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1. UVOD

Hroni¢ne bubrezne bolesti predstavljaju znaCajan deo morbiditeta i mortaliteta u
razliCitim zemljama. U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) 9,6% odraslih osoba
ima neki stepen bubrezne insuficijencije (Coresh i sar., 2005), dok studije iz Evrope,
Australije i Azije potvrduju njenu visoku prevalencu (de Zeeuw i sar., 2005).

Broj bolesnika sa terminalnim stadijumom hroniCne bubreZzne insuficijencije
(HBI) je u stalnom porastu i globalha je procena da je u svetu u 2007. godini bilo 1,5
miliona pacijenata na tretmanu hemodijalizom (HD) i peritonealnom dijalizom, a preko
400.000 sa transplantiranim bubregom. Od toga je Cetvrtina leCena u SAD-u, druga
Cetvrtina u Europi, 20% u Japanu, a 30% u svim ostalim podrucjima zajedno. Projekcije
leCenja dijalizom i transplantacijom za SAD za 2015. godinu su 700.000 lecenih (U.S.
Renal Data Systems, 2007).

Renalna anemija je Cesta komplikacija hronicne bolesti bubrega, koja pogada oko
500 miliona ljudi Sirom sveta i oCekuje se da Ce se njena prevalenca dramati¢no povecati
tokom sledece decenije zbog povecanja broja stanja koja dovode do hronicne bolesti
bubrega, kao Sto su dijabetes 1 hipertenzija (International Federation of Kidney
Foundations, 2006; Collins, 2003; U.S. Renal Data System, 2006). Kako bubrezna
funkcija dabi sa napredovanjem hronicne bolesti bubrega, renalna anemija postaje sve
izraZenija, smanjujuci snabdevanje tkiva i organa kiseonikom. Ukoliko se ne leCi, bitno
smanjuje kvalitet Zivota i moze da dovede do ozbiljnih kardiovaskularnin komplikacija,

koje su glavni uzrok smrti kod bolesnika sa hronicnom bubreznom insuficijencijom
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(Callins i Ellefson, 2000; Foley i sar., 2000; Murphy i Parfrey, 2000; Silverberg, 2003).
Skoro jedna Cetvrtina bolesnika u ranim stadijumima hroni¢nog bubreznog oboljenja ima
renalnu anemiju, a prevalenca raste do skoro 75% u kasnijim stadijumima, kada je
neophodna dijaliza (McClellan i sar., 2004). Ocekuje se da Ce broj obolelih i troSkovi
leCenja renalne anemije znacajno porasti narednih godina sa povecanjem incidence bolesti
kao Sto je dijabetes, koji je jedan od glavnih uzroka hronicne bubrezne insuficijencije
(National Anemia Action Council, 2006; Callins, 2003; U.S. Renal Data System, 2006).

Osnovni razlog anemije pacijenata sa hroni¢nim bubreznom insuficijencijom je
nedovoljna produkcija eritropoetina (EPO) od strane obolelog bubrega. Pojava humanog
rekombinovanog EPO (rHUEPO), koji je odobrila U.S.Food and Drug Administration
1989, jedan je od najznacajnijih napredaka u leCenju bubreznih bolesnika u posliednjoj
deceniji. Studije koje prate mortalitet i hospitalizaciju podrzavaju kriterijum National
Kidney Foundation Dialysis Outcomes Quality Initiative (DOQI) da hematokrit u opsegu
od 33 do 36% obezbeduje najbolje propratne efekte (Silverberg, 2003).

Da bi se zadovoljile preporuke, nivo gvozda kod pacijenata sa HBI mora se
podeSavati, a odgovarajuCe zalihe gvozda trebaju biti na raspolaganju pre pocCetka
tretmana EPO. Nadoknada gvozda je neophodna da bi se obezbedio odgovarajudi
odgovor na terapiju EPO kod pacijenata sa HBI, zato Sto zahtevi za gvozdem od strane
kostne srzi Cesto prevazilaze koliinu gvozda koja je trenutno na raspolaganju za
eritropoezu (mereno procentom saturacije transfering) ili skladiStenje gvozda (mereno
serumskim feritinom). U vecini sluCajeva intravenska primena gvozda je neophodna da bi
se postigla i odrzala odgovarajuca koliCina gvozda. Ipak, prekomerna nadoknada gvozda
moZe biti povezana sa velikim brojem komplikacija, ukljucujuci hemosiderozu, ubrzanu
aterosklerozu, povecCanu osetljivost na infekciju i poveCanu verovatnoCu pojave
maligniteta. Pored gvozda, mora se obezbediti odgovaraju¢a nadoknada drugih glavnih
supstratai kofaktora za produkciju eritrocita, posebno vitamina B, i folata

Zato je odredivanje biohemijskih markera vezanih za pracenje efekta terapije
gvozdem i eritropoetinom veoma vazno. Razumevanje osnovnih molekularnih
mehanizma kontrole unosa, transporta i skladiStenja gvozda moZe olakSati bolje

razumevanje osnovnih patofizioloskih mehanizma.




2. PREGLED LITERATURE

2.1. Hroni¢na bubrezna insuficijencija (HBI)

Pod pojmom hronicne bubrezne insuficijencije podrazumeva se spektar razlicitih
patofizioloSkih procesa udruZenih sa oSte¢enom bubreznom funkcijom i progresivnim
padom jaCine glomerulske filtracije (JGF) (Bargman, 2008). Definicija i Klasifikacija
hroniCne bubreZzne insuficijencije predloZena je od strane National Kidney Foundation
Kidney Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) 2002. godina i odobrena od strane
"The Kidney Disease: Improving Globa Outcomes (KDIGO)", 2004. godina. Hroni¢na
bubrezna insuficijencija se definiSe kao:

- oStecenje bubrega koje traje vise od 3 meseca, prouzrokovano strukturnim ili
funkcionalnim poremecajima bubrega, sa ili bez pada jaCine glomerularne filtracije, koje
se manifestuje histoloskim abnormalnostima ili poremecajima u karakteristikama Kkrvi,
urinaili izgledu bubrega

- pad JGF<60ml/min/l,73m? koje traje vise od 3 meseca, sa ili bez osteéenja
bubrega.

To je klinicki sindrom koji oznaCava progresivno i trajno propadanje nefrona sa
posledi¢nim, postepenim gubitkom svih bubreznih funkcija: ekskretome, endokrine,
metabolicke. Tokom perioda koji varira od nekoliko godina do nekoliko decenija, HBI
progredira u terminalnu bubreznu insuficijenciju.

Pored nove definicije, NKF (National Kidney Foundation, 2001) je dala i novu
podelu stadijuma HBI. Prema dosadasnjim shvatanjima evolucija HBI je iSla kroz Cetiri
stadijuma, a NKF sada, shodno definiciji, navodi pet stadijuma (Tabela 1).




Pregled literature

Tabela 1. Stadijumi HBI

Stadijum Opis JGF Metabolicke
(ml/min./1.73 m2) posledice
1 Pocetno bubreZzno =90
oStecenje
2 Bubrezno oStecenje sa 60-89 -PTH pocinje da raste
blagim smanjenjem JGF (JGF 60-80)
(blaga HBI)
3 Bubrezno oStecenje sa 30 - 59 -pad apsorbcije
umerenim smanjenjem kalcijuma (JGF<50)
JGF (umerena HBI) -malnutricija
-pocetna  hipertrofija
LK
4 Bubrezno oSteéenje sa 15 - 29 -pocetni porast
teSkim smanjenjem JGF triglicerida,
(teSka HBI) -pocetna anemija,
-hiperfosfatemija,
-metaboli¢ka acidoza,
-sklonost hiperkalemiji
5 Otkazivanje funkcije < 15 ili dijaliza
bubrega (uremija)

Do pre dvadesetak godina najceSCe bubrezne bolesti koje su dovodile do
terminalnog stadijuma bile su glomerulonefritisi | pijelonefritisi. Danas je etiologija
izmenjena, o ¢emu posebno govori multicentricna Evropska studija Locatelli-ja i sar.
(2004). Ova studija pokazuje da uglavnom stariji ljudi zapocinju dijalizu (62,1+14,7), da
su nesto zastupljenije osobe muskog pola (62,1%) i da je dijabetesna nefropatija prosecno
zastupljena u 15,6% pacijenata na dijalizi. Prema vecini registara i epidemioloskih
studija, dijabetesna nefropatija je najSira i najzastupljenija pojedinacna primarna bolest
bubrega kod bolesnika na dijalizi. To je osnovna bubreZzna bolest koja najbrze dovodi do
terminalne uremijei potrebe za dijalizom.

LeCenje bolesnika sa terminalnom bubreznom insuficijencijom je dozivelo
revoluciju nakon Sto je sredinom 1940-tih godina kreiran prvi arteficijani bubreg i
obavljena prva hemodijaliza. Od tog trenutka doSlo je do znaCajnog smanjenja
morbiditeta i mortaliteta bolesnika zahvaljuju¢i brojnim tehniCkim unapredenjima
(upotreba biokompatibilnih dijaliznih membrana, kontrolisana ultrafiltracija, bikarbonatna
dijaliza).

Izbor terapijskog postupka zamene bubreZzne funkcije zavisi od prirode obolenja
koje je dovelo do terminane bubrezne

insuficijencije, raspolozivih sredstava,

individualnih osobina bolesnika, uzimajuéi u obzir prednosti i mane pojedinih terapijskih
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mogucnosti. Danas su na raspolaganju tri terapijska modaliteta zamene bubrezne funkcije:
hemodijaliza, peritoneumska dijalizai transplantacija bubrega.

Hemodijaliza je najceSCi oblik aktivnog leCenja terminalne bubrezne
insuficijencije u celom svetu. Ona predstavlja tehnoloSko-tehnicku imitaciju rada
normalnih bubrega. Medutim, savremena tehnika je jo$ daleko od moguénosti da u celosti
zameni funkcije Zivog organizma. Stoga je dijaliznim postupkom moguce manje ili vise
uspesno zameniti ekskretornu (eliminacija krajnjih produkata metabolizma belanCevina,
lekova) i delimi¢no regulatornu funkciju bubrega (sastav i zapreminu ektracelijske
teCnosti), dok se endokrina i metabolicka funkcija moduliraju i zamenjuju
medikamentima (eritropoetin, supstitucija aktivnog vitamina D3).

Hroni¢na bubrezna insuficijencija oznaCava progresivan gubitak bubrezne
funkcije u toku nekoliko meseci ili godina. Simptomi oSteCenja bubrezne funkcije su
nespecifiéni i u poCetku ukljucuju op3tu nelagodnost, gubitak apetita i zamor. Cesto se
HBI otkriva kao rezultat kontrolnih ispitivanja pacijenata kod kojih postoji povecan rizik
za nastanak bubreZznog osSteCenja, kao S$to su osobe sa arterijskom hipertenzijom ili
SeCernom bolesti. Ne retko, HBI se otkriva ispitujuci uzroke postojece srcane slabosti ili
anemijskog sindroma.

Zbog ekskretome insuficijencije bubrega u organizmu dolazi do nakupljanja
produkata metabolizma (vode, elektrolita, razgradnih proizvoda belanCevina), Sto
uzrokuje poremecaj sastava telesnih teCnosti. Endokrina insuficijencija se ogleda u
smanjenoj sintezi aktivnog oblika vitamina D (1,25 dihidroholekalciferola), eritropoetina,
vazodilatatomih prostaglandina. Obzirom da bubrezi imaju vaznu ulogu u metabolizmu i
izluCivanju nekih bioloski vaznih supstancija i lekova, metabolicka insuficijencija dovodi
do nagomilavanja ovih materija u organizmu.

Sa progresijom bubreznog oSte¢enja dolazi do poremecaja rada gotovo svih
organa i organskih sistema. Nastaju poremeéaj metabolizma vode i elektrolita,
kardiovaskularni, pulmonalni, endokrinoloski, neuromuskulami, gastrointestinalni,
hematoloski, imunoloski i dermatoloSki poremecaji.

Elektrolitni disbalansi i infekcije koji su bili naj¢eSCi uzroci smrti bolesnika na
dijalizi u proSlosti potisnuti su, a u prvi plan su izbile kardiovaskularne bolesti (KVB).
Bolesnici sa terminalnom bubreznom insuficijencijom imaju 10-20 puta veéi rizik od
razvoja kardiovaskularnih bolesti u odnosu na opStu populaciju. UcCestalost koronarne

bolesti doseze 40%, dok je hipertrofija leve komore prisutna u gotovo 75% bolesnika na
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dijalizi. lIzrazito povecCan rizik nastanka kardiovaskularnih bolesti posledica je vec
poznatih tradicionalnih faktora rizika poput starije Zzivotne dobi, hipertenzije,
hiperlipidemije, dijabetesa, puSenja i nedovoljne fizicke aktivnosti uz sinergisticko
delovanje netradicionalnin  faktora rizika (poveCanje odnosa kalcijum-fosfor,
hiperparatireoidizam,  hemodinamsko  opterecenje,  pothranjenost,  zapaljenje,
hi perhomocisteinemija, izmenjena sinteza azot-monoksida, anemija).

2.2. Anemija u hronicnoj bubreznoj insuficijenciji

Svetska zdravstvena organi zacija definiSe anemiju kao koncentraciju Hb manju od
13,0 g/dL kod odraslih musSkaraca i zena van menstrualnog ciklusa, i manju od 12,0 g/dL
kod zena u menstrualnom ciklusu.

JoS od 1836. godine kada je prvi put opisana uzrocno-posledi¢na veza izmedu
obolelih bubrega i anemije (Bright, 1836), smanjen broj eritrocita se smatra jednom od
osnovnih karakteristika HBI. Anemija u HBI je hipoproliferativna, normocitna i
normohromna i nastagje kada stepen glomerulame filtracije padne ispod 20-30 ml/min
(Caro, 1979), bez obzira na etiologiju osnovnog bubreznog oboljenja. Tezina anemije
korelira sa stepenom bubrezne insuficijencije.

Uzroci koji dovode do nastanka bubrezne anemije su brojni, a najceSce
podrazumevau:

skracen Zivot eritrocita
hroni¢ni gubitak krvi
insuficijentnu eritropoezu

Poluzivot eritrocita u bolesnika sa HBI smanjuje se sa progresijom insuficijencije i
obic¢no iznosi jednu polovinu od normale, prosecno 66 dana (30-100 dana) (Eschbach i
sar., 1967). Eksperimenti su pokazali da se duzina poluzivota eritrocita iz uremicne Krvi
normalizuje ukoliko se ona transfunduje zdravim recipijentima, i obrnuto, skraCuje se
poluZivot eritrocita iz krvi zdravih donora ukoliko se transfunduju uremi¢nim bolesnicima
(Desforges i Dawson, 1958). Na osnovu toga zakljuCeno je da izvesni faktori plazme
dovode do preranog razaranja eritrocita. Medu tzv. hemolitickim faktorima najvazniji su
gvanidin i njegovi derivati, a od poliamina, najvazniji inhibitor eritropoeze koji se
akumulura kod uremicnih bolesnika je spermin (Radtke i sar., 1980). Vecina hemolitickih

faktora ne prolazi kroz hemodijalizne membrane, ali se lako odstranjuje peritonealnom
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dijalizom Cime se objaSnjava laksi stepen anemije kod bolesnika na peritoneumskoj
mehanicki stres (Rosenmund i sar., 1975). Hemoliza nastaje kao posledica poremecenog
prolaska kroz mikrocirkulaciju slezine. Zbog toga su, ranije, bolesnici sa izrazito teSkim
stepenom anemije bili podvrgavani splenektomiji kako bi se smanjila njihova zavisnost
od transfuzijakrvi (Asabai sar., 1977).

Kod bolesnika sa HBI gubitak krvi nastgje kao posledica same tehnike dijalize
(zaostgjanja krvi u krvnim linijama i dijalizatoru zbog delimicne ili kompletne
koagulacije), uzorkovanje krvi u cilju dijagnostiCkih procedura ili krvarenja iz
digestivnog trakta. JoS pre 30-tak godina je procenjeno da preko dijalizatora i
uzorkovanjem krvi za laboratorijske analize bolesnik na HD izgubi 1-4 litara krvi
godisnje (Hocken i Marvvah, 1971). Gubitak krvi preko gastrointestinalnog trakta (GIT)
nastaje najeS¢e kao posledica mukozne hemoragije uzrokovane hemoragi¢nom
dijatezom usled uremije i upotrebe heparina. Gubitku preko GIT-a doprinosi i povecana
incidenca gastroezofagitisa i peptickih ulkusa medu ovom populacijom bolesnika.

lako hemoliza i hronicni gubitak krvi zna€ajno doprinose razvoju anemije u HBI,
oni obi¢no nisu tolikog intenziteta da ne bi bili kompenzovani umerenim povecanjem
sinteze eritrocita. Bolesnici sa HBI, medutim, nisu u stanju da povecaju eritropoezu kako

bi kompenzovali nastalu anemiju.

2.2.1. Eritrocitopoeza u HBI

Eritrocitopoeza je proces sazrevanja eritrocita iz njihovih maticnih Celija, koje se
posle rodenja odigrava samo u kostnoj srzi (Slika 1). Eritrociti su visoko specijalizovane
Celije Cija je osnovna funkcija transport disajnih gasova. U fizioloskim uslovima se
specificnim mehanizmima regulacije odrzava precizna homeostaza izmedu saturacije
hemoglobina kiseonikom i1 produkcije eritrocita. Za normano odvijanje eritropoeze

neophodno je postojanje:

normalnog hematopoeznog tkiva u kostnoj srzi,
dovoljne koliCine gvozda, folne kiseline i vitamina B12,

specificnih hematopoeznih faktora rasta.
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Pluripotentna mati¢na cCelija hematopoeze je zajedniCki prekursor eritroidnih i
mijelodnih Celija. 1z ove Celije nastaju granulociti, monociti, megakariociti i eritrociti.

Vecéina multipotentnih mati¢nih Celija se nalazi u stanju mirovanja, to jest u
neproliferativnoj fazi éelijskog ciklusa (Go). Hematopoezni faktori rasta ili citokini, kao
Sto su interleukin (IL)-1, granulocitni stimuliSuéi faktor (G-CSG) i faktor stem Ccelija
(SCF), aktiviraju multipotentnu maticnu Celiju te ona prelazi u G1 fazu Celijskog ciklusa.
Prelaskom u Gi fazu, ove Celije postaju osetljive i na druge faktore rasta (IL-3, GM-CSF)
(Loosei Patient, 2006; Loosei sar., 2007).

osam dana
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plunpotentna CFU  proeritroblasti eritroblasti retikulociti eritrociti

\/\ e
(T Fas Ag) b X
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pro-inflamatorni

citokini hepcidin _absorpcija gvozda
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< T T '

dostupnost gvozda

Slika 1. Eritropoeza u HBI

Kod odraslih sisara, eritrocitopoeza zapocinje kada se pluripotentna mati¢na celija
diferentuje u najstariju Celiju eritrocitne loZze (Socolovsky, 2007). To su tzv. "burst-
forming unit” eritroidne Celije (BFU). Daljom diferencijacijom, od njih nastagju "colony-
forming unit" eritroidne éelije (CFU), koje proliferiSu u pro-eritroblaste u kojima se vrsi
ekspresija gena za hemoglobin, i samim tim, sinteza hemoglobina. U sledecCoj fazi
eritroidnog sazrevanja u eritroblastima, zavrSava se transkripcija gena za hemoglobin
(Hb). U retikulocitima koji predstavljgju poslednju fazu u procesu nastanka eritrocita
dolazi do degradacije celijskog jedra. Zreo eritrocit nemani jedro ni rezidualnu iRNK za
Hb, aima oko 270 xI0° molekulaHb .

Posto je zreli eritrocit Celija bez jedra, nema DNK, i ne moZe da vrsi sintezu

belanCevina i njihovo obnavljanje, neophodno je da se u toku sazrevanja mladih Celijskih
8




Pregled literature

oblika eritrocitne loze u njima stvore svi proteini neophodni za funkciju zrelog eritrocitau
trajanju od oko 120 dana (hemoglobin, glikolitiCki enzimi i dr.). Zreo eritrocit je zato
podloZan ubrzanom starenju. S obzirom na njegov kratak poluZivot, a visok stepen
razgradnje, proces eritropoeze mora odgovoriti adekvatno kako bi se oCuvala homeostaza
hemoglobina. BFU i CFU Ccelije podlezu pre-programiranoj apoptozi u odsustvu
specificnog hormona eritropoetina (EPO). Zato se smatra da je EPO najvazniji
hematopoezni faktor rasta, neophodan za prezivljavanje, diferencijaciju i proliferaciju
BFU i CFU Ccelija (Kurtz, 1987), a nedovoljna sinteza EPO glavni etioloski faktor za
nastanak anemije.

Nakon vezivanja za receptor dolazi do endocitoze i razgradnje eritropoetina, a
receptor podleze dimerizaciji tj. nastaje homodimer §to aktivira membransku tirozin
kinazu JAK2 (Powers i sar., 1991). Sledstveno, dolazi do sinteze hemoglobina unutar 12
sati, a sinteza proteina membrane eritrocita i enukleacija javlja se nakon 12-14 sati
(Dusanter-Fourt, 1992). To dovodi do ubrzanja eritroidne diferencijacije i stvaranja
retikulocita odnosno povecanja mase eritrocita. U odsustvu eritropoetina, eritroidne Celije
umiru. Dokazano je da EPO usporava cepanje DNK koje se normano javlja u CFU-
¢elijama (Madan i sar., 1995). Kada se obnovi masa eritrocita, pad koncentracije
eritropoetina dovodi do brzog usporenja eritropoeze, jer se ponovo uspostavija
programirana Celijska smrt.

Smanjenje parcijalnog pritiska kiseonika (O2) je primarni fizioloski stimulus za
luCenje eritropoetina (Klassen i Spivak, 1990). Kao odgovor na hipoksiju tj. anemiju,
povecava se broj intersticijalnih Celija koje sintetiSu EPO. Regrutovanje peritubulamih
Celija koje Ce sintetisati eritropoetin odvija se na eksponecijalan nacin (Koury i sar.,
1991). U organizmu ne postoji depo eritropoetina, ve¢ se on sintetiSe de novo kao
odgovor na hipoksiju. PoveCana koncentracije EPO-a u krvi ne utiCe negativno na
njegovu sintezu. Klirens eritropoetina takodje ne zaviss od njegove plazmatske
koncentracije. Osim toga, koncentracija eritropoetina je konstantna za svaku osobu, na
nju ne utice ni pol ni uzrast.

Hipoksija inicijalno uzrokuje sintezu tzv."hipoksijom indukovanog faktora' (HIF-
1) koji se veze za kiseonik-senzitivni deo gena za EPO i izaziva njegovu transkripciju
(Digicaylioglu i sar., 1995). Potreba za kiseonikom i snabdevanje kiseonikom regulisu
sintezu eritropoetina mehanizmom povratne sprege u kojoj tkivni pritisak kiseonika ima

najvazniju ulogu. Pad tkivnog pritiska kiseonika povecava sintezu EPO-a.
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Pro-inflamatorni citokini smanjuju stvaranje EPO i uzrokuju apoptozu na
eritroidnim celijama prekursora (CFU). Rana indukcija apoptoze kod ovih cedlija
zaustavlja proces preobrazaja u crvena krvna zrnca. Fas antigen posreduje u ovoj reakciji.
Inflamatorni citokini takode stimuliSu stvaranje hepcidina, koji se ukljuCuje u stvaranje
eritrocita, smanjujuci dostupno gvozde za eritroblaste koje je neophodno za sintezu hema
hemoglobina. Ovo takode smanjuje stvaranje eritrocita. Slika 1. pokazuje navedene

interakcije.

2.3. Metabolizam gvozda

2.3.1.Znacdaj gvozda

Gvozde je metal Siroko rasprostranjen u prirodi i bioloskim sistemima od velikog
znaCaja za odrZzanje Zivota, s obzirom na to da je neophodan za transport kiseonika,
produkciju energije, adekvatnu eritropoezu, oksidativne procese, kao i Celijski posredovan
imuni odgovor.

U organizmima, gvozde se najveéim delom nalazi u obliku Fe?* i Fe** jona, mada
je laboratorijskim ispitivanjima potvrdeno prisustvo gvozda koje moze imati vise i nize
valence. Sposobnost da prima i otpuSta elektrone cini gvozde veoma korisnom
komponentom molekula koji vezuju kiseonik (hemoglobin ili mioglobin), citohroma, kao
i mnogih drugih enzima. Manjak gvoZzda moZe dovesti do prestanka rasta Celija, pa i
Celijske smrti, dok povecani nivo slobodnog gvozda moze dovesti do oSteCenja Celija i
tkiva putem generisanja reaktivnih vrsta kiseonika (RVK). Vezivanjem gvozda za
razliCite proteinske molekule smanjuje se njegova potencijalna Stetnost.

Nivoi gvozda u organizmu moraju precizno da se reguliSu u cilju obezbedivanja
fizioloskih potreba Celija sa jedne strane, a izbegavanja toksicnih efekata sa druge strane.
Poremecaji homeostaze gvozda usled nedostatka ili viska ovog metala, dovode do mnogih
oboljenja, a kako ne postoji aktivna regulacija ekskrecije gvozda iz organizma, kontrola
njegove resorpcije u tankom crevu ima glavnu ulogu u odrzavanju homeostaze.
Normalnom ishranom dnevno se unosi oko 15-20 mg gvozda, od Cega Se resorbuje 1-2
mg, Sto zavisi od potreba organizma i gubitaka gvozda deskvamacijom intestinalnih
mukoznih Celija, epitelnih Celija koZe, Celija urogenitalnog trakta, kao i znojenjem, i

preko kose i noktiju (Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar., 2009; Hentze i sar., 2010).
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Odrasla muska osoba normalno sadrzi 35-45 mg gvozda po kilogramu telesne
mase, dok je kod Zena koliCina gvozda neSto niZza usled gubitaka tokom menstrualnog
krvarenja (Andrews, 1999). Najveéi deo gvozda (65%) u organizmu je u sastavu
hemoglobina, u mioglobinu skeletnih misica se nalazi oko 10%, dok je 2-4% gvoZzda u
sastavu enzima i citohroma razliitih tkiva. Preostalo gvozde se skladisti u jetri,
makrofagama slezine i kostanoj srzi (Slika2 )(Mufioz i sar., 2009).

S obzirom na to da ne postoji aktivni mehanizam regulacije ekskrecije gvozda iz
organizma, ¢elije moraju da kontroliSu sve ostale faze njegovog metabolizma: resorpciju,
deponovanje i iskoriS¢avanje. Regulatorni mehanizmi i signali koji utiCu na ekspresiju
proteina ukljucenih u promet gvozda deluju tako Sto moduliraju procese transkripcije,

trandacijeili menjgju stabilnost iIRNK za ove molekule (posttranslaciona regulacija).

Eritrociti

Destrukcija
eritrogi
uma agama

Produkcija erltmclta
u Kostnoj srzi

’ “ 34mg ' "'yusferin

Gvozde: 20 mg dpevno Gvozde: 20 mg dnevno

1-2 mg dnevno -2 mg dnevno
Unosenje gvozda Gubitak gvozda

Slika 2. Preraspodela gvoZzda u organizmu

Raspodela gvozda kod prose¢nog odraslog musSkarca je prikazana u Tabeli 2.

Odgovarajuce vrednosti za Zenu bi iznosile oko 55% od navedenih.
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Tabela 2. Raspodela gvoZzda u telu zdravog muskarca telesne mase 70 kg.

Protein Tkivo Sadrzaj gvozda (mg)

N =

Transferin Plazma i ekstracelularna
tec¢nost

Normalna dnevna potreba za gvozdem je priblizno 5 mg za muskarce, a 15 mg za

dete u doba brzog rasta i za Zene sa menstruacijom. Trudna Zena ima potrebe za 2-10 puta
vecom koli¢inom od navedene, zbog potreba fetusa i povecanih potreba organizma za

vreme trudnoce. Organizam zadovoljava potrebe za gvozdem iskljucivo putem hrane.

2.3.2. Resorpcija gvozda

Gvozde se resorbuje u proksimalnom delu tankog creva kao Fe**. Najveéim delom
(90%) gvozde se u hrani nalazi kao neorgansko ( Fe®"), dok preostalih 10% &ini organsko
gvozde vezano za protoporfirin hema ( Fe?") (Mufioz i sar., 2009). Resorpcija gvozda
umnogome zavisi od vrste hrane koja se unosi, koliCine gvozda u organizmu, i najvaznije,
od bioraspoloZivosti njegovih razliitih formi. U siromasSnim delovima sveta kao i kod
vegeterijanaca, hrana biljnog porekla (Zitarice, zeleno lisnato porvée, pasulj), u kojoj se
gvozde nalazi u obliku neorganski soli, osnovni je izvor gvozda. U tom slucaju
bioraspoloZivost gvozda moZe biti smanjena istovremenim unosom drugih namirnica,
razlicitih lekova (tetraciklina, antacida), polifenola (kafa ili ¢aj) i slicno (Bleackley i sar.,
2009). U razvijenim zemljama, gde se dosta konzumira meso, gvozde se najceS¢e unosi
kao organsko i njegova resorpcija ne zavisi od unosa druge hrane. Gvozde se u tankom
crevu resorbuje preko epitelnih Eelija sluzokoZe, duodenalnih enterocita i generalno
postoje dva mehanizma resorpcije gvozda: jedan je za Fe?* u sastavu hemai drugi za Fe**
koji nije u sastavu hema. Gvozde iz hrane, koje nije u sastavu hema i koje je uglavnom

Fe**, pre resorpcije se redukuje pomoéu enzima ferireduktaze (duodenalni citohrom b),
12
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lociranog na apikanoj membrani enterocita. Ovag enzim koristi askorbat kao donor
elektrona (Bleackley i sar., 2009). Gvozde se zatim resorbuje preko nespecificnog
transportera DMT-1 (eng. divalent metal transporter) koji je simporter za H' i
dvovaentne metale, a nalazi se u apikalnoj membrani enterocita (Bleackley i sar., 2009;
Mufoz i sar., 2009; Hentze i sar., 2010). Njegovo prisustvo je pokazano i u bubrezima i
mozgu gde takode ucestvuje u preuzimanju gvozda (Bleackley i sar., 2009).
Nespecifitnost ovog transportera se ogleda u tome $to se, osim Fe?*, njima transportuju i
drugi dvovaentni metali (Mn?*,Cu®*, Zn?") (Slika 3).

Organsko gvozde se u duodenumu resorbuje posredstvom proteinskog nosaca za
hem (HCP1-eng. heme carrier protein 1). Smatra se da ovg transporter zahteva energiju
za svoju aktivnost, a nedavno je utvrdeno da ima veliku ulogu i u transportu folata kroz
éelijsku membranu. Resorpcija Fe?* je laka i brza, $to ukazuje na potrebu koridéenja
crvenog mesa u ishrani. U enterocitima se hem resorbovan iz hrane razlaze uz pomoc¢
hemoksigenaze i tako oslobodeno Fe?* se dalje transportuje kao gvozde dobijeno iz
neogranskih izvora (Slika 3).

Postoji i treci, alternativni put resorpcije gvozda (Bleackley i sar., 2009),
tzv.integrin-mobil ferin put (IMP), kojim se transportuje neorgansko trovalentno gvozde,
a koje se aktivira samo kada postoji deficit ovog metala u organizmu. U citoplazmi
enterocita ovako resorbovano gvozde se redukuje u Fe?* posredstvom kompleksa
poznatog kao paraferitin, a dalji metabolizan mu je isti kao i neorganskom Fe*

transportovanom uz pomo¢ DMT-1 (Bleackley i sar., 2009).
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Slika 3. Molekularni put apsorpcije gvozda preko enterocita duodenuma

2.3.3. Promet gvozda u organizmu

Nakon ulaska u enterocite, gvozde moze da ostane u Celiji gde se koristi u
metabolickim procesima, da se transportuje kroz bazolateralnu membranu u enterocitu ili
da se skladisti vezano za protein apoferitin kao depo oblik feritin. 1z feritina enterocita
gvozde ne moZe da se mobiliSe i prebaci u cirkulaciju,veé se starenjem celija i njihovom
deskvamacijom u lumen gastrointestinalnog trakta eliminiSe iz organizma. Feroportin
(Fpnl) je jedini do danas poznati eksporter gvozda, prisutan u bazolateralnoj membrani
duodenuma, ai i na membranama makrofagai hepatocita (Bleackley i sar., 2009; Mufioz
i sar., 2009). On je, osim za izlazak gvozda iz enterocita u meducelijsku te¢nost iz koje ¢e
preéi u krvne kapilare, odgovoran i za transport gvozda koje se oslobada iz ostarelih
eritrocita nakon degradacije hemoglobina, kao i transport gvozda iz majCinog u
organizam fetusa.

Aktivnost Fpnl na bazolateralnoj membrani enterocita je tesno koordinisana sa
ferooksidazom hefestinom (Bleackley i sar., 2009; Mufoz i sar., 2009), koji oksiduje
Fe?* u Fe*. Smatra se da je hefestin ogranitavajuéi faktor intestinalne resorpcije gvozda i
bez njegove aktivnosti gvozde ne bi moglo da se veze za transferin u sistemskoj

cirkulaciji. Prisustvo hefestina dokazano je i u éelijama debelog creva, mozga, pluéa i
14




Pregled literature

placente (Bleackley i sar, 2009). Nakon oksidacije, gvozde se u krvi vezuje za
glikoprotein plazme transferin (Tf) (slika 3). Jedan molekul transferina moze da veze dva
molekula Fe** tako da postoje tri forme transferina: apotransferin ( transferin + 0 Fe*"),
Tf-Fel (transferin + 1 Fe*) i Tf-Fe2 (transferin + 2 Fe**). Transferin je najpoznatiji
transporter gvozda do razlicitih ¢elija. On odrzava Fe** u izvornom obliku, spretava
eliminaciju preko bubrega i jetre i ograni¢ava ucestvovanje Fe** u generisanju reaktivnih
vrstakiseonika. U fizoloSkim uslovima oko 30% plazma transferina je zasiceno gvozdem.
Kada je nivo zasicCenja trasferina gvozdem manji od 16% smatra se da postoji nedostatak
gvozda u organizmu, dok zasicenost iznad 45% ukazuje na preopterecenje. Kada
zasicenje transferina prekoraci 60% slobodno gvoZzde se akumulira u cirkulaciji i oste¢uje
parenhimske cCelije, posebo hepatocite, putem oksidacionih reakcija (Bleackley i sar.,
2009; Mufoz i sar., 2009; Hentze i sar., 2010).

Gvozde u ciljne Celije (prekursore eritrocita ili eritroblaste, hepatocite i Celije
imunog sistema) ulazi iskljuCivo vezano za trasferin putem receptor-posredovane
endocitoze. Ove cCelije na svojoj membrani imaju receptore za transferin (TfR) koji je
vezao 2 Fe*', ali ne i za slobodno gvozde, ili Tf-Fel.

Gvozde se u cCelijama Kkoristi za sintezu specifiCnih proteina, pre svega
hemoglobina, zatim Fe-S proteina u mitohondrijama, citohroma, akonitaze, ribonukleotid-
reduktaze, ili se skladisti (Bleackley i sar., 2009; Mufoz i sar., 2009). Gvozde se
prvenstveno skladisti u obliku feritina a, u manjoj meri, kao hemosiderin.

Najveci depoi gvozda u obliku feritina nalaze se u jetri, zatim u sezini i kostnoj
srzi. 1z ovih depoa ono moze da se koristi kada potrebe organizma to zahtevaju. Feritin
sadrzi apoferitin u Cijoj unutradnjosti su ferihidroksid, kiseonik i jon vodonika, koji grade
kompleks feri-oksihidroksid. Apoferitin je sastavljen od 24 identicna monomera koji
formiraju Suplju sferu u kojoj moZe biti deponovano do 4500 jona Fe*. Prenos i obrada
gvozda unutar kompleksa feritina su joS uvek nedovoljno poznate. Molekul feritina sadrzi
osam lokacija za unos gvozda, 3-24 lokacija za oksidaciju gvozda, mesta za translokaciju,
mineralno vezivanje i mineralizaciju, kao i 8 mesta za izlaz gvozda iz molekula (Theil,
2003). Posle redukcije u dvovalentni oblik (dejstvom askorbinske kiseline ili redukovani
flavin adenin dinukleotida),gvozde napusta kompleks kroz pore apoferitina i sluzi za
sintezu hemoglobina. 1zvesna mala koliCina feritina nalazi se i u krvnoj plazmi kao dobar

pokazatelj stanja depoa gvozda u organizmu.
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Ako feritin izgubi apoferitinske podjedinice moZe do¢i do njegove agregacije u
micele hemosiderina koji takode moze da posluzi za sintezu hemoglobina, ali je
mobilizacija gvozda iz hemosiderina mnogo sporija nego iz feritina. Hemosiderin se
obi¢no viSe nalazi u depoima u slucajevima preoptere¢enja gvozdem, kada je sinteza
apoferitina i njegovo zasi¢enje gvozdem maksimalno.

Visak slobodnog gvozda u jetri moZe dovesti do znacajnog oSteéenja tkiva, pa ¢ak
i ciroze jetre ili hepatocel ulamog karcinoma usled generisanja RVK, lipidne peroksidacije
i oSte¢enja DNK (Mufioz i sar., 2009).

Prelazak gvozda iz citozola u mitohondrije, gde se ukljucuje u sintezu hema ili Fe-
S proteina, posredovan je mitoferinom, proteinom koji je nedavno identifikovan
(Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar., 2009; Hentze i sar., 2010). U mitohondrijama,
gvozde je vezano za multimerni protein frataksin, ¢cime je onemoguceno njegovo ucesce u
formiranju toksicnih slobodnih radikala (Bleackley i sar., 2009; Hentze i sar., 2010).
Prisustvo frataksina je neophodno za de novo sintezu Fe-S proteina koji se smatragju
"senzorima' nivoa gvozda u mitohondrijama (Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar., 2009;
Hentzei sar., 2010).

2.3.4. Metabolizam gvozZzda u makrofagima

Za efikasnu eritropoezu neophodno je prisustvo gvozda, folata, vitamina By |
hormona eritropoetina (Hentze i sar., 2010). Kako se intestinalnom resorpcijom gvoZzda
obezbeduje manje od 10% dnevnih potreba ogranizma (dnevno se resorbuje 1 do 2 mg
gvozda, dok je za eritropoezu potrebno oko 25 mg gvozda), ostatak se dobija
recikliranjem gvozda iz unutrasnjih izvora organizma od strane makrofaga slezine, jetre i
kostne srzi (Hentzei sar., 2010).

Makrofagi su Celije koje imaju sposobnost fagocitoze i bitnu ulogu u urodenom i
Celijski posredovanom imunom odgovoru. Pored toga, one fagocituju ostarele i oStecene
eritrocite. U makrofagima se hem razgraduje enzimom hemoksigenaza 1 (Hox1). Gvozde
iz fagolizozomanih vezikula izlazi u citoplazmu makrofaga posredstvom transportera
DMT-1, koji je homolog transportera na apikalnoj membrani enterocita. Zbog toga se
DMT-1 transporter naziva i protein makrofaga povezan sa prirodnom rezistencijom
(natural resistance-associated macrophages protein 1 - NRAMP-1) (Bleackley i sar.,
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2009; Hentze i sar., 2010). Makrofagi mogu da preuzimaju gvozde i iz drugih izvora:
bakterija, apoptoticnih Celijai plazme.

Kada se gvozde nade u makrofagima ono moze, kao i u jetri, da se skladisti u dva
oblika: kao feritinili hemosiderin. Gvozde ostaje deponovano u citoplazmi makrofaga sve
dok se u organizmu ne pojavi potreba za njim. Tada ono izlazi posredstvom Fpnl za Ciju
je aktivnost na membrani makrofaga neophodan ceruloplazmin, oksidaza koja se sintetise
u jetri. Znacaj ceruloplazmina u metabolizmu gvozda je veliki s obzirom na to da kada
mu je aktivnost smanjena, ili u sluCajevima njegovog potpunog odsustva, dolazi do
nagomilavanja gvoZzda u hepatocitima, makrofagima i neuronima, Sto uzrokuje osteCenja
ovih Celija, dok se nivo gvozda u krvi smanjuje (Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar.,
2009; Hentzei sar., 2010; Miyajima, 2003).

U fizioloskim uslovima, odnos intenziteta recikliranja gvozda od strane makrofaga
I intestinalne resorpcije gvozda, determiniSe nivo ovog metala u plazmi. S obzirom da
reciklirano gvozde iz makrofaga izlazi putem Fpnl, njegova ekspresija na membrani
makrofaga je veoma vazna i dvojako je regulisana. Nakon fagocitoze eritrocita ekspresija
Fpnl se povecava, dok se kod viska gvozda u organizmu hormon hepcidin vezuje za Fpnl
I sSmanjuje se njegova ekspresija na membrani makrofaga.

Vezivanje i skladiStenje gvozda u makrofagima ima veliki znacaj i u sprecavanju
Sirenja odredenih infekcija i deo je odbrambene strategije domacina. SkladiStenjem
gvozda u makrofagima smanjuje se koli¢ina koja je na raspolaganju odredenim patogenim

bakterijama i na taj naCin se, makar delimicno, sprecCava njihova proliferacija.
2.4 Transferinski receptori (sTfR)

Humani transferinski receptor je transmembranski dimerni glikoprotein sastavljen
od 2 identicne subjedinice molekulske mase 95kDa vezane disulfidnim mostovima. Svaka
subjedinica vezuje jedan molekul transferina, a pri pH 7.4 afinitet transferinskih receptora
je veéi za transferin koji nosi dva molekula Fe u odnosu na transferin sa jednim
molekulom Fe i apotransferin (Feelders i sar., 1999). Transferinski receptori sa Celija
razliitih tkiva su strukturno i imunoski identi¢ni, a njihov broj zavis od stepena
proliferacije, diferencijacije i potrebe za gvozdem. Transferinski receptori eksprimirani
na eritrocitnim prekurzorima u kostnoj srzi, ¢ine 75 % od ukupnog brojajer imau velike
potrebe za gvozdem u sintezi hema. Ushodna regulacija TfR ekspresije rezultat je

povecane de novo sinteze TfR i/ili mobilizacije TfR iz rezerve.
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Danas je potvrdeno postojanje dve izoforme transferinskih receptora TfR1 i
TfR2. Dok je TfR1 prisutan na skoro svim tipovima Celija, prisustvo TfR2 je ograni¢eno
na hepatocite, eritroidne i Celije tankog creva (Suomineni sar., 1997).

Na samoj Celijskoj membrani molekuli TfR1 se akumulirgju u poljima koja su
obloZena klatrinom (engl. — clathrincoated pit), Sto i omogucava endocitozu kompleksa
Tf-Fe2-TfR1 formiranjem tzv. klatrinom oblozene vezikule (engl. —clathrin coated
vesicle). Navedene vezikule spgjgju se u citoplazmi sa endozomom u kome u uslovima
kisele sredine (pH=5,5), uz uceSCe ATP-zavisne protonske pumpe, dolazi do odvajanja
gvozda od transferina, dok sam transferin bez gvozda, tzv. apotransferin ostaje vezan za
TfR1. Nakon odvaganja od transferina gvozde se iz endocitotskih vezikula prebacuje u
citoplazmu pomocu aktivnosti transportera dvovalentnih metala, DMT-1/Nramp2
(Fleming i sar., 1998; Su i sar., 1998). U citosolu gvozde se vezuje za ATP kao nosac
I stize do konacnih odrediSta, gde se sintetiSu hemoglobin, feritin ili enzimi. Preko
transportnih vezikula kompleks TfR1-apotransferin ponovo dospeva do plazmatske
membrane, gde se u uslovima neutralne sredine (pH=7,4) apotransferin odvajaod TfR1, a
njegovo mesto zauzima drugi molekul Tf. Nakon ponovnog vezivanja gvozda za
oslobodeni apotransferin ceo ciklus se ponavlja (Hansen i sar., 1993). Opisani proces
recirkulacije TfR1 molekula se odvija ciklicno, u pravilnim vremenskim razmacima
(15-20 minuta), i nezavisno od stvaranja kompleksa sa transferinom (Watts, 1985).

Kawabat i sar. (1999) su otkrili gen koji kodira drugi molekul receptora za
transferin tzv. TfR2. Funkcionalna ispitivanja navedenog molekula pokazala su veliku
slicnost sa TfR1, ali i znaCane razlike. Afinitet TfR2 prema transferinu je znatno
manji, a sadrzaj unutarcelijskog gvozda nije glavni regulator njegovog ispoljavanja.
Informaciona RNK za TfR2 ne poseduje IRE sekvence (iron responsible elements),
pa tako ne moze biti pod direktnom kontrolom aktivnosti regulatorskih proteina zavis-
nih od unutarcelijskog nivoa gvozda (Kawabatai sar., 1999).

To je dodatno potvrdeno u eksperimentima sa donorima i akceptorima gvozda.
Pokazano je da ni poveCanje, a ni smanjenje nivoa gvozda, izazvano navedenim
materijama, ne utiCe na prisustvo TfR2 molekula. Prisustvo TfR2 molekula kod
Zivotinja sa nedostatkom TfR1 ne moze da nadoknadi njegovu funkciju u smislu
odrzavanja metabolizma gvozda (Levy i sar., 1999). Tokom navedenog istrazivanja
pokazano je i da heliranje unutarcelijskog gvozda redukuje proliferaciju i smanjuje
sintezu DNK u Celijama koje ne sadrze TfR2, dok ne utiCe na iste procese u Celijama
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koje sadrze navedeni molekul (Kawabata i sar., 2000). Na osnovu navedenih rezultata
autori pretpostavljaju da je prisustvo TfR2 regulisano progresijom kroz ¢elijski ciklus,
a ne jednostavno sadrzajem gvozda, kao i da navedeni molekul moze direktno uticati
na stepen proliferacije Celija.

Detaljno poznavanje molekulskih mehanizama regulacije homeostaze gvozda
ima i prakticnu primenu u savremenoj medicinskoj praksi. Nivo TfR1 u serumu,
odnosno njegovog vancelijskog dela koji se moze enzimski odvojiti sa cCelijske
membrane pokazao se kao veoma pouzdan pokazatel] smanjenja rezervi, odnosno
funkcionalnog nedostatka gvoZzda u organizmu. Nasuprot tome, u uslovima pove¢anog
sadrzaja gvozda dolazi do povecanja nivoa feritina u serumu, dok je koncentracija
solubilnog TfR1 minimalna. Zahvaljujuéi tome, u klini¢kim studijama je potvrdeno da
je odnos koncentracija navedenih molekula u serumu, izrazen kao indeks TfR1/feritin,

organizmu (Baynes, 1996).
2.5. Regulacija prometa gvozda na nivou celije

Sinteza transferinskih receptora i feritina je regulisana sa dva razlicita
mehanizma, pri ¢emu nivo njihove sinteze suprotno utiCe na koncentraciju gvozda u
Celiji. To ukljuCuje interakciju citoplazmatskih RNK vezujucih proteina (iron regulatory
proteins-IRP) sa IRE. Gvozde zavisni elementi su kratke sekvence nukleotida iRNK koji
kodiraju kljucne proteine u regulaciji deponovanja i metabolizma Fe. GvoZzde regulatorni
proteini vezuju se za IRE i reguliSu translaciju i sintezu specifi¢nih proteina. Kada ima
dovoljno gvozda ono se vezuje za IRP, Cime se spreCava njihovo vezivanje za IRE na
IRNK. U deficijenciji gvozda IRP se vezuju velikim afinitetom za IRE. Kao rezultat toga
dolazi do smanjene translacije proteina feritina jer gvozde nije dostupno za deponovanje,
asintetiSe se DTM1. Translacija iRNK koja kodira sintezu kljucnih enzima sinteze hema
je takode redukovana zbog smanjene koliCine raspolozivog gvozda. U tim uslovima
povecava se sinteza transferinskih receptora ¢ime se povecava transport gvozda u Celijul.
Obrnuto, kada je gvozde u Celiji u visku, IRP deluje kao akonitaza sa niskom RNK
vezujucom aktivno$¢éu, omogucavajuci translaciju iRNK za feritin, $to omogucava
pretvaranje gvozda u feritin. Ovg regulatorni  mehanizam omogucava celijama da
koordiniraju ulazak gvozda i rezervu gvozda prema raspolozivosti i potrebama u gvozdu.

Nezavisno od potreba Celija za gvozdem, eritroidna proliferacija je vazan stimulans za
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TfR sintezu i ekspresiju. Eritropoetin deluje preko specificnih povrsSinskih receptora na
eritroidnim progenitorskim Celijama i stimulie proliferaciju, diferencijaciju i TfR

ekspresiju, preko aktivacije IRP (Casey i sar., 1988).
2.6. Zatvoreni krug metabolizma gvozda

Organizam nema mogucnost aktivnog izlu€ivanja gvozda iz organizma. Male
koliCine gvozda napustaju telo deskvamacijom mukoznih celija, a jo§ manje koli€ine
putem Zuci, znoja i mokrace. Ukupno se na dan gubi oko 1mg gvoZzda. Ravnoteza gvozda
je zbog toga sustinski zavisna od mehanizma aktivne apsorpcije u crevnoj sluzokozi
(Beutler, 2007). Kolicina feritina u crevnoj sluzokozi moze biti vazna, jednako kao i
ravnoteza izmedu feritina i transferina. Dnevno kretanje gvozda u organizmu prikazano je
na Slici 2 (Rangi sar., 2006).

Danas se smatra da je homeostaza gvozda u organizmu regulisana uglavnom
apsorpcijom gvozda iz intenstinalnog trakta i reciklazom gvozda iz starih eritrocita
(Malyszko i Mysdliwiec, 2007). Intestinalna apsorpcija gvozda zavisi od zadiha
uskladistenog gvozda, Sto predstavlja prvi regulatorni mehanizam, kao i od koliCine
gvozda potrebnog za eritropoezu, tzv. eritroidnog regulatora, Sto je drugi regulatorni
mehanizam (Finch i Huebers, 1982). Po prvom regulatornom mehanizmu apsorpcije
gvozda (tzv. skladiSnom regulatoru), apsorpcija se smanjuje sa zasi¢enoS¢u feritina, a
poznato je da se dva do tri puta mozZe povecati u stanjima deficita gvozda u zalihama.
ViSak gvozda koji feritin viSe ne moZe da primi zadrZava se vezan za mobilferin crevnih
epitelnih Celija preko kojih se deo gvozda gubi u crevni volumen i izluCuje stolicom, te se
tako spreCava preterana apsorpcija gvozda. Ravnoteza gvozda je zbog toga sustinski
zavisna od mehanizma aktivne apsorpcije u crevnoj sluzokozi.

Drugi regulatorni mehanizam intestinalne apsorpcije ukljucuje eritroidni regulator
koji menja apsorpciju gvozda prema potrebama eritropoeze (Malyszko i Mysliwiec,
2007). Eritroidni regulator ima veci kapacitet apsorpcije gvozda od skladiSnog regulatora
i ima dominatnu ulogu u homeostazi gvozda. On je najvazniji signal za apsorpciju i
poveCava je nezavisno od koliine deponovanog gvozda. Kada su zalihe gvozda
popunjene, a apsorpcija se i dalje odvija, dolazi do nakupljanja gvozda u telu i patoloSke
eritropoeze koja dovodi do bolesti koje su uzrokovane viskom gvozda u organizmu.

Danas se smatra da ulogu posrednika u eritroidnoj i skladiSnoj regulaciji ima mali

cirkuliSuci peptidni  molekul hepcidin koji nastgje u jetri. Njegov nivo je vaZzan za
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intestinalnu apsorpciju gvozda i otpuStanje gvozda iz makrofaga (Papanikolaou i
Pantopoul os, 2005).

2.7. Hepcidin

Iz ultrafiltrata ljudske plazme 2000. godine izolovan je antimikrobni peptid koga
produkuje jetra (Krausei sar., 2000). Nazvan je LEAP-1 (Liver-Expressed Antimicrobial
Peptide) prema mestu sinteze i bioloskoj aktivnosti. Isti peptid pod drugim imenom -
hepcidin (hepatic bactericidal protein) izolovao je Park 2001. godine (Park i sar., 2001) iz
urina. U ljudskom urinu mogu se izolovati peptidi i sa 20 i 22 aminokiseline, ai je
dominantno prisutan peptid sastavljen od 25 aminokiselina. Peptid od 25 i peptid od 20
aminokiselina, pokazali su antibakterijsko i antimikoticno delovanje, pa su svrstani u
antimikrobne peptide izolovane iz hiljaka i Zivotinja, tzv. defenzine, koje karakteriSu
unakrsne disulfidne veze. Istovremeno kada je izolovan LEAP-1, izolovani su i 22
aminokiselinski peptid, 20 aminokiselinski peptid i jedan znatno duZzi (40 aminokiselina)
nazvan LEAP-2, koji su od manje vaznosti. Peptid od 25 aminokiselina nazvan je
hepcidin.

Hepcidin je definisan kao hormon koji reguliSe metabolizam gvozda u uslovima
viska gvozda u organizmu. Nadeno je da iRNA hepcidina raste s ve¢om koli¢inom
gvozda i opada s manjkom gvozda u organizmu (Pigeon i sar., 2001; Nicolas i sar.,
2001).

2.7.1. Lokalizacija hepcidina

Hepcidin  se primarno sintetiSe u jetri, a manje u bubrezima, srcu, skeletnim
misi¢ima i mozgu. U bubrezima ovaj intrizicni renalni peptid sintetiSe se u epitelnim
Celijama distalnih tubula i sabirnim kanali¢ima i izluCuje urinom (Malyszko i Mysliwiec,
2007; Kulaksiz i sar., 2005). Lokalizacija hepcidina u bubregu potvrduje ulogu u
regulaciji nivoa gvozda u renalnom tubularnom sistemu i povezanost sa transporterom
gvozda DMTL1. Ekspresija DMT1 je najveca na apikalnom polu epitelnih celija distalnih
tubula i sabirnih kanalica. Nedavna istraZivanja su otkrila da se hepcidin sintetiSe i u
neutrofilima i makrofagima aktiviranim bakterijskom infekcijom, mada u nizim nivoima
nego u hepatocitima. Hepcidin je pronaden kod razlicitih vrsta ki¢menjaka ukljucujuci

miSeve, pacove, svinje i u nekim vrstama riba (Ganz i sar., 2006).
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2.7.2. Struktura hepcidina

Hepcidin u formi polipeptida satavljen od 25 aminokiselina ima znacajnu
povezanost sa metabolizmom gvozda, dok je kod hepcidina sa 20 aminokiselinai drugih
hepcidina dokazano samo antimikrobno delovanje. Hepcidin 25 je po svojoj strukturi mali
peptid sa slede¢om sekvencijom aminokiselina:

Asp- Thr- His- Phe- Pro- lie- Cys- lie- Phe- Cys- Cys- Giy- Cys- Cys- His- Arg-
Ser- Lys- Cys- Gly- Met- Cys- Cys- Lys- Thr

Disulfidne veze se nalaze izmedu cisteina: Cys7- Cys23, Cysl0-Cys22, Cysl3-
Cysl4 (Slika 4).

DTHFPI IF . G _HRSK GM KT

=]

Slika 4. Sematski prikaz hepcidina.

Odredivanjem konformacije ovog peptida ustanovljeno je da je peptidni lanac
uvrnut poput ukosnice (30 % strukture je uvrnuto) sa jednim duzim krajem (Slika 5).

22




Pregled literature

Slika 5. Struktura prikazana sa razli¢itim nacinima disulfidnog

vezivanja.

Iz ove strukture je vidljiv uticaj disulfidnih veza na stabilnost popre¢nim
povezivanjem dva kraka ukosnice. Peptid pripada amfipatskom tipu molekula s obzirom
na duZzi nepolarni lanac i polarne krajeve lanca. Polarni krajevi su: N-terminalna amino
grupa asparaginske kiseline, C-terminalna karboksilna grupa treonina, kao i pripadajuci
nabijeni lanci sa gama karboksilnom grupom asparaginske kiseline, epsilon amino grupa
lizinapri C-krgju, i hidroksilne grupe treonina na oba krgjalanca. Na krivini molekula, na
suprotnom kraju lanca nalaze se polarni ogranci arginina i jo$ jednog lizina u molekulu.
Sekundarna struktura ovog peptida pripada beta naboranom tipu na 30% duZine lanca.
Medutim u hepcidinu postoji i karakteristicha disulfidna veza vicinalnog tipa izmedu
Cys13 i Cysl14 blizu krivine u lancu pri ¢emu se formira osmoclani prsten koji doprinosi
odredenoj rigidnosti strukture i kona€noj konformaciji sa uvrnutoS¢u od 42%, s
konkavnim i konveksnim delovima.

Na sledecoj strukturi disulfidne veze su prikazane crnim krugovima pri ¢emu je na
vrhu smestena vicinalna S-S veza, za koju je ustanovljena trans konfiguracija dva cisteina
(Slika6).
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Slika 6. Konformacija hepcidina 25 sa istaknutim disulfidnim vezama u obliku crnih kugli.

Ustanovljeno je da se zarazliku od hepcidina-20, hepcidin-25 ima veci molekul u
prostoru Sto je uslovljeno hidrofobnom interakcijom izmedu fenilalanina (Phe9) jednog
monomera, sa fenilalaninom (Phe4) drugog molekula, Sto je prikazano formiranjem

agregata (Slika 7).

Phed

Phe9

Phe4

Pro5
Phe9

Slika 7. Intermolekularna interakcija Phe9 jednog monomera sa Phe4 drugog monomera

hepcidina 25 - po€etak agregacije.

Obzirom da hepcidini imaju veliku slicnost sekundarne strukture (procenat beta
naborane strukture, zavijenosti i uvrnutosti), pai tercijarne strukture, njihova je aktivnost

priblizna bez obzira na vrstu i redosled aminokiselina (Nemeth i sar., 2006). Biosinteza
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hepcidina zapocCinje od preprohepcidina koji se sastoji od 84 aminokiselina u lancu, koji
se pomoc¢u konvertaze prevodi u propeptid hepcidin, a on generiSe bioaktivni hepcidin-25
(Hunter i sar., 2002).

2.7.3. Odnos strukture i delovanja hepcidina

Za hepcidine razlicitih duzina lanaca ustanovljeno je antimikrobno delovanje
(antibakterijsko i antimikoti¢no), a samo za neke, naroCito hepcidin-25, i delovanje na
homeostazu gvozda (Nemeth i sar., 2006). Za hepcidin-20 je dokazano vece delovanje
protiv Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus grupe B i
Candide abicans (Hunter i sar., 2002). Hepcidin-25 deluje na gram negativne (npr.
Bacillus suptilis) i gram pozitivne (npr. Neisseria cinerea) bakterije, i dljivicu
(Saccharomyces cerevisiag). lako hepcidin-25 ima antibakterijsko i antimikoti¢no
delovanje u opsegu koncentracije 3-10 UM, urinarna koncentracija se krec¢e unutar 3-30
nM, zbog Cega se dovodi u pitanje i antimikrobna aktivnost hepcidina u urinu (Atanasiu i
sar., 2006; Krausei sar., 2000).

U poredenju delovanja hepcidina 25 i hepcidina 20, hepcidin 20 ne pokazuje
delovanje na homeostazu gvozda, jer ne poseduje prvih pet aminokiselina na N-
terminalnom kraju, a za takvu aktivnost je bitna duZina lanca. SkraCivanjem lanca za
jednu aminokiselinu sa poCetka lanca, ustanovljeno je progresivno smanjivanje aktivnosti
hep-25 sve do minimalne kod hep-20 (Tabela 3) (Nemeth i sar., 2006).

Sa druge strane, produzavanjem lanca za jednu aminokiselinu (Ala) aktivnost se
potpuno zadrzava (hep26) (Tabela 3). Ispitivanajei uloga cisteinai S-S veza tako Sto su
prepravljeni peptidi koji umesto cisteina sadrze alanine. Iz tablice je vidljivo da zamena
tri od Cetiri disulfidne veze sa alaninima (A7/A23, A11/A19, A13/A14) (Tabela 3) nije
bitno smanjila aktivnost hepcidinain vitro, sto znaci da disuifidne veze direktno ne uticu
na aktivnost ve¢ samo na stabilnost strukture. N-terminalni krgj hepcidinskog molekula
esencijalan je za aktivnost tj.njegovu ulogu u homeostazi gvozda (Nemeth i sar., 2006).
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Tabela 3. Bioaktivnost hepcidinskih derivata

Peptidi aktivnost
Hep 25 100
Hep 24 95+4
Hep 23 88+4
Hep 22 4616
Hep 21 22+3
Hep 20 12+1
Hep 26 100+1
A7/A23 85+3
Al11/A19 92+6
Al13/A14 92+12
hep-25 iz ribe 106+10

2.7.4. Delovanje hepcidina

Istrazivanja na Zivotinjama pokazala su da se ovaj hormon stvara u uslovima
gomilanja gvozda. Povezanost hepcidina sa homeostazom gvozda ustanovljena je
pracenjem njegovog nivoa u zavisnosti od unosa gvozda bilo hranom ili parenteralnom
aplikacijom miSevima (Hugman i sar., 2006). Eksperimentima je ustanovljeno inhibitorno
delovanje hepcidina na nivo gvozda (negativna povratna sprega).

Hepcidin se sekretuje u cirkulaciju i deluje na enterocite tankog creva gde regulise
nivo resorpcije gvozda kontrolom ekspresije Fpnl na njihovoj bazolateralnoj membrani
(Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar.,2009). Vezivanjem hepcidina za feroportin zapocinje
se njegova internalizacija i degradacija u lizozomima. Smanjenjem gustine molekula
Fpnl u Celijskoj membrani intracelularno gvozde ostaje u citoplazmi. Hepcidin delujei na
Fpnl prisutan na membranama makrofaga i hepatocita i tako smanjuje oslobadanje
gvozda iz ovih Celija u sistemsku cirkulaciju (Mufioz i sar., 2009). Kada je nivo hepcidina
visok, kao Sto je to sluCaj u upalnim stanjima, resorpcija gvozda iz enterocita, kao i
njegovo oslobadanja iz hepatocita i makrofaga u sistemsku cirkulaciju je smanjeno.
Gubitak Fpnl sa povrsine Celija dovodi do zadrZavanja gvozda u makrofagima, niskog
nivoa u plazmi Sto dovodi do niske saturacije transferina, pa se manje gvozda prenosi do
eritroblasta (De Domenico i sar., 2007) (Slika 8A). To uzrokuje smanjenu eritropoezu

koja dovodi do anemije koja je poznata pod imenom anemija upale ili anemija hronicnih
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bolesti. Nasuprot tome, kada je nivo hepcidina smanjen, npr. used anemije ili hipoksije
resorpcija gvozda je povecana (Mufioz i sar., 2009; Hentze i sar., 2010; Franchini i sar.,
2010).

A Anemija hroniénih bolesti B Normalan nive gvezda C Hemohromatoza (visak gvozda)
gvoide uneto hranom

ﬂhdonilaﬁu]e
Jgwidy”
Duodenalni
enterocit
intemalizacija i Feroportin
degradacija .
{ergnolﬂna Z .
*-\," . AN Sinpetatiins, = 3
" 1o : « Nizak nivo 1) ¥ N .normalan nivo . '
« « gvozdau «gvoida u plazmi, L ol R IU’WC"III nivo, «
plazmi " ' . . e el N [l\"o!d'il u plazlm
: .
_ Jetra '
daed i 9 :
FEFT R " |
povecana sinteza normalna sinteza :m:ij;lna sinteza
hepcidina hﬁdina epana
= — e

Slika 8. Hepcidin - medijator homeostaze gvozda. (A) Povecana sinteza hepcidina u jetri
kao rezultat upale. (B) Normalni nivo hepcidina kod adekvatnog nivoa gvoZzda, reguliSe unos
gvozda u plazmu, normalno zasienje transferina i normalan nivo eritropoeze. (C)

Hemohromatoza ili viSak gvoZda, rezultat je smanjenih nivoa hepcidina.

Smanjena sinteza hepcidina dovodi do viSska gvoZzda u organizmu. Manjak
hepcidina uzrokuje povecanu prisutnost feroportina na povrsini Celija i time povecan
unos gvozda u plazmu, visoku zasic¢enost transferina i povecanje depoa gvozda u jetri i
drugim organima (Slika 8C) (De Domenico i sar., 2007).

Bolesti viska gvoZzda uzrokovane smanjenom sintezom hepcidina zovu se
hemohromatoze i pretezno su izazvane genetskim poremecCajima. Primarne
hemohromatoze su poremecaji nastali zbog mutacije gena za hepcidin, a viSak gvozda
moze nastati i sekundarno (sekundarna hemohromatoza), na primer ucestalim

transfuzijamakrvi.
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Pored sistemske regulacije, putem regulacije gustine molekula feroporting,
metabolizam gvozda je regulisan i na éelijskom nivou posredstvom regulatomih proteina
IRP koji se vezuju za vezujuca mesta na iRNK IRE i tako reguliSu nivo transkripcije
proteina ukljucenih u metabolizam gvozda. Sistemski i Celijski regulatomi mehanizmi ne
funkcioniSu zasebno, ve¢ koordiniSu svoju aktivnost u istom pravcu povecavajuéi ili
smanjujuci nivo resorpcije gvozda (Hentzei sar., 2010).

Sinteza hepcidina u hepatocitima je regulisana mnogostrukim, delom i suprotnim
signalima koji uklju€uju: koncentraciju gvozda u organizmu (prevashodno koli¢inu Tf-
Fe2), koliCinu gvozda u depoima u jetri, intenzitet eritropoeze, hipoksiju i stanja
inflamacije. Svi ovi signali se sumirgju na nivou transkripcije DNK i od zbira njihovih
efekata zavisi da li ¢e i¢i do stimulacije ili inhibicije sinteze hepcidina (Bleackley i sar.,
2009; Franchini i sar., 2010).

2.7.5. Mehanizmi kontrole sinteze hepcidina

U organizmu postoje proteini koji su osetljivi na promene koncentracije
sistemskog gvozda i koji mogu da utiCu na sintezu hepcidina. Novija istraZivanja
intenzivno se bave prouCavanjem mehanizama dejstava tih molekula, pre svega
hemohromatoznog proteina (HFE) i hemojuvelina (HJV), koji se sintetiSu u hepatocitima
(Bleackley i sar., 2009; Mufioz i sar., 2009; Franchini i sar., 2010) (slika 9).

2.75.1. UlogaHFE i HIV

Tacna uloga HFE u regulaciji resorpcije gvozda jos uvek nije do kraja razjasnjena.
HFE je u niskim koncentracijama prisutan u mnogim tkivima, a najvise u jetri i tankom
crevu, dok se u plazmi nekovalentno vezuje za 3,- mikroglobulin (Bleackley i sar., 2009).
HFE moZe da se veZe za TfR1 i TfR2 na membrani hepatocita. Zna se da je nivo HFE
obrnuto srazmeran resorpciji gvozda, tako da je povecana ekspresija HFE povezana sa
smanjenom resorpcijom gvozda, a njegovo odsustvo sa akumulacijom gvozda. Smatra se
da HFE funkcioniSe kao senzor nivoa gvozda u organizmu i mehanizam kojim HFE utiCe
nasintezu hepcidina je sledeci: kada je normalan ili snizen nivo Tf-Fe2 (odnosno gvozda)
u plazmi, HFE se vezuje za receptor TfR1. Medutim, kada postoji visok nivo gvozda, tj.
Tf-Fe2, on Ce istiskivati HFE iz kompleksa sa receptorom TfR1, te ¢e se HFE u tom

sluCaju vezivati za TfR2, za koji inaCe ima manji afinitet. Kompleks HFE-TfR2
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predstavlja tzv. transferin - osetljivi kompleks i aktivira sintezu hepcidina (Bleackley i
sar., 2009; Hentze i sar., 2010; Goswami i sar., 2006).

Kvantitativno najznacajniji put stimulacije sinteze hepcidina je preko BMP (eng.
BMP - bone morphogenetic protein), Cija je ekspresija pozitivno regulisana
koncentracijom gvozda: povecana je u stanjima preopterecenja, a smanjena kod deficita
gvozda (Bleackley i sar., 2009; Hentze i sar., 2010). Za BMP se vezuje hemojuvelin kao
koreceptor i ovaj kompleks u jedru stimuliSe transkripciju gena za hepcidin. U stanjima
hipoksije i niskih koncentracija gvoZda, dolazi do hidrolize HI, pri ¢emu se on oslobada
iz Celije u obliku rastvorljivog hemojuvelina (sHJV), koji antagonizuje BMP zavisnu
da HJV predstavlja misi¢ni signal deficita gvozda.

Aktivnost hemojuvelina i hemohromatoznog proteina je koordinisana i njihova
zajedniCka aktivnost dovodi do povecane sinteze hepcidina (Bleackley i sar., 2009;
Hentze i sar., 2010).

eritropoetski signali gvoide
hipoksija inflamacija

gubitak gvozda
1-2mg/dnevno

kostana si1z
~300 mg

eritrociti
~1800 mg

unos gvozda
1-2mg/dnevno

<
\s
makrofagi ~600 mg Hepcidin

Slika 9. Hipoteticka uloga hepcidina u regulaciji metabolizma gvozda
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2.7.5.2. Eritropoetski signali

Eritropoeza je proces tokom koga se troSe znaCajne koliCine gvozda, pa je zato
inhibicija sinteze hepcidina od strane eritropoetskih signala od velikog fizioloSkog
znaCaja. Molekularni mehanizmi i faktori ukljuceni u ovu regulaciju joS uvek nisu u
potpunosti razjasnjeni. Smatra se da su u inhibiciju sinteze hepcidina ukljucena dva
molekula poreklom iz prekursora eritrocitac GDF15 i TWSG1 (Hentze i sar., 2010, Pak i
sar., 2006). Za TWSGL protein postoji vezujuce mesto na molekulu BMP i on inhibira
BMP zavisnu aktivaciju sinteze hepcidina (Hentze i sar., 2010). Takode, na celijskim
modelima je pokazano da visoke koncentracije ovog molekula mogu da suprimirgju
transkripciju hepcidina, mada mehanizam kojim je ovg efekat posredovan nije utvrden.
Kod pacijenata kod kojih postoji defektna eritropoeza, kao Sto je npr. B-talasemija,
pronadene su visoke koncentracije GDF15 u serumu (Hentze i sar., 2010).

2.7.5.3. Hipoksja

Hipoksijain vivo indukuje sintezu eritropoetina u bubregu, koji deluje kao glavni i
snazni stimulator eritropoeze. Egzogeni eritropoetin u niskoj dozi brzo zaustavlja sintezu
hepcidina i njegovo izluCivanje urinom (Hentze i sar., 2010), ali ta efekat je
najverovatnije indirektan preko stimulacije eritropoeze i njenih faktora koji utiCu na
sintezu hepcidina. U jetri je otkriveno i prisustvo hipoksijom-indukovanog faktora, koji

vezivanjem za promoterski region DNK inhibira sintezu hepcidina (Hentze i sar., 2010).

2.7.5.4. Inflamacija

ViSak gvozda u organizmu smanjuje odbrambenu sposobnost fagocita, 5to u ovim
stanjima moZe dovesti do razvoja oportunistickih infekcija razli€itim, neuobiCajenim
patogenima. Gvozde igra dvostruku ulogu u inflamatornim stanjima: a) rast,
razmnozavanje i virulenca patogena u velikoj meri zavise od koliine gvozda u
organizmu domacina i njene dostupnosti patogenu i b) visak gvozda smanjuje imuni
odgovor domacina na infekciju. Zato se u stanjima inflamacije i stresa ukljucuju
regulatorni putevi Kkoji smanjuju resorpciju gvozda iz tankog creva, a istovremeno
favorizuju njegovo zadrzavanje u makrofagama. Na taj naCin se pojacava odbrambena
sposobnost domacina, a gvoZde neophodno za proliferaciju patogena postaje nedostupno
(Ashrafian, 2005).
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Hepcidin nije samo vazan hormon u regulaciji gvozda, on je i vazna veza izmedu
metabolizma gvoZzda, odbrane domacina i upale. Jetra ima vaznu ulogu u imunom
odgovoru buduéi da je odgovorna za sintezu mnogih proteina akutne faze koji su
ukljuceni u imunoloski odgovor. Proteini akutne faze nastaju kao odgovor na akutnu i
hroni¢nu upalu, infekciju, traumu, 1 neoplazmu (Mayszko i Mysliwiec, 2007). Tokom
infekcije i upale, sinteza hepcidina se znatno povecava prisutnos¢u interleukina (IL-1 i
IL-6) koji snazno indukuju sintezu hepcidina (Hugman, 2006). U toku upalnih stanja i
infekcije dolazi do povecane sinteze hepcidina mehanizmom koji je nezavisan od statusa
gvozda i aktivnosti eritropoetina. U ovom inflamatomom odgovoru ucestvuju i signali
posredovani sa BMP koji se, sa signalnim putevima posredovanim IL-6, integriSu na
nivou promoterskog regiona za hepcidin.

Plazmatski transferin prenosi oko 20 mg gvoZzda, koje najveCim delom nastaje
destrukcijom starih eritrocita i namenjeno je eritropoezi. U normalnim stanjima gvozde u
plazmi se izmenjuje svaka 3- 4 sata. U sluCaju kad bi hepcidin blokirao recikliranje
gvoZzda, to bi rezultiralo smanjenjem od oko 30% gvoZzda u plazmi kroz sat vremena. Ovaj
akutni  hipoferemi¢ni odgovor verovatno je namenjen eliminaciji invazivnih
mikroorganizama. Vremenski brzo snizenje gvozda je kompatibilno sa ulogom hepcidina
u imunitetu kao prva linija obrane od invazivnih patogena. Za vreme upae hepcidin
inhibira otpuStanje gvozda iz makrofaga i enterocita. Buduci da je najveci deo gvozda u
transferinu namenjen eritropoezi u kostnoj srzi, hipoferemija rezultira smanjenjem
dostupnosti gvozda za eritropoezu. Anemija upae nastaje kao posledica hipoferemi¢nog
odgovora na upalu (Slika 10). Dallalio i sar. (2006) objavili su da hepcidin doprinosi
anemiji upale ne samo svojim delovanjem na metabolizam gvozda, veC i inhibicijom
proliferacije eritroidnih pracelija i njihovog preZivljavanja. Pretpostavlja se da ovaj
mehanizam doprinosi slabom odgovoru eritropoeze na hipoksiju u anemiji (Malyszko i
Mysliwiec, 2007). Kaskada poremecaja koja dovodi do anemije upale kreée od IL-6 do
sinteze hepcidina, pa do hipoferemije i na krgu rezultira anemijom upale (Ganz i sar.,
2006).

Inflamatomi citokini kao $to su TNF-a, IL-1, IL-6, i IF-y, pored toga Sto utiu na
sintezu hepcidina, stimuliSu i sintezu feritina i smanjuju ekspresiju TfR1 receptora, te na
taj nacin povecavaju skladiStenje gvozda, a smanjuju njegovu dostupnost celijama
(Hentzei sar., 2010).
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Slika 10. Mehanizam delovanja hepcidina u anemiji hroni¢nih bolesti

2.7.6. Uloga hepcidina u anemiji HBI

Patogeneza anemije hroniCne bolesti bubrega je multifaktorijalna. lako je
nedovoljna proizvodnja eritropoetina najvazniji ¢inioc u patogenezi anemije HBI, i drugi
¢inioci kao smanjenje prezivljavanja eritrocita, gubitak krvi, nedovoljno unosenje gvozda
I drugi nutritivni nedostaci, hemoliza kao i uremija, imagu bitnu ulogu i doprinose blagoj
anemiji. Ona je Cesto prisutna uprkos terapiji rekombinantnim humanim eritropoetinom i
drugim stimulansima eritropoeze. Kod uznapredovale bubrezne bolesti potrebna je
hemodijaliza pri kojoj se takode dodatno gubi gvozde. Bolesnici na hemodijalizi gube
prose€no 2 g gvozda godisnje ili do 1,5-3 L krvi. Nedostatak gvoZda razvija se kod
gotovo svih bolesnika na hemodijalizi koji dobijaju pored preparata gvozda i
rekombinantni humani eritropoetin. Apsolutni nedostatak gvozda je najéeS¢e prisutan u
zadnjoj fazi bubrezne bolesti, kada zasicenje transferina padne ispod 20% (Malyszko i
Mysliwiec, 2007; Eschbach i sar., 1977).

Poznato je da kod bolesnika sa bubreznom insuficijencijom mozZe nastati i
funkcionalni nedostatak gvozda (niska saturacija transferina uz normalani ili povisen
serumski feritin). On se karakteriSe prisutnos¢u dovoljnih rezervi gvozda prema
konvencionalnim kriterijumima, ali i nesposobno$¢u da se gvozde dovoljno mobilise i da

adekvatno stimuliSe eritropoezu uz primenu eritropoetina. Klinicki je znacajno razlikovati
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funkcionalni manjak gvozda, koji obi¢no reaguje na terapiju nadoknade gvozda, sa
porastom hematokrita pri ujednacenoj dozi rekombinantnog humanog eritropoetina, od
blokade gvozda izazvanu infekcijom, koja ne reaguje na navedenu terapiju (Malyszko i
Mysliwiec, 2007).

Hipoksijaje primarni signal koji reguliSe proizvodnju eritropoetina u fetalnoj jetri
I u bubregu odradlih, a istovremeno smanjuje proizvodnju hepcidina. Ekspresija gena za
eritropoetin je kontrolisana HIF-om, a i promotor hepcidina sadrZi nekoliko veznih mesta
za HIF. Hipoksija izazvana anemijom indukuje sintezu EPO, a smanjuju ekspresiju
jetrinog hepcidina, buduéi da anemicna krv ne moZze donositi dovoljno kiseonika iz
peritubularnih kapilara u tubularne Celije koje su veliki potroSaci kiseonika. Rezultati
istraZzivanja ukazuju da hipoksija deluje na indukciju eritropoeze i smanjenu ekspresiju
gena za hepcidin putem regulacije lucenja eritropoetina (Nicolasi sar., 2002).

Medutim, kod hroniCnih bubreznih bolesti, ekspresija hepcidina moze biti i
povecana. Kod bolesnika sa hronicnom boleS¢u bubrega prisutno je hroni¢no zapaljenjsko
stanje izazvano mnogim ¢iniocima, ukljucujuci pojaCanu ucestalost infekcija, uremiju,
poviSene nivoe proinflamatornih citokina, Cestu prisutnost ateroskleroze i drugih. Postoje
dodatni faktori koji tokom hemodijalize mogu doprineti tom procesu (necist dijalizat,
bioinkompatibilne membrane, interkurentne infekcije). Eksperimentalni modeli upae
pokazali su povecanje ekspresije hepcidina i redukciju serumskih nivoa gvozda. Buduci
da se bolesnici sa hronicnom bubreznom insuficijencijom nalaze se u stanju blage do
srednje upale, slicno kao u reumatoidnom artritisu ili malignoj bolesti, Alien i sar. (1999)
su predlozili hipotezu po kojoj bolesnik koji zahteva vece doze eritropoetina ima i veéu
upalnu aktivhost i propagaciju citokina. Interakcija proinflamatornih citokina sa
hepcidinom, moZe objasniti zaSto ovi bolesnici imaju visoke nivoe feritina, slabu
apsorpciju gvozda i smanjeno otpuStanje gvozda iz makrofaga. Visoki nivoi hepcidina
nadeni su kod bolesnika sa hronicnom renalnom insuficijencijom i anemijom (Pertosa i
sar., 2005).

Pertosa i sar. (2005) su sugerisali da disregulacija hepcidina povezana sa upalom
moZe izazvati funkcionalni manjak gvozda i posledicno manji odgovor na eritropoetin u
uremicnih bolesnika. Takode su primetili da peritonealna dijaliza, smanjujuci upalni
odgovor i serumske nivoe hepcidina, pove¢ava odgovor na eritropoetin. 1z navedenog je

vidljiv vrlo kompleksan odnos hepcidina i bubreznih bolesti obzirom na antagonisticki
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uticg] zapajenskih stanja s jedne strane, a sa druge strane uticg anemije/hipoksije na
ekspresiju hepcidina (Malyszko i Mysliwiec, 2007).

2.8. Folna kiselina

Folna kiselina je vitamin koji je rastvorljiv u vodi, pa se tako odstranjuje tokom
hemodijalize. Proteklih godina je preporucivana redovna nadoknada folata za pacijente na
dijalizi. Dokazano je da 2 mg folata nedeljno moze odrzati balans folata kod ovih
pacijenata. Klinicki znacajna deficijencija folata se retko javlja kod hroni¢nog bubreznog
oboljenja sve dok je unos folata putem hrane regularan. Dodavanje folne kiseline
proizvodima od zitarica smanjilo je ucCestalost deficijencije kod opSte populacije i
poboljsalo unos nutritivnih folata (Liaugaudas i sar., 2001). Odredeni broj ispitivanja je
potvrdio da nije potrebno unositi suplemente folata kako bi se odrZzao normalan nivo i
hematopoeza, Cak i kod pacijenata na dijalizi (Westhuyzeni sar., 1993; Ono i Hisasue,
1992; Westhuyzen, 1998). Dodatni suplementi folne kiseline nemaju povoljni efekat na
eritropoezu niti na odgovor na eritropoetin kod pacijenata sa znatno smanjenim nivoima
folata (Ono i Hisasue, 1992; European best practice guidelines, 1999). Rutinska
nadoknada folata kod pacijenata na hroni¢noj dijalizi se ne preporucuje kao standardna
terapija kod renalne anemije (European best practice guidelines, 1999). Usled
nepostojanja toksicnosti i usled moguceg povoljnog uticaja suplemenata, u mnogim
jedinicama za dijalizu postoji praksa rutinske nadoknade folata 1-5 mg folata/dnevno kod
pacijenata na hroni¢noj hemodijalizi (Westhuyzen, 1998).

Deficijenciju folata obavezno treba uzeti u obzir kod znaCajnih povecanja
korpuskularnog volumena eritrocita ili kod hipersegmentiranih polimorfonuklearnih
leukocita kod pacijenata sa hronicnom renalnom insuficijencijom. Kod neuhranjenih
pacijenata ili kod istorije alkoholizma, narocito se preporucuje procena stanja folata, jer je
deficijencija folata kod ovih grupa pacijenata veoma Cesta (Van Wyck, 2000).
Nepostojanje odgovora na terapiju rHUEPO, praceno makrocitozom, Cesto ukazuje na
deficijenciju folataili vitamina B12, pa odmah treba analizirati njihov nivo.

Neki poremecaji metabolizma folata su specificni za hroni¢no bubrezno oboljenje.
Rani simptomi izmenjenog transporta folata kod bubreznog oboljenja su nesrazmerno
poviSeni nivoi folata u serumu u poredenju sa rezervama folata u tkivima kod pacijenata
na hemodijalizi. Takode je bitan i naCin merenja rezervi folata. Serumski folati na prvom

mestu prikazuju sliku skorasSnjeg unosa vitamina putem hrane i nisu dobar pokazatelj
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stanja rezervi (Lee i sar., 1999). Adekvatna procena rezervi folata kod pacijenata na
dijalizi podrazumeva i odredivanje folata u eritrocitima. Ove vrednosti folata su visoke
kod pacijenata sa pratecom deficijencijom gvozda, koja je prisutna kod hroni¢nog

bubreznog oboljenja (European best practice guidelines, 1999).
2.9. Vitamin B12

U ljudskom organizmu se nalazi priblizno 5 mg (prema drugim podacima 2 mg), a
dnevno se gubi oko 2,5 mikrograma. Depo se nalazi u jetri (50 — 90%). KliniCki znaci
deficijencije se javljgu kada nivo padne na 10% normalnih vrednosti.

Nizak nivo ovog hidrosolubilnog vitamina u serumu kod bolesnika na
hemodijalizi je takode posledica uklanjanja putem dijalize. Kod pacijenata sa hroni¢nim
bubreznim oboljenjem davanje vitamina B12 znaCajno smanjuje rizik od komplikacija
(Fehrman-Ekholm i sar., 2008). Pacijenti na hronichom programu hemodijalize imaju
visok nivo aminokiseline, homociteina koja ima toksican efekat. Visok nivo homocisteina
kod ovih bolesnika povecava rizik nastanka infarkta srca i mozga, tako $to dovodi do
ubrzane ateroskleroze (Chiu i sar., 2009). Nekoliko studija je ukazalo da nadoknada
vitamina B6, B12 i folne kiseline moZe smanjiti nivo homocisteina kod pacijenata na
hemodijalizi (Robinsoni sar., 1996; Sunder-Plassmann i sar., 2000; Tremblay i sar., 2000;
Elian i Hoffer, 2002; Kaplan i sar., 2001; Billion i sar., 2002). Utvrdeno je da kod
bolesnika na hemodijalizi davanje vitamina B12, u dozi od 1 mg nedeljno, smanjuje nivo
homocisteina do 30%. U opstoj populaciji vitamin B12 sniZzava nivo homocisteina do 7%
(Homocysteine Lowering Trialist’s Collaboration, 1998).

Nedostatak vitamina B12 se deSava retko (Zacheei sar., 1992) ali se moze javiti
zbog gubitka u dijalizatu, posebno sa visokim membranskim protokom. Deficit vitamina
B12 dijagnostifikuje se kasno, jer su depoi u jetri dovoljni za 3 do 5 godina. Gastaldello
I sar. (1995) tokom petogodisSnjeg pracenja su utvrdili da uz intravensko dodavanje
vitamina B12 (u dozi 0,5 mg meseCno ) kod pacijenata na dijalizi sa visokim
membranskim protokom odrZava koncentraciju veéu od normalne u plazmi za period od
oko godinu dana.

Vec pomenute membrane sa visokim protokom, ali i primena eritropoetina mogu
dovesti do subnormalnih nivoa vitamina B12.

Posto je vitamin B12 vezan za proteine, teSko je dijagnostifikovati njegov

nedostatak, pa veCina izveStaja u literaturi pokazuju normalan ili visok nivo vitamina
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B12 u plazmi kod bolesnika na hemodijalizi (Descombes i sar., 1993). Nedostatak
vitamina B12 moze se dijagnostikovati i pri povisenim koncentracijama metilmalonicne

kiseline, i pored normalnih nivoa u serumu.
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3.CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZE

3.1. Ciljevi istrazivanja

lako se 0 osnovnim patofizioloSkim deSavanjima kod anemicnih pacijenata sa
HBI veC dosta zna, joS uvek postoje neke dileme o metabolizmu gvozda, naCinima
preuzimanjai kontrole njegove koncentracije. Zato je cilj ove doktorske disertacije da se

kod pacijenata na hemodijalizi, u predijaliznom periodu kao i u kontrolnoj grupi:

odrede opsti biohemijski ( urea, kreatinin, proteini, albumini, glukoza, elektroliti,
enzimi jetre, bilirubin i CRP) i lipidni parametri ( trigliceridi, holesterol, LDL i
HDL holesterol )

odrede hematoloski parametri vazni za dijagnostiku anemije (Le, Er, Hb, HCT,
MCV, MCH, MCHC i trombociti)

odrede standardni biohemijski parametri kojima se prati metabolizam gvozda (
gvozde, UIBC, TIBC, %Sat i feritin)

odredi koncentracija hepcidinai solubilnih transferinskih receptora (STfR)
odredi koncentracijavitaminaB, i folne kiseline

utvrde korelacije znaCajnih anemijskih parametara i parametara metabolizma
gvozda izmedu svih ispitivanih grupa

odrede parametri metabolizma gvoZda u grupi pacijenata sa razli¢itim vrednostima
feritina ( gvozde, UIBC, TIBC, %Sat , hepcidin, sTfR i CRP)

utvrde prediktvne vrednosti koncentracije gvozda, hepcidina, sTfr i feritina kod
pacijenata na hemodijalizi

utvrdi senzitivnost i specificnost prosecnih vrednosti feritina, hepcidina i STfR u
klasifikaciji ispitanika na one sa saturacijom preko/ispod 30%.

proceni znafaj odredivanja koncentracije hepcidina i STfR u regulaciji
metabolizma gvozda kod pacijenata na hemodijaizi
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3.2. Hipoteze istrazivanja

Obzirom da u osnovi anemije kod predijaliznih i dijaliznih bolesnika lezi
nedostatak eritropoetina, a time i poremecaj metabolizma gvozda, hepcidina i
transferinskih receptora formulisane su sledece radne hipoteze istraZivanja:

HematoloSki parametri vazni za dijagnostiku anemije se znacajno razlikuju kod
pacijenata na hemodijalizi i u predijaliznom periodu u odnosu na kontrolnu grupu.

Biohemijski parametri kojima se prati metabolizam gvozda ( gvozde, UIBC,
TIBC, %Sat i feritin) su promenljivi u ispitivanim grupama.

Odredivanje novih markera je vazno za preciznije definisanje anemije i
mehanizama leCenja kod pacijenata na hemodijalizi i u predijaliznom periodu.
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4. PACIJENTI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitanici

IstraZzivanjem je obuhvadeno 124 ispitanika i to 104 bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom insuficijencijom od kojih je 64 bolesnika na hemodijalizi, a 40 bolesnika je u
predijaliznom stadijumu. Svi bolesnici sa hroniénom bubreznom insuficijencijom primali
Su eritropoetin i parenteralnu terapiju gvozdem. Inicijalno, rHUEPO-beta aplikovan je tri
puta nedeljno u dozi od 50 do 150 1Jkg/nedeljno do postizanja ciljnih koncetracija Hb od
110-120g/L i HCT 33-36%, uz odrzavanje postignutih vrednosti (srednja doza odrzavanja
<125lJkg/nedeljno) individualnim pristupom (smanjenjem ili proredivanjem doze na
jednom nedeljno do jednom mesecno). LecCenje eritropoetinom prekidano je kada su
vrednosti Hb prelazile 130 g/L. U sluCaju absolutne (feritin < 100 ng/ml) ili funkcionalne
(feritin >100 ng/ml, %Sat<20%) deficijencije gvozdja, primali su intravenski preparat
gvozda, gvozde sukroza po protokolu (Dittrich i sar., 2002) u dozi od 100mg tokom deset
uzastopnih hemodijaliza. Bolesnici sa serumskim feritinom od 100-800ng/mL i %Sat 20-
50% primali su gvozde intravenski jednom nedeljno tokom deset nedelja. Parenteralna
primena gvozda bila je prekidana kada vrednost serumskog feritina prede 800ng/mL, sem
u sluCajevima kada je postojala sumnja na funkcionalni deficit gvozda (European best
practice guidelines, 1999; National Kidney Foundation, 2002).

Kontrolnu grupu Cinilo je 20 zdravih ispitanika.

Karakteristike ispitivanih grupa:

Ispitivanjem su obuhvaceni:

1. HD grupa: bolesnici sa hroni¢nog programa HD koji se dijaliziraju 3 puta
nedeljno po 4 h preko polisulfonskih dijalizatora (F6 | F7 HPS, Fresenius
Medical Care, Bad Homburg, Nemacka), koristeCi bikarbonatne dijalizne
rastvore i standardnu heparinizaciju,

2. pre HD grupa: pacijenti koji su u zadnjem stadijumu bubrezne bolesti
definisani kao 4 (stepen glomerulane filtracije 15-29 mL/min/1.73m%) i 5
(GFR <15 mL/min/1.73m?) stadijum hroniéne bubreZne insuficijencije,
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3. K grupa: kontrolna grupa koju €ini zdrava populacija ljudi bez bubreznih i
drugih bolesti.
Grupa bolesnika na hemodijalizi dodatno je podeljena u odnosu na nivo feritinau
serumu po sledeCim grupama:
1. grupasakoncentracijom feritinado 100 ng/ml - 6 bolesnika
2. grupasavrednostimaferitinaod 100 do 199 ng/ml- 32 bolesnika
3. grupasavrednostimaferitina od 200 do 499ng/ml- 36 bolesnika
4. grupasavrednostima feritina preko 500ng/ml- 50 bolesnika
Prema Evropskim smernicama dobre kliniCke prakse (European best practice
guidelines, 1999), za izuCavanje anemije, kod pacijenata sa hronicnom bubreznom
insuficijenciom, deficijencija anemije je opisana kao osnovni uzrok rezistencije na
stimulaciju eritropoeze, bilo da se radi 0 apsolutnoj (feritin<100 ng/mL i %Sat<20%) ili
relativnoj deficijenciji (feritin>100 ng/mL i i %Sat <20%). Ovo je ujedno i bio razlog
podele HD grupe na Cetiri podgrupe prema nivou serumskog feritina
U igpitivanje nisu ukljucivane osobe: mlade od 18 godina, sa evidencijom akutne
infekcije ili traume u zadnje Cetiri godine, hepatitis C i B pozitivne, sa evidencijom o
paranteralnom primanju preparata gvozdja u zadnjih 14 dana, sa evidencijom o
transfuzijama krvi koje su primljene u poslednjih mesec dana, sa hemoglobinopatijom, sa

malignitetom, sa nedavno otkrivenim gubitkom krvi i post transplantacijskim statusom.

4.2. Metodologija

Svim ispitanicima je uzeta krv zatvorenim vakum sistemom. Za hematoloske
parametre koristile su se epruvete sa anikoagulansom EDTA, a za biohemijske parametre
epruvete bez antikoagulansa koje su centrifugirane uz izdvajanje seruma i odredeni su
sledeCi parametri:

1. Parametri krvne dike (Le, Er, Hb, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT) na
hematoloSkom autoanalizatoru ADVIA 120 Simens ex Bayer.

2. Opsti biohemijski markeri: glikemija, urea, kreatinin, kalcijum, fosfor, akalna
fosfataza, mokracna kiselina, ukupni proteini, albumini, ukupni holesterol, HDL,

LDL, trigliceridi, RISK score, aspartat-transaminaza, alanin-transaminaza, Y-

glutamiltransferaza, i kao marker inflamacije C reaktivni protein (komercijalnim

testovima na aparatu Dimension firme Dade Behring Simens).
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3. Parametri anemije: folna kiselina, vitamin B12 (komercijalnim testovima na
imunohemijskom aparatu Cobas e 411 firme Rosch)

4. Parametri metabolizma gvozda:

» gvozde, TIBC, UIBC, saturacija transferina (komercijalnim testovima na aparatu
Dimension firme Dade Behring Simens)

» Feritin (komercijalnim testom na imunohemijskom aparatu Cobas e 411 firme
Rosch)

» Hepcidin je odredivan komercijalnom kvantitativnom metodom koja je bazirana
na kompetitivnoj inhibiciji, enzim imunoesg tehnikom (ELISA test (ELISA-
Enzyme-linked immunosorbent assay) firme DRG (Marburg Germany).
Monoklonska antitela specificna za hepcidin 25 su vezana za povrsinu
mikroplocCe. Standardni uzorci se dodaju u okca ploce i u toku inkubacije vezuju
za antitela. U okca se dodaju pufer i hepcidin-biotin konjugat (enzim konjugat) i
endogeni hepcidin uzoraka pacijenta se po principu kompetativne inhibicije
"takmiCi" sa dodatim konjugatom za vezivanje na obloZena antitela. Nakon
inkubacije nevezani konjugat se uklanja ispiranjem. Dodaje se zatim enzim
kompleks (streptavidin-peroksidaza enzim kompleks) i nakon inkubacije sa ovim
jedinjenjem vrsi se ispiranje po drugi put. Dodavanjem rastvora supstrata dolazi
do promene boje koja se zaustavljala nakon kratke inkubacije. Zaustavljanje
razvijanja boje se vrsi 2N sumpornom kiselinom. Intenzitet boje se zatim Cita na
talasnoj duzini od 450nm, a dobijene vrednosti su obrnuto srazmerane
koncentraciji hepcidina u uzorku (koliCina vezanog hepcidina u inicijalnoj
reakciji), a dobijene vrednosti su izrazene u ng/mL.

» Koncentracija rastvorljivog receptora transferina odredivana je nefelometrijski na
anaizatoru BN-Il firme Dade Behring, GMBH, Marburg, Nemacka. Polistiren
partikule oblozene monoklonalnim antitelima na humane rastorljive receptore
agregirale su se nakon meSanja sa uzorcima koji sadrze sTfR. Ovi agregati rasipaju
snopove svetlosti koja prolazi kroz uzorke. Intenzitet rasute svetlosti je
proporcionalan koncentraciji STfR u uzorku. Rezultati su  uporedivani sa

standardom poznate koncentracije. Koncentracije sTfR u serumu izrazavane su u

mg/l.

41




I spitanici i metodologija

4.3. Mesto i vreme ispitivanja

Istrazivanje je obavljeno u Klinicko-biohemijskoj laboratoriji Vojne bolnice Nis,
na Klinici za nefrologiju i hemodijalizu Klinickog centra Ni$ (na odeljenju hemodijalize i
laboratoriji Klinike) i u specijalizovanoj biohemijskoj laboratoriji Neolab koja je

akreditovana za odredivanje.
4.4 StatistiCka obrada podataka

StatistiCka analiza je sprovedena na racunaru korisScenjem Excel programa iz
Microsoft Office programskog paketa i SPSS programa u verziji 10.0. U svim analizama
je kao granica statistiCke znagjnosti podrazumevana greSka procene od 0,05 ili 5%.

Prikazivani su dedeCi statistiCki parametri: aritmetiCka sredina (Xsr), standardna
devijacija (SD), medijana, minimalnai maksimalna vrednost, indeks strukture (%) i 95%
interval poverenja (95% IP).

Poredenje srednjih vrednosti numerickih obelezja izmedu dve grupe ispitanika
vrseno je Studentovim t testom ili Man-Vitni U testom (Mann-Whitney U test), kada
distribucija vrednosti nije ispunjavala zahteve normalnog rasporeda. Poredenje srednjih
vrednosti numerickih obelezja izmedu viSe od dve grupe ispitanika vrSeno je analizom
varijanse (ANOVA) i sledbenim Danetovim testom (Dunnet post hoc test) ili Kruskal
Wallis testom kao neparametrijskom anovom.

Za procenu medusobne povezanosti i uticaja faktora koris¢ena je korelaciona i
regresiona analiza. lzraCunavane su vrednosti aproksimativnog relativnog rizika (odds
ratio - OR) i njihovih 95% intervala poverenja (95% IP).

Odredivanje granicnih (cut-off) vrednosti feritina i hepcidina, a na osnovu
zadovoljavajuCe ili nedovoljne saturacije, vrseno je ROC (Receiver operating
characteristics) analizom. Kao grani¢ne vrednosti definisane su one vrednosti kod kojih je
zbir senzitivnosti i specifi¢nosti najveci.

Rezultati statistiCke analize prikazani su tabelarno i graficki.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. OpsSte karakteristike ispitivanih grupa

Istrazivanjem je obuhvaceno 124 ispitanika i to 104 bolesnika sa hronicnom
bubreznom insuficijencijom od kojih je 64 bolesnika na hemodijalizi, a 40 bolesnika je u
predijaliznom stadijumu. Kontrolnu grupu Cinilo je 20 zdravih ispitanika. Od ukupno
obradena 124 ispitanika, muskarci su bili zastupljeni u 69%, a Zene u 31%. Polna
strukturaispitanika prikazana je na grafikonu 1.

B HD muskarci
B HD Zene
preHD muskarci
M preHD Zene
kontrola muskarci

kontrola Zene

Grafikon broj 1. Prikaz strukture ispitanika prema polu

Ispitivane grupe se nisu razlikovale po polu i prosecnoj starosti bolesnika.



Rezultatii

Osnovne demografske karakteristike ispitivanih grupa prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Osnovne demografske karateristike ispitanika

n/%
Starost (god)

Trajanje
bubrezne
bolesti (god)
Trajanje
hemodijalize
(god)

GRF
(ml/min./1.73
m?)
Hipertenzija
n (%)
Pusenje n
(%)
Sistolni
(mmHg)

Dijastolni TA
(mmHg)

TA

zene

22/34

63,6+5,9

5,15+6,0

4,86+2,6

2+0,78

20 (90)

2(10)

131,1+17,1

80,6%11,3

HD
muskarci

42 /66

62,946,1

8,8+6,3

6,7£5,4

3+1,1

36 (86)

4(9)

130,2+7,3

80+5,5

pre HD Kontrola
zene muskarci zene muskarci
16/ 40 24 /60 10/50 10/50
65,4+3,4 64,8+6,0 62,8+5,6 63,6+6,2
9,7+3,6 6,3+3,4 - -
41,2+14,1 42'55116' 1244481  126,1%9,5
4 (66) 19 (56) 5 (50) 7 (70)

7 (44) 3 (16) 3 (30) 4 (40)
124,312, 140,1+1, 128,3+10,1 132,1+12,3
1 6 3
864+8,9 89,5+7,8 82+6,9 84,1+8,5

GFR-jacina glomerularne filtracije; TA-krvni pritisak; Podaci su prikazani kao srednja

vrednost + SD ili kao broj/(%).

Osnovne biohemijske karakteristike ispitivanih grupa prikazane su Tabeli 5.

Tabela 5. Osnovne biohemijske karateristike ispitanika

Urea (mmol/L)
Kreatinin (umol/L)
Proteini (g/L)
Albumini (g/L)
Glukoza (mmol/L)
Na (mmol/L)

K (mmol/L)

AST (U/L)

ALT (U/L)
Bilirubin (umol/L)
CRP (mg/L)

HD
31,12+5,82°

1067,79+258,71°
58,4245 45
29,96+4,27*

5,73+1,71*

137,83+3,19

5,27+0,51
18,47+7,92
32,95+9.81
7,73+2,89"
7,31+2,36°

preHD

25,44+5,79"°
419,40+103,76"

65,50+9,77"

34,82+6,13"

4,65+0,31°

139,15+3,59°

5,19+0,71
19,70+5,37
34,25+7,93
5,66+1,59™
3,10+2,13"

kontrola
4,60+1,16°
71,88+11,76°
72,080+2,98°
41,92+2,18°
5,17+0,67
137,5+2,91
4,11+0,34°
21,4545,85"
39,70+7,46°
10,68+2,69"
1,79+0,64"

P(ANOVA)
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

0,05
0,0001
0,01
0,01
0,0001
0,0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD, Na-natrijum, K-kalijum, AST-alanin transferaza,

AST-aspartat transferaza, CRP-C reaktivni protein, Independent Samples t Test *p<0,0001 u odnosu na pre

HD grupu, Mann-Whitney U test * p<0,0001 u odnosu na HD grupu, p(ANOVA) * pre HD u odnosu na

kontrolnu grupu,b u odnosu na ostale grupe.
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Ispitanici na hemodijalizi imali su statistiCki znaCajno vise vrednosti ureje,
kreatining, glukoze i bilirubina u odnosu na predijaliznu grupu (p<0,0001). Koncetracije
proteina i abumina znaCajno su niZze u dijaliznoj u odnosu na predijaliznu grupu
(p<0,0001). Nije pronadena statistiCki znacajna razlika u vrednostima Na, K, AST i ALT
izmedu hemodijalizne i predijalizne grupe. Vrednosti CRP kao markera inflamacije
pokazale su statistiCki znaCajnu razliku izmedu HD i pre HD grupe ispitanika (p< 0,0001)
(Tabelab).

Uradena ANOVA andliza pokazala je da su vrednosti uree, kreatinina i CRP
najveCe u HD grupi, znatajno manje u pre HD grupi i ngmanje u kontrolnoj grupi
(p<0,0001). Najnize su vrednosti proteina i aloumina u HD grupi, znacajno vise u pre HD
grupi, a najvise u kontrolnoj grupi ispitanika (p<0,0001). Vrednosti glukoze su najnize u
pre HD grupi u odnosu na ostale grupe ispitivanih bolesnika(p<0,0001). Vrednosti Na su
veCe u preHD grupi u odnosu na kontrolnu grupu bolesnika (p<0,05). Vrednosti K su
nagnize u kontrolnoj grupi u odnosu na ostale grupe pacijenata sa HBI. Vrednosti
bilirubina su najvise u kontrolnoj grupi, znacajno nize u HD, a najniZe u pre HD grupi
(Tabelab).

Lipidni parametri ispitanika prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 6. Lipidni parametri ispitanika

HD preHD kontrola P(ANOVA)
Trigliceridi (mmol/L) 1,84+1,15 1,67+0,85 1,56+1,36 0,3
Holesterol (mmol/L) 3,91+0,94*" 5,59+1,51 5,15+0,63 0,0001
LDL-C (mmol/L) 2,54+0,67%° 3,42+0,96 3,36+0,48 0,0001
HDL-C (mmol/L) 1,12+0,28 0,94+0,47" 1,52+0,36" 0,0001
Risk skor 3,62+1,09* 4,78+1,00 3.30+0.62 0,0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD, Independent Samples t Test *p<0,0001 u odnosu

na pre HD grupu, Mann-Whitney U test ‘p<0,001 u odnosu na HD grupu, p(ANOVA) ® u odnosu na ostale
grupe.
Koncentracije lipidnih parametara pokazuju signifikantnu statisticku znacajnost

izmedu HD i pre HD grupe. Srednja vrednost holesterola, LDL-a i risk skora su statisticki
znaCajno nize u hemodijaliznoj u odnosu na predijaliznu grupu (p<0,0001), dok su
koncentracije HDL-a statistiCki znacajno nize u pre HD grupi u odnosu na HD grupu
ispitanika. (Tabela 6).

Komparativnom analizom (ANOVA) nadena je statistiCki signifikantno niza
vrednost holesterolai LDL-a u HD grupi u odnosu na ispitivane grupe. Koncentracije

HDL-a su statistiCki znaCajno najvise u kontrolnoj grupi u odnosu na ostale grupe
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ispitanika. Risk skor pokazuje statisticki znaCajno najvise vrednosti u pre HD grupi u
odnosu na ostale grupe (Tabela 6).

5.2. Parametri anemijskog sindroma ispitanika
Osnovni hematoloski parametri ispitanika prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Osnovni hematoloSki parametri ispitanika

HD preHD kontrola P(ANOVA)
Le (x10°uL) 8,99+2,318" 6,84+2,65" 6,08+1,47 0,0001
Er (x10"uL) 2,58+0,59*° 3,54+0,32" 4,92+0,23° 0,0001
Hb (g/L) 97,70£20,19*®  111,90+3,75°  151,00%6,74 0,0001
HCT (%) 29,57+45,87+" 33,42+1,22" 40,43+8,81° 0,0001
MCV (fL) 76,82+4,61*" 90,29 +2,02° 94,58+2,16" 0,0001
MCH (pg) 23,77+1,76*" 30,03+0,77" 31,55+4,81° 0,001
MCHC (g/L) 310,80+15,78*°  338,08+5,66°  359,75+10,46" 0,0001
Trombociti (10%/L) 187,73+56,86  210,05+85,01  272,50+40,33" 0,0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD, Le-broj leukocita, Er-broj eritrocita, Hb-
koncentracija hemoglobina, HCT-hematokrit, MCV-srednja zapremina eritrocita, MCH-koncentracija
hemoglobina po jedinici zapremine eritrocita, MCHC-srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitu,
Independent Samples t Test *p<0,0001 u odnosu na pre HD grupu, Mann-Whitney U test 'p<0,001 u odnosu
na HD grupu, p(ANOVA) ® U odnosu na ostale grupe.

Osnovni hematoliski parametri pokazali su statisticki znaCajne razlike izmedu HD
i pre HD grupe bolesnika. Broj Le (p<0,001), pokazuje statisticki znacajno vise vrednosti
u HD u odnosu na pre HD grupu. Broj Er, koncentracija Hb i HCT, MCV, MCHC
(p<0,0001) i MCH (p<0,001) pokazuju statisticki signifikantno nize vrednosti u HD grupi
u odnosu na pre HD grupu (p<0,0001) (Tabela 7).

Uradena ANOVA analiza pokazala je da su u HD grupi vrednosti Le statisticki
znaCajno vise u odnosu na ostale grupe bolesnika (p<0,0001). Broj trombocita je
statisticki znaCajno VviSi u kontrolnoj grupi u odnosu na ostale grupe pacijenata. Analize
hematoloskog statusa kao Sto je broj Er, Hb, HCT, MCV, MCH i MCHC su imae
statistiCki znaCajne razlike u ispitivanim grupama, i to najnize vrednosti u HD grupi, vise

u pre HD grupi, a najvise u kontrolnoj grupi (p<0,0001) (Tabela 7).
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5.3. Parametri metabolizma gvozda ispitanika

Osnovni biohemijski parametri metabolizma gvozda prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8.0snovni biohemijski parametri metabolizma gvozda

HD preHD kontrola P(ANOVA)

Fe (umol/L) 16,56+7,19" 20,73+2,02"*" 24,13+5,27° 0,0001
UIBC (umol/L) 19,34+11,06" 24,35+4,74" 23,67+7,33 0,05

TIBC (umol/L) 39,64+8,96 40,54+5,61 47,90+6,43" 0,0001
% Sat 38,14+21,92 42,78+7,13 52,96+12,29" 0,001
Feritin (ng/mL) 1130,68+982,23° 332,01+168,79"" 173,13+96,14° 0,0001
STR (mg/L) 2,46+0,53*° 2,01+0,22" 1,10+0,25" 0,0001
Hepcidin (ng/mL) 82,22+32,27" 60,34+6,26"" 40,95+9,69° 0,0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD, Fe-serumska koncentracija gvozda, UIBC-
nezasic¢eni kapacitet za vezivanje gvozda, TIBC-ukupni kapacitet za vezivanje gvozda, %sat — procenat
saturacije transferina, sTfr- Koncentracija solubilnih transferinskih receptora. Independent Samples t Test
*p<0,0001 u odnosu na pre HD grupu, Mann-Whitney U test * p<0,01,"”" p<0,001 u odnosu na HD grupu,
P(ANOVA) ® U odnosu na ostale grupe,

Ispitanici na hemodijalizi imali su statistiCki signifikantno nizu koncentraciju
serumskog Fe (p<0,001) i UIBC (p<0,01) u odnosu na predijalizne bolesnike. Vrednosti
feritina (p<0,001), sTfR (p<0,0001) i hepcidina (p<0,001) su statistiCki znacajno vise u
HD u odnosu na pre HD grupu (Tabela 8).

Komparativnom analizom (ANOVA) nadena je statistiCki signifikantno niza
vrednost UIBC u HD grupi u odnosu na ostale grupe, dok su vrednosti TIBC i % Sat
statistiCki signifikantno najvise u kontrolnoj grupi u odnosu na grupe bolesnika sa HBI.
Koncentracija serumskog Fe bila je statisticki signifikantno najniza u HD grupi, vi$a u pre
HD grupi i najviSa u kontrolnoj grupi (p<0,001). Vrednosti feritina, STfR i hepcidina bile
su statisticki signifikantno najvise u HD grupi, nize u pre HD, a najnize u kontrolnoj grupi
(p<0.001) (Tabela 8).

Vrednosti vitaminaB12 i folne kiseline prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Vrednosti vitamina B12 i folne kiseline

HD preHD kontrola P(ANOVA)
Vitamin By, (pmol/L) 486,35+244,25 468,98+137,69 359,60+90,01 NS
Folna kis. (nmol/L) 17,62+12,80 17,56+2,74 20,70+7,06" 0.0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD, p(ANOVA) ® u odnosu na ostale grupe,

Vrednosti vitamina B, i folne kiseline nisu se statistiCki znacajno razlikovale
medu grupama bolesnika sa HBI. Uradena ANOVA analiza pokazala je znaCajno vise
vrednosti folne kiseline u kontrolnoj grupi u odnosu na ostale grupe bolesnika (p<0,001).
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5.4. Korelacija  znacCajnih anemijskih parametara

ispitanika

Primenom Pearsonovog korelacionog testa ispitivana je korelacija znacajnih

parametara anemijskog sindromau svim ispitivanim grupama.

Tabela 10. Prikaz korelacija anemijskog sindroma u HD grupi

: Korelacija sa Er Korelacija sa Hb Korelacija sa HCT
Parametri
r p r P r p
Hb 0,888 0,0001**
HCT 0,935 0,0001** 0,944 0,0001**
TIBC 0,257 0,05* 0,263 0,05* 0,22 0,08

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,05,** p<0,0001

Kod bolesnika na hemodijalizi postoji statistiCki znacajno pozitivna korelacija
broja Er sa koncetracijom Hb (p<0,0001), HCT (p<0,0001) i TIBC (p<0,05), kao i
znaCajno pozitivna korelacija koncentracije Hb sa HCT (p<0,0001) i TIBC (p<0,05)
(Tabela 10).

Tabela 11. Prikaz korelacija anemijskog sindroma u pre HD grupi

. Korelacija sa Er Korelacija sa Hb Korelacija sa HCT
Parametri
r p r p r p
Hb 0,470 0,001*
HCT 0,615 0,0001** 0,721 0,0001**
TIBC 0,015 0,925 0,138 0,258 0,174 0,283

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,001,** p<0,0001

Pearsonovog korelacioni test kod predijaliznih bolesnika pokazao je statistiCki
znaCajnu pozitivhu korelaciju broja Er sa koncentracijom Hb (p<0,001) i HCT
(p<0,0001), kao i pozitivnu korelaciju koncentracije Hb saHCT (p<0,0001) (Tabela 11).

Tabela 12. Prikaz korelacija anemijskog sindroma u kontrolnoj grupi

: Korelacija sa Er Korelacija sa Hb Korelacija sa HCT
Parametri
r p r p r p
Hb 0,716 0,0001***
HCT 0,537 0,001** 0,538 0,01*
TIBC -0,137 0,564 -0,356 0,124 -0,154 0,518

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,01, **p<0,001,*** p<0,0001
U kontrolnoj grupi ispitanika Pearsonov korelacioni test pokazao je statistiCki

znaCajnu pozitivnu korelaciju broja Er sa koncentracijom Hb (p<0,0001) i HCT
(p<0,001), kao i znacajnu pozitivnu korelaciju koncentracije Hb saHCT (p<0,01) (Tabela
12).
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5.5. Korelacija znaCajnih parametara metabolizma gvozda

ispitanika

Tabela 13. Prikaz korelacija parametara metabolizma gvoZda kod bolesnika na

hemodijalizi

Korelacija sa Fe  Korelacija sa %Sat Korelacija sa Korelacija sa
Parametri feritinom hepcidinom

r P r p r P r P

%Sat 0,876  0,0001**
Feritin 0,593 0,0001** 0,716 0,0001**
Hepcidin 0,515 0,0001** 0,567 0,0001* 0,609 0,0001**
sTfR -0,502 0,0001** -0,847 0,0001** -0,371 0,001* -0,478 0,0001**

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,001,** p<0,0001

Parametri metabolizma gvozda kod bolesnika na hemodijaizi pokazali su
statisticki znaCajnu pozitivnu korelaciju koncetracije serumskog Fe sa procentom
saturacije, feritinom i hepcidinom, kao i statisticki znaCajnu pozitivnu korelaciju %Sat sa
koncentracijom feritina i hepcidina. Vrednosti koncentracije feritina su statisticki
znaCajno pozitivno korelirale sa hepcidinom (p<0,0001). Koncetracija STfR pokazuje
statistiCki znaCajno negativnu korelaciju sa vrednostima koncentracije serumskog Fe,
hepcidina (p<0,0001), feritina (p<0,001) i %Sat (p<0,0001) (Tabela 13).

Tabela 14. Prikaz korelacija parametara metabolizma gvoZda kod predijaliznih bolesnika

Korelacija sa Fe  Korelacija sa %Sat Korelacija sa Korelacija sa
Parametri feritinom hepcidinom
r p r p r p r p
%Sat 0,724  0,0001***
Feritin 0,374  0,001** 0,396 0,01*
Hepcidin 0,355 0,01* 0,487  0,001** 0,755 0,0001***
sTIR -0,524  0,001** 0,405 0,001* -0,551 0,0001*** -0,254 0,127

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,01, **p<0,001,*** p<0,0001
Kod predijaliznih bolesnika koncentracije serumskog Fe su statisticki znacajno

pozitivho korelirdle sa procentom saturacije (p<0,0001), feritinom (p<0,001) i
hepcidinom (p<0,01). Procenat saturacije je znaCajno pozitivno korelirao sa vrednostima
koncentracije feritina (p<0,01), hepcidina (p<0,001) i sTfR (p<0,001).Vrednosti
koncentracije feritina su znaCajno pozitivno Korelirale sa vrednostima koncentacije
hepcidina (p<0,0001). Koncetracija sTfR je statistiCki znacajno negativno korelirala sa
vrednostima koncetracije Fe (p<0,001) i feritina (p<0,001) (Tabela 14).
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Tabela 15. Prikaz korelacija parametara metabolizma gvoZda kod kontrolne grupe

Korelacija sa Fe  Korelacija sa %Sat Korelacija sa Korelacija sa
Parametri feritinom hepcidinom
r p r p r p r p
%sat 0,575 0,001*
Feritin 0,029 0,903 0,280 0,001*
Hepcidin 0,176 0,456 0,253 0,283 0,785  0,0001**
STIR 0,129 0,578 -0,262 0,264 -0,004 0,987 -0,021 0,93

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,001,** p<0,0001

Kod kontrolne grupe ispitanika vrednosti koncentracije serumskog Fe su statisticki
znaCajno pozitivno korelirale sa procentom saturacije (p<0,001), a vrednosti procenata
saturacije su statistiCki znacajno pozitivno korelirale sa vrednostima koncentracije feritina
(p<0,001). Vrednosti koncentracije feritina su statistiCki znaCajno pozitivno korelirale sa
vrednostima koncentracije hepcidina (p<0,0001) (Tabela 15).

5.6. Korelacija znacajnih anemijskih parametara i

parametara metabolizma gvozda ispitanika

Tabela 16. Prikaz korelacija anemijskih i parametara metabolizma gvozda kod HD

grupe

Korelacija sa Er Korelacija saHb  Korelacija sa HCT Korelacija sa
Parametri TIBC
r p r p r p r p
Fe 0,127 0,319 0,145 0,254 0,115 0,364 0,257 0,05*
% Sat 0,124 0,328 0,157 0,214 0,128 0,315 0,128 0,314
Feritin 0,115 0,367 0,109 0,393 0,160 0,404 0,014 0,405
Hepcidin 0,082 0,520 0,024 0,853 0,035 0,781 0,145 0,23
sTiR 0,002 0,986 -0,012 0,923 0,086 0,497 0,85 0,086

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,05

U grupi pacijenata na hemodijalizi Pearsonov korelacioni test pokazao je

statistiCki znaCajnu pozitivnu korelaciju koncetracije Fe sa TIBC (p<0,05) (Tabelals).

Tabela 17. Prikaz korelacija anemijskih i parametara metabolizma gvozda kod

pre HD grupe

Korelacija sa Er Korelacija saHb  Korelacija sa HCT Korelacija sa
Parametri TIBC
r p r p r p r p
Fe 0,234 0,146 0,199 0,218 -0,092 0,234 0,157 0,125
% Sat 0,066 0,686 -0,258 0,108 -0,071 0,066 0,014 0,405
Feritin 0,197 0,270 -0,093 0,570 0,088 0,197 0,145 0,231
Hepcidin 0,271 0,09 -0,094 0,563 0,1 0,539 0,154 0,324
sTiR -0,418 0,001* -0,140 0,390 -0,295 0,065 0,08 0,086

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,001
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U grupi predijaiznih pacijenata Pearsonov korelacioni test pokazao je statistiCki

znaCajnu negativnu korelaciju broja Er sa vrednostima koncentracije sTfR (p<0,001)

(Tabela 17).

Tabela 18. Prikaz korelacija anemijskih i parametara metabolizma gvozda

kod kontrolne grupe

Korelacija sa Er Korelacija saHb  Korelacija sa HCT Korelacija sa
Parametri TIBC
r p r p r p r p
Fe 0,368 0,11 0,234 0,321 0,378 0,1 0,22 0,53
% Sat 0,657 0,001** 0,491 0,01* 0,484 0,01* 0,254 0,364
Feritin 0,223 0,364 0,158 0,506 0,369 0,11 0,154 0,254
Hepcidin 0,062 0,794 -0,022 0,926 0,465 0,01* 0,052 0,824
sTiR -0,280 0,233 -0,261 0,266 -0,262 0,264 0,121 0,129

r-Pearsonov koeficijent korelacije, *p<0,01, **p<0,001

U kontrolnoj grupi Pearsonov korelacioni test pokazao je statistiCki znaCajnu
pozitivnu korelaciju % Sat sa brojem Er (p<0,001), koncetracijom Hb i HCT (p<0,01),
kao i vrednosti koncentracije hepcidinasa HCT (p<0,01) (Tabela 18).

Tabela 19. Parametri metabolizma gvoZda u grupi pacijenata sa razlicitim

koncentracijama feritina

broj

Feritin (ng/mL)
Fe(umol/L)
TIBC(umol/L)
uUIBC(umol/L)
%Sat

sTfR(mg/L)

<100 100-199 200-499 >500 p(ANOVA)
6 32 36 50

53,32+15,99° 159,21+24,56° 356,79+98,49° 1416,95+933,92° 0,0001°
21,50+6,26  19,77+4,68  18,56%6,72 18,83+7,03 0,66
50,06+8,46° 41,16+7,76  42,06%7,22 39,70+8,43 0,01
27,41+9,27° 2253+6,61  23,57+7,90  19,02+10,74 0.05"
42,35+19,35 41,10£9,93  38,99+15,68  47,32+2142 0,149

Hepcidin (ng/mL) || 83,23+13,76° 54,17+8,69  58,85+8,91  88,85+33,39°  0,0001°
2,27+0,48°  2,08+0,74 1,97+0,62 1,38+0,59 0,01
2,95+2,12 2,20%2,05 3,08+1,88 7,9242,05° 0,0001"

CRP (mg/L)

P(ANOVA)  u odnosu na grupu>500, ° u odnosu na grupu<100, ¢ u odnosu na ostale grupe,
*Kruskal Wallis test

Komparativnom analizom (ANOVA) i Kruskal Wallis-ovim testom kod

pacijenata na hemodijalizi i razliCitim feritinskim grupama nadena je statisticki znaCajno
visa vrednost TIBC (p<0,01) i UIBC (p<0,05) u grupi feritina<100 ng/mL u odnosu na

ostale feritinske grupe. Vrednosti koncentracije hepcidina su statisticki znaCajno najvise

u grupi feritina <100 ng/mL i >500 ng/mL u odnosu na grupe bolesnika sa vrednostima
feritina 100-199 ng/mL i 200-499 ng/mL (p<0,001). Vrednosti koncetracije STfR su

statistiCki znaCajno vece u grupi feritina <100 ng/mL u odnosu na grupu feritina >500
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ng/mL (p<0.01). Vrednosti CRP su statistiCki znaCajno najviSe u grupu feritina >500
ng/mL u odnosu na ostal e feritinske grupe (p<0.001) (Tabela 19).
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Grafikon 2. Povezanost vrednosti koncentracije hepcidina sa vrednostima CRP

Uradena korelaciona analiza pokazuje znaCajnu pozitivnu povezanost vrednosti
koncentracije hepcidina sa vrednostima CRP u grupama bolesnika sa HBI, a kod zdravih
ispitanika je postojala negativna povezanost (Grafikon 2). Uradena korelaciona analiza
Pearson-ovim testom korelacije pokazuje jaku pozitivnu i statisticki znaCajnu korelaciju
izmedu vrednosti koncentracije hepcidinai vrednosti CRP u HD grupi (C=0,62) i pre HD
grupi (C=0,60). Ova povezanost je slabo negativnai bez statistickog znacaja u kontrolnoj
grupi (C=-0,14).
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Grafikon 3. Povezanost vrednosti koncetracije sTfR sa vrednostima CRP

Uradena korelaciona analiza pokazuje znacajnu negativnu povezanost vrednosti
koncentracije sTfR sa vrednostima CRP u grupama bolesnika sa HBI, dok je kod zdravih
ispitanika prisutna pozitivna povezanost (Grafikon 3). Uradena korelaciona analiza
Pearson-ovim testom korelacije pokazuje jaku negativnu i statisticki znacajnu korelaciju
izmedu vrednosti koncentracije sTfR i vrednosti CRP u HD grupi (C=-0,63) i pre HD
grupi (C=-0,73). Ova povezanost je slabo pozitivnai bez statistickog znacaja u kontrolnoj
grupi (C=0,05).
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Grafikon 4. Povezanost vrednosti koncentracije hepcidina i albumina

Uradena korelaciona analiza pokazuje znacajnu negativnu povezanost vrednosti
koncentracije hepcidina sa vrednostima koncentracije albumina u grupama bolesnika sa
HBI. Kod zdravih ispitanika postoji pozitivna povezanost izmedu ova dva parametra
(Grafikon 4). Uradena korelaciona analiza Pearson-ovim testom korelacije pokazuje jaku
negativnu i statistiCki znaCajnu korelaciju izmedu vrednosti koncentracije hepcidina i
albumina u HD grupi (C=-0,61) i pre HD grupi (C=-0,62). Ova povezanost je dabo

pozitivnai bez statistickog znacaja u kontrolnoj grupi (C=0,19).
5.7. Prediktori poremecaja metabolizma gvozda

U cilju odredivanja povezanosti parametara za postojanje poremecaja
metabolizma gvozda, kao i njegovu predikciju primenjena je multivarijantna analiza
odnosno logisticki regresioni model.

U ovom modelu analizirani su podaci svih pacijenata sa HBI, kao i kontrolne
grupe. Kao potencijalni parametri ukljuCene su sledeCe nezavisne promenljive: Er, Hb,
HCT, TIBC, %Sat, feritin, hepcidin, STfR i Fe.



Rezultatii

Tabela 20. Multipla regresija zavisne varijable hepcidina u odnosu

na neke nezavisne prediktore u grupi bolesnika na hemodijalizi

Er
Hb

P HCT
TIBC
% Sat
Feritin
sTIR
Fe

R
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693
0,693

Zavisna varijabla
Hepcidin (ng/mL)
B

8,659

-0,726

1,446

0,190
0,238

1,218E-02
-16,466
0,155

p
0,581
0,156
0,535
0,623
0,509

0,014*
0,032*
0,869

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *p<0,01

Na osnovu ovako definisanih parametara u grupi bolesnika na hemodijaizi

utvrdeno je da su vrednosti koncentracije feritinai STfR najznacajniji nezavisni prediktori

vrednosti koncentracije hepcidina (Tabela 20).

Tabela 21. Multipla regresija zavisne varijable hepcidina u odnosu

na neke nezavisne prediktore u predijaliznoj grupi bolesnika

Er
Hb

P HCT
TIBC
% Sat
Feritin
sTIR
Fe

R
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87

Zavisna varijabla
Hepcidin (ng/mL)

B
5,675
-3,641E-02
0,190
-6,816E-02
0,287
3,055E-02
13,180
-3,167E-02

p
0,029*
0,874
0,813
0,543
0,028*

0,0001***
0,001**
0,949

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *p<0,01,** p<0,001, ** p<0,0001

U grupi predijaliznih bolesnika broj Er, vrednosti %sat, feritin i koncentracija

sTfR su bili najznaCajniji nezavisni prediktori vrednosti koncentracije hepcidina (tabela

21).
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Tabela 22. Multipla regresija zavisne varijable hepcidina u odnosu

na neke nezavisne prediktore u kontrolnoj grupi

Zavisna varijabla
Hepcidin (ng/mL)

R B p
Er 0,904 -0,775 0,943
Hb 0,904 -0.601 0.085
P HCT 0,904 0,405 0,064
TIBC 0,904 -0,615 0,127
% Sat 0,904 -0,279 0,292
Feritin 0,904 6,791E-02 0,001**
sTiR 0,904 -4,027 0,496
Fe 0,904 0,834 0,108

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, ** p<0,001

U kontrolnoj grupi vrednosti koncentracije feritina su bile najznacajniji nezavisni
prediktor vrednosti koncentracije hepcidina (Tabela 22).

Tabela 23. Multipla regresija zavisne varijable feritina u odnosu na

neke nezavisne prediktore u grupi bolesnika na hemodijalizi

Zavisna varijabla
Feritin (ng/mL)

R B p

Er 0,774 -37,176 0,929
Hb 0,774 -6,558 0,634

P HCT 0,774 22,635 0,717
TIBC 0,774 15,718 0,125
% Sat 0,774 33,535 0,0001***
Hepcidin 0,774 8,682 0,01*
Fe 0,774 -24,976 0,316
sTfR 0,774 57,993 0,782

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *p<0,01, *** p<0,0001

Procenat saturacije i vrednost koncentracije hepcidina u grupi bolesnika na
hemodijalizi su najznaCajniji nezavisni prediktori vrednosti  koncentracije feritina
(Tabela 23).
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Tabela 24. Multipla regresija zavisne varijable feritina u odnosu na

neke nezavisne prediktore u predijaliznoj grupi bolesnika

Zavisna varijabla
Feritin (ng/mL)

R B p
Er 0,877 -118,068 0,087
Hb 0,877 -2,149 0,721
HCT 0,877 0,110 0,996
TIBC 0,877 1,063 0,718
% Sat 0,877 -4,479 0,203
Hepcidin 0,877 20,982 0,0001***
Fe 0,877 -0,736 0,955
sTIR 0,877 -409,271 0,0001***

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *** p<0,0001

Vrednosti koncentracije hepcidina i STfR u predijaliznoj grupi bili su najznacajniji

nezavisni prediktori vrednosti koncentracije feritina (Tabela 24).

Tabela 25. Multipla regresija zavisne varijable feritina u odnosu na

neke nezavisne prediktore u kontrolnoj grupi

Zavisna varijabla
Feritin (ng/mL)

R B p
Er 0,860 33,108 0,795
Hb 0,860 4,365 0,312
HCT 0,860 -2,312 0,401
TIBC 0,860 4,124 0,404
% Sat 0,860 2,828 0,370
Hepcidin 0,860 9,502 0,001**
Fe 0,860 -8,523 0,172
sTIR 0,860 61,096 0,379

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, ** p<0,001

Vrednost koncentracije hepcidina u kontrolnoj grupi bilaje najznaCajniji nezavisni

prediktor vrednosti koncentracije feritina (Tabela 25).
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Tabela 26. Multipla regresija zavisne varijable koncentracije sTfR u

odnosu na neke nezavisne prediktore u grupi bolesnika na hemodijalizi

Zavisna varijabla
sTfR (mg/L)

R B p
Er 0,654 -0,393 0,143
Hb 0,654 -1,956E-02 0,025
P HCT 0,654 0,113 0,001**
TIBC 0,654 -1,018E-03 0,879
% Sat 0,654 -2,846E-03 0,648
Hepcidin 0,654 -4,898E-03 0,01*
Fe 0,654 -1,877E-02 0,242
Feritin 0,654 2,419E-05 0,782

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *p<0,01, ** p<0,001

Vrednost koncentracije HCT i hepcidina kod bolesnika na hemodijalizi bili su

najznacajniji nezavisni prediktori vrednosti koncentracije sTfR (Tabela 26).

Tabela 27.Multipla regresija zavisne varijable koncentracije sTfR

u odnosu na neke nezavisne prediktore u predijaliznoj grupi bolesnika

Zavisna varijabla
STfR (mg/L)

R B p

Er 0,825 -0,166 0,128
Hb 0,825 -2,414E-03 0,799

P HCT 0,825 -3,390E-02 0,304
TIBC 0,825 6,419E-03 0,160
% Sat 0,825 -4,937E-03 0,377
Hepcidin 0,825 2,252E-02 0,001**
Fe 0,825 -3,532E-02 0,077
Feritin 0,825 -1,018E-03 0,0001***

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, ** p<0,001, *** p<0,0001

Vrednost koncentracije hepcidina i1 feritina kod predijalizne grupe bili su

najznacajniji nezavisni prediktori vrednosti koncentracije sTfR (Tabela 27).
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Tabela 28. Multipla regresija zavisne varijable koncentracije sTfR

u odnosu na neke nezavisne prediktore u kontrolnoj grupi

Zavisna varijabla
sTfR (mg/L)

R B p
Er 0,533 -6,515E-03 0,991
Hb 0,533 -1,014E-02 0,597
P HCT 0,533 -6,174E-04 0,960
TIBC 0,533 -1,280E-02 0,556
% Sat 0,533 -1,455E-02 0,287
Hepcidin 0,533 -1,071E-02 0,496
Fe 0,533 3,645E-02 0,181
Feritin 0,533 1,161E-03 0,379

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, NS za sve parametre

U kontrolnoj grupi nisu nadeni nezavisni prediktori vrednosti koncentracije sTfR
(Tabela 28).

Tabela 29. Multipla regresija zavisne varijable serumske koncetracije

Fe u odnosu na neke nezavisne prediktore u grupi bolesnika na hemodijalizi

Zavisna varijabla

Fe (umol/L)
R B p

Er 0,884 0,521 0,819
Hb 0,884 -2,738E-02 0,714

P HCT 0,884 4,914E-02 0,884
TIBC 0,884 4,144E-02 0,459
% Sat 0,884 0,294 0,0001***
Feritin 0,884 -7,323E-04 0,316
Hepcidin 0,884 3,234E-03 0,869
Fe 0,884 -1,319 0,242

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *** p<0,0001
Procenat saturacije u grupi bolesnika na hemodijalizi bio je najznaCajniji nezavisni

prediktor vrednosti koncentracije serumskog gvozda (Tabela 29).
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Tabela 30. Multipla regresija zavisne varijable serumske koncentracije

Fe u odnosu na neke nezavisne prediktore u predijaliznoj grupi bolesnika

Zavisna varijabla

Fe (umol/L)
R B p

Er 0,830 1,785 0,062

Hb 0,830 -1,055E-02 0,900
P HCT 0,830 -0,555 0,051*

TIBC 0,830 7,762E-02 0,051*

% Sat 0,830 0,172 0,0001***

Feritin 0,830 -1,426E-04 0,955

Hepcidin 0,830 -4,218E-03 0,949

Fe 0,830 -2,754 0,077

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno, *p<0,05,*** p<0,0001

Vrednosti HCT, TIBC i procenata saturacije u predijaliznoj grupi bolesnika bili su

najznacajniji nezavisni prediktori vrednosti koncentracije serumskog gvozda (Tabela 30).

Tabela 31. Multipla regresija zavisne varijable serumske koncentracije

Fe u odnosu na neke nezavisne prediktore u kontrolnoj grupi

Zavisna varijabla

Fe (umol/L)
R B p

Er 0,898 -6,302 0,282

Hb 0,898 0,307 0,120
P HCT 0,898 -3,681E-02 0,780

TIBC 0,898 0,600 0,002**

% sat 0,898 0,400 0,001**

Feritin 0,898 -1,903E-02 0,172

Hepcidin 0,898 0,261 0,108

Fe 0,898 4,284 0,181

P=nezavisna varijabla, R-multipni R za svaku varijablu posebno,** p<0,001

Vrednosti TIBC i procenata saturacije u kontrolnoj grupi bili su najznacajniji

nezavisni prediktori vrednosti koncentracije serumskog gvozda (Tabela 31).

60




Rezultatii

5.8. Dijagrami rasipanja ispitanika
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Grafikon 5. Povezanost vrednosti feritina sa vrednostima hepcidina
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5.9. Senzitivhost i specifichost prosec¢nih vrednosti

feritina, hepcidina i sTfR

ROC analiza je primenjena da bi se definisala senzitivnost i specificnost za svaku
prose€nu vrednost feritina i hepcidina u klasifikaciji ispitanika na one sa saturacijom
preko/ispod 30%.

ROC Curve

1.0

Source of the Curve

= hepcidin

feritin

sTIR
——Reference Line

Sensitivity

00 T T T T
0.0 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Grafikon 10. ROC kriva hepcidina, feritina i STFR u ukupnoj populaciji

Tabela 32. PovrSina ispod ROC krive
AUC 95%CI p
Hepcidin 0,596 0,484-0,708 0,116
Feritin 0,534 0,421-0,647 0,577
STFR 0,791 0,688-894 <0,001
AUC - povrSina ispod krive, 95%CI -95% interval poverenja




Rezultatii

ROC andiza je pokazala da jedino sTFR ima prediktivnu vrednost za vrednost
saturacije od 30% (AUC=0,791, p<0,001).
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Grafikon 11. ROC kriva hepcidina, feritina i STFR kod pacijenata na dijalizi

Tabela 33. PovrSina ispod ROC krive
AUC 95%CI p
Hepcidin 0,633 0,492-0,775 0,069
Feritin 0,813 0,704-0,923 <0,001
STFR 0,318 0,180-456 0,013
AUC - povrsina ispod krive, 95%CI -95% interval poverenja

ROC analiza je pokazala da feritin i STFR imaju prediktivnu vrednost za vrednost
saturacije od 30% kod pacijenatanadijalizi .
StatisitCka obrada podataka

ROC analiza je koriScena da bi se procenila prediktivna vrednost ispitivanih
markera.

65




6. DISKUSIJA

Porast ucCestalosti hroni¢nih masovnih nezaraznih oboljenja zapazen je u celom
svetu pa i u nasoj zemlji. Na ovo utiCu intenzivne promene faktora Zivotne sredine, uslova
i nacina Zivota, kao i produzen Zivotni vek opSte populacije. Nedavno sprovedena velika
istraZzivanja pokazuju da svaki deseti Covek na svetu ima hroni¢nu bubreznu
insuficijenciju. (Finkelstein i sar., 2012). KarakteriSu je rastuca prevalenca i incidenca,
veliki troSkovi zamene bubrezne funkcije, znaCajno smanjenje kvaliteta Zzivota i
prevremena smrt.

Terminalni stadijum hroniCne bubrezne insuficijencije predstavlja oStecenje
bubrezne funkcije sa klirensom kreatinina ispod 15 ml/min. Dijaliza (hemodijaliza ili
peritonealna) i transplantacija bubrega su oblici aktivne terapije koji zamenjuju trano
oStecenu bubreZznu funkciju i treba da obezbede normalno funkcionisanje svih organskih
sistema, rehabilitaciju bolesnika i poboljSanje kvaliteta Zivota.

Anemija koja je prateCa manifestacija kod pacijenata sa HBI, a koja sa svoje
strane znaCajno umanjuje kvalitet Zivota ovih pacijenata zahteva permanentno pracenje i
leCenje. NajceSCi tip anemije je hipohromna mikrocitna anemija. Korekcija anemije
dovodi do poboljSanja morfologije srca, smanjenja duZine hospitalizacije i poboljSanja
kvaliteta Zivota (Eschbach i sar., 1987; Powei sar., 1994).

Rutinsko pracenje statusa gvozda kod pacijenata na hemodijalizi je od vitalne
vaznosti kako bi se spreCila pojava njegove deficijencije ili izbegle konstantno uvecane
vrednosti. Odredivanje stepena deficijencije gvozda kod pacijenata na HD je mnogo teze
nego kod obiCne populacije. Identifikovane su tri vrste anemije u vezi sa homeostazom
gvozda kod ovih pacijenata (apsolutni, funkcionalni deficit i retikuloendotelijalna
blokada) (Suzuki i sar., 2012).

Zvanicni markeri koji se trenutno koriste za procenu statusa gvozda dijaliznih
pacijenata nisu dovoljno specificni. Mali broj studija je dizajniran tako da omoguci
pronalaZzenje pravog markera za pracenje statusa gvozda u okviru populacije bolesnika na
dijalizi, kao i terapijski odgovor na njegovu nadoknadu, a dobijeni podaci Cesto su

razliciti.
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U cilju procene i znacaja u regulaciji metabolizma gvozda u ovom radu su pored
standardnih biohemijskih markera koji sluZe za procenu statusa gvozda kod pacijenata sa
anemijom i hroni¢nim bubreznim oboljenjem (HBO), ispitivani i neki novi koji jo$S uvek
nemaju Siroku primenu.

Biohemijski markeri koji se primenjuju u svakodnevnoj kliniCkoj praks su:
koncentracija serumskog gvozda, feritina, nezasiCeni kapacitet za vezivanje gvoZzda,
ukupni kapacitet za vezivanje gvozda i procenat saturacije transferina , a u nove markere
spadaju koncentracija hepcidinai solubilnog transferinskog receptora.

Polna distribucija u ovoj studiji ukazuje na vecu zastupljenost muskaraca medu
bolesnicima na dijalizi Sto je u skladu sa rezultatima u drugim studijama (Iseki | sar.,
2005; Taal i sar., 2006).

U grupi ispitanika na HD zabelezena je znaCajno niza koncentracija proteina i
albumina u odnosu na pre HD grupu. lzrazenija hipoalbuminemija kod bolesnika koji su
na hemodijalizi moZze se tumaciti kombinacijom nedovoljnim unoSenjem hrane,
dilucionim efektima i rezidualnom proteinurijom, (Dwyer i sar., 2002). Koncentracija
albumina zavisi od njegove sinteze, katabolizma i distribucije izmedu vaskularnog i
ekstravaskularnog prostora. Pravilni unos albumina je jedan od Cinioca koji utiCe na
njegovu koncentraciju, ai s obzirom da je albumin i reaktant akutne faze, u velikoj meri
na njegovu koncentraciju utice i inflamacija.

Bolesnici na hemodijalizi su u stanju hroniCne inflamacije, na Sta ukazuju
vrednosti CRP. Nivoi CRP-a pokazali su statistiCki znaCajno vece vrednosti u HD u
odnosu na pre HD grupu, a uradena ANOVA analiza pokazala je da su vrednosti CRP-a
najvece u HD grupi, znacajno manje u pre HD grupi, i najmanje u kontrolnoj grupi.

ZapocCinjanje leCenja hemodijalizom Cesto dovodi do poremecaja metabolizma
lipida i utiCe na promenu vec¢ postojeeg poremecaja kod bolesnika sa terminalnim
stadijumom HBI (Kaysen, 2009). Tip dijadize ( "high-flux"," low-flux",
biokompatibilnost), vrsta rastvora za hemodijalizu, upotreba heparina u toku
hemodijalize, kvalitet vode za hemodijalizu, (mikroinflamacija, oksidativni stres) i
koncentracija glukoze u rastvoru za hemodijalizu su neki od faktora koji mogu uticati na
profil lipida kod bolesnika na hemodijalizi (Samouilidou i sar., 2012). Poremecaj

metabolizma lipida kod bolesnika na hemodijalizi primarno nastgje zbog smanjenja
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aktivnosti lipoproteinske lipaze, hepaticne triglicerid lipaze i lecitin holesterol acil
transferaze (Liu i Rosner, 2006).

Uobicajeni lipidni profil kod bolesnika na HD podrazumeva povisene trigliceride
zbog povecanja lipoproteina vrlo niskei intermedijalne gustine i smanjen HDL holesterol.
Ukupni holesterol i LDL se obi¢no kre¢u unutar normalnih vrednosti (Deighan i sar.,
2000). Medutim, LDL frakcija je abnormalna i karakteriSe je prisustvo LDL partikula
niske gustine. Oksidativha modifikacija LDL-a jedan je od najvaznijih razloga
aterosklerotskog oboljenja kod bolesnikana HD (Ramosi Martinez-Castelao, 2008).

Studije koje su ispitivale efekte rHUEPO na lipidni status bolesnika na HD pruzile
su razliCite rezultate. Neke od njih pokazale su da leCenje eritropoetinom ne utiCe na
lipidni status (Prata i sar., 1998) ili da znaCajno smanjuje vrednosti ukupnog holesterola,
LDL-a i triglicerida (Pollock i sar., 1994). U ovom ispitivanju vrednosti ukupnog
holesterolai LDL-a bile su statisticki znaCajno nize u HD grupi u odnosu na pre HD i
kontrolnu grupu. Biohemijski mehanizmi koji uzrokuju ove promene lipidnog statusa
uzrokovane eritropoetinom podrazumevaju porast aktivnosti lipoprotein lipaze i hepaticne
triglicerid lipaze delovanjem ovog hormona (Goto i sar., 1999).

Koncentracija serumskih triglicerida bila je visa kod bolesnika na HD u odnosu na
ostale grupe ispitanika, ali taj porast nije bio statisticki znacajan. Dobijeni rezultati su bili
suprotni rezultatima nekoliko ispitivanja ukljucujuéi i CHOICE studiju (Pennell i sar.,
2006; Longenecker i sar., 2002).

Rezultati ove studije pokazuju da bolesnici na hemodijalizi tretirani
eritropoetinom i gvozdem imaju vise vrednosti HDL u odnosu na predijaliznu grupu, Sto
je u skladu sa rezultatima  Siamopoulosa i saradnika (2006). | raniji rezultati su
dokumentovali pozitivhu korelaciju izmedu duzine primene eritorpoetina i nivoa HDL,
verovaino zbog njegovog antinflamantornog delovanja (Aguilera i Selgas, 2004).
Inflamatorni medijatori inhibiSu izlazak holesterola iz celija smanjenjem ekspresije
adenozin trifosfat-vezujuéeg gena (Baranova i sar., 2002). Ovo dovodi do smanjenja
reverznog transporta holesterola i sledstvenog smanjenja nivoa HDL-a (Esteve i sar.,
2005). Zbog toga, moZzemo pretpostaviti da povecanje HDL kod naSih pacijenata na HD
delom moze biti posledica i antiinflamatornog delovanja eritropoetina.
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6.1. Anemija kod pacijenata na hemodijalizi

Skoro jedna Cetvrtina bolesnika u ranim stadijumima HBI ima renalnu anemiju, a
prevalenca raste do skoro 75% u kasnijim stadijumima (Roger i sar., 2004). Po nekim
autorima ovg] broj raste i do 95% kod dijaliznih bolesnika (Vaderrabano, 2003). Ocekuje
se da Ce broj obolelih i troSkovi leCenja renalne anemije znacajno porasti narednih godina
sa povecanjem incidence bolesti kao Sto su dijabetes i hipertenzija, koji su glavni
uzrocnici HBI (Rossert i Froissart, 2006).

Bubrezna anemija utie na sveukupno zdravlje bolesnika bududi da narusava
transport i iskoristljivost kiseonika u tkivima. KarakteriSe se smanjenjem tolerancije na
napor, radnog kapaciteta, koagulacije, kognitivnih i seksualnih funkcija, apetita tj.
kvaliteta Zivota.

U trecem stadijumu hroni¢nog bubreznog oboljenja sa glomerularnom filtracijom
od 30 do 59 ml/min/1,73 m? u€estalost anemije je 5,2% do &ak 44,1% u Eetvrtom, a skoro
100% u petom stadijumu, Sto je potvrdeno NHANES studijom (National Health and
Nutrition Examination Survey ) (Hsu i sar., 2002; Astor i sar., 2002).

Prisustvo renalne anemije u ovom ispitivanju odredivano je na osnovu broja Er,
nivoa Hb, HCT, MCV, MCH i MCHC. Osnovni hematolosSki parametri pokazali su
statistiCki znaCajne razlike izmedu HD i pre HD grupe ispitanika. Broj Er, koncentracija
Hb i HCT, MCV, MCH i MCHC pokazuju statisticki signifikantno nize vrednosti u HD
grupi u odnosu na pre HD grupu, a ANOVA analiza pokazala je da ovi parametri imaju
najnize vrednosti u HD grupi, veCe u pre HD grupi, a najvece u kontrolnoj grupi.
Vrednosti eritrocitnih  morfoloskih parametara ukazuju na mikrocitnu hipohromnu
anemiju. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima Kazmija i sar. ( 2001).

Uzrok anemije kod pacijenata sa HBI moze biti viSestruk. Eritrociti imaju kratak
Zivot kod pacijenata sa HBI. Dok je normalni vek eritrocita oko 120 dana, ovaj period je
smanjen na 60-90 dana. Najvazniji hemoliticki faktori plazme su gvanidin i njegovi
derivati, kao i spermin koji se akumulira kod uremicnih bolesnika (Radtke i sar., 1980).
mehanicki stres (Rosenmund i sar., 1975).

Pored hemolize eritrocita uzrok anemije je i gubitak krvi koji nastge kao
posledica same tehnike dijalize, uzorkovanje krvi u cilju dijagnostickih procedura ili
krvarenja iz digestivnog trakta (Fishbane i Maesaka, 1997). lako hemoliza i hronicni
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gubitak krvi znaCajno doprinose razvoju anemije u HBI, oni obi¢no nisu tolikog
intenziteta da ne bi bili kompenzovani umerenim povecanjem sinteze eritrocita. Bolesnici
sa HBI, medutim, nisu u stanju da povecaju eritropoezu kako bi kompenzovali nastalu
anemiju.  NajceS¢i uzrok je neadekvatno stvaranje endogenog EPO, koje prati
nedostatak gvozda. Kako napreduje bubrezna insuficijencija, deficijencija EPO je sve
izrazenija, bez obzira Sto se stvaranje EPO odrzava i u poslednjoj fazi renalnog oboljenja
(pre HD grupa) zbog hipoksije koja dovodi do poveéane sinteza EPO (Eckardt, 1994).

Smernice KDIGO ( Kidney Disease Improving Globa Outcomes) za dijagnostiku
I evaluaciju anemije u HBI iz 2012. predlazu kontrolu vrednosti hemoglobina najmanje
jednom u tri meseca kod pacijenata sa HBI i klinickim stadijumom 3-5, i ngmanje
jednom mesecno kod pacijenata sa klinickim stadijumom 5. Ako je anemija prisutna (Hb
manji od 13,0 g/dL kod muskaraca i 12,0 g/dL kod Zena, bez obzira na starost i stadijum
HBI) odreduje se kompletna krvna slika, absolutni broj retikulocita, nivo serumskog
feriting, vitamina Bi, i folne kiseline i %Sat. Posledice neleCene anemije mogu biti
ozbiljne. Zato je redovno pracenje nivoa Hb neophodno. U poslednje dve decenije,
primena stimuliSucih agensa eritropoeze zauzima prioritetno mesto u leCenju anemije
bolesnika u terminalnom stadijumu HBI (KDIGO Clinical Practice Guideline for Anemia
in Chronic Kidney Disease, 2012).

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su da u ispitivanim grupama postoji statisticki
znaCajno pozitivna korelacija broja Er sa vrednostima Hb i HCT, kao i vrednosti Hb sa
HCT.

U retrospektivnom ispitivanju primene EPO kod bolesnika na HD primeceno je da
njegovo produzeno doziranje sa intervalima od jednom nedeljno do jednom u dve nedelje,
pa Cak i jednom u tri nedelje, sa najceS¢im intervalom jednom u dve nedelje (Germaini
sar., 2005) odrzava nivo Hb iznad 11 g/dL kod 82% pacijenata. Ispitivanje PROMPT
(protein mapping and comparison tool) je nasumicna prospektivna proba u kojoj su
pacijenti dobijali epoetin alfa u intervalima od jedne, dve, tri ili Cetiri nedelje (Provenzano
I sar., 2005). Nivoi Hb odrzavani su iznad 11 g/dL kod 90% pacijenata u intervalima od
dve nedelje, a kod 75% pacijenata u grupi sa intervalima od 3 ili 4 nedelje. Jadoul i sar.
(2004) su ispitivali pacijente na hemodijalizi sa jednom dozom u dve nedelje, a kada je
interval produzen na Cetiri nedelje, 83% pacijenata je odrzalo nivoe hemoglobina iznad

ocekivanih .
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Citav niz faktorarizika dovodi se u vezu sa prisustvom anemije kod pacijenata sa
hronicnom bubreZznom insuficijencijom, poremecen hematoloski profil, renalna
disfunkcija, parametri inflamacije i smanjeni nivo albumina. Samo mali broj studija je
ispitivao povezanost anemije i pothranjenosti pacijenata sa hroniCnim bubreznim
oboljenjem. Slaba ishrana hospitalizovanih pacijenata sa hronicnom bubreznom
insuficijencijom preduslov je za nastanak razliCitih zdravstvenih problema (Thorsdottir i
sar., 2005). Ispitivanje Mitrache i sar. (2001) pokazalo je da smanjen nivo gvozda, folne
kiseline i/ili vitamina B12, mogu biti faktori u etiologiji anemije kod pacijenata sa HBI,
koji su naterapiji oligoelementai vitamina.

U ovom ispitivanju vrednosti vitamina Bi, 1 folne kiseline nisu se razlikovale u
hemodijaliznoj i prehemodijaliznoj grupi, dok je kontrolna grupa imala vece vrednosti
folne kiseline u odnosu na grupe bolesnika sa HBI. Zacheei sar. (1992) su pokazali dase
nedostatak vitamina B, retko dijagnostikuje kod bolesnikanaHD zato Sto je vitamin B
vezan za proteine, pa vecina izvestaja u literaturi pokazuje normalan ili visok nivo ovog
vitamina u plazmi (Descombes i sar.,1993). Nedostatak vitamina B1, moZe se javiti zbog
gubitka u dijalizatu pri dijalizi sa membranom visokog protoka (Zacheei sar., 1992).

Znacajna razlika folne kiseline izmedu grupa bolesnika sa HBI i kontrolne grupe,
govori u prilog Cinjenici da inflamacija i uremijska intoksikacija imaju znaCajnu
patogenetsku ulogu ne samo u metabolizmu gvozda, vec i u metabolizmu mnogih drugih
biomolekula koji uCestvuju u homeostazi gvozda kod pacijenata na hemodijalizi
(Westhuyzen, 1998).

lako naSi podaci pokazuju da vrednosti vitamina B12 i folne kiseline ne igraju
bitnu ulogu u etiologiji anemije kod ispitivanih grupa, ovi nutritivni faktori mogu biti
vazni u lecCenju anemije kod pacijenata na terapiji EPO. Bez obzira $to su serumske
koncentracije folne kiseline u normanim granicama, suplementi folne Kkiseline
poboljSavaju efekte EPO terapije (Thorsdottir i sar., 2005). Imajuci u vidu znacaj folne
kiseline u sintezi nukleinskih kiselina, razumljivo je da terapija folatima moze biti

direktno odgovorna za poboljSanu eritropoezu, tj deobu celija.

6.2. Metabolizam gvozda kod pacijenata na hemodijalizi

Status gvozda kod bolesnika na dijalizi i u predijaliznom periodu ispitivan je

analizom  koncentracije serumskog gvozda i feritina, nezasienim kapacitetom za
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vezivanje gvozda, ukupnim kapacitetom za vezivanje gvozda i procentom saturacije
transferina

Unutrasnja razmena gvozda izmedu koStane srZi, eritrocita i retikuloendotelijalnog
sistema kod pacijenata na hemodijalizi iznosi dnevno oko 20 mg (Kooisrai sar., 1995). U
odsustvu rHUEPO-a, kod pacijenata sa uznapredovalim renalnim oboljenjem javlja se
smanjena razmena gvozda iz koStane srzi do eritrocita, a povecano je skladistenje u RES-
u. Kada se stvaranje eritrocita stimuliSe upotrebom rHUEPO unutraSnja razmena gvozda
kod pacijenata na dijalizi je slicha kao kod zdravih osoba, iako retikuloendotelijalni
sistem i dalje zadrzava viSe gvozda nego kod pacijenata sa normalnom renalnom
funkcijom.

U ovom ispitivanju je pokazano da su pacijenti na hemodijalizi imali ngmanju
koncentraciju serumskog gvozda, statistiCki znaCajno nizu u odnosu na predijalizne
pacijente, a ANOVA analiza je pokazala da je koncentracija gvozda najmanja u
hemodijaliznoj, vefa u prehemodijaliznoj, a najvea u kontrolnoj grupi. Moguce
objasnjenje dobijenih rezultata moglo bi da bude poremecCena apsorpcija gvozda,
spoljasnji gubici krvi i funkcionalna deficijencija gvozda (Fishbane i Maesaka, 1997).

Apsorpcija gvozda iz gastrointestinalnog trakta regulisana je nivoom gvozda u
skladistima, eritropoetinom i eritropoezom (Spivak, 1997). Crveno meso sadrzi hem
gvozde koje se brZze apsorbuje (Charlton i Bothwell, 1983), i ogranienje unosa ove
namirnice kod pacijenata na dijalizi mozZe biti odgovorno za smanjenu koliCinu
apsorbovanog gvozda. Procenat apsorbovanog gvozda unetog hranom kod osoba sa
normalnom renalnom funkcijom je takode mali, oko 1 mg gvozda dnevno. Sa druge
strane, apsorpcija gvozda se povecCava kod ubrzane eritropoeze ili smanjenja gvozda u
skladistima (Spivak, 1997).

Postoji nekoliko faktora koji doprinose stalnom gubitku krvi kod pacijenata na
dijalizi, ukljucujuci i krv koja se zadrZava u dijalizatoru i cevima pri kraju svake dijalize,
Cesta testiranja, skrivena krvarenja u gastrointestinalnom traktu, kao i gubitke krvi nakon
uvodenja ili skidanja igle za dijalizu (Fishbane i Maesaka, 1997). Dokazano je da se na
ovg nacin godisnje gubi oko 1-3g gvozda (Akmal i sar., 1994). Radna grupa za anemiju
je ustanovila da je potrebno oko 25 do 100mg gvozda nedeljno kako bi se nadoknadili
gubici kod pacijentata na dijalizi (NKF-DOQI clinical practice guidelines, 1997).

U identifikovanju i leCenju deficijencije gvozda kod pacijenata na dijalizi je
uveden koncept funkcionalne deficijencije gvozda (Eschbach i sar., 1987; Eschbach.,

72




Diskusija

1991). Funkcionalni nedostatak gvozda je prisutan kada se na uobiCajenim testovima za
deficijenciju gvozda ne pokazuje apsolutna deficijencija, ali se kod pacijenatajavlja dobra
reakcija na terapiju gvozdem sa porastom hematokrita na ujednacenoj dozi EPO-g, ili sa
stabilnim hematokritom na niskoj dozi EPO-a. Pacijenti sa funkcionalnom deficijencijom
gvozda, imaju nedovoljnu koli¢inu gvozda koja je potrebna za zahteve stimulisane
eritropoeze koji se javljaju nakon davanja egzogenog EPO-a (Cavill i Macdougall, 1992).

Neadekvatna dostupnost gvozda, zbog apsolutne ili funkcionalne deficijencije
gvozda, je najucestaliji uzrok slabog odgovora na rHUEPO (Kleiner i sar., 1995; Sunder-
Plassman i Horl, 1997). Anemija usled deficijencije gvozda nastaje usled odsustva
dovoljnih koliCina gvozda u skladiStima za odrzavanje procesa eritropoeze. Gvozde je
prisutno u cirkuliSué¢im eritrocitima i mioglobinu, u kostanoj srzi, u depoima u celijama
RES-a i makrofagima. Primena rHUEPO, moZe potencirati postojeCi nedostatak gvozda,
naroCito kod pacijenata na hemodijalizi, kod kojih se javljaju veliki gubici krvi (Lindsay i
sar., 1973). Zato je paranteralna primena gvozda neophodna, samostalno ili u kombinaciji
sarHUEPO-om (Garneata, 2008).

Kod nekih pacijenata, nemogucnost mobilizacije gvozda se Cesto povezuje sa
retikuloendotelijalnom blokadom (Meansi Krantz, 1992). Pacijenti na dijalizi mogu imati
i prateCe skrivene infekcije ili neka druga stanja koja utiCu na adekvatan odgovor na
terapiju gvozdem ili spreCavaju upotrebu gvozda iz skladista koja bi u normalnim
uslovima bila dovoljna za odrzavanje eritropoeze. Ovaj efekat moZe nastati usled
poviSenih nivoa cirkuliSu¢ih citokina koji su sposobni za indukciju makrofaga iz
retikuloendotelijalnog sistema koji prihvataju i zadrZzavaju gvozde. Povecanje
koncentracije citokina moZe delovati na smanjenje proizvodnje endogenog EPO-a, ili na
smanjenje odgovora Celija eritroidnih prekursora na endogeni ili egzogeni EPO.
Interleukin-1B (verovatno preko interferonay) i faktor nekroze tumora a pokazuju
ovakve efekte (Schooley i sar., 1987; Johnson i sar., 1990; Clibon i sar., 1990; Faquin i
sar., 1993). Interleukin-6 takode smanjuje odgovor celije na EPO (Macdougall i sar.,
1994). Takvi pacijenti imaju nizak nivo saturacije transferina i poviSene nivoe feritina u
serumu. Terapija gvozdem, za razliku od pacijenata sa funkcionalnim nedostatkom
gvozda, ne daje zeljene rezultate.

Ovo ispitivanje je pokazalo da bolesnici na hemodijalizi imaju statistiCki znacajno
nize vrednosti UIBC (p<0,01) u odnosu na predijalizne bolesnike, a komparativna analiza

(ANOVA) je pokazala da su vrednosti UIBC statisticki signifikantno niza u HD grupi u
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odnosu na ostale grupe. Vrednosti TIBC su statisticki signifikantno najvise u kontrolnoj
grupi u odnosu na grupe bolesnika sa HBI. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
ispitivanja Kalantar-Zadeh i sar. (1998). Oni su takode pokazali postojanje jake korelacije
TIBC i gvozda kod pacijenata na HD, dok je studija Rachelle i sar. (2009), pored
pozitivne korelacije TIBC i1 gvozda pokazala i da je TIBC negativno korelirao sa
vrednostima serumskog feritina kod pacijenata na HD. U naSem istrazivanju vrednosti
TIBC pozitivno su korelirale sa gvozdem, brojem Er i Hb jedino kod bolesnika na
hemodijalizi. Buduci da TIBC i UIBC stoje u relativnom odnosu, nizi TIBC ima i niZi
UIBC, tako da ova relativni odnos nikako ne ide u prilog da su pacijenti na HD u
prednosti jer imaju niZi nezasiceni kapacitet.

Smernica radne grupe za anemiju (NKF-K/DOQI) 1997., 2001. i 2006. dale su
preporuke da nivo feritina i saturacija serumskog transferina treba da budu primarno
sredstvo u proceni stanja gvozda kod pacijenata sa anemijom i hroni¢nim bubreznim
oboljenjem (HBO), ukljuCujuc¢i i terminalnu fazu (NKF-K/DOQI clinical practice
guidelines, 2006). Serumski feritin je pokazatelj rezervi gvozda, a apsolutna deficijencija
gvozda, prema NKF-K/DOQI smernicama, je u korelaciji sa serumskim feritinom <100
ng/ml. Apsolutna deficijencija gvozda, koju karakteriSu nisko ili potpuno odsustvo
bojenja kosStane srzi na gvozde, razlikuje se od funkcionalne ili relativne deficijencije,
koja se definiSe kao odgovor na intravensko gvozde sa povecanjem hemoglobina (Hb) ili
Smanjenjem potreba agensa za stimulaciju eritropoeze (rHUEPO). Ovo se mozZe javiti kod
pacijenata sa nivoima serumskog feritina koji su znatno visi od 100 ng/ml (Fishbane i
Maesaka, 1997; NKF-K/DOQI clinical practice guidelines, 2001).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da je koncetracija feritina statisticki znacajno
najveca u HD grupi, niZa u pre HD, a najniZa u kontrolnoj grupi. Vrednosti koncentracije
feritina mogu se objasniti inflamacijom, na Sta ukazuju i vrednosti CRP koje su u HD
grupi statistiCki znacajno vece u odnosu na pre HD i kontrolnu grupu . Vrednosti % Sat su
nesto nize kod hemodijaliznih u odnosu na prehemodijalizne pacijente, ali statisticki nisu
znaCajne. Ispitivani pacijenti su primali terapiju eritropoetina i gvozda po protokolu da bi
se nivo saturacije transferina odrzavao u normalnim vrednostima, pa su dobijeni rezultati
pokazatelj adekvatnog terapijskog odgovora na Sta ukazuje i statistiCki znacajna pozitivna
povezanost serumske koncentracije Fe sa procentom saturacije i feritinom koja je bila

prisutna u obe grupe ispitanika, kao i procenta saturacije sa vrednostima feritina
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Multipna regresiona analiza je pokazala da je procenat saturacije navazniji nezavisni
prediktor nivoaferitina i serumskog gvozda u grupi bolesnika na hemodijalizi.

Velika studija je prouCavala uzroke komplikovanog odrzavanja ravnoteze gvozda
kod pacijenata na dijalizi je ESRD Nationa Cooperative Anemia Project kojim
predsedava Health Care Financing Administration (administracija za finansiranje
zdravstvene nege), koji je ispitivao uzroke hematokrita nizeg od 25% u grupi pacijenata
na hemodijalizi koji primaju rHUEPO. Kod 60% pacijenata pronadena je deficijencija
gvozda (definisana kao saturacija transferina (%Sat) manja od 20% i/ili nivo feritina
manji od 100 ng/ml). Americka firma Data System potvrduje ove nalaze (United States
Renal Data System, 1996).

Druga studija koja se bavila ovim problemom kod pacijenata na hemodijalizi
(Diadysis morbidity and mortality study) pronasla je %Sat manji od 20% kod 54%
pacijenata, a %Sat manji od 10% kod 25% pacijenata. Nivoe feritina nize od 100 ng/ml
imalo je 36 % pacijenata. Skoro jedna treCina pacijenata nije primala gvozde u ovom
periodu (Maiorcai sar., 1993).

Klinicki znaCaj ova dva istraZzivanja potvrduju rezultati Health Care Financing
Administration Core Indicators Project (1996 ESRD Core Indicators Project, 1997). Ovo
ispitivanje je pratilo nivoe hematokrita kod 7292 pacijenta na hemodijalizi. Do kraja 1993
godine samo je kod 46% pacijenata postignut hematokrit veCi od 30% . Do krgja 1995
godine ovaj broj se povecao na 63%, zatim na 72% do kraja 1996. Koli¢ina rHUEPO-a
potrebna za dobijanje ovih vrednosti hematokrita bila je veCa kod onih pacijenata sa
niskim %Sat.

Povecana ucestalost viSestrukih komorbiditeta medu anemi¢nim pacijentima sa
hroni¢nim bubreZnim oboljenjem dovela je do toga da je upotreba saturacije serumskog
transferina i koncentracije feritina kao biomarkera kompleksnija u postavljanju dijagnoze
deficijencije gvozda. Serumski feritin, kao reaktant akutne faze na prisutno inflamatorno
stanje mogu sprecCiti mobilizaciju gvozda iz retikuloendotelijalnih rezervi. Pacijenti sa
serumskim feritinom >800 ng/ml, koji ukazuje na poviseno gvozde, i saturacijom
transferina <20%, S$to ukazuje na deficijenciju gvozda, su sve ¢eS¢i. Zbog Cinjenice da je
reaktant akutne faze i da postoje razlike nivoa izmedu polova (obi¢no nizi kod Zena)
feritin nije idealan marker za odredivanje deficijencije gvozda. | % Sat poseduje
odredenu reaktivnost u akutnoj fazi utoliko Sto transferin moze biti poviSen u

inflamatornom stanju, Sto bi dalje snizilo %Sat ako je cirkuliSuce gvoZzde konstantno.
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Transferin moze biti nizak zbog smanjene sinteze transferina kod neuhranjenosti ili
hroni¢nog oboljenja, $to moZe povecati %Sat, ako je cirkuliSue gvozde konstantno.
Postoje i znacajne dnevne fluktuacije u nivou %Sat koje oteZavaju interpretaciju njegovih
vrednosti, ako doba dana uzimanja uzoraka varira od testa do testa (NKF-K/DOQI
clinical practice guidelines, 2001; Kalantar-Zadeh i sar., 2004).

Iz ovih razloga u dijagnozu deficijencije gvozda uvode se novi testovi Kkoji
podrazumevaju sadrzaj hemoglobina u retikulocitima, procenat hipohromnih eritrocita,
koncentracija hepcidinai solubilnog transferinskog receptora, koji daju povoljne rezultate

u ogranicenim ispitivanjima (Wish, 2006).
6.3. Hepcidin i znacaj odredivanja kod bolesnika na hemodijalizi

Ovim ispitivanjem pokazano je da je koncentracija hepcidina u serumu kod
ispitanika na hemodijalizi statistiCki znaCajno vea u odnosu na koncentraciju kod
prehemodijalizne grupe. ANOVA analizom potvrdeno je da je koncetracija hepcidina
statisticki najvec¢a u HD, niZa u pre HD, a najniZa u kontrolnoj grupi.

Dobijeni rezultati su u skladu sa ispitivanjem De Dominika i sar. (2007) koji je
potvrdio postojanje inhibitornog dejstva hepcidina na nivo gvozda. Ovakav odnos se
objasnjava mehanizmom negativne povratne sprege, jer gubitak feroportina-1 sa povrsine
Celije uzrokuje redukciju gvozda u plazmi, $to ima za rezultat nisku saturaciju
transferina. Na taj naCin se manje gvozda transportuje do eritroblasta, Sto dovodi do
hroni¢ne anemije koja pojacava stvaranje hepcidina. Sa druge strane, smanjenje aktivnosti
feroportina-1 dovodi do zadrzavanja gvozda na nivou intestinalnih enterocita, hepatocita i
makrofaga, $to ukazuje na vaZznost praenja hepcidina tokom korekcije anemijskog
sindroma kod pacijenata na dijalizi, jer se povecanje saturacije transferina i bolja
ispunjenost eritrocita ne odraZzavaju na povecanje njihovog broja, za razliku od pacijenata
u prehemodijaliznom periodu (De Domenico i sar., 2007). Bolesnici na hemodijalizi su u
stanju hroni¢ne inflamacije koju moZe uzrokovati sama dijaliza, $to dovodi do poveéanja
koncentracije cirkuliSuéih citokina kao to su interleukin-1 (IL-1) i interleukin -6 (IL-6),
faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a) ili y-interferon (Stenvinkel, 2001; Ludwiczek i sar.,
2003; Weiss i Goodnough, 2005; Zaritsky i sar., 2009; Jairam i sar., 2010). U toku
upalnih stanja dolazi do poveéane sinteze hepcidina mehanizmom koji je nezavisan od
statusa gvozda i aktivnosti eritropoetina (Hugman, 2006). Kaskada poremecaja koja

dovodi do anemije upale kreCe od 1L-6 do sinteze hepcidina, pa do hipoferemijei nakragu
76




Diskusija

rezultira anemijom upale (Ganz i sar., 2006). Anemija upale nastge kao posledica
hipoferemicnog odgovora na upalu (Dallalio i sar., 2006).

U ovom ispitivanju postojala je pozitivna korelacija izmedu koncentacije
hepcidinai CRP-a kod dijaliznih pacijenata. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
ispitivanja Riverai sar. (2005),gde su koncentracije hepcidina bile u visokoj korelaciji sa
anemijom inflamacije. Medutim kod pacijenata sa meSovitom anemijom primeceno je
slabije povecanje hepcidina (inflamacija i deficijencija gvozda) uprkos Cinjenici Sto se
kod ovih pacijenata detektovao viSi nivo CRP. Ovo neslaganje moZe se objasniti
razlikom u polu-Zivotu CRP i hepcidina (za CRP 19 sati, za hepcidin moZe biti i kraci).

Analiza koncetracije hepcidinai vrednosti CRP moze sluziti kao brz i lak nacin
identifikacije razlike izmedu deficijencije gvozda, inflamacije i meSovite anemije (Jairam
I sar., 2010). U takvoj dijagnostickoj organizaciji, nizak nivo CRP i nizak hepcidin bi
ukazivali na deficijenciju gvozda, visok CRP i hepcidin na inflamaciju, a visok CRP i
nizak hepcidin na kombinaciju inflamacije i deficijencije gvozda. Cilj takve analize bio bi
utvrdivanje korisnosti primene terapije gvozdem i eritropoetinom, odnosno identifikacija
pacijenata koji ograni¢eno reaguju na ovu terapiju. Ovakvi testovi mogu definisati uslove
u kojima bi se sprovodila aternativna terapija anemije, kao Sto je upotreba antagonista
hepcidina.

Ovo ispitivanje pokazalo je da je koncentracija hepcidina statistiCki znaCajno
najveca u grupi feritina<100 ng/mL i >500 ng/mL u odnosu na ostale feritinske grupe
bolesnika. ZnaCajno veca koncetracija hepcidina u grupi sa feritinom >500 ng/ml mozZe
se objasniti postojecom inflamacijom, obzirom da ova grupa bolesnika ima i statisticki
najvece vrednosti CRP u odnosu na ostale feritinske grupe.

Jedno od objasnjenja vecih vrednosti hepcidina u feritinskoj grupi <100 ng/ml jei
hipoalbuminemija.  ANOVA analizom nadena je statisticki znaCajna razlika u
koncentraciji albumina izmedu ispitivanih grupa bolesnika, pri Cemu su najnize vrednosti
proteina i albumina u HD grupi, vece u pre HD grupi, a najveCe u kontrolnoj grupi
ispitanika. Objasnjenje dobijenih rezultata treba traziti u Cinjenici da su bubrezi ne samo
vazni u sintezi,veC i u eliminaciji hepcidina. Smatra se da su albumini (Matyszko i sar.,
2005) i a-2-makroglobulin (Peslova i sar., 2009) specificni proteini za vezivanje
hepcidina, pa hipoalbuminemija kod bolesnika na hemodijalizi moze da dovede do
visokih vrednosti hepcidina. Ovo potvrduje negativna i statistiCki znacajna korelacija koju

smo nasli izmedu hepcidina i albumina kod bolesnika sa HBI, dok je ta povezanost bila
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slabo pozitivnai statistiCki nesignifikantna u kontrolnoj grupi.

Povecan nivo CRP-a je snaZan i nezavisan prediktor niskog nivoa albumina, 5to
ukazuje da hipoabuminemija kod bolesnika na HD primarno moze da bude posledica
inflamacije, a ne samo malnutricije (Yeun i sar., 2000).

U ovom ispitivanju dokazano je postojanje statistiCki znacajne pozitivne
povezanosti izmedu koncentracije hepcidina i feritina u svim ispitivanim grupama
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima ispitivanja Petersa i sar. (2010) koji su
ispitivali samo grupu bolesnika na hemodijalizi. U studiji Ashby i sar. (2009) ta
povezanost je prisutna u predijaiznoj i kontrolnoj grupi, ai nije postojala kod
hemodijaliznih bolesnika. Inflamatomi citokini pored toga Sto utiCu na sintezu hepcidina,
stimuliSu 1 sintezu feritina i smanjuju apsorpciju gvozda, te na taj naCin povecavaju
skladistenje gvozda, a smanjuju njegovu dostupnost Celijama (Hentze i sar., 2010).
Interakcija proinflamatornih citokina sa hepcidinom u ovom ispitivanju moze objasniti
zaSto ovi bolesnici imaju visoke nivoe feritina, slabu apsorpciju gvozda i smanjeno
otpustanje gvozda iz makrofaga.

StatistiCki znaCajano pozitivna povezanost postojala je izmedu koncentracije
hepcidina i gvozda i koncnetracije hepcidina i procenta saturacije u hemodijaliznoj i
prehemodijaliznoj grupi, dok ista nije nadena u kontrolnoj grupi . Ova povezanost nije
bila prisutna u ispitivanju Taes i sar. (2004), koji su pokazali da koncentracija hepcidina
nije povezana sa serumskim kreatininom, hemoglobinom, gvozdem i feritinom.
Koncentracije hepcidina je pozitivno korelirdla sa *'Cr-EDTA (chromium-51 labeled
ethylenediamine tetraacetic acid) klirensom, klirensom kreatinina, kreatininom u serumu,
B-trace proteinom i cistatinom C . Kulaksiz i sar. (2004) su dokazali da je kod pacijenata
na HD povecana koncentracija hepcidina. U njihovom ispitivanju nije zapazena korelacija
izmedu hepcidina, statusa gvozda, feritina i saturacije transferina.

Ovo ispitivanje pokazalo je i da je u svim ispitivanim grupama feritin
najznacajniji nezavisni prediktor koncentracije hepcidina, ali i da je najznaCajniji
nezavisni prediktor promene koncentracije feritina hepcidin. U hemodijaliznoj grupi
najznacajniji nezavisni prediktor koncentracije hepcidina je vrednost koncetracije sTfR.

Sinteza hepcidina u hepatocitima je regulisana mnogostrukim, delom i suprotnim
signalima koji ukljuCuju: koncentraciju gvozda u organizmu (prevashodno koliinu Tf-
Fe2), koliCinu gvozda u depoima u jetri, intenzitet eritropoeze, hipoksiju i stanja
inflamacije. Svi ovi signali se sumirgju na nivou transkripcije DNK i od zbira njihovih
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efekata zavisi da li ¢e do€i do stimulacijeili inhibicije sinteze hepcidina (Bleackley i sar.,
2009; Franchini i sar., 2010).

Povecano stvaranje hepcidina igra bitnu ulogu u patofiziologiji anemije usled
inflamacije i hroni¢nog oboljenja, pa bi razvoj antagonista hepcidina bio veoma koristan
za leCenje ovog oboljenja, jer bi se olakSala redistribucija gvozda iz makrofaga do
eritroblasta. Blokiranjem hepcidina gvozde iz rezervi se mobiliSe, a antagonisti hepcidina
se mogu koristiti kao dodatak ili umesto terapije suplementima gvozda. Antagonisti
hepcidina mogu biti korisni u leCenju anemije inflamacije kada je primarna bolest
rezistentna na terapiju. Kod anemicnih pacijenata sa hronic¢nim bubreznim oboljenjem sa
poremecajem sinteze eritropoetina, antagonist hepcidina moze posluziti kao suplement
terapiji rTHUEPO, naroCito kod pacijenata sa slabim odgovorom na terapiju (Malyszko i
Mysliwiec, 2007).

Kato i sar. (2008) su procenili, da hepcidin moze da bude prediktor
eritropoetinskog odgovora kod pacijenata na hemodijalizi. Semikvantitativno merenje
prohepcidinai hepcidina u ovoj studiji nije dalo odgovarajuce rezultate. Merenje jedne
vrednosti hepcidina u serumu pre pocCetka leCenja anemije ne moZe da bude dovoljno da
predvidi odgovor na terapiju i.v. gvozdem i/ili eritropoetinom sa velikom tafno3¢u.
Obzirom da se nivo hepcidina brzo reguliSe, poCetne promene u serumu na pocetku
terapije i.v. gvozdem ili eritropoetinom mogu da budu bolji parametar za procenu
dugorocnog odgovora na terapijul.

U buduénosti ¢e mozda hepcidin postati cilj terapije, jer smanjenje nivoa
hepcidina moze poboljsati gastrointestinalnu apsorpciju gvozda i njegovo oslobadjanje iz
makrofaga, Sto Ce ograniCiti potrebu za i.v. gvozdem, prevazici funkcionalni nedostatak
gvozda i smanjiti rezistenciju na rHUEPO (Swinkelsi Wetzels, 2008).

6.4. Transferinski receptori i znaCaj odredivanja kod

bolesnika na hemodijalizi

Transport gvozda u plazmi sprovodi se preko transferina koji doprema gvozde do
Celija putem interakcije sa specificnim receptorima na membrani. Sve Celije, osim zrelih
eritrocita, poseduju TfR na svojoj povrsini, a najveci broj nalazi se na maticnim cCelijama

eritrocita, placenti i jetri. Kod odraslih osoba se oko 80% sTfR nalazi u koStanoj srzi.
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Rasprostranjenost receptora na celijama proliferacije povezana je sa postojecim
koli¢inama gvoZda, jer smanjenje gvozda dovodi do ubrzane sinteze STfR, dok povecane
koliCine gvozda smanjuju njihov broj . Zato ukupan broj Celijskog STfR zavisi i od broja
eritroidnih prekursora u kostnoj srzi i od broja sTfR po Celiji, kao i stanja gvozda unutar
Celije.

Transferin spreCava pojavu slobodnog gvozda u plazmi, koje moze biti toksi¢no
po Celije. Ova zastita zavisi od dve osobine transferina: visokog afiniteta (Kd=10-20 M)
prema Fe** i od ¢injenice da svaki molekul transferina ima dve lokacije za vezivanje
gvozda (Szbke i Panteghini, 2012).

Transferin 1 saturacija transferina se dugi niz godina koriste kao markeri za
detekciju nedostatka sistemskog gvozda i zasiCenja. OpSti nedostatak tradicionalnih
biomarkera u poredenju sa novijim dijagnostiCkim testovima jeste upotreba koja nije
zasnovana na dokazima. KliniCka praksa preporuCuje upotrebu transferina samo u
specificnim situacijama, pre svega kod terapije pacijenata sa hronicnim bubreznim
oboljenjem, a ne kao test izbora u dijagnozi i leCenju deficijencije uopSte. Kvalitet dokaza
i stabilnost klinickih preporuka su uglavnom slabi i Cesto zasnovani samo na misljenjima
stru¢njaka (Sz6ke i Panteghini, 2012).

U ovom istrazivanju pokazano je da je koncentracija STfR bila statistiCki
signifikantno visa u HD u odnosu na pre HD grupu, a komparativhom analizom
(ANOVA) pokazana je statisticki signifikantno najvisa koncentracija STfR u HD grupi,
niza u pre HD, a najniza u kontrolnoj grupi.

CirkuliSuéi sTfR izvedeni primarno iz eritroidnih prekursornih celija svojim
nivoom obezbeduju pouzdano merenje totalne eritropoeze. Sa klinicke taCke gledista
bazalni nivo sTfR dokazano je upotrebljiv za predvidanje hemoglobinskog odgovora
nakon inicijalne terapije eritropoetinom kod pacijenata na dijalizi. Ahluwdia i sar.
predlozili su broj retikulocita i nivo sTfR kao metode za predvidanje hemoglobinskog
odgovora nakon povecanja doze eritropoetina (Ahluwaliai sar., 1997).

U stanjima deficita gvozda pokazano je da je ekspresija sTfR od strane
retikuloendotelijalnog sistema direktno srazmerna Celijskim potrebama za gvozdem. U
ovom ispitivanju je prisutna statisticki znaCajno negativna povezanost koncentracija
sTfR savrednostima koncentracije serumskog Fe (Centisi sar., 1995).

ZnaCajno negativna povezanost koncentracije sTfR i feritina pokazana je u obe

grupe sa HBI, a u HD grupi i sa hepcidinom i procentom saturacije transferina .U grupi
80




Diskusija

predijaliznih pacijenata Pearsonov korelacioni test pokazao je statisticki znaCajnu
pozitivhu korelaciju STfR sa brojem Er (Tabela 14). StatistiCki znacajna negativna
povezanost koncentracije sTfR i feritina u ovom istraZivanju, dokazana je i u studiji
Mahdavi i sar. (2011) kod pacijenata na HD gde je nivo serumskog feritina bio znatno
visi nego kod kontrolne grupe.

Negativna povezanost je pronadena i u feritinskim grupama kod pacijenata na
hemodijalizi (komparativhom analizom ANOVA), koja je pokazala statistiCki znacajno
nizu koncetraciju sTfR u grupi feritina>500 ng/mL u odnosu na grupu feritina<100
ng/mL (Tabela 16). Choi i Pai (2001) ustanovili su da postoji inverzna korelacija izmedu
koncentracije sTfR i koncentracije feritina, time dokazujuci da sTfR zavisi od statusa
gvozda (Kotisaari i sar., 2002; Soinineni sar., 2010).

U ovom istrazivanju pokazana je statistiCki znaCajna negativna povezanost sTfR i
CRP u grupama bolesnika sa HBI. Na osnovu ovih rezultata dolazi se do zakljuCka da
odredivanje sTfR u prisustvu hroni¢ne inflamacije u sklopu bubrezne insuficijencije moze
biti pouzdaniji marker nivoa gvozda od serumskog feritina.

U studiji Przybylowski i sar. (2010) koja je analizirala patogenetske mehanizme
anemije kod bolesnika sa smanjenom GFR pronadeno je da pacijenti sa nizim
vrednostima GFR imaju viSe vrednosti hsCRP, IL-6 i sTfR, sa slicnim nivom hepcidina.
Kod ovih markera ne postoji znaCajnija povezanost i svi pokazuju pozitivan trend rasta sa
smanjenjem GFR. Koncentracija STfR je u negativnoj korelaciji sa koncentracijom
gvozda kod bolesnika sa HBI kao i u nasem ispitivanju.

Multivarijantna regresiona analiza pokazala je da su najznaCajni nezavisni
prediktori vrednosti STfR vrednost hematokrita i hepcidina kod bolesnika na hemodijalizi,
dok su kod predijalizne grupe nezavisni prediktori promena nivoa sSTfR hepcidin i feritin.
Sli¢no je dokazano u ispitivanju Ahluwaliai sar. (1997) gde su multivarijantom analizom
pokazali da su pored feritinai hipohromni eritrociti nezavisni prediktori vrednosti STfR.

Skikne i sar. (1990) pokazali su da nivo cirkuliSuéeg sTfR ukazuje na nedostatak
gvozda. U in vitro studijama pokazano je da rHUEpo mozZe da reguliSe ekspresiju sTfR na
eritroidnim prekursorskim celijama putem IRP aktivacije (Weissi sar., 1997). Regulisanje
IRP od strane rHUEpo indirektno posredovano moze da izmeni dostupnost gvozda iz tzv.
"regulatornog bazena gvozda", koji se smatra odgovornim za IRP aktivnost. Povec¢ano

stvaranje hema nakon terapije rHUEpo, i posledicno smanjenje gvozda u regulatornom
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bazenu, izazvace konformacione promene IRP i povecanje afiniteta IRE vezanja, asamim
tim i jaCu ekspresiju TfR (Skiknei sar., 1990).

Anaiza ROC krivom je pokazala da jedino sTfR ima prediktivhu vrednost za
saturaciju transferina od 30% kod svih ispitanika, dok je kod bolesnika na hemodijalizi
prediktivna vrednost pokazana zaferitini sTTR.

U ispitivanju Tonbul i sar. (1998) vrednosti koncentracije STfR znaCajno su
povezane sa vrednostima koncentracije feritina, kao i hipohromnim Er i saturacijom
transferina kod pacijenata na dijalizi, a koji su na terapiji rHUEpo i gvozdem. Oni su
predlozili sTfR kao pouzdan marker nedostatka gvozda tokom terapije rHUEpo. Druge
studije su pokazale odnos sTfR i feritinakao logaritamski izraz TFR-feritinski indeks, kao
bolji marker u odnosu na bazalne vrednosti STfR za identifikaciju pacijenata sa deficitom
gvozda (Choi i Pai, 2001; Kotisaari i sar., 2002; Soininen i sar., 2010).

U ispitivanju Yen-Cheng i sar. (2006) kod pacijenata na hronichom programu
hemodijalize, sa serumskim feritinom nizim od 800 ng/L, na terapiji rHUEPO u trganju
duzem od 6 meseci i uz suplemente intravenskog gvozda tokom 5 meseci, analizirani su
rutinski testovi statusa gvozda (serumski feritin i saturacija transferina, TfR-F indeks
dobijen odnosom rastvorljivog TfR i nivoa feritina, hematokrit, hemoglobin, broj
eritrocita i hsCRP). Od 100 bolesnika njih 52 su pozitivno odgovorili na terapiju, $to se
potvrduje povecanjem hematokrita preko 3% i/ili smanjenjem doze rHUEPO koja obi¢no
prevazilazi 30% od pocCetnih vrednosti na kraju ispitivanja. Ove kriterijume nije ispunilo
48 pacijenata. Od 52 pacijenta, samo 27% je moglo biti identifikovano upotrebom
rutinskih testova kao deficijentno (feritin < 100 pg/L i/ili TSAT < 20%). Oko 63%
pacijenata sa pozitivnim odgovorom je bilo identifikovano kao deficijentno preko TfR-F
indeksa (>0.6), ali kod 5 (10%) pacijenata nije se mogla primeniti nijedna metoda.
Analiza upotrebom ROC krive pokazala je da granicna vrednost preko 0,6 zaindeks TfR-
F pokazuje vecu senzitivnost (90%) za detektovanje deficijencije gvozda u odnosu na
nivo feritina manji od 100 pg/L (29%) i %Sat manji od 20% (6%). Ovo ispitivanje je
pokazalo vaznost odredivanja TfR-F i doneSen je zakljucak da je indeks TfR-F superioran
u odnosu na ostale rutinske testove za predvidanje odgovora na primenu intravenskog
gvozda kod HD pacijenata, kao i u odnosu na odredivanje vrednost sTfR. U skladu sa
rezultatima ispitivanja, studija pokazuje znaCaj TfR-F indeksa kao novog pomocénog
markera za procenu statusa sistemskog gvozda i za sprovodenje terapije kod HD
pacijenata.
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Broj eritocita, koncentracija hemoglobina i hematokrita u grupi
pacijenata na hronicnom programu hemodijalize su statisticki znacajno
niZze u odnosu na prehemodijaliznu i kontrolnu grupu ispitanika.

Vrednosti eritrocitnin morfoloskih parametara (MCV, MCH i MCHC)

ukazuju na mikrocitnu hipohromnu anemiju.

Pacijenti na hronicnom programu hemodijalize imaju manje vrednosti
koncentracije serumskog gvozda, UIBC, TIBC i %Sat u odnosu na ostale
grupe ispitanika.

Koncentracija feritina je statisticki znacajno veca kod hemodijaliznih
pacijenata u odnosu na ostale grupe ispitanika, Sto potvrduje stanje
inflamacije.

Vrednosti CRP kao markera inflamacije kod pacijenata na hroni¢nom
programu hemodijalize su statistiCki znaCajno vece u odnosu na ostale
grupe ispitanika.

Koncentracije hepcidinai solubilnih transferinskih receptora su statisticki
znacajno vece u hemodijaliznoj grupi u odnosu na ostale grupe ispitanika.
Vrednosti  koncentracije vitamina Bj, nisu se razlikovale izmedu
ispitivanih grupa, dok su nize vrednosti folne kiseline prisutne kod
bolesnika sa HBI u odnosu na kontrolnu grupu, Sto potvrduje da
inflamacija i uremijska intoksikacija mogu da imaju znacajnu ulogu i u

metabolzmu drugih biomolekula koji uestvuju u metabolizmu gvoZzda.

U svim ispitivanim grupama postoji znaCajna pozitivna korelacija broja
eritrocita sa koncentacijom hemoglobina i hematokrita, kao i pozitivha
korel acija koncentracije hemogl obina sa hematokritom.

Kod dijaiznih i prehemodijaliznih ispitanika koncentracija serumskog
gvozda pozitivno Kkorelira sa procentom saturacije, feritinom i
hepcidinom, procenat saturacije pozitivno korelira sa koncentracijom
feritina i hepcidina, a koncentracija feritina pozitivno korelira sa

koncentracijom hepcidina.
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Zakljuéci

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kod dijaiznih pacijenata koncentracija solubilnih transferinskih
receptora negativho korelira sa koncentracijom serumskog gvozda,
procentom saturacije, feritinom i hepcidinom,a kod prehemodijaliznih
bolesnika koncentracija solubilnih transferinskih receptora negativno
korelira sa koncentracijom serumskog gvozda i feritinom.

Koncentracije hepcidina su statisticki znacajno vefe u grupi feritina
<100ng/ml i >500ng/ml, u odnosu na ostale feritinske grupe.

Kod bolesnika na hemodijalizi %Sat je nezavisni prediktor koncentracije
serumskog gvozda i feritina.

Kod bolesnika na hemodijalizi vrednosti koncentracije feritina i
solubilnih transferinskih receptora su nezavisni prediktori koncentacije
hepcidina, a vrednosti koncentracije hematokrita i hepcidina su nezavisni
prediktori koncentacije solubilnih transferinskih receptora.

ROC analiza je pokazala da jedino koncentracija sSTfR ima prediktivnu
vrednost za vrednost saturacije od 30% kod svih ispitanika, a
koncentracija feritina i STfR imau prediktivnu vrednost za vrednost
saturacije od 30% kod hemodijaliznih bolesnika.

Adekvatno pracenje svih relevatnih biohemijskih parametara anemije kod
pacijenata sa hronichom bubreznom insuficijencijom joS uvek je veliki
izazov zbog brojnih Cinioca koji na nju utiCu (hroni¢na inflamacija,
hipoksija, hipoabuminemija). Do sada primenjivani biomarkeri su imali
izvesna ograni¢enja koja su onemogucavala vrlo rano postavljanje
dijagnoze i joS adekvatnije pracenje terapije. lzuzetno velika primena
razliCitih preparata gvozda, eritropoetina i neophodnost povremenih
transfuzija namece potrebu za pronalaskom ranog, efikasnog i pouzdanog
biomarkera u cilju racionalizacije i joS bolje individualizacije
primenjenih preparata. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da
odredivanje koncentracije hepcidina i solubilnih transferinskih receptora
u sklopu rutinskog pracenja pacijenata daje bolji uvid u metabolizam i
distribuciju gvozda kod ovih pacijenata. Dokazano je da na koncentraciju
hepcidina utiCu inflamacija, hipoksija i hipoalbuminemija, Sto ukazuje da
je odredivanje koncentracije solubilnih transferinskih receptora

pouzdaniji marker deficijencije gvozda kod pacijenata na hemodijalizi.
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REGULACIJA METABOLIZMA GVOZDA, NIVO HEPCIDINA |
TRANSFERINSKIH RECEPTORA KOD PACIJENATA NA HEMODIJALIZI

Sazetak

Uvod: Osnovni razlog anemije pacijenata sa hronicnim bubreznom insuficijencijom je
nedovoljna produkcija eritropoetina (EPO) od strane obolelog bubrega. Nadoknada
gvozda je neophodna da bi se obezbedio odgovarajuci odgovor na terapiju EPO kod
pacijenata sa HBI, zato Sto zahtevi za gvozdem od strane koStane srzi Cesto prevazilaze
koliCinu gvozda koja je trenutno na raspolaganju za eritropoezu (mereno procentom
saturacije transferina) ili skladiStenje gvozda (mereno serumskim feritinom). Pored
gvozda, mora se obezbediti odgovarajuca nadoknada drugih glavnih supstratai kofaktora
za produkciju eritrocita, posebno vitamina By, 1 folata. Zato je odredivanje markera
vezanih za praCenje anemijei efekta terapije gvozdem i eritropoetinom veoma vazno.

Cilj: Cilj ovog ispitivanja bio je da se odrede pored standardnih biohemijskih markera
kojima se prati metabolizam gvozda i novi markeri koji joS uvek nemaju Siroku primenu,
koncentracija hepcidina i solubilnih transferinskih receptora (STfR). Da se utvrde
korelacije znaCajnih anemijskih parametara i parametara metabolizma gvozda izmedu
svih ispitivanih grupa kao i prediktvne vrednosti koncentracije gvozda, hepcidina, STfr i
feritina kod pacijenata na hemodijalizi. Da se utvrdi senzitivnost i specificnost prosecnih
vrednosti feritina, hepcidina i sTfR u klasifikaciji ispitanika na one sa saturacijom
preko/ispod 30%. Proceni znaCaj odredivanja koncentracije hepcidina i STfR u regul aciji
metabolizma gvozda kod pacijenata na hemodijalizi.

Pacijenti i metode rada: Istrazivanjem je obuhvaceno 124 ispitanika i to 104 bolesnika
sa hronicnom bubreznom insuficijencijom od kojih je 64 bolesnika na hemodijalizi, a 40
bolesnika je u predijaliznom stadijumu. Kontrolnu grupu cinilo je 20 zdravih
dobrovoljaca. Pored standardnih biohemijskih markera, odredeni su parametri anemije,
folna kiselina i vitamin Bi,, parametri metabolizma gvozda, gvozde, TIBC, UIBC,
saturacijatransferinaferitin, koncentracija hepcidinai solubilnih transferinskih receptora.
Znacaj: Do sada primenjivani biomarkeri su imali izvesna ograniCenja koja su
onemogucavala vrlo rano postavljanje dijagnoze anemije i jo$ adekvatnije pracenje
terapije kod pacijenata sa hronicnom bubreznom insuficijencijom. lzuzetno velika
primena razliCitih preparata gvozda, eritropoetina i neophodnost povremenih transfuzija
namecCe potrebu za pronalaskom ranog, efikasnog i pouzdanog biomarkera u cilju
racionalizacije i jo$ bolje individualizacije primenjenih preparata. Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da odredivanje koncentracije hepcidina i solubilnih transferinskih
receptora u sklopu rutinskog pracenja pacijenata na dijalizi daje bolji uvid u metabolizam
I distribuciju gvozda kod ovih pacijenata. Dokazano je da na koncentraciju hepcidina
utiCu inflamacija, hipoksija i hipoabuminemija, S$to ukazuje da je odredivanje
koncentracije solubilnih transferinskih receptora pouzdaniji marker deficijencije gvozda
kod pacijenata na hemodijalizi.
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THE REGULATION OF IRON METABOLISM, THE LEVEL OF HEPCIDIN
AND TRANSFERRIN RECEPTORS IN HEMODIALYSISPATIENTS

Summary

Introduction: The most common anemia caused in patients with chronic kidney
insufficiency is reduced erythropoetin (EPO) synthesis due to the impacted kidneys. Iron
supplementation is essential in order to provide adequate EPO therapy response in
patients with CKD because bone marrow’s demands for iron often exceed the amount of
needed iron required for erythropoesis (transferrin saturation percentage) or iron stores
(serum ferritin). Apart form iron, sufficient amount of other main supstrates and cofactors
must be supplemented for erythrocyte synthesys, especialy vitamin Bi, and folates.
Markers for monitoring anemia status, as well as iron and erythropoetin therapy effects
identification is of vital importance..

Aim: The aim of this research is to identify not only the standard biochemical markers,
but also the new markers for iron metabolism status regulation, currently not widely used,
hepcidin and soluble transferrin receptor concentration; correlation of signifficant anemia
the parameters and iron metabolism parameters in targeted groups of patients; to
determine the predictive value of iron concentration, hepcidin, sTfR and ferritin
concentration values in patients on hemodialysis; to determine mean ferritin, hepcidin and
sTfR value sensitivity and specificity in patients with saturation values over/below 30%;
to estimate the signifficance of hepcidin and sTfR in iron metabolism regulation in
patients on hemodialysis.

Patients and methods. This research covered 124 patients, 104 with chronic kidney
disease - 64 on hemodiaysis and 40 in prediaysis stage. Control group included 20
healthy volunteers. In addition to the standard biochemical markers, anemia parameters,
folic acid and vitamin Bjgiron metabolism parameters, iron, TIBC, UIBC, transferrin
saturation, ferritin, hepcidin and soluble transferrin receptor concentration were
determined.

Importance: Up till now the applied biomarkers had certain limitations which didn’t
allow making an early anemia diagnosis and a more adequate therapy contorl in patients
with chronic kidney insufficiency. An extremely huge deployment of different iron
products, erythropoietins and vital periodic transfusions demands for finding an early,
efficient and reliable biomarker for good rationalization and even better individualisation
of the applies products. The results of the research show that hepcidin and soluble
transferrin receptor concentration values as part of regular dialysis patient control greatly
improves the understanding of iron metabolism and distribution in these patients. It has
been proved that hepcidin concentration is influenced by inflammation, hypoxia and
hypoalbuminemia, allowing soluble transferrin receptor concentration levels to be a
reliable iron deficiency marker in patients on hemodialysis.
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