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SAZETAK

UVOD I CILJ: Cilj ovog istrazivanja je bio ispitati povezanost izmedu upale, oksidacijskog
stresa, antioksidacijskog i mineralnog statusa u bolesnika lijeCenih hemodijalizom s obzirom
na nacine lijeCenja, tj. u odnosu na primijenjene antianemike (Ferrlecit, Eprex 1 Recormon) i
dijalizne membrane (celuloza-triacetatne i1 polisulfonske). Nadalje, cilj je bio procijeniti
kratkoro¢ne ucinke intravenske primjene Ferrlecita.

Klini¢ko znacenje sveukupnih meduodnosa izmedu antioksidacijskog sustava obrane, statusa
elemenata u tragovima, upale i1 oksidacijskog stresa su razmotreni u svrhu pravovaljanog
odabira postupaka lije€enja i hemodijalize.

ISPITANICI I METODE: Stotinu 1 tri bolesnika lijeCenih hemodijalizom s potpisanom
pisanom privolom (68 muskaraca i 35 zene) su ukljuceni u klinicko istrazivanje. Pedeset 1 tri
bolesnika su lije¢eni intravenskom primjenom Ferrlecita i eritropoetina, trideset i sedam samo
eritropoetinom, a trinaest bolesnika nije primalo antianemike unatrag tri mjeseca.

Biokemijski i hematoloski pokazatelji su odredivani standardnim harmoniziranim metodama
prema smjernicama Hrvatske komore medicinskih biokemicara ili drugim primjerenim
metodama.

REZULTATI: Srednjaci koncentracije selena i cinka te aktivnosti pseudokolinesteraze i
paraoksonaze su nizi od donje granice referentnog intervala u 103 bolesnika lijeCenih
hemodijalizom. U bolesnika lijeCenih Ferrlecitom i eritropoetinom je smanjena aktivnost
bakar, cink-superoksid-dismutaze u eritrocitima i povecana koncentracija feritina u serumu u
usporedbi s bolesnicima koji nisu lijeeni antianemicima. U bolesnika lijeCenih Ferrlecitom i
eritropoetinom nadena je obrnuto razmjerna povezanost specificne feroksidazne aktivnosti
ceruloplazmina s koncentracijom ne-transferinskog Zeljeza i proteinskih karbonila. Nasuprot
tome, aktivnost serumske superoksid-dismutaze je pozitivho povezana s koncentracijom
trovalentnog ne-transferinskog zeljeza i koncentracijom proteinskih karbonila.

Neposredno nakon primjene infuzije Ferrlecita opazen je porast koncentracije ne-
transferinskog Zeljeza i ne-ceruloplazminskog bakra u serumu s popratnim smanjenjem
omjera izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog zeljeza.

ZAKLJUCAK: Poremeéaj metabolizma esencijalnih elemenata u tragovima (nedostatak
selena 1 cinka) s pridruzenim poremecajem antioksidacijskog sustava u eritrocitima (bakar,
cink-superoksid-dismutaza) 1i/ili antioksidacijskih enzima u plazmi (paraoksonaza) te
pridruzeni porast oksidacijskog stresa mogu pridonijeti razvoju anemije, upale i
pothranjenosti §to rezultira aterosklerozom i drugim krvozilnim komplikacijama u bolesnika
lije¢enih hemodijalizom. Porast aktivnosti serumske superoksid-dismutaze uz pridruzeni
porast trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza predstavlja prilagodbeni odgovor na povecani
oksidacijski stres. Uklanjanje superoksidnog radikala posredstvom superoksid-dismutaze u
prisutnosti trovalentnog ne-transferinskog zeljeza sprjeCava Fentonovu reakciju ¢ime moze
sprjeciti napredovanje oksidacijskog stresa.

Kljuéne rijeci: hemodijaliza, antioksidacijski enzimi, elementi u tragovima, upala,
oksidacijski stres, Zeljezo, bakar, anemija, eritropoetin, ateroskleroza



SUMMARY

BACKGRGUND AND AIM: The aim of this study was to investigate the relationship
between inflammation, oxidative stress, antioxidative and trace elements status in regard to
treatment modalities, e. g. anti-anemia therapy (Ferrlecit, Eprex and Recormon) or dialysis
membrane (cellulose-triacetate and polysuphone membrane) in hemodialysed patients. In
addition, the study aimed to estimate the short-term effects of intravenous Ferrlecit infusion.
The clinical relevance of overall interrelationships between the antioxidative defense system,
trace elements status, inflammation and oxidative stress is considered for optimizing various
therapies and hemodialysis modalities.

PARTICIPANTS AND METHODS: A hundred and three hemodialysed patients with
signed informed consent (sixty-eight males and thirty-five females) were included in this
clinical trial. Fifty-three patients underwent intravenous therapy with Ferrlecit and
erythropoietin, thirty-seven patients received erythropoietin only, and thirteen patients had no
anti-anemia therapy over the past three months.

Biochemical and hematological parameters were determined by standard harmonized methods
according to the guidelines of the Croatian Chamber of Medical Biochemists or other
appropriate analytical methods.

RESULTS: Mean selenium and zinc plasma concentration and serum pseudocholinesterase
and paraoxonase activity were below the reference range in 103 hemodialysed patients.
Patients treated with Ferrlecit and erythropoietin had a lower copper, zinc-superoxide
dismutase activity in erythrocytes and higher feritin serum concentration when compared with
untreated patients. In patients treated with Ferrlecit and erythropoietin inverse correlation of
specific ceruloplasmin ferroxidase activity with non-transferrin iron and protein carbonyls
level were found. On the contrary, serum superoxide dismutase activity was positively
associated with ferric non-transferrin iron and protein carbonyls level.

An increase of non-transferrin iron and non-ceruloplasmin copper serum concentration
accompanied with a concomitant decrease of ratio between ferrous and ferric non-transferrin
iron were observed immediately after Ferrlecit infusion.

CONCLUSION: Essential trace elements metabolism disbalance (selenium and zinc
deficiency) with a concomitant disbalances of the antioxidant system in erythrocytes (copper,
zinc-superoxide dismutase) and/or antioxidant enzymes in plasma (paraoxonase) in addition
to occurrence of oxidative stress may contribute to anemia, inflammation and undernutrition
that result in atherosclerosis and other vascular complication in hemodialysed patients. An
increase of serum superoxide dismutase activity accompanied with an increase of ferric non-
transferrin iron represents adaptive response to enhanced oxidative stress. A removal of
superoxide radical by superoxide dismutase in the presence of ferric non-transferrin iron may
prevent oxidative stress progression by ultimately suppressing Fenton reaction.

Key words: hemodialysis, antioxidative enzyme, trace elements, inflammation, oxidative
stress, iron, copper, anemia, erythropoietin, atherosclerosis



Popis kratica

kratica izraz na engleskom jeziku znacenje na hrvatskom jeziku
amG alphal-microglobulin alfal-mikroglobulin
pmG beta2-microglobulin beta2-mikroglobulin

1,25(0H),D calcitriol

kalcitriol

AAS atomic absorption spectrophotometry  atomska apsorpcijska spektrofotometrija

AGE advanced glycation end products uznapredovali zavr$ni produkti glikacije

ALE advanced lipoxidation end products uznapredovali zavrsni produkti
lipoksidacije

ANOVA analysis of variance analiza varijance

AOPP advanced oxidation protein products ~ uznapredovali oksidacijski proteinski
produkti

AP-1 activating protein-1 aktivacijski protein-1

AsK ascorbate askorbat

AsK* ascorbyl radical askorbilni radikal

ATP adenosine triphosphate adenozin-trifosfat

ATPaza adenosine triphosphatase (ATPase) adenozin-trifosfataza

BMI body mass index indeks tjelesne mase

CaxPO, calcium-phosphate product umnozak koncentracija kalcija i fosfata

cp ceruloplasmin ceruloplazmin

CPa ceruloplasmin activity aktivnost ceruloplazmina

CPm ceruloplasmin mass masena koncentracija ceruloplazmina

CRP C-reactive protein C-reaktivni protein

CTM cellulose triacetate membrane (CTA)  celuloza-triacetatna membrana

Ctrl copper transporter 1 transportni protein za bakar 1

Dcyt B duodenal cytochrome B duodenalni citokrom B

DGRI lower reference limit donja granica referentnog intervala

DMTI divalent metal transporter-1 transportni protein 1 za dvovalentne
katione

DNK deoxyribonucleic acid (DNA) deoksiribonukleinska kiselina

DNPH 2,4-dinitrophenylhydrazine 2,4-dinitrofenilhidrazin

EC-SOD extracellular superoxide dismutase izvanstani¢na superoksid-dismutaza

eGFR-MDRD estimated glomerular filtration rate -
modification of diet in renal diseases

procijenjena brzina glomerulske filtracije
prema MDRD

ERA-EBPG European Renal Association -
European Best Practice Guidelines

Europska udruga za bubrezne bolesti —
struéne europske smjernice

ESOD erythrocyte superoxide dismutase

eritrocitna SOD



kratica izraz na engleskom jeziku znacenje na hrvatskom jeziku

FPNI1 ferroportin-1 feroportin-1

G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase  glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza

GