28-7,10) @ (3,76-5,30) **** <0,001
. 10,11 18,49 23,03
[} ) ) )
Leptin (ng/L) (7,71-13,26) (14,63-23,37) *** (1831-28,95) v ~0.001
Lep“n/a‘,?ponektm 1,25 (0,88-1,77) 3,39 (2,41-4,75) ©*** 5,17 (4,01-6,68) ***  <0,001
(ng/mg)
0,8 2,0 3,6
[} B B B
CRP (mg/L) (0,6-1,2) (1’5_2’7) A%k (2,7-4,8) a*Ek | hE <0,001
SAA (ug/L) 55,4+13,6 61,9+15.9 63,3£13,8 <0,05
5,69 6,35 4,82
[} 1) ) )
LOOH (umol/L) (4,32-7,52) (4,79-8,42) (3,68-6,30) 0,351

“Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).
Poredenje podataka normalno distribuiranih podataka je izvr§eno uz pomo¢ analize varijanse (ANOVA) uz post hoc Tukey

test.

2 u poredenju sa FLI<30 grupom, ® u poredenju sa FLI=30-59 grupom
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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4.5.1. Razlike u raspodeli LDL 1 HDL subfrakcija izmedu ispitanika
klasifikovanih prema FLI

Rezultati analize raspodele LDL i HDL subfrakcija kod razli¢itih kategorija FLI su
prikazani u tabeli 20. U grupi ispitanika sa FLI>60 je utvrdena veca relativna zastupljenost
malih, gustih LDL u poredenju sa FLI<30 grupom, kao i veca relativna zastupljenost malih
HDL u odnosu na druge dve grupe.

Tabela 20. Razlike u raspodeli LDL i HDL subfrakcija izmedu ispitanika klasifikovanih prema
FLI

FLI<30 FLI=30-59 FLI=60 p
D9minantni LDL 27,39 27,51 26,75 0.510
dijametar (nm) ¥ (26,58-27,83) (26,62-27,85) (25,55-27,93) ’
LDLI (%) “ 27,9+10,7 27,8+10,1 222470 <0,05
LDL II (%) © 31,0£7,0 28,0+6,2 26,3+7,6 & <0,05
LDL I (%) * 16,8+4,2 18,0+4,3 20,8+6,3 ** <0,05
LDL IV (%) ¢ 24,3+10,1 26,2+11,1 30,749,8 0,061
Male, guste LDL (%) * 41,1+13,8 4424144 51,5+11,3 <0,01
D9minantni HDL 10,32 9,72 9,33 0.107
dijametar (nm) ¥ (9,75-10,57) (8,71-10,44) (8,63-10,58) ’
HDL 2b (%) © 48,5+6,0 45,846,0 43,3+4,7 2 <0,001
HDL 2a (%) * 20,7+2,6 22,1£3,1 21,1£2.9 0,092
HDL 3a (%) * 14,523 15,242,7 15,7£2.,4 0,076
HDL 3b (%) * 8,3+2.4 8,24+2,1 9,2+1,9 0,059
HDL 3¢ (%) * 8,0+3,0 8,3+2,8 10,6+3,5 2" <0,001
Male HDL (%) ® 30,8+6,2 31,746,0 35,6+5,6 b <0,01

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvr§eno uz pomoc je izvrSeno uz pomo¢ analize varijanse (ANOVA) uz post hoc Tukey test za
normalno distribuirane podatke i Kruskal-Wallis testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti.

2 u poredenju sa FLI<30 grupom, ® u poredenju sa FLI=30-59 grupom

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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4.5.2. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod
ispitanika klasifikovanih prema FLI

Analizom markera remodelovanja HDL cestica kod ispitanika klasifikovanih prema FLI
je utvrdeno povisenje aktivnosti LCAT paralelno sa porastom FLI. Nije pronadena znacajna
razlika izmedu grupa u odnosu na aktivnost CETP, ali je najvisa aktivnost CETP zapazena kod
ispitanika sa FLI>60. Koncentracija CETP se nije razlikovala izmedu grupa. U poredenju sa
ispitanicima sa FLI<30, kod ispitanika sa FLI>60 je pokazana znafajno niza koncentracija
PON3 i vise vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol. Aktivnost i koncentracija PONI1 i
koncentracija OxHDL se nisu razlikovale izmedu grupa. Rezultati su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod ispitanika
klasifikovanih prema FLI

FLI<30 FLI=30-59 FLI>60 p

LCAT (umol/L/h) P 73,8 (67,6-80,6) 86,2 (80,2-92,6) ** 105,1 (96,6-114,4) v <0,001

CETP (umol/L/h)¥ 39,8 (-5,8-89,2) 25,6 (-5,2-56.8) 58,3 (11,6-114,5) 0,128
CETP (mg/L) * 1,183+0,251 1,018+0,338 1,163+0,360 0,351
PON1 (mg/L) ¥ 2,11 (1,65-2,22) 1,98 (1,34-2,13) 1,98 (1,38-2,11) 0,202
PON1 (IU/L) ¥ 544 (168-905) 267 (200-547) 271 (197-507) 0,274
PON3 (ug/L) * 44,4+12.8 42,8+12,7 34,1+12,9 @ <0,05
OxHDL (pg/L) Y 355 (200-570) 509 (266-629) 449 (333-641) 0,390
OxHDL/HDL-

holesterol 217 (126-359) 321 (176-549) 378 (256-506) " <0,05
(pg/mmol) ¥

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija,

P Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvr§eno uz pomoc je izvrSeno uz pomo¢ analize varijanse (ANOVA) uz post hoc Tukey test za
normalno distribuirane podatke i Kruskal-Wallis testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti.

2 u poredenju sa FLI<30 grupom, ® u poredenju sa FLI=30-59 grupom

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Prediktivni potencijal selektovanih markera kvalitativnih karakteristika HDL Cestica za
prisustvo NAFLD je dalje procenjen binarnom logistickom regresionom analizom. U ovu
analizu ukljueni su samo ispitanici u kategorijama FLI<30 i FLI>60. Kategorija FLI<30 je
kodirana sa 0, dok je grupa FLI>60 kodirana sa 1. Analizirani su prediktivni potencijali markera
kvalitativnih karakteristika HDL cestica koji su se razlikovali izmedu FLI grupa (tabela 23),
odnosno aktivnost LCAT, koncentracija PON3 i odnos OxHDL/HDL-holesterol. Modeli za
multivarijantnu analizu su ukljucili parametre koji se tradicionalno vezuju za NAFLD, kao sto
su starost i pol, kao i parametre koji odslikavaju metabolicke poremecaje povezane sa NAFLD:
HOMA IR kao meru insulinske rezistencije, prisustvo MS i relativni udeo malih HDL. Imaju¢i
u vidu ulogu LCAT u metabolizmu lipoproteina, za procenu aktivnosti LCAT kao prediktora
povisenih vrednosti FLI su formirana dva dodatna modela koja su ukljucila koncentraciju
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slobodnog i ukupnog holesterola u plazmi. Aktivnost LCAT je bila znacajan nezavisni prediktor
povisenih vrednosti FLI u svim konstruisanim modelima, koncentracija PON3 je izgubila
znacajnost nakon ukljucivanja udela malih HDL subfrakcija u model, a odnos OxHDL/HDL-
holesterol je bio znacajan prediktor prisustva NAFLD samo u modelu koji je ukljucivao pol i
starost. Rezultati su prikazani u tabelama 22 1 23.
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Tabela 22. Procena znacaja selektovanih markera kvalitativnih svojstava HDL c¢estica u predikciji prisustva NAFLD

Nekorigovani OR

LCAT (umol/L/h)

Model 1

LCAT (umol/L/h)

Starost (godine)
Pol
Pusacki status

Model 2

LCAT (umol/L/h)

Starost (godine)
Pol
HOMA IR

Model 3

LCAT (umol/L/h)

Starost (godine)
Pol

MS

OR (95% CI)

1,053 (1,027-1,080)

1,052 (1,023-1,081)

1,036 (0,998-1,076)
0,446 (0,124-1,612)

3,456 (0,648-18,427)

1,039 (1,008-1,070)

1,034 (0,992-1,077)
0,444 (0,097-2,018)

2,396 (1,439-3,990)

1,041 (1,013-1,071)
1,012 (0,972-1,054)
0,384 (0,096-1,535)

13,241 (2,453-71,483)

p

<0,001

<0,001

0,065
0,218

0,147

<0,05

0,112
0,293

<0,01

<0,01

0,563
0,176

<0,01

PON3 (ug/L)

PON3 (ug/L)

Starost (godine)
Pol

Pusacki status

PON3 (ug/L)

Starost (godine)
Pol

HOMA IR

PON3 (ug/L)

Starost (godine)
Pol

MS

OR (95% CI)

0,939 (0,887-0,993)

0,925 (0,867-0,988)

1,044 (0,981-1,110)
0,172 (0,023-1,310)

7,218 (0,594-87,657)

0,897 (0,817-0,986)

1,107 (0,997-1,229)
6,961 (0,200-241,768)

3,690 (1,334-10,209)

0,930 (0,869-0,995)

1,032 (0,967-1,101)
0,246 (0,035-1,749)

5,006 (0,739-33,922)
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p

<0,05

<0,05

0,177
0,089

0,121

<0,05

0,057
0,284

<0,05

<0,05

0,345
0,161

0,099

OxHDL/HDL-
holesterol (pg/mmol)

OxHDL/HDL-
holesterol (pg/mmol)

Starost (godine)
Pol

Pusacki status

OxHDL/HDL-
holesterol (pg/mmol)

Starost (godine)
Pol

HOMA IR

OxHDL/HDL-
holesterol (ng/mmol)

Starost (godine)
Pol

MS

OR (95% CI)

1,004 (1,001-1,007)

1,004 (1,000-1,008)

1,051 (1,004-1,101)
0,000 (0,000-0,000)

3,293 (0,521-20,826)

1,003 (0,998-1,007)

1,058 (1,008-1,109)
0,000 (0,000-0,000)

1,541 (0,946-2,512)

1,002 (0,998-1,006)
1,035 (0,989-1,084)
0,000 (0,000-0,000)

5,983 (0,953-37,549)

<0,05

<0,05

<0,05
0,998

0,205

0,215

<0,05
0,999

0,082

0,381

0,138
0,998

0,056



Model 4

LCAT (umol/L/h) 1,042 (1,014-1,071)
Starost (godine) 1,047 (1,005-1,091)
Pol 0,391 (0,093-1,641)
Male HDL (%) 1,130 (1,017-1,255)

<0,01

<0,05
0,200

<0,05

PON3 (ug/L) 0,934 (0,866-1,006)

Starost (godine) 1,042 (0,974-1,114)
Pol 0,449 (0,060-3,368)

Male HDL (%) 1,316 (1,044-1,659)

Prikazane su p vrednosti dobijene logistic¢kom regresionom analizom.

Model 1: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva
Model 2: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva
Model 3: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva
Model 4: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva
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0,073

0,232
0,436

<0,05

OxHDL/HDL-
holesterol (pg/mmol)

Starost (godine)
Pol

Male HDL (%)

1,004 (0,999-1,008)

1,063 (1,009-1,121)
0,000 (0,000-0,000)

1,165 (1,038-1,307)

: 0-muskarci, 1-zene), puSacki status (kategoricka promenljiva: O-nepusaé, 1-pusac).
: 0-muskarci, 1-zene), HOMA IR (kontinuirana promenljiva).
: 0-muskarci, 1-zene) i prisustvo MS (kategoric¢ka promenljiva: 0-bez MS, 1-MS).

: 0-muskarci, 1-Zene) i relativna zastupljenost malih HDL (kontinuirana promenljiva).

0,094

<0,05

0,998

<0,01



Tabela 23. Procena znacaja aktivnosti LCAT u predikciji prisustva NAFLD

OR (95% CI) p
Model 1
LCAT (umol/L/h) 1,047 (1,019-1,075) <0,01
Starost (godine) 1,018 (0,976-1,063) 0,406
Pol 0,433 (0,119-1,577) 0,204

Slobodni holesterol (mmol/L) 2,613 (0,382-17,890) 0,328

Model 2

LCAT (pumol/L/h) 1,048 (1,021-1,076) <0,01
Starost (godine) 1,021 (0,979-1,064) 0,333
Pol 0,431 (0,117-1,581) 0,204
Ukupni holesterol (mmol/L) 1,303 (0,733-2,315) 0,367

Prikazane su p vrednosti dobijene logistickom regresionom analizom.

Model 1: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva: 0-muskarci, 1-zene) i slobodan holesterol u
plazmi (kontinuirana promenljiva).

Model 2: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva: 0-muskarci, 1-Zene) 1 ukupan holesterol
(kontinuirana promenljiva).

4.5.3. Ispitivanje nezavisnog uticaja parametara ukljuc¢enih u izraCunavanje FLI
na aktivnost LCAT

S obzirom na to da je prethodno utvrden nezavisni potencijal LCAT u predvidanju
pojave NAFLD, u nastavku smo ispitivali koliko biomarkeri koje se koriste za izracunavanje
FLI uticu na promene aktivnosti ovog enzima. Multivarijantna linearna regresiona analiza je
imala za cilj da proceni nezavisan doprinos parametara ukljucenih u izracunavanje FLI na
aktivnost LCAT. U model 1 su ukljuceni parametri koji se koriste za izracunavanje FLI. Model
2 je predstavljao prosirenu verziju modela 1 koji je uklju¢io serumske lipidne parametre. U
modelu 1 je samo koncentracija triglicerida ostala znac¢ajno povezana sa povisenom aktivnoséu
LCAT. U modelu 2, pored koncentracije triglicerida, koncentracija slobodnog holesterola se
izdvojila kao parametar koji nezavisno modulira aktivnost LCAT (tabela 24).
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Tabela 24. Procena nezavisnog doprinosa parametara ukljucenih u izraCunavanje FLI na
promene aktivnosti LCAT

regresioni koeficijent

5 2
(standardna greska za [3) IO I

Model 1
ITM (kg/m?) 0,307 (0,229) 0,182
Obim struka (cm) -0,001 (0,318) 0,998
Trigliceridi (mmol/L) 0,259 (0,056) <0,01 0291
GGT (IU/L) 0,010 (0,043) 0,817
Model 2
ITM (kg/m?) 0,395 (0,226) 0,083
Obim struka (cm) -0,222 (0,324) 0,494
Trigliceridi (mmol/L) 0,141 (0,069) <0,05
GGT (IU/L) 0,019 (0,042) 0,656
0,330
HDL-holesterol (mmol/L) -0,050 (0,035) 0,157
LDL-holesterol (mmol/L) -0,011 (0,018) 0,565
Slobodni holesterol (mmol/L) 0,136 (0,056) <0,05
Starost (godine) 0,000 (0,001) 0,916

Aktivnost LCAT, ITM, obim struka, koncentracija triglicerida, GGT aktivnost i vrednosti HOMA IR su logaritamski
transformisane.

Multivarijantna linearna regresiona analiza

Model 1: parametri ukljuceni u izracunavanje FLI.

Model 2: parametri ukljuceni u izracunavanje FLI, lipidni parametri i starost.

Multivarijantna linearna regresija kod ispitanika podeljenih prema polu je potvrdila da
je koncentracija triglicerida jedini nezavisan prediktor aktivnosti LCAT kod oba pola kada se
posmatraju parametri ukljuceni u izracunavanje FLI. U proSirenom modelu, koncentracija
triglicerida je bila jedini znacajan prediktor aktivnosti LCAT kod muskaraca. Kod Zena je
koncentracija slobodnog holesterola ostala nezavisno povezana sa aktivnos¢u LCAT (tabela
25).
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Tabela 25. Procena nezavisnog doprinosa parametara ukljucenih u izracunavanje FLI na promene aktivnosti LCAT kod ispitanika razli¢itog
pola

Zene Muskarci

regresioni koeficijent 3
(standardna greska za )

regresioni koeficijent

: 2
(standardna greska za ) korigovano R

korigovano R?

Model 1
ITM (kg/m?) 0,227 (0,284) 0,426 0,854 (0,597) 0,168
Obim struka (cm) 0,085 (0,375) 0,821 -0,844 (1,042) 0,427
0,249 0,459
Trigliceridi (mmol/L) 0,256 (0,065) <0,01 0,302 (0,126) <0,05
GGT (IU/L) 0,023 (0,053) 0,670 -0,070 (0,101) 0,494
Model 2
ITM (kg/m?) 1,544 (0,469) 0,354 1,124 (0,690) 0,124
Obim struka (cm) -0,66 (0,367) 0,857 -1,050 (1,250) 0,414
Trigliceridi (mmol/L) 0,102 (0,079) 0,203 0,480 (0,158) <0,05
GGT (IU/L) 0,045 (0,051) 0,385 -0,116 (0,108) 0,298
0,318 0,399
HDL-holesterol (mmol/L) -0,075 (0,041) 0,072 0,110 (0,085) 0,218
LDL-holesterol (mmol/L) 0,000 (0,022) 0,998 -0,017 (0,038) 0,651
Slobodni holesterol (mmol/L) 0,155 (0,063) <0,05 0,069 (0,136) 0,507
Starost (godine) -0,001 (0,001) 0,543 0,001 (0,002) 0,362

Aktivnost LCAT, ITM, obim struka, koncentracija triglicerida, GGT aktivnost i vrednosti HOMA IR su logaritamski transformisane.
Multivarijantna regresiona analiza

Model 1: parametri ukljuceni u izratunavanje FLL

Model 2: parametri ukljuceni u izracunavanje FLI, lipidni parametri i starost.
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4.6. Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika sa razli¢itim
fenotipovima metabolickog zdravlja

Demografski i klinicki podaci ispitanika podeljenih prema metabolickom fenotipu
su prikazani u tabelama 26 i 27. U grupi ispitanika sa prekomernom telesnom masom,
metabolicki zdravi ispitanici su bili mladi od ispitanika sa metaboli¢ki nezdravim
fenotipom, dok kod gojaznih osoba nije bilo znacajne razlike u starosti izmedu dve
podgrupe. lako se ITM nije razlikovao izmedu fenotipova u obe grupe, ispitanici sa
metabolicki nezdravim fenotipom su imali veé¢i obim struka i viSe vrednosti VAL
Koncentracije glukoze i triglicerida su bile znacajno vise kod ispitanika sa metabolicki
nezdravim fenotipom u obe grupe. Koncentracije HDL-holesterola su bile nize kod
gojaznih ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom, dok u grupi ispitanika sa
prekomernom telesnom masom ova razlika nije bila statisticki znacajna. Koncentracije
ukupnog i LDL-holesterola se nisu razlikovale izmedu fenotipova. Nije pronadena
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji adipocitokina, markerima inflamacije i
oksidativnog stresa izmedu metabolickih fenotipova (tabele 28 i 29).
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Tabela 26. Demografski, osnovni klinicki i1 laboratorijski podaci kod razlicitih

metabolickih fenotipova ispitanika sa prekomernom telesnom masom

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom

Metabolicki Metabolicki

nezdrav fenotip zdrav fenotip p

N=38 N=18
Starost (godine) * 48+15 38£16 <0,05
Pol (muskarci/zene) ® 8/30 3/15 0,979
Pusacki status (nepusaci/pusaci) 8 29/9 17/1 0,200
ITM (kg/m?) ¥ 28,1 (26,8-28,7) 28,1 (25,6-28,4) 0,425
Obim struka (cm) * 93+6 87+7 <0,01
(SIEIE? hl'lllgl)q;an pritsak 128 (120-130) 110 (107-120) <0,001
msﬁgivk”m pritisak 80 (70-85) 70 (60-80) <0,05
Ukupni holesterol (mmol/L) * 5,64+1,62 5,28+1,13 0,403
HDL-holesterol (mmol/L) ¢ 1,44+0,41 1,61+0,38 0,135
LDL-holesterol (mmol/L) * 3,35+0,96 3,2440,98 0,687
Trigliceridi (mmol/L) 1,31 (1,14-1,51) 0,90 (0,77-1,05) <0,01
Slobodni holesterol (mmol/L) * 1,53+0,39 1,53+0,35 0,981
Glukoza (mmol/L) ¢ 5,41+0,87 4,82+0,44 <0,01
HbA 1c (mmol/mol) ¢ 37+4 36+6 0,188
Insulin (mIU/L) ? 17,3 (15,3-19,6) 15,2 (13,7-17,0) 0,117
HOMA IR P 3,70 (2,89-4,99) 3,15 (2,71-3,84) 0,093
GGT (IU/L) B 19 (15-24) 15 (13-18) 0,114
VAI# 1,68 (1,41-2,01) 0,99 (0,81-1,22) <0,01

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

B Podaci su prikazani kao geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

% Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne frekvencije.

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa
za asimetri¢no distribuirane vrednosti. Kategoricke promenljive su uporedene uz pomo¢ Chi-kvadrat testa (32).
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Tabela 27. Demografski, osnovni klinicki i laboratorijski podaci

metabolickih fenotipova gojaznih ispitanika

kod razli¢itih

Gojazni ispitanici

Metabolicki Metabolicki

nezdrav fenotip zdrav fenotip p

N=43 N=16
Starost (godine) * 47+14 46+14 0,733
Pol (muskarci/zene) ® 11/32 3/13 0,838
s
ITM (kg/m?) ¥ 33,9 (31,6-41,8) 33,6 (30,0-35,1) 0,189
Obim struka (cm) * 109+15 100+7 <0,01
f’lﬁrtl‘l’lﬁ‘gl)“;vm pritisak 130 (120-135) 120 (116-120) <0,01
](?nij;sggivk”m pritisak 80 (70-90) 78 (70-80) 0,061
Ukupni holesterol (mmol/L) * 5,41£1,00 5,34+0,67 0,798
HDL-holesterol (mmol/L) “ 1,23+0,29 1,54+0,27 <0,001
LDL-holesterol (mmol/L) * 3,3240,81 3,27+0,69 0,839
Trigliceridi (mmol/L) # 1,64 (1,42-1,90) 1,11 (0,93-1,34) <0,01
Slobodni holesterol (mmol/L) *  1,54+0,33 1,54+0,27 0,985
Glukoza (mmol/L) ¢ 5,50+0,82 4,74+0,46 <0,01
HbAlc (mmol/mol) * 38+4 30+2 0,821
Insulin (mIU/L) P 21,4 (18,7-24,4) 16,2 (13,3-19,9) <0,05
HOMA IR P 4,70 (3,55-6,97) 3,48 (2,68-3,86) <0,05
GGT (IU/L)# 24 (19-29) 19 (15-25) 0,238
VAI# 2,40 (2,00-2,87) 1,31 (1,09-1,58) <0,001

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.
B Podaci su prikazani kao geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).
8 Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne frekvencije.

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa
za asimetri¢no distribuirane vrednosti. Kategoricke promenljive su uporedene uz pomo¢ Chi-kvadrat testa ()2).
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Tabela 28. Adipocitokini, markeri inflamacije i oksidativnog stresa kod razlicitih
metabolickih fenotipova ispitanika sa prekomernom telesnom masom

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom

Metabolicki Metabolicki

nezdrav fenotip zdrav fenotip P
Adiponektin (mg/L) P 5,81 (4,60-7,34) 5,54 (3,46-8,86) 0,831
Leptin (ug/L) P 16,38 (12,77-21,00) 12,56 (9,44-16,71) 0,197
Leptin/adiponektin (ug/mg) ¥ 2,96 (2,19-4,00) 2,08 (1,47-2,94) 0,158
CRP (mg/L) P 2,20 (1,07-4,02) 1,60 (0,47-3,17) 0,188
SAA (ng/L)* 63,3£14,8 66,0+13,9 0,532
LOOH (umol/L) 5,25 (2,48-7,60) 4,74 (2,11-6,08) 0,383

@ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

B Podaci su prikazani kao kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa
za asimetri¢no distribuirane vrednosti.

Tabela 29. Adipocitokini, markeri inflamacije i oksidativnog stresa kod razlicitih
metabolickih fenotipova gojaznih ispitanika

Gojazni ispitanici

Metabolicki Metabolicki

nezdrav fenotip zdrav fenotip p
Adiponektin (mg/L) P 5,16 (4,39-6,08) 4,72 (2,13-10,43) 0,804
Leptin (ug/L) P 26,67 (21,20-33,57) 25,61 (18,17-36,11) 0,837
Leptin/adiponektin (ug/mg) 4,82 (3,55-6,56) 5,66 (1,99-16,12) 0,744
CRP (mg/L) P 4,37 (1,80-8,20) 2,70 (1,92-4,27) 0,102
SAA (ug/L)* 60,8+11,0 62,4+11,5 0,633
LOOH (pmol/L) ¥ 6,24 (2,64-9,04) 5,17 (1,71-10,18) 0,664

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

B Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa
za asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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4.6.1. Razlike u raspodeli LDL 1 HDL subfrakcija kod razli¢itih
metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom
masom

lako nije bilo konzistentih razlika u distribuciji, kod metabolicki nezdravog
fenotipa su dominirale manje LDL i HDL ¢estice u poredenju sa profilom metabolicki
zdravih ispitanika. Rezultati su prikazani u tabeli 30.

Tabela 30. Razlike u raspodeli LDL i HDL subfrakcija kod razli¢itih metabolic¢kih
fenotipova-gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom  Gojazni ispitanici

Metabolicki Metabolicki

Metabolicki Metabolicki
nezdrav . p nezdrav . p
. zdrav fenotip . zdrav fenotip

fenotip fenotip
Dominantni LDL 27,39 27,48 0355 27,10 27,91 <0.05
dijametar (nm) ¥ (25,98-27,78) (27,32-28,00) ’ (25,49-27,85)  (27,05-28,30) ’
LDL I (%) * 24,7+10,5 36,4+£8,1 <0,05 23,548,1 24,7+6,4 0,630
LDL II (%) * 28,1+6,9 29,9442 0,479 25,345,8 27,348,0 0,420
LDL III (%) * 19,2+4.9 14,543,1 <0,05 20,1+6,7 19,242,6 0,645
LDL IV (%) * 28,0+11,0 19,2+9,0 <0,05 29,1£10,4 30,8+8,5 0,611
Male, guste LDL (%) * 47,1£14,2 33,7+11,9 <0,05 49,2+13,0 50,0£10,2 0,850
Dominantni HDL 8,94 10,48 <0.05 9,16 10,04 0246
dijametar (nm) ¥ (8,64-10,28)  (9,21-10,67) ’ (8,62-10,43) (9,33-10,55) ’
HDL 2b (%) * 45,2+6,7 48,6+6,5 0,084 43,3447 45,6+4,8 0,116
HDL 2a (%) * 22,0433 21,043,5 0,316 21,1£3,0 22,2425 0,218
HDL 3a (%) * 15,5€2,8 14,0+2,5 0,054 16,0+£2,5 14,5+£2,2 <0,05
HDL 3b (%) © 8,4423 7,9+£2,7 0,489 9,3+1,8 8,6+1,8 0,244
HDL 3c (%) © 8,8+3,5 7,9£3,5 0,315 10,2+3,3 9,0£3,0 0,228
Male HDL (%) * 32,847,2 29,7+6,5 0,135 35,6£5,5 32,244 .4 <0,05

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

¥ Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa
za asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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4.6.2. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL ¢estica kod
razli¢itih metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa prekomernom
telesnom masom

Dalje su analizirani markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL
Cestica kod razlicitih metabolickih fenotipova u kategorijama ispitanika sa prekomernom
telesnom masom i gojaznih. Kod ispitanika sa prekomernom telesnom masom, poviSena
koncentracija OxHDL je uocena kod metabolicki nezdravog fenotipa. Kod gojaznih
ispitanika, nije pronadena znacajna razlika u koncentraciji OxHDL izmedu metaboli¢kih
fenotipova, iako je koncentracija OxHDL bila povisena kod metabolicki nezdravog
fenotipa. Odnos OxHDL/HDL-holesterol je bio visi kod ispitanika sa metabolicki
nezdravim fenotipom u obe grupe. Markeri remodelovanja HDL-subfrakcija i
antioksidativne funkcije se nisu znacajno razlikovali izmedu fenotipova (tabela 31).
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Tabela 31. Markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod razli¢itih metabolic¢kih fenotipova gojaznih i ispitanika sa
prekomernom telesnom masom

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom Gojazni ispitanici

Metabolicki Metabolicki Metabolicki Metabolicki

nezdrav fenotip zdrav fenotip P nezdrav fenotip zdrav fenotip P
LCAT (umol/L/h) B 87,4 (80,5-94,9) 81,6 (64,5-103,1) 0,561 102,2 (93,0-112,3) 95,2 (83,9-108,0) 0,413
CETP (umol/L/h) ¥ 35,2 (10,6-91,0) 22,4 (-54,8-139,0) 0,256 61,5 (2,75-114,8) 28,3 (0,25-93,2) 0,259
CETP (mg/L) “ 1,124+0,279 0,997+0,207 0,328 1,114+0,316 0,962+0,474 0,371
PONI (mg/L)¥ 1,98 (1,62-2,14) 2,10 (1,08-2,20) 0,693 2,00 (1,03-2,11) 2,07 (1,71-2,21) 0,170
PONI1 (IU/L) Y 349 (233-544) 283 (158-920) 0,925 268 (178-698) 276 (207-526) 0,604
PON3 (ug/L) * 46,6+13,2 44,1£12,9 0,629 32,5411,1 38,9+14,2 0,290
OxHDL (pg/L)* 548+221 3254251 <0,01 461216 423£265 0,601
OxHDL/HDL-holesterol = 345,19 205+153 <0,01 380159 256+164 <0,05

(ng/mmol) *

¢ Kontinuirane normalno distribuirane promenljive su prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija.

B Podaci su prikazani kao geometrijska srednja vrednost (95% interval pouzdanosti).

Y Asimetri¢no distribuirane vrednosti su prikazane kao medijana (interkvartilni raspon).

Poredenje podataka je izvrSeno uz pomo¢ Student t-testa za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitney U testa za asimetri¢no distribuirane vrednosti.
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4.6.3. Markeri funkcionalnosti HDL Cestica kao prediktori metabolicki nezdravog
fenotipa

Prediktivni kapacitet OxHDL, HDL-holesterola i odnosa OxHDL/HDL-holesterol za
predvidanje prisustva metabolicki nezdravog fenotipa je procenjen binarnom logistickom
regresionom analizom. Analiza je uradena za svaki selektovani parametar pojedinacno.
Metabolicki zdrav fenotip je kodiran sa 0, dok je metabolicki nezdrav fenotip kodiran sa 1.
Model 1 je ukljucio demografske karakteristike (starost, pol) i status pusenja. U model 2 su
dodatno bili uklju¢eni HOMA IR, CRP i GGT. U model 3 je ukljucena vrednost VAI, kao
indeksa disfunkcije masnog tkiva. Odnos OxHDL/HDL-holesterol je ostao pozitivan prediktor
metaboli¢ki nezdravog fenotipa u svim modelima (tabela 32).

Tabela 32. Prediktivni potencijal koncentracije HDL-holesterola, OxHDL i odnosa
OxHDL/HDL-holesterol za predvidanje pojave metabolic¢ki nezdravog fenotipa

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom Gojazni ispitanici

OR (95% CI) p OR (95% CI) p

Nekorigovani OR

HDL-holesterol (mmol/L) 0,344 (0,083-1,424) 0,141 0,023 (0,002-0,269) <0,05
OxHDL (ug/L) 1,004 (1,001-1,007) <0,01 1,001 (0,998-1,004) 0,594
OxHDL/HDL-holesterol 1,007 (1,002-1,011) <0,01 1,005 (1,000-1,009) <0,05
(ng/mmol)

Model 1

HDL-holesterol (mmol/L) 0,083 (0,009-0,803) <0,05 0,012 (0,001-0,197) <0,01
OxHDL (ug/L) 1,004 (1,001-1,008) <0,01 1,002 (0,999-1,005) 0,285
GEDILEILAS Gl g o o) dmse11914) <0,01 1,006 (1,001-1,011) <0,05
(ng/mmol)

Model 2

HDL-holesterol (mmol/L) 0,110 (0,011-1,071) 0,057 0,006 (0,000-0,286) <0,05
OxHDL (pg/L) 1,004 (1,000-1,008) <0,05 1,002 (0,998-1,005) 0,416
OxHDL/HDL-holesterol 1,008 (1,002-1,015) <0,05 1,006 (1,000-1,012) <0,05
(ng/mmol)

Model 3

HDL-holesterol (mmol/L) 1,269 (0,053-30,219) 0,883 0,087 (0,003-2,203) 0,139
OxHDL (pg/L) 1,005 (1,001-1,009) <0,05 1,003 (0,999-1,007) 0,115
OxHDL/HDL-holesterol 1,009 (1,001-1,016) <0,05 1,007 (1,000-1,013) <0,05

(png/mmol)

Logisti¢ka regresiona analiza

Model 1: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva: 0-muskarci, 1-zene) i pusacki status
(kategoricka promenljiva: 0-nepusac, 1-pusac)

Model 2: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategoricka promenljiva: 0-muskarci, 1-zene), pusacki status
(kategoricka promenljiva: 0-nepusac, 1-pusac), HOMA IR, CRP i GGT aktivnost (kontinuirane promenljive)
Model 3: starost (kontinuirana promenljiva), pol (kategori¢ka promenljiva: 0-muskarci, 1-zene), pusacki status
(kategoricka promenljiva: 0-nepusac, 1-pusac) i VAI (kontinuirana promenljiva)
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Slika 22. Promene odnosa OxHDL/HDL u odnosu na stepen disfunkcije masnog tkiva koja je
procenjena na osnovu vrednosti VAI. Rezultati su prikazani kao srednja vrednosttstandardna
devijacija.

#u poredenju sa grupom bez disfunkcije masnog tkiva, *p<0,05

Prilikom kategorizacije ispitanika na osnovu stepena disfunkcije masnog tkiva (koja je
procenjena izracunavanjem VAl), pokazano je da su ispitanici sa teSkom disfunkcijom masnog
tkiva imali viSe vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol u poredenju sa ispitanicima kod
kojih nije bila prisutna disfunkcija masnog tkiva (slika 22).

ROC analiza je imala za cilj da istrazi dijagnosticku tacnost OxHDL i odnosa
OxHDL/HDL-holesterol kao markera za razlikovanje metabolicki nezdravog od metabolicki
zdravog fenotipa gojaznosti. Takode, u istom smislu su analizirani obim struka i VAI kao i
koncentracija HDL-holesterola. U tabeli 33 su prikazane povrSine ispod ROC krive za svaki
parametar pojedinacno, kao i za model 1 koji je pored svakog od pomenutih parametara
pojedinac¢no ukljucivao i starost, pol i pusacki status. U grupi ispitanika sa prekomernom
telesnom masom, najvec¢a povrsina ispod krive je utvrdena za odnos OxHDL/HDL-holesterol
u modelu 1, a kod gojaznih ispitanika, HDL-holesterol u modelu 1. Obe pomenute vrednosti
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AUC spadaju u kategoriju odli¢ne dijagnosticke ta¢nosti. Takode je utvrdeno da AUC za odnos
OxHDL/HDL-holesterol u modelu 1 u grupi gojaznih ispitanika spada u kategoriju prihvatljive
dijagnosticke ta¢nosti. Rezultati su prikazani u tabeli 33.

Tabela 33. Klinicka tacnost ispitivanih parametara u detekciji metabolickih fenotipova
gojaznosti

Ispitanici sa prekomernom telesnom masom  Gojazni ispitanici

Parametar AUC (95% CI) P AUC (95% CI) p
OxHDL/HDL-holesterol 0,790 (0,658-0,921) <0,01 0,690 (0,524-857) <0,05
(png/mmol)

OXHDL (ug/L) 0,756 (0,604-0,908) <0,01 0,529 (0,323-0,735) 0,754
HDL-holesterol (mmol/L) 0,634 (0,486-0,782) 0,108 0,785 (0,661-0,908) <0,01
Obim struka (cm) 0,700 (0,552-0,849) <0,05 0,695 (0,558-0,849) <0,05
VAI 0,790 (0,670-0,910) <0,001 0,797 (0,682-0.911) <0,001
Model I

OxHDL/HDL-holesterol 0,881 (0,783-0,979) <0,001 0,765 (0,623-0,908) <0,01
(pg/mmol)

OXHDL (ug/L) 0,854 (0,746-0,961) <0,001 0,644 (0,474-0,813) 0,122
HDL-holesterol (mmol/L) 0,772 (0,641-0,903) <0,01 0,812 (0,702-0,923) <0,001
Obim struka (cm) 0,783 (0,656-0,910) <0,01 0,700 (0,563-0,837) <0,05
VAI 0,802 (0,681-0,923) <0,001 0,805 (0,693-0.917) <0,001

Model 1: starost, pol (kategoricka promenljiva: 0-muskarci, 1-Zene), i pusacki status (kategoricka promenljiva: O-nepusac, 1-
pusac)

4.7. Povezanost koncentracije OXHDL i1 odnosa OxHDL/HDL-holesterol sa
antropometrijskim parametrima, biohemijskim profilom i karakteristikama
lipoproteinskih Cestica gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom

U nastavku istrazivanja je analizirana povezanost koncentracije OxHDL i odnosa
OxHDL/HDL-holesterol sa antropometrijskim parametrima, biohemijskim profilom i
karakteristikama lipoproteinskih Cestica u objedinjenoj grupi koja je obuhvatala sve ispitanike
sa [ITM> 25,0.

Odnos OxHDL/HDL-holesterol je bio u pozitivnoj korelaciji sa obimom struka, dok je
koncentracija OxHDL znacajno korelirala samo sa staro$¢u ispitanika (tabela 34). Odnos
OxHDL/HDL-holesterol je takode pozitivno korelirao sa koncentracijom glukoze i insulina i
vrednostima HOMA 1R, kao i koncentracijom LOOH. Koncentracija triglicerida je bila u
pozitivnoj vezi sa OxHDL/HDL-holesterol odnosom. Rezultati su prikazani u tabeli 35.
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Tabela 34. Korelacije koncentracije OxHDL 1 odnosa OxHDL/HDL-holesterol sa
demografskim, antropometrijskim i osnovnim klinickim podacima
Sistolni Dijastolni
Starost Status IT™ Obim struka  krvni krvni
(godine) pusenja (kg/m?) (cm) pritisak pritisak
(mm Hg) (mm Hg)
OxHDL (ug/L) 0,226* 0,036 0,020 0,042 0,066 0,099
OxHDL/HDL-holesterol 0,113 0,086 0,174 0,210% 0,130 0,171
(png/mmol)
Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05
Tabela 35. Korelacije koncentracije OxHDL i1 odnosa OxHDL/HDL-holesterol sa

laboratorijskim markerima kardiometaboli¢kog statusa

Glukoza HbAlc Insulin

(mmol/L) (mmol/mol) (mlIU/L) HOMA IR
OxHDL (png/L) 0,144 0,119 0,155 0,152
OxHDL/HDL-holesterol 0.241% 0.115 0.213* 0.214%
(ng/mmol)

Ukupan HDL- LDL- Tricliceridi

holesterol holesterol holesterol ( mr%l ollL)

(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
OxHDL (ng/L) -0,015 0,146 -0,047 -0,010
OxHDL/HDL-holesterol 20,160 L0310 20,130 0.198*
(ng/mmol)

Slobodan

holesterol GGT(IU/L)  CRP (mg/l) (L?;EL)

(mmol/L) K
OxHDL (png/L) -0,044 0,053 0,071 0,165
OxHDL/HDL-holesterol -0,155 0.126 0.116 0.258%

(ng/mmol)

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01
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Koncentracija OxHDL je pozitivno korelirala sa relativnim udelom HDL 2a i negativno
sa zastupljenos¢u HDL 3c. Odnos OxHDL/HDL-holesterol je bio u negativnoj korelaciji sa
zastupljenos¢u HDL 2b i u pozitivnoj korelaciji sa udelom HDL 2a i HDL 3a subfrakcija.
OxHDL i odnos OxHDL/HDL-holesterol nisu znacajno korelirali ni sa jednom od pojedinacnih
LDL subfrakcija. Rezultati su prikazani u tabeli 36.

Tabela 36. Korelacije koncentracije OxHDL i odnosa OxHDL/HDL-holesterol sa LDL i HDL
subfrakcijama

LDL subfrakcije
Dominantni
LDL LDL I LDL I LDLII LDLIV o
i %) (%) (%) (%) Male, guste LDL (%)
(nm)
OxHDL (pg/L) 0,001 -0,074 0,124 -0,059 -0,014 -0,057
G DILIEIDIL -0,185 -0,186 0,105 0,054 0,008 0,026
holesterol (pg/mmol)
HDL subfrakcije
Dominantni
HDL HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c Male
dijametar (%) (%) (%) (%) (%) HDL (%)
(nm)
OxHDL (pg/L) 0,019 -0,017 0,373**  0,211* -0,182 -0,264**  -0,121
G DILIEIDIL 0,136 -0,199*  0,303**  0,301** 0,046 -0,091 0,078

holesterol (pg/mmol)

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01

OxHDL i odnos OxHDL/HDL-holesterol nisu znacajno korelirali sa koncentracijama
adiponektina, leptina i SAA (tabela 37).

Tabela 37. Korelacije koncentracije adiponektina, leptina i SAA sa koncentracijom OxHDL i
odnosom OxHDL/HDL-holesterol

OxHDL/HDL-
OxHDL (ug/L)  holesterol
(png/mmol)
Adiponektin (mg/L) -0,039 -0,147
Leptin (png/L) 0,122 0,151
Leptin/adiponektin 0.075 0.169
(ng/mg)
SAA (ng/L) 0,125 0,129

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije
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4.8. Povezanost markera remodelovanja i antioksidativne funkcije HDL cCestica
sa antropometrijskim parametrima, biohemijskim profilom i karakteristikama
lipoproteinskih Cestica u celoj grupi ispitanika

Ispitivanje povezanosti markera remodelovanja i antioksidativne funkcije HDL Cestica
sa ostalim ispitivanim demografskim, klinickim i biohemijskim parametrima je uradeno
korelacionom analizom u celoj grupi ispitanika, bez obzira na ITM, kako bi se procenile
asocijacije navedenih markera na ve¢em uzorku.

U celoj grupi ispitanika, aktivnost LCAT je pozitivno korelirala sa antropometrijskim
merama, ITM i obimom struka (tabela 38). Posmatraju¢i parametre metabolizma glukoze,
aktivnost LCAT je znacajno korelirala sa koncentracijom HbAlc i insulina, kao i sa
vrednostima HOMA IR (tabela 39). Svi ispitivani parametri lipidnog profila su pozitivno
korelirali sa aktivnos¢u LCAT, osim koncentracije HDL-holesterola koja je bila u negativnoj
korelaciji sa aktivno$¢u ovog enzima (tabela 39). Koncentracija CETP je bila u negativnoj
korelaciji sa vrednostima dijastolnog krvnog pritiska i pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom
ukupnog holesterola i LOOH (tabele 38 i 39).

Tabela 38. Korelacije markera remodelovanja HDL cCestica sa demografskim,
antropometrijskim i osnovnim klinickim podacima ispitanika

Obim Slstqlnl Djj a§toln1
Starost Status I™ struka krvni krvni
(godine) pusenja (kg/m?) (cm) pritisak pritisak
(mm Hg) (mm Hg)
(L) 0,169 -0,015 0,392 0,367 0,111 0,097
CETP
(umol/L/h) -0,049 0,116 0,091 0,016 0,014 0,065
CETP 0,278 0,086 0061 0077 -0,047 -0,203*
(mg/L)

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Tabela 39. Korelacije markera remodelovanja HDL cestica sa laboratorijskim markerima
kardiometabolickog statusa

Glukoza (mmol/L) HbAlc (mmol/mol)  Insulin (mIU/L) HOMA IR
LCAT (umol/L/h) 0,102 0,262%** 0,253** 0,308**
CETP (umol/L/h) 0,040 0,054 0,013 0,066
CETP (mg/L) 0,131 0,159 -0,044 0,059
Ukupan holesterol HDL-holesterol LDL-holesterol Trigliceridi
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
LCAT (pumol/L/h) 0,309** -0,196* 0,272%* 0,530%***
CETP (umol/L/h) -0,008 -0,113 -0,027 0,127
CETP (mg/L) 0,310* 0,061 0,274 0,099
(Srfrﬁg%g holesterol 1y CRP (mg/L) LOOH (umol/L)
LCAT (umol/L/h) 0,382%** 0,274** 0,174 -0,026
CETP (umol/L/h) 0,026 -0,094 0,051 0,088
CETP (mg/L) 0,193 -0,035 0,035 0,430%*

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Aktivnost LCAT je negativno korelirala sa relativnim udelom LDL II i HDL 2b
subfrakcija, dok je detektovana znacajna pozitivna korelacija sa zastupljenos¢éu HDL 3c¢ i malih
HDL cestica. Aktivnost CETP nije bila u znacajnoj korelaciji sa zastupljenosc¢u ni jedne LDL i
HDL subfrakcije. Koncentracija CETP je bila u pozitivnoj vezi sa zastupljenos¢u LDL II
subfrakcije. Rezultati su prikazani u tabeli 40.

Tabela 40. Korelacije markera remodelovanja HDL cestica sa LDL i HDL subfrakcijama

LDL subfrakcije
Dominant
MIDL g DL LDLIDIDLIV i g
(nm)
LCAT (pumol/L/h) 0,086 -0,076 -0,256* 0,045 0,175 0,162
CETP (umol/L/h) 0,107 0,188 -0,011 -0,041 -0,138 -0,109
CETP (mg/L) -0,192 -0,059 0,316* 0,025 -0,256 -0,175
HDL subfrakcije
Dominant
gij?IE;;ar gA)D)L 2b gA]D)L 2a gA]D)L 3a gA)D)L 3b EA]D)L 3c Male HDL (%)
(nm)
LCAT (pmol/L/h) 0,002 -0,214* 0,018 0,057 0,153 0,226* 0,212%*
CETP (umol/L/h) 0,066 0,086 -0,001 -0,066 -0,032 -0,075 -0,058
CETP (mg/L) 0,241 0,198 0,067 -0,147 -0,236 -0,204 -0,226

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05
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Aktivnost LCAT je negativno korelirala sa koncentracijom adiponektina i pozitivno sa
koncentracijom leptina i odnosom leptin/adiponektin. Aktivnost i koncentracija CETP nisu
znacajno korelirali sa koncentracijama adiponektina i leptina, niti sa koncentracijom SAA
(tabela 41).

Tabela 41. Korelacije koncentracije leptina, adiponektina i SAA sa markerima remodelovanja
HDL cestica

LCAT CETP CETP
(umol/L/h) (umol/L/h) (mg/L)

Adiponektin (mg/L) -0,229* 0,040 -0,060
Leptin (pg/L) 0,233* -0,048 -0,141
Leptin/adiponektin (pg/mg) 0,315%* -0,044 0,009

SAA (ng/L) 0,120 -0,057 -0,145

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; **p<0,01, *p<0,05

Aktivnost PON1 je bila u negativnoj korelaciji sa obimom struka (tabela 42).
Koncentracija PONI1 je bila u znacajnoj negativnoj korelaciji samo sa koncentracijom LOOH
(tabela 43). Koncentracija PON3 je negativno korelirala sa ITM i obimom struka (tabela 42).
Kada su u pitanju parametri lipidnog profila, uocena je pozitivna korelacija koncentracije PON3
sa koncentracijama ukupnog, LDL i HDL-holesterola, a negativna veza sa koncentracijom
triglicerida (tabela 43).

Tabela 42. Korelacije markera antioksidativne funkcije HDL cestica sa demografskim,
antropometrijskim i osnovnim klinickim podacima ispitanika

Obim Sistolni Dijastolni
Starost Status IT™ struka krvni krvni
(godine) pusenja (kg/m?) (cm) pritisak pritisak
(mmHg)  (mm Hg)
PONI (mg/L) 0,031 -0,175 -0,080 -0,138 -0,073 0,116
PONI1 (IU/L)  -0,128 -0,14 -0,089 -0,185* -0,014 0,027
PON3 (ug/L) 0,216 -0,137 -0,381**  -0,280* 0,028 0,000

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01
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Tabela 43. Korelacije markera antioksidativne funkcije HDL cestica sa laboratorijskim
markerima kardiometabolickog statusa

Glukoza (mmol/L) HbAlc (mmol/mol)  Insulin (mIU/L) HOMA IR
PONI1 (mg/L) -0,162 -0,095 -0,010 -0,097
PONI (IU/L) 0,036 0,028 0,078 0,072
PON3 (pg/L) -0,041 0,111 -0,176 -0,198
Ukupan holesterol HDL-holesterol LDL-holesterol Trigliceridi
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
PONI1 (mg/L) -0,110 0,136 -0,136 -0,142
PONI (IU/L) -0,021 0,037 -0,048 -0,009
PON3 (pg/L) 0,306* 0,482%** 0,266* -0,256*
(Srfrng/in) holesterol 551 (rurL) CRP (mg/L) LOOH (umol/L)
PONI1 (mg/L) -0,129 -0,172 0,004 -0,298**
PONI (IU/L) -0,032 -0,104 -0,113 -0,040
PON3 (pg/L) 0,185 -0,135 0,004 -0,204

Rezultati su prikazani kao Spearrman-ov kooeficijent korelacije; *p<0,05, **p<0,01

Koncentracija PON3 pozitivno korelirala sa relativnom zastupljenos¢u HDL 2b i
negativno sa relativnim udelom HDL 3b, HDL 3c i malih HDL subfrakcija. Aktivnost PONI1 i
koncentracija PON3 su bili u negativnoj vezi sa relativnom zastupljenos¢u LDL III subfrakcije.
Rezultati korelacione analize izmedu parametara antioksidativne funkcije HDL i
lipoproteinskih subfrakcija su prikazani u tabeli 44.

Tabela 44. Korelacije markera antioksidativne funkcije HDL cestica sa LDL i HDL
subfrakcijama

LDL subfrakcije
Dominantni
LDL LDL I LDL II LDL II LDL IV o
s %) %) (%) %) Male, guste LDL (%)
(nm)
PONI1 (mg/L) -0,048 -0,178 0,042 -0,055 0,117 -0,048
PONI1 (IU/L) 0,008 0,093 0,184 -0,235*  -0,099 0,008
PON3 (ng/L) -0,034 0,173 0,157 -0,302* 0,101 -0,034
HDL subfrakcije
Dominantni
HDL HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c Male
dijametar (%) (%) (%) (%) (%) HDL (%)
(nm)
PONI (mg/L) 0,020 0,109 -0,081 -0,018 -0,052 0,025 -0,036
PONI (IU/L) -0,018 -0,102 0,161 0,125 0,025 -0,045 0,044
PON3 (ng/L) 0,101 0,257* 0,241 0,012 -0,380** -0,345%* -0,313*

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije*p<0,05, **p<0,01

72



Analiza povezanosti markera antioksidativne funkcije HDL cestica sa adipocitokinima
i SAA je pokazala znaCajnu negativhu korelaciju koncentracije PON3 sa odnosom
leptin/adiponektin. Koncentracija i aktivhost PONI nisu bili u znacajnoj vezi sa
koncentracijama ispitivanih adipocitokina, niti sa koncentracijom SAA (tabela 45).

Tabela 45. Korelacije koncentracije adiponektina, leptina i SAA sa markerima antioksidativne
funkcije HDL cestica

PONI (mgL)  PONI (IUL) PON3 (ug/L)

Adiponektin (mg/L) 0,049 -0,024 0,182
Leptin (pg/L) 0,021 -0,017 -0,247
Leptin/adiponektin 0,046 20,033 -0,305*
(ng/mg)

SAA (ng/L) 0,006 0,043 0,054

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije*p<0,05

Radi utvrdivanja povezanosti koncentracije leptina, adiponektina i SAA sa
karakteristikama HDL cestica, na kraju je istrazena povezanost pomenutih parametara sa
relativnom zastupljenos¢u HDL subfrakcija i koncentracijom HDL-holesterola. Koncentracija
leptina je bila u negativnoj korelacijisa relativnim udelom HDL 2b, dok je pronadena pozitivna
veza sa procentualnim udelom manjih HDL 2a. Koncentracija adiponektina je bila u negativnoj
korelaciji sa zastupljeno$¢u manjih HDL subfrakcija (HDL 3a, HDL 3b, HDL 3¢, male HDL)
1 u pozitivnoj korelaciji sa zastupljenos¢u HDL 2b subfrakcije. Koncentracija SAA je znacajno
korelirala samo sa relativnim udelom HDL 2a. Svi rezultati su prikazani u tabeli 46.

Tabela 46. Korelacije koncentracije adiponektina, leptina i SAA sa koncentracijom HDL-
holesterola, dominantnim dijametrom HDL cestica i zastupljeno$¢u pojedinacnih HDL
subfrakcija

HDL.- Dominantni

holoero]  HDL HDL HDL  HDL HDL  HDL Male

OICSIETOL fijametar 2b (%)  2a(%) 3a(%)  3b(%) 3c(%)  HDL (%)

(mmol/L)

(nm)

Adiponektin (mg/L)  0,368** 0,036 0,351%*  -0,030  -0226%  -0277*% -0,264%* -0,325%*
Leptin (ug/L) 0,022 -0,021 20,192%  0217* 0,175 0,033 0,012 0,067
LEpIWERIpons il g5 20,018 20313%F 0,129 0259%* 0,132 0,146  0,24*
(ng/mg)
SAA (ug/L) 40,102 0,014 0,172 0242% 0,107 0,067  -0,096 0,048

Rezultati su prikazani kao Spearman-ov kooeficijent korelacije; ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
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5. Diskusija

Poremecaji energetskog metabolizma koji obuhvataju izmene homeostaze ugljenih
hidrata i lipida predstavljaju osnovu za razvoj aterosklerotskih promena i doprinose povisenom
riziku od KVB. Metabolizam lipida u organizmu se sustinski reflektuje kroz procese u kojima
ucestvuju lipoproteinske Cestice. Nakon opseznih istrazivanja kvalitatitivnih i kvantitativnih
svojstava LDL cestica u kontekstu prevencije razvoja KVB, u novije vreme se veca paznja
poklanja svojstvima antiaterogenih lipoproteina, odnosno svojstvima HDL cestica. Buduci da
HDL cestice ostvaruju ateroprotektivno delovanje viSestrukim mehanizmima, ispitivanje
njihovih kvalitativnih svojstava pod nepovoljnim metabolickim uslovima moze pruziti uvid u
nove pravce koji vode ka povisenom riziku od KVB. Alati za procenu karakteristika HDL
Cestica, izmedu ostalog, ukljucuju ispitivanje markera remodelovanja i raspodele HDL
subfrakcija, kao i funkcionalnih svojstava ovog lipoproteina (54). Rezultati ispitivanja
kvalitativnih svojstava HDL cestica bi mogli imati znacaj u prevenciji razvoja KVB i
unapredenju terapijskih moguénosti.

Ovo istrazivanje je sprovedeno sa ciljem procene karakteristika HDL cestica kod
ispitanika sa povecanom telesnom masom i povezanim stanjima kao $§to je MS i sli¢ne
metabolicke komplikacije. Gojaznost je jedan od faktora rizika za razvoj KVB. Metabolicke
promene povezane sa gojaznosc¢u, odnosno disfunkcijom masnog tkiva, direktno vode razvoju
aterogene dislipidemije i predstavljaju osnovu za razvoj MS. Aktuelna ispitivanja u oblasti
gojaznosti ukljucuju procenu metabolickih fenotipova kako bi se rasvetlila prava priroda
metabolickog zdravlja. U skladu sa tim, ovoj studiji su analizirane karakteristike HDL cCestica
kod razlic¢itih metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom.
Osim toga, NAFLD je blisko povezana sa razvojem MS (10, 11) i njegov moguci prethodnik
(12). Stoga su u ovoj studiji ispitivane karakteristike HDL Cestica kod ispitanika klasifikovanih
na osnovu vrednosti FLI (59).

U celoj grupi ispitanika su dominirale Zene (tabela 2), §to bi se moglo pripisati vecoj
spremnosti Zena da potraze savet lekara zbog zdravstvenih problema (126). U naSoj studiji nije
uocena razlika u starosnoj dobi ispitanika razli¢itog pola (tabela 3). Povisena aktivnost GGT
kod muskaraca (tabela 3) je u skladu sa prethodnim podacima o razlic¢itoj distribuciji aktivnosti
ovog enzima kod muskaraca i zena, na osnovu ¢ega su formirane polno specificne referentne
vrednosti (127). Odnos leptin/adiponektin ranije predlozen kao marker disfunkcionalnosti
masnog tkiva (128), kao i zastupljenost MS se nisu razlikovali izmedu polova (tabela 4, slika
19). Ovi rezultati su u skladu podacima velikih epidemioloskih studija prema kojima je MS
podjednako zastupljen kod oba pola (129).

Metabolizam lipoproteinskih Cestica se razlikuje kod muskaraca i Zena, delimi¢no zbog
uticaja polnih hormona (130). Zbog toga, Zene u reproduktivnom periodu imaju povoljniji
lipidni profil od muskaraca (130). Menopauza utice na metabolizam lipoproteina, zbog cega
dolazi do promene lipidnog profila u smislu porasta koncentracije ukupnog i LDL-holesterola
i koncentracije triglicerida (131). U nasoj studiji su parametri lipidnog profila bili povoljniji
kod Zena (tabela 3). Pored toga su uocCene razlike u remodelovanju lipoproteinskih Cestica,
odnosno povecana zastupljenost manjih LDL i HDL cestica kod muskaraca (slika 20, tabela 5),
Sto je i ranije dokumentovano (132). Nepovoljnije karakteristike lipoproteinskih ¢estica mogu
biti jedan od faktora koji doprinose povisenoj ucestalosti KVB kod muskaraca (133).

U nasoj studiji je utvrdeno da se razlike u svojstvima antiaterogenih lipoproteina izmedu
polova ne svode samo na razlicite koncentracije HDL-holesterola, ve¢ da obuhvataju strukturne
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i funkcionalne osobine HDL cestica. Pored nize koncentracije HDL-holesterola (tabela 3) i
povecane zastupljenosti manjih HDL subfrakcija (slika 20, tabela 5), kod muskaraca je uocena
niza koncentracija PONI1 (tabela 6), §to moze biti pokazatelj kompromitovane antioksidativne
aktivnosti HDL ¢estica. Cheng i saradnici su utvrdili polno specificnu regulaciju ekspresije
PONI1 gena na zivotinjskim modelima, pri ¢emu je povecana ekspresija PON1 bila prisutna kod
zenskog pola (134). Trebalo bi ista¢i da do sada sprovedena ispitivanja aktivnosti PON1 kod
muskaraca i Zena nisu dala konzistentne rezultate. Trentini i saradnici su utvrdili da je
arilesterazna i laktonazna aktivnost PON1 visa kod Zena (135). U naSoj studiji nije uoc¢ena
razlika u paraoksonaznoj aktivnosti PON1 izmedu polova (tabela 6), §to je u saglasnosti sa
rezultatima studije koju su sproveli Sumegova i saradnici (136). Nepovoljnije osobine
antiaterogenih lipoproteina kod muskaraca uocene u nasoj studiji su u skladu sa podacima o
postojanju razlika u kvalitativnim svojstvima lipoproteina izmedu polova. Medutim, bez obzira
na znacajan broj sprovedenih studija, polje polno specificnih razlika u metabolizmu i
svojstvima lipoproteina jo$ uvek nije u potpunosti istrazeno.

Osnovni cilj naSe studije je bio ispitivanje karakteristika HDL Cestica kod MS, stanja
koje je usko povezano sa brojnim lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za KVB. Nepovoljnije
antropometrijske mere (povecan obim struka i ITM) su bile pracene visim vrednostima HOMA -
IR, viSim koncentracijama leptina i odnosa leptin/adiponektin u grupi sa MS (tabele 7 i 8), Sto
govori o direktnoj povezanosti gojaznosti, insulinske rezistencije i disfunkcije masnog tkiva
kod MS. U grupi sa MS su dobijene znacajno viSe koncentracije CRP, kao i nesto vise
koncentracije SAA, iako bez statisticke znacajnosti (tabela 8), Sto je u skladu sa podacima o
inflamaciji kao sastavnom delu MS (4). Pod uslovima nepovoljnog metabolickog okruzenja
koje je prisutno kod MS dolazi i do promene metabolizma i svojstava lipoproteina. Pored toga
Sto je kod ispitanika sa MS o¢ekivano utvrden nepovoljniji lipidni profil u odnosu na grupu bez
MS (tabela 7), u grupi sa MS je uocena dominacija manjih LDL i HDL cestica (tabela 9) koja
je bila pra¢ena povisenom koncentracijom CETP (tabela 10). Pod nepovoljnim metabolickim
uslovima je CETP-posredovano remodelovanje lipoproteina intezivnije, pri ¢emu kao rezultat
ovih procesa nastaju manje HDL i LDL cestice (84). Prisustvo manjih LDL cestica sa
poviSenim proaterogenim potencijalom (63) je jedna od karakteristika MS, iako nije uklju¢ena
u formalnu definiciju MS (4). Remodelovanje lipoproteina kod MS je povezano sa promenom
njihovog sastava i funkcionalnosti. HDL cestice obogacene trigliceridima kod MS imaju
naruSenu antioksidativnu aktivnost u pogledu zastite LDL cestica od oksidativne modifikacije
(70). U naSem istrazivanju nisu pronadene razlike u markerima antioksidativne funkcije HDL
u kategorijama sa i bez MS (tabela 10). lako je snizena aktivnost PON1 uocena u razli¢itim
stanjima sa povecanim rizikom za KVB, do sada sprovedena ispitivanja nisu dala konacni
zakljucak o promenama serumske paraoksonazne aktivnosti PON1 kod MS (137, 138). Sa
druge strane, nije dovoljno ispitana povezanost PON3 sa razli¢itim metabolickim
poremecajima. U prethodno pomenutoj studiji (70) nije utvrdena razlika u arilesteraznoj
aktivnosti PON1 na pojedina¢nim HDL subfrakcijama izmedu kategorija sa i bez MS, na
osnovu cega su Hansel i saradnici zakljucili da PONI nije ¢inilac koji doprinosi snizenoj
antioksidativnoj aktivnosti HDL cestica kod MS (70). Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na
to da nepovoljni metabolicki uslovi prisutni kod MS nisu u znacajnoj meri uticali na PONTI i
PON3.

Pored dominacije manjih HDL cestica, u nasoj studiji su uocene strukturne promene
ovih antiaterogenih lipoproteina kod ispitanika sa MS. Odredivanje koncentracije OxHDL je
izvedeno sa ciljem dobijanja uvida u stepen strukturnih promena HDL koje nastaju pod
uslovima oksidativnog stresa koje mogu da nepovoljno uticu na funkcionalna svojstva
antiaterogenih lipoproteina (108-111). U naSem istraZivanju su utvrdene poviSene vrednosti
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koncentracije OxHDL i odnosa OxHDL/HDL-holesterol kod ispitanika sa MS (tabela 10).
Jedan od mehanizama ostvarivanja antioksidativne funkcije HDL cestica je zasnovan na
sposobnosti preuzimanja LOOH i njihove neutralizacije delovanjem apolipoproteina i enzima
koji ulaze u sastav antiaterogenih Cestica (89). U prethodno spomenutoj studiji (70), Hansel i
saradnici su smanjenu sposobnost hidrolize LOOH od strane HDL cestica predlozili kao jedan
od moguc¢ih mehanizama odgovornih za narusavanje antioksidativne funkcije HDL cestica kod
MS (70). U slucaju zasi¢enosti kapaciteta mehanizama za neutralizaciju LOOH u HDL
Cesticama, u njima moze do¢i do nagomilavanja LOOH (89). LOOH se u seriji lancanih reakcija
prevode u visokoreaktivne proizvode (29, 30) koji su sposobni da modifikuju strukturu HDL
Cestica. Stoga, stepen oksidativne modifikacije antiaterogenih lipoproteina moze biti rezultat
interakcije sistemskog oksidativnog stresa i antioksidativnih mehanizama, ukljucujuéi i one
sadrzane u samim HDL. Dodatno, oksidativna modifikacija HDL dovodi do narusavanja
ateroprotektivnih funkcija ove klase lipoproteina: smanjenja kapaciteta preuzimanja holesterola
(108, 109), gubitka sposobnosti vazorelaksacije (110) i naruSavanja antiapoptotske i
antiinflamatorne aktivnosti (111). Dominacija manjih subfrakcija i poviSen stepen oksidativne
modifikacije HDL cestica utvrdeni u nasoj studiji govore o slozenim izmenama kvalitativnih
svojstava antiaterogenih lipoproteina kod MS, koje mogu doprineti povisenom riziku od KVB.

Radi produbljivanja istrazivanja i detaljnijeg utvrdivanja povezanosti svojstava HDL
Cestica sa MS, analizirane su karakteristike HDL cestica kod pojedinacnih komponenti MS.
Rezultati nase studije ukazuju na izmenjena kvalitativna svojstva HDL cestica kod pojedinacnih
komponenti MS. Kod ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola su uoc¢eni
pokazatelji nepovoljnijih strukturnih 1 funkcionalnih svojstava ove klase lipoproteina:
akumulacija manjih HDL subfrakcija (tabela 11), poviSene vrednosti odnosa OxHDL/HDL-
holesterola (tabela 17) i snizena koncentracija PON3 (tabela 16). Remodelovanje u korist
manjih HDL subklasa je uoceno i kod ispitanika sa hipertrigliceridemijom (tabela 12). Kod
ispitanika sa poviSenom koncentracijom triglicerida u naSoj studiji su takode uocene strukturne
promene HDL Cestica preko porasta odnosa OxHDL/HDL-holesterol (tabela 17). U studiji koju
su sproveli Ceriello i saradnici je utvrdena povezanost postprandijalne hipertrigliceridemije i
porasta koncentracije nitrotirozina kao markera produkcije peroksinitritnog anjona koji ima
sposobnost oksidacije i nitracije brojnih struktura i jedinjenja u organizmu (139), ukljucujuéi i
lipide (140). Povisen stepen oksidativne modifikacije HDL Ccestica kod nasih ispitanika sa
hipertrigliceridemijom u skladu je sa ovim nalazima (139) i moze barem delom da se pripise
metabolickim promenama nastalim usled poviSene koncentracije triglicerida.

Prilikom podele ispitanika na osnovu koncentracije glukoze naste kao komponente MS,
u ovoj studiji nisu utvrdene razlike u koncentraciji HDL-holesterola, ali su uoceni pokazatelji
promene remodelovanja HDL ¢estica pod uslovima izmenjenog metabolizma glukoze, odnosno
veci relativni udeo HDL 2a subfrakcija u kategoriji sa povisSenom glukozom naste (tabela 13).
Izmenjen metabolizam glukoze ima uticaj na remodelovanje HDL cestica u korist dominacije
manjih HDL subfrakcija (141). Osim CETP, na remodelovanje HDL Cestica uticu i drugi faktori
u cirkulaciji, kao $to je hepaticna lipaza koja hidrolizuje trigliceride u HDL 2 cCesticama i
smanjuje njihovu veli¢inu (64). PoviSena aktivnost hepati¢ne lipaze kod insulinske rezistencije
doprinosi povecanoj zastupljenosti manjih HDL subklasa (142), $to govori o povezanosti
promena metabolizma glukoze i remodelovanja HDL cestica. U nasoj studiji je dodatno uocen
povisen stepen oksidativne modifikacije HDL ¢estica kroz povisenu koncentraciju OxHDL i
vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol u grupi ispitanika sa povisenom glukozom naste
(tabela 17), sto ukazuje na sloZene strukturne promene antiaterogenih lipoproteinskih Cestica
pod uslovima izmenjenog metabolizma glukoze. Promene u metabolizmu glukoze su pracene
povisenim stepenom oksidativnog stresa (140, 143). U studiji koju su sproveli Marin i saradnici
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je utvrdena poviSena koncentracija oksidativno modifikovanih HDL cestica kod ispitanika sa
tip 2 dijabetes melitusom (112). Trebalo bi imati u vidu da znacajan broj podataka ukazuje na
aktivnu ulogu antiaterogenih lipoproteina u odrzavanju homeostaze glukoze putem pozitivnog
uticaja na sekreciju insulina, osetljivost perifernih ¢elija na delovanje insulina i na preuzimanje
glukoze od strane misiénih ¢elija (144, 145). S obzirom na to da su struktura i funkcija HDL
Cestica medusobno povezane, strukturne modifikacije HDL mogu ukazivati na smanjenu
funkcionalnost, pa time i na sniZzen kapacitet ovih lipoproteinskih Cestica za ostvarivanje
povoljnih efekata na metabolizam glukoze. Takode, ovi rezultati potvrduju tezu da se samo
odredivanjem koncentracije HDL-holesterola ne dobija sveobuhvatni uvid u strukturne i
funkcionalne osobine ove klase lipoproteina koje su znacajne za njihovu ateroprotektivnu
aktivnost.

Povisen krvni pritisak je jedna od komponenti MS, blisko povezana sa brojnim
metabolickim poremecajima. U naSem istrazivanju nisu utvrdene znaCajne promene
karakteristika HDL cestica u kategoriji sa povisenim krvnim pritiskom kao komponentom MS
(tabele 14, 16 i 17). Rezultati prethodno sprovedenih studija govore u prilog izmenjenog
metabolizma i svojstava antiaterogenih lipoproteina pod uslovima hipertenzije, kao $to je
povecana zastupljenost manjih HDL cestica (146), ali i i podatak da je snizena koncentracija
CETP povezana sa manjom prevalencom hipertenzije (147). Takode je utvrdeno da je snizenje
krvnog pritiska pod dejstvom aerobnog treninga kod osoba sa hipertenzijom bilo povezano sa
sniZzenjem koncentracije LOOH u HDL ¢esticama (148). S obzirom da to da je cilj naSe studije
bio utvrdivanje karakteristika HDL Cestica kod MS i srodnih stanja, u naSoj studiji je povisen
krvni pritisak definisan na osnovu kriterijuma za utvrdivanje prisustva MS (4), koja se razlikuje
od definicije hipertenzije koja je koriS¢ena u pomenutim istrazivanjima (146-148), Sto moze da
bude razlog neslaganja dobijenih rezultata sa pomenutim studijama.

Merenje obima struka je jednostavan klinicki alat koji ukazuje na visceralni tip
gojaznosti 1 pridruzene metabolicke poremecaje koji predstavljaju faktore rizika za KVB.
Rezultati nase studije ukazuju na izmenjene strukturne karakteristike i funkcionalnost
antiaterogenih lipopoteina kod centralne gojaznosti. lako nije uocena razlika u koncentraciji
HDL-holesterola izmedu kategorija sa normalnim i pove¢anim obimom struka (tabela 15), kod
ispitanika sa pove¢anim obimom struka bile su zastupljenije male HDL cestice (tabela 15) sto
jeuskladu sa rezultatima Rosenbauma i saradnika (149). Kao $to je vec¢ receno, hepati¢na lipaza
remodeluje HDL cestice i smanjuje njihovu velic¢inu (64). Povecan obim struka je cesto
pokazatelj visestrukih metabolickih promena i udruZen je sa poviSenim stepenom insulinske
rezistencije, odnosno stanja kod koga se moze ocCekivati povisena aktivnost hepaticne lipaze
(142), cime se moZe objasniti akumulacija manjih HDL cestica u odsustvu razlike u aktivnosti
CETP (tabela 15). Snizena koncentracija PON3 kod ispitanika sa pove¢anim obimom struka
(tabela 16) ukazuje na poremecaj antioksidativne aktivnosti HDL Cestica. [zmenjene strukturne
i funkcionalne osobine antiaterogenih lipoproteina kod ispitanika sa centralnom gojaznoscéu
mogu biti dodatni element metabolickih promena koji doprinose povisenom riziku od KVB.

Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju na to da se dislipidemija kod MS se ne manifestuje
samo kroz kvantitativne promene osnovnog lipidnog profila, ve¢ i kroz kvalitativne promene
sastava lipoproteinskih ¢estica. Osim dobro poznatih osnovnih odlika MS, kod ovog stanja su
prisutni dodatni metaboli¢ki poremecaji, kao §to su insulinska rezistencija, proinflamatorno
stanje (4) i oksidativni stres (70). Zbog istovremenog prisustva vise razli¢itih metabolic¢kih
poremecaja kod MS, mogu se ocekivati efekti njihovog slozenog delovanja na metabolizam i
svojstva lipoproteina. Prethodno su Ceriello i saradnici utvrdili da postprandijalna
hiperglikemija 1 hipertrigliceridemija nezavisno, ali i kumulativno doprinose razvoju
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oksidativnog stresa (139), Sto govori o interaktivnom delovanju metabolickih poremecaja.
Takode, Hensen i saradnici su utvrdili da narusena antioksidativna funkcija HDL ¢estica kod
MS nastaje kao posledica povisSenog stepena oksidativnog stresa koji je rezultat
hipertrigliceridemije, hiperglikemije i insulinske rezistencije (70). Stoga se moze zakljuciti da
su kvalitativne promene HDL cestica kod MS rezultat uticaja razlicitih faktora rizika, odnosno
zdruzenog delovanja vise komponenti MS. U naSoj studiji je takode uoceno da strukturne i
funkcionalne varijacije HDL cestica nisu u svim slucajevima bile pracene promenama u
koncentraciji HDL-holesterola. Kod ispitanika sa pove¢anim obimom struka (tabela 15) i
povisenom glukozom naste (tabela 13) se koncentracija HDL-holesterola nije razlikovana u
odnosu na kategoriju bez navedenog faktora rizika, ali su utvrdene izmenjene karakteristike
HDL cestica. Kvalitativne osobine antiaterogenih lipoproteina, prema novijim tendencijama u
istrazivanju metabolizma lipida, mogu imati znacajnu ulogu u ateroprotekciji. Rezultati nase
studije naglasavaju potrebu da se, barem u rizi¢nim kategorijama sa povisenim rizikom za
KVB, osim rutinskog odredivanja HDL-holesterola vrSi i dodatna karakterizacija ovih
lipoproteinskih Cestica.

lako ima znacajnu ulogu u metabolizmu i sazrevanju HDL Ccestica, mehanizam
povezanosti LCAT sa razvojem ateroskleroze jos nije rasvetljen. Calabresi i saradnici su
utvrdili da niska aktivnost ovog enzima kod ispitanika sa mutacijama gena za LCAT ne
doprinosi razvoju ateroskleroze (74). Sa druge strane, postoji sve viSe dokaza koji povezuju
povisenu aktivnost LCAT sa faktorima rizika za KVB. Dullaart i saradnici su utvrdili da je
aktivnost LCAT pozitivan prediktor debiljne intime medije karotidne arterije, zbog Cega je
aktivnost ovog enzima predlozena kao marker subklinicke ateroskleroze (76). Povisena
aktivnost LCAT kod ispitanika sa MS (tabela 10) je u skladu sa prethodnim izvestajima (76,
77). U nasoj studiji je poviSena aktivnost LCAT uocena kod ispitanika sa snizenom
koncentracijom HDL-holesterola, hipertrigliceridemijom, i pove¢anim obimom struka, dok je
kod ispitanika sa poviSenom glukozom naste i povisenim krvnim pritiskom aktivnost ovog
enzima bila vi$a u poredenju sa grupom bez navedenog faktora rizika, sa p-vrednoscu koja nije
presla granicu statisticke znacajnosti (tabele 11-15). Stoga, rezultati naSe studije potvrduju
povezanost aktivnosti LCAT sa faktorima rizika za KVB.

NAFLD je blisko povezana sa razvojem MS i nalazi se u centru kompleksnog odnosa
izmedu disfunkcije masnog tkiva i sledstvenih metabolickih promena (10, 12). U ovom
istrazivanju je kao surogat marker za NAFLD koriS¢en FLI, sloZeni algoritam izveden iz
antropometrijskih i biohemijskih parametara (59). Najznacajniji rezultat procene markera
strukture i funkcije HDL cestica kod ispitanika klasifikovanih na osnovu vrednosti FLI je
pozitivna veza izmedu aktivnosti LCAT i FLI kategorija. Utvrden je porast aktivnosti LCAT
izmedu FLI kategorija, paralelno sa porastom vrednosti FLI (tabela 21). Aktivnost LCAT je
bila znacajan prediktor porasta vrednosti FLI u nekoliko konstruisanih modela koji su ukljucili
i markere metabolickih poremecaja tipicno prisutnih kod NAFLD: HOMA IR kao meru
insulinske rezistencije i prisustvo MS (tabela 22). Imajuci u vidu da je kod ispitanika sa FLI>60
uocena veca relativna zastupljenost malih HDL subfrakcija u poredenju sa druge dve grupe
(tabela 20), dodatno je konstruisan model koji je trebalo da uzme u obzir uticaj relativne
zastupljenosti malih HDL c¢estica u kome je aktivnost LCAT i dalje ostala znacajan prediktor
povisenih vrednosti FLI (tabela 22). Aktivnost LCAT je ostala pozitivno povezana sa FLI i u
modelu koji je uzeo u obzir koncentraciju slobodnog holesterola (tabela 23). Ovi rezultati
govore prilog tome da je aktivnost LCAT povezana sa FLI mehanizmom koji prevazilazi uticaj
dostupnosti enzimskog supstrata, odnosno koncentraciju slobodnog holesterola. Pozitivna veza
izmedu aktivnosti LCAT i visokih vrednosti FLI uocena u naSem istrazivanju je skladu sa
rezultatima studije koju su sproveli Nass i saradnici (150). Znacaj aktivnosti LCAT kod
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metabolickih poremecaja, ukljucujué¢i i NAFLD, nije dovoljno istrazen. Stoga, podaci o
povisenoj aktivnosti LCAT kod ispitanika sa visokim vrednostima FLI pruzaju znacajne
podatke za ovu jos uvek nedovoljno istrazenu oblast.

Nadalje, analizirana je povezanost aktivnosti LCAT sa svim pojedina¢nim varijablama
uklju¢enim u formulu za izra¢unavanje FLI, kao i sa parametrima lipidnog profila, sa ciljem
utvrdivanja faktora koji ostvaruju nezavisan uticaj na aktivnost ovog enzima. Uprkos znacajnim
korelacijama sa svim parametrima koji se koriste za izracunavanje FLI (tabele 38 i 39), samo
je koncentracija triglicerida ostala nezavisno povezana sa povisenom aktivnoséu LCAT (tabela
24). Murakami i saradnici su utvrdili da je koncentracija triglicerida najznacajniji faktor uticaja
na brzinu esterifikacije holesterola (151). Pod uslovima hipertrigliceridemije je remodelovanje
HDL cestica intenzivnije, pri cemu bi efikasnije stvaranje estara holesterola mogao da bude
jedan od kompezatornih mehanizama usmeren ka poboljSanju reverznog transporta holesterola
(151). Jedna od metabolickih posledica NAFLD je povecana sekrecija VLDL cestica koje u
svom sastavu sadrze veliku koli¢inu triglicerida (10). Zbog toga, povisSena aktivnost LCAT se
moze ocekivati u sklopu lipidnog profila koji prati NAFLD. Na zivotinjskim modelima je
pokazano da je aktivnost LCAT povezana sa promenama u deponovanju triglicerida u jetri, ali
priroda i mehanizam ove veze nisu rasvetljeni (152, 153). Eventualna aktivna uloga ovog
enzima u razvoju masnih promena u jetri kod ljudi jos uvek nije utvdena.

Iako je mali broj istrazivanja sproveden u oblasti polno specifi¢nih razlika u aktivnosti
LCAT, postoje podaci o tome da su visa aktivnost i koncentracija LCAT pokazatelji povisenog
kardiovaskularnog rizika kod zena (80, 81). Sa druge strane, kod muskaraca postoje izvestaji o
inverznoj povezanosti izmedu koncentracije LCAT i rizika od KVB (81), kao i oni koji ukazuju
na to da ne postoji veza izmedu aktivnosti LCAT i rizika od KVB (80). U okviru ovih studija
(80, 81) nije razjasnjen uzrok polno specificne povezanosti LCAT i KVB, zbog cega je
predlozeno izvodenje polno specificnih prospektivnih ispitivanja povezanosti LCAT sa
razvojem KVB (81). U naSem istrazivanju, aktivnost LCAT se nije razlikovala izmedu polova
(tabela 6). Kod Zena je samo slobodni holesterol bio nezavisno povezan sa aktivnoséu LCAT,
dok se kod muskaraca koncentracija triglicerida izdvojila kao jedina znacajna promenljiva u
modelu (tabela 25). Dobijeni rezultati mogu otvoriti pitanje polno specificne regulacije
aktivnosti LCAT. Rezultati naSe studije proSiruju prethodne izveStaje o mogucoj polno
specificnoj povezanosti aktivnosti LCAT i metabolickih poremecaja.

Analizom markera antioksidativne funkcije HDL cestica su uocene nize koncentracije
PON3 kod ispitanika sa FLI>60 u poredenju sa ispitanicima sa FLI<30, dok se paraoksonazna
aktivnost i koncentracija PON1 nisu razlikovale izmedu razliitih kategorija FLI (tabela 21).
Rao i saradnici su ispitivanjem proteoma HDL utvrdili da se koncentracija PONI ne razlikuje
izmedu ispitanika sa normalnom jetrenom histologijom i onih sa NAFLD (154). Prethodne
procene aktivnosti PON1 nisu pruzile definitivan odgovor na pitanje da li se i u kom smeru
menja paraoksonazna aktivnosti PON1 kod ispitanika sa NAFLD (155-157). U nasem
istrazivanju je uoceno da viSestruki nepovoljni metabolicki uslovi karakteristi¢ni za povisene
vrednosti FLI nisu ostvarili negativan uticaj na aktivnost PON1. Ovi rezultati su u skladu sa
nalazima studije koju su sproveli van den Berg i saradnici medu ispitanicima koji su
klasifikovani na osnovu vrednosti FLI u kojoj nije utvrdena razlika u arilesteraznoj aktivnosti
PONI, bez obzira na nizu koncentraciju HDL-holesterola kod ispitanika sa FLI>60 (158). Do
sada se mali broj studija se bavio paralelnom procenom PON1 i PON3. Marsillach i saradnici
su, u studiji sprovedenoj u grupi pacijenata sa autoimunim bolestima (sistemski eritemski lupus
i tip 1 dijabetes melitusa), utvrdili sniZenje koncentracije PON3 u HDL cesticama u podgrupi
ispitanika sa subklinickom aterosklerozom (159). S druge strane, nisu utvrdene razlike u
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koncentraciji PON1 izmedu kategorija sa i bez subklinicke ateroskleroze (159). U nasoj studiji,
koncentracija PON3 nije bila znacajan prediktor poviSenih vrednosti FLI samo u modelu koji
je sadrzao relativni udeo malih HDL cestica (tabela 22). Kao §to je ve¢ re¢eno, poremecaji
metabolizma lipoproteina karakteristi¢ni za gojaznost i razvoj aterogene dislipidemije su
praceni akumulacijom manjih HDL subfrakcija sa smanjenim funkcionalnim kapacitetom (70-
72), pa je moguce da su promene u koncentraciji PON3 povezane sa akumulacijom manjih
HDL Ccestica kod ispitanika sa visokim vrednostima FLI. Ovi rezultati govore u prilog
povezanosti strukturnih i funkcionalnih svojstava HDL cestica koji podlezu promenama pod
uslovima dislipidemije koja je pratilac visokih vrednosti FLI, odnosno NAFLD. Prethodno su
Davidson i saradnici utvrdili da PON3 ulazi u sastav malih HDL cestica kod normolipemicnih
ispitanika (96). Sa druge strane, ne postoje podaci o sadrzaju PON3 u HDL subfrakcijama pod
metabolickim uslovima koji menjaju metabolizam HDL Cestica i distribuciju HDL subfrakcija.
Buduc¢i da je PON3 je najmanje proucavan clan iz porodice paraoksonaza, dalja istrazivanja bi
pokazatelj antioksidativne funkcije HDL od PON1. Dodatno bi trebalo istraziti znacaj ravnoteze
izmedu PON1 i PON3 u odrzavanju antioksidativne funkcije HDL.

Promenjene kvalitativne karakteristike HDL cestica kod ispitanika sa FLI>60 su se
dodatno manifestovale kroz vise vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol u poredenju sa
ispitanicima sa FLI<30 (tabela 21). Oksidativni stres je jedna od promena karakteristicnih za
prisustvo MS 1 insulinske rezistencije (27, 28, 70). Povisen stepen oksidativne modifikacije
HDL Ccestica utvrden u nasoj studiji je pokazatelj strukturnih promena antiaterogenih
lipoproteina kod ispitanika sa visokim vrednostima FLI. Odnos OxHDL/HDL-holesterol nije
bio nezavisan prediktor povisenih vrednosti FLI u modelima koji su ukljucili HOMA IR,
prisustvo MS 1 relativni udeo malih HDL (tabela 22), §to govori u prilog tome da su ove
komponente nepovoljnog metabolickog okruzenja snaznije povezane sa NAFLD.

U grupi ispitanika sa povisenim vrednostima FLI su bili prisutni metabolicki poremecaji
koji se uobicajeno javljaju u sklopu NAFLD: dislipidemija i poremecaj metabolizma glukoze
(tabela 18). U ovoj studiji je pokazana dominacija manjih LDL i HDL cestica kod ispitanika sa
FLI>60 (tabela 20), Sto predstavlja tipicnu promenu raspodele lipoproteinskih cestica u
uslovima dislipidemije. Redistribucija lipoproteinskih subfrakcija ka manjim cesticama je
dokazana u prethodnim studijama sprovedenim medu ispitanicima sa NAFLD (160-162).
Akumulacija malih, gustih LDL i malih HDL cestica je rezultat promena metabolizma
lipoproteina, koje nastaju zbog promenjenog neposrednog vaskularnog okruzenja i izmenjenih
aktivnosti modulatora njihovog metabolizma. U naSoj grupi ispitanika je zapaZen porast
koncentracije triglicerida paralelno sa vrednostima FLI (tabela 18), ali nije postojala statisticki
znacajna razlika u aktivnosti CETP izmedu FLI grupa (tabela 21). Ipak, nesto visa aktivnost
CETP je zapazena kod ispitanika sa FLI>60 (tabela 21), Sto moze biti pokazatelj znacaja CETP
u remodelovanju lipoproteina kod ispitanika sa visokim vrednostima FLI. Koncentracija CETP
se nije razlikovala izmedu FLI kategorija (tabela 21). Najve¢i udeo CETP u cirkulaciji potice
iz Kupferovih ¢elija (163), ali jos uvek nisu razjasnjeni efekti razli¢itih modulatora aktivnosti
Kupferovih ¢éelija na produkciju CETP. Na Zivotinjskim modelima je utvrdeno da bakterijski
endotoksin lipopolisaharid aktivira Kupferove ¢elije i smanjuje hepati¢nu produkciju CETP
(164). S obzirom na to da aktivacija Kupferovih ¢elija i inflamacija posredovana aktivnoséu
ovih ¢elija ima znacajnu ulogu u razvoju NAFLD (165), sprovedena su ispitivanja uticaja
patoloskih promena u jetri koje se javljaju u skopu NAFLD na hepati¢nu produkciju i
cirkuliSu¢u koncentraciju CETP. Utvrdeno je da koncentracija CETP nije povezana sa
sadrzajem triglicerida u hepatocitima (166), kao ni sa inflamatornim promenama u jetri koje se
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javljaju u sklopu NAFLD (167). Rezultati nase studije podrzavaju prethodno navedene nalaze
(166, 167).

Poremecaj funkcije masnog tkiva je blisko povezan sa razvojem masnih promena u jetri
(61). Paralelno sa porastom vrednosti FLI su zapazene promene u antropometrijskim
parametrima koje ukazuju na poviSen stepen gojaznosti, kao i nepovoljniji profil ispitivanih
adipokina (tabele 18 1 19). PoviSene koncentracije leptina koje se javljaju u sklopu rezistencije
na leptin i sniZene koncentracije adiponektina doprinose razvoju NAFLD putem metabolickih
efekata, kao i direktnog uticaja na razvoj hepati¢ne steatoze, inflamacije i fibrogeneze (61).
Osim toga, u grupi ispitanika sa FLI>60 koncentracija SAA je bila viSa u odnosu na ispitanike
sa FLI<30 (tabela 19). Prethodno su Neuman i saradnici utvrdili da na koncentraciju markera
inflamacije, medu kojima je i SAA, ne utice prisustvo NAFLD, ve¢ da je koncentracija
inflamatornih markera povezana sa gojaznoscu (168). Buduci da se da je masno tkivo znacajan
izvor SAA (98, 99, 102), moguce je da porast SAA kod ispitanika sa FLI>60 (tabela 19) prati
trend promene stepena gojaznosti koji postoji izmedu FLI grupa (tabela 18).

Prekomerna telesna masa i gojaznost predstavljaju faktor rizika za razvoj KVB. Sa
uvodenjem koncepta metabolicki zdravog i nezdravog fenotipa gojaznosti se pojavila potreba
za detaljnijom procenom parametara koji bi bili adekvatni pokazatelji metabolickog zdravlja.
Zbog toga su analizirani markeri kvalitativnih karakteristika i remodelovanja HDL cestica kod
razli¢itih metabolickih fenotipova gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Sa
porastom ITM se razvijaju metabolic¢ki poremecaji, koji ukljucuju promenu strukture, funkcije
i metabolizma lipoproteina (62), kao i razvoj oksidativnog stresa (17, 28). Razvoj oksidativnog
stresa kod gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom je povezan sa komponentama
MS (169). Pored toga, veci stepen oksidativnog stresa karakteristi¢an za metaboli¢ki nezdrav
fenotip u ovim kategorijama ispitanika (42, 170). U nasoj studiji su uocene vise vrednosti
odnosa OxHDL/HDL-holesterol kod ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom u obe
ispitivane kategorije (tabela 31). Takode je primecen trend paralelne promene koncentracije
LOOH (tabele 28 i 29). Rezultati nase studije potvrduju i proSiruju prethodne izvestaje
pruzaju¢i podatke o struktrunim promenama antiaterogenih lipoproteina kod metabolicki
nezdravog fenotipa gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom.

Iako jos uvek nisu utvrdeni svi faktori koji stvaraju predizpoziciju i doprinose ocuvanju
metabolickog zdravlja, poznato je da distribucija i funkcionalnost masnog tkiva znacajno utice
na razvoj metabolickih poremecaja (15, 16). U ovoj studiji je utvrdena pozitivna korelacija
izmedu odnosa OxHDL/HDL-holesterol i obima struka (tabela 34), pri ¢emu je obim struka bio
veci kod ispitanika sa metabolicki nezdravim fenotipom (tabele 26 i 27). Stoga je dodatno
analiziran odnos OxHDL/HDL-holesterol u razli¢itim kategorijama disfunkcije masnog tkiva,
koje su dobijene na osnovu vrednosti VAI (35). Ispitanici sa teSkom disfunkcijom masnog tkiva
imali su vise vrednosti odnosa OxHDL/HDL-holesterol u poredenju sa ispitanicima kod kojih
nije bila prisutna disfunkcija masnog tkiva (slika 22), $to se moze pripisati ve¢em stepenu
oksidativnog stresa kod disfunkcije masnog tkiva (27, 28). U nasoj studiji nisu utvrdene
znacajne korelacije oksidativno modifikovanog HDL sa leptinom i adiponektinom (tabela 37),
Sto je takode uoceno u studiji koju su sproveli Peterson i saradnici (114). Buduci da masno tkivo
sekretuje Siroku paletu metabolicki aktivnih molekula, moguée je da je poviSen stepen
oksidativne modifikacije HDL Cestica u vezi sa promenama koncentracije drugih adipocitokina
do kojih dolazi kod disfunkcije masnog tkiva.

Nadalje je ispitivan potencijal odnosa OxHDL/HDL-holesterol kao prediktora
metabolicki nezdravog fenotipa. Prethodno je pokazano da su povecan sadrzaj lipida u jetri,
poremec¢aj metabolizma glukoze, inflamacija, starost, pol i puSacki status povezani sa
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metabolickim zdravljem (39, 41, 43, 50, 51). Odnos OxHDL/HDL-holesterol je bio zna¢ajan
prediktor metabolicki nezdravog fenotipa u svim modelima koji su uzeli u obzir uticaj
prethodno pomenutih faktora (tabela 32). Prema kriterijumima za ocenu klinicke tacnosti
parametara prilikom diskriminacije izmedu razlicitih patofizioloskih kategorija (125), odnos
OxHDL/HDL-holesterol je u modelu koji je sadrzao starost, pol i puSacki status pokazao
odli¢nu sposobnost diskriminacije izmedu metabolicki zdravog i nezdravog fenotipa u grupi
ispitanika sa prekomernom telesnom masom, a prihvatljivu u grupi gojaznih (tabela 33). Iz toga
proisti¢e da povisen odnos OxHDL/HDL-holesterol moze biti dodatni pokazatelj naruSenog
metabolickog zdravlja gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Sposobnost
diskriminacije metabolickih fenotipova je potvrdena i za obim struka i VAI (tabela 33),
parametre koji odslikavaju centralnu gojaznost i disfunkciju masnog tkiva i predstavljaju
faktore rizika karakteristi¢ne za metabolicki nezdrav fenotip (47, 50, 51). §to je u saglasnosti sa
rezultatima drugih autora (171, 172).

U grupi ispitanika sa prekomernom telesnom masom, koncentracija HDL-holesterola se
nije razlikovala izmedu metabolickih fenotipova gojaznosti (tabela 26), iako je bila jedan od
kriterijuma klasifikacije za definiciju fenotipa. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u prethodnim
istrazivanjima (40). Dodatno, rezultati naSe studije su pokazali da ne postoji konzistentna
razlika u distribuciji pojedina¢nih HDL subfrakcija izmedu metabolickih fenotipova (tabela
30). Ipak, kod metabolicki nezdravog fenotipa su dominirale manje LDL i HDL cestice u
poredenju sa profilom metaboli¢ki zdravih ispitanika (tabela 30), $to je u skladu sa rezultatima
prethodno sprovedenih istrazivanja (173). Uzrok akumulacije manjih lipoproteinskih Cestica
moze biti visa koncentracija triglicerida kod metabolicki nezdravog fenotipa (tabele 26 i 27) i
intenzivnije CETP-posredovano remodelovanje lipoproteinskih cestica (84, 85). U naSoj grupi
ispitanika su uocene vise aktivnosti CETP kod metabolicki nezdravog fenotipa, iako bez
statisticke znacCajnosti, §to moze biti pokazatelj trenda (tabela 31). Prisustvo metabolicki
nezdravog fenotipa kod gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom nije bilo
povezano sa promenama ispitivanih markera antioksidativne aktivnosti HDL cestica: izmedu
metabolickih fenotipova nisu pronadene razlike u aktivnosti i koncentraciji PON1, kao ni
koncentraciji PON3 (tabela 31).

U naSem istraZivanju nisu pronadene razlike u koncentraciji SAA, leptina i adiponektina
izmedu metabolickih fenotipova (tabele 28 i 29). Karakteristike masnog tkiva (stepen
ekspanzije 1 antioksidativne aktivnosti, aktivnost intracelularnih metabolickih puteva) se
razlikuju izmedu metabolickih fenotipova i pocivaju na razli¢itom proteomu visceralnog
masnog tkiva (174). Do sada nisu izvedeni pouzdani zakljucci o promenama koncentracija
adipokina, kao $to su leptin, adiponektin i SAA, kod razlic¢itih metabolickih fenotipova (37,
175). Razlike izmedu metabolickih fenotipova nisu jasno ustanovljene, niti je koncept
metaboli¢kog zdravlja jasno utvrden, vec je i dalje predmet savremenih istrazivanja. Trebalo bi
ista¢i da je veza izmedu viska telesne mase 1 poviSenog rizika od KVB ¢vrsto dokazana (13),
tako da metabolicki zdrav fenotip gojaznih i osoba sa prekomernom telesnom masom nije u
svim studijama pokazao povoljne efekte u zastiti od KVB (175, 176). Ali, sve veéi broj
podataka govori o prednostima metabolickog zdravlja u gojaznosti (39-43). S tim u vezi,
razumevanje mehanizama narusavanja metabolickog zdravlja bi moglo da bude korisno u
adekvatnoj proceni kardiovaskularnog rizika i razvoju novih terapijskih pristupa.

Povezanost izmedu karakteristika HDL cCestica i markera metaboli¢kog profila koji je
karakteristican za MS i pridruzena stanja ispitali smo i korelacionom analizom. Disfunkcija
masnog tkiva se izmedu ostalog manifestuje izmenjenom Semom sekretovanih adipocitokina
koja izmedu ostalog ukljucuje poviSenu koncentraciju leptina i snizenu koncentraciju
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adiponektina (19). U naSoj studiji je utvrdena pozitivna korelacija izmedu odnosa
leptin/adiponektin i relativnog udela malih HDL cestica (tabela 46), Sto je u skladu sa podacima
prema kojima kod disfunkcije masnog tkiva dolazi do remodelovanja lipoproteinskih Cestica u
korist dominacije manjih subfrakcija (19). Prethodno su Dullaart i saradnici utvrdili poviSene
aktivnosti modulatora HDL ¢estica, CETP i PLTP, kod gojaznih ispitanika (177). U nasoj
studiji nisu pronadene znacajne korelacije izmedu aktivnosti i koncentracije CETP sa
ispitivanim adipocitokinima (tabela 41) niti antropometrijskim merama (tabela 38). Budu¢i da
je CETP znacajan, ali ne i jedini modulator strukture HDL cestica u cirkulaciji, moguc¢e da su
vezi izmedu disfunkcije masnog tkiva i remodelovanja HDL subklasa u nasoj grupi ispitanika
znacajno doprineli i1 drugi ¢inioci koji uti¢u na remodelovanje HDL, kao §to je PLTP. Do sada
je utvrdeno da serumska koncentracija CETP ne zavisi od gojaznosti i distribucije masnog tkiva
(178). Osim genetskih determinanti (179), faktori uticaja na cirkuliSucu koncentraciju CETP
jos uvek nisu jasno utvrdeni.

Povezanost antioksidativne funkcije HDL sa markerima metabolickog profila ima
sloZzenu osnovu. U naSoj studiji je koncentracija PON3 negativno korelirala sa odnosom
leptin/adiponektin (tabela 45), ITM i1 obimom struka (tabela 42) §to ukazuje na poremecaj
antioksidativne funkcije HDL Cestica kod disfunkcije masnog tkiva i gojaznosti. Sa druge
strane, postoje i podaci koji ukazuju na to da ITM i koncentracija PON3 nisu u korelaciji (180).
Iako je u grupi ispitanika sa MS pokazan nepovoljniji odnos leptina i adiponektina (tabela 8)
Sto je pokazatelj disfunkcije masnog tkiva, nije pronadena razlika u koncentraciji PON3 izmedu
kategorija sa i bez MS (tabela 10). Ovakvi rezultati mogu ukazivati na to da dodatne
komponente metabolickog okruzenja utiCu na povezanost ovog markera antioksidativne
funkcije HDL cestica i funkcije masnog tkiva. U naSoj studiji nisu utvrdene znacajne korelacije
izmedu karakteristika PON1 (paraoksonazne aktivnosti i koncentracije PON1) i leptina i
adiponektina (tabela 45), $to je u skladu sa rezultatima studije koju su sproveli Tisato i saradnici
(181). Ipak, gojaznost i disfunkcija masnog tkiva imaju uticaj na aktivnost i koncentraciju
PONI. Rezistin je adipocitokin ¢ija koncentracija raste u gojaznosti i koji ima sposobnost
nishodne regulacije ekspresije gena za PON1 (181). Koncentracija rezistina negativno korelira
samo sa laktonaznom aktivnos¢u PON1 (181). Stoga bi ovu analizu bilo moguce prosiriti
procenom enzimske aktivnosti PON1 uz koris¢enje vise razli¢itih supstrata, kao i procenom
povezanosti PON1 i Sire palete adipocitokina.

Imajuci u vidu neusaglasene rezultate studija koje su ispitivale ulogu aktivnosti LCAT
u razvoju faktora rizika za KVB, Rousset i saradnici su sugerisali da uloga LCAT u pro- ili
antiaterogenim procesima zavisi od specificnog metabolickog konteksta ispitanika (182). U
naSoj studiji je korelacionom analizom utvrdena povezanost aktivnosti LCAT sa lipidnim
faktorima rizika za KVB, odnosno utvrdena je pozitivna veza aktivnosti LCAT sa
koncentracijom triglicerida i negativna sa relativnom zastupljenos¢u LDL II subfrakcija (tabele
39140). Ovde izneti rezultati podrzavaju prethodne nalaze prema kojima je poviSena aktivnost
LCAT marker aterogenih promena lipidnog profila koje ukljucuju povisene koncentracije
triglicerida 1 formiranje manjih LDL cestica (78, 79). U naSoj studiji je utvrdena pozitivna
korelacija izmedu aktivnosti LCAT i relativne zastupljenosti malih HDL cestica (tabela 40) Sto
je u skladu sa podacima o najvisoj aktivnosti ovog enzima na najmanjim HDL subfrakcijama
(73). O mogucoj povezanosti aktivnosti LCAT sa nelipidnim faktorima rizika govore u prilog
pozitivna veza aktivnosti LCAT sa ITM i leptinom i odnosom leptin/adiponektin, dok je sa
adiponektinom uocCena negativna korelacija (tabele 38 i 41). Na zivotinjskim modelima je
utvrdeno da deficit LCAT pruza zastitu od razvoja gojaznosti (75). Budu¢i da se brojni
metabolicki putevi, ukljuuju¢i i metabolizam i funkcionalnost HDL cestica i njihovih
modulatora, znacajno razlikuju izmedu vrsta (183), rezultati na Zivotinjskim modelima se
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moraju potvrditi kod ljudi. Dakle, pored povezanosti aktivnosti LCAT sa lipidnim faktorima
rizika, rezultati naSe studije ukazali su i na povezanost LCAT sa nekim nelipidnim faktorima
rizika za razvoj KVB.

Kao $to je napred pomenuto, masno tkivo predstavlja znacajan izvor SAA, zbog Cega je
ovaj parametar predlozen kao marker inflamacije u gojaznosti (102). Imaju¢i u vidu da SAA
moze negativno uticati na kapacitet preuzimanja holesterola i antiinflamatornu funkciju HDL
(104, 105), u nasoj studiji je korelacionom analizom ispitana povezanost koncentracije SAA sa
markerima remodelovanja i funkcionalnosti HDL. Koncentracija SAA nije znacajno korelirala
sa ispitivanim pokazateljima kvalitativnih karakteristika HDL cestica, osim sa zastupljenoscu
HDL 2a (tabele 37, 41, 45 i 46). Ispitivanja radena u pojedinacnim HDL subfrakcijama su dala
detaljniji uvid u moguce veze izmedu koncentracije SAA i metabolizma HDL cestica. Rezultati
dve studije (184, 185) ukazuju na povezanost markera remodelovanja HDL cestica i sadrZaja
SAA u malim HDL subfrakcijama. Griffiths i saradnici su pokazali da postoji pozitivna
korelacija izmedu koncentracije SAA u okviru HDL 3 subfrakcije i aktivnosti CETP u istim
Cesticama kod ispitanika sa tip 2 dijabetes melitusom i sugerisali da bi poviSene vrednosti SAA
kod ovih ispitanika mogle da doprinesu remodelovanju HDL ¢estica (184). McEneny i saradnici
su uocili izmenjena svojstva HDL 3 subfrakcije kod tezih formi koronarne ishemijske bolesti
srca, odnosno povisenu koncentraciju SAA i snizenje aktivnosti LCAT u okviru navedene
subfrakcije (185).

U naSem istrazivanju je utvrdeno da se kvalitativne karakteristike HDL ¢estica menjaju
pod uslovima nepovoljnog metaboli¢kog okruzenja. Kod prisustva MS i pridruzenih stanja, kao
Sto je NAFLD, su uocene izmene strukturnih karakteristika HDL, kao i promene markera
remodelovanja ovog lipoproteina. Oksidativna modfikacija HDL moze biti dodatni pokazatelj
narusenog metabolickog zdravlja gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom.
Rezultati nase studije podrzavaju pristup po kome je za potpuni uvid u svojstva HDL Cestica,
pored odredivanja koncentracije HDL-holesterola, potrebno proceniti markere kvalitativnih
karakteristika antiaterogenih lipoproteina. Imaju¢éi u vidu pandemijske razmere
kardiometabolickih oboljenja u savremenom svetu, kao i njihov uticaj na pojedinca, ali i na
socijalne i ekonomske aspekte drustva u celini, jasno je da su neophodni dodatni napori u cilju
poboljsanja primarne prevencije ovih stanja. U tom smislu, detaljna karakterizacija HDL, kao
jednog od klju¢nih ¢inilaca metabolickog zdravlja, sigurno moze doprineti preciznijoj proceni
rizika za razvoj KVB. Osim toga, ispitivanje kvalitativnih svojstava HDL cestica vodi ka
individualizovanom pristupu u dijagnostici i leCenju, $to je u skladu sa generalnim tendencijama
savremene medicine.
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6.

Zakljucci

U kategoriji ispitanika sa MS su utvrdene izmenjene kvalitativne karakteristike HDL
cestica. Kod ispitanika sa MS je uoceno remodelovanje lipoproteinskih subfrakcija u
pravcu povecane zastupljenosti manjih HDL i LDL subfrakcija.

U grupi sa MS su utvrdene promene markera remodelovanja HDL cestica, odnosno
povisena koncentracija CETP i aktivnost LCAT.

Kod ispitanika sa MS je uocena povisena koncentracija OxHDL i poviSene vrednosti
odnosa OxHDL/HDL-holesterol.

Analizom karakteristika HDL Cestica u odnosu na prisustvo pojedinacnih komponenti
MS su utvrdene strukturne i/ili funkcionalne varijacije HDL cCestica u kategorijama
ispitanika sa snizenom koncentracijom HDL-holesterola, hipertrigliceridemijom,
povisenom glukozom naste i pove¢anim obimom struka.

Kod ispitanika kategorizovanih na osnovu vrednosti FLI su uocene promene
karakteristika HDL sa porastom FLI. Kod ispitanika sa FLI>60 je utvrdena niza
koncentracija HDL-holesterola i povecana zastupljenost malih HDL Cestica u poredenju
sa druge dve kategorije sa nizim vrednostima FLI.

Kod ispitanika sa FLI>60 je utvrdena povisena aktivnost LCAT u poredenju sa druge dve
kategorije. Aktivnost LCAT je bila znacajan prediktor povisenih vrednosti FLI.

U kategoriji ispitanika sa FLI>60 su uoceni niza koncentracija PON3, poviSene vrednosti
odnosa OxHDL/HDL-holesterol i veé¢a relativna zastupljenost malih, gustih LDL Cestica
u poredenju sa ispitanicima sa FLI<30.

U grupi ispitanika sa FLI>60 koncentracija SAA je bila vi§a u poredenju sa ispitanicima
sa FLI<30.

Koncentracija HDL-holesterola je bila niza kod metabolicki nezdravog fenotipa gojaznih
ispitanika, dok nije pronadena statistiCki znaCajna razlika izmedu metabolickih
fenotipova ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Analizom HDL subfrakcija je
utvrdeno remodelovanje u korist dominacije manjih HDL subfrakcija kod metabolicki
nezdravog fenotipa.

Odnos OxHDL/HDL-holesterol je bio visi kod ispitanika sa metabolicki nezdravim
fenotipom u kategorijama gojaznih i ispitanika sa prekomernom telesnom masom. Odnos
OxHDL/HDL-holesterol je pokazao dobru sposobnost diskriminacije izmedu
metabolickih fenotipova u obe ispitivane kategorije.

Korelacionom analizom je utvrdena povezanost markera disfunkcije masnog tkiva i
karakteristika HDL cestica. Odnos leptin/adiponektin je negativno korelirao sa
relativnom zastupljenos¢u malih HDL cestica i sa koncentracijom PON3.

Aktivnost LCAT je bila u pozitivnoj korelaciji sa viSestrukim metabolickim faktorima
rizika za KVB. Uocena je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti LCAT i koncentracije
triglicerida, relativne zastupljenosti malih HDL cestica i odnosa leptin/adiponektin.
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Rezultatima nase studije su utvrdene promene u strukturnim karakteristikama, markerima
remodelovanja i funkcionalnosti HDL cestica kod MS i srodnih stanja. Ovde izneti
rezultati podrzavaju detaljniju karakterizaciju HDL cestica kojom bi se omogudila
procena struktrunih i funkcionalnih osobina ove klase lipoproteina pod razliCitim
metabolickim uslovima.
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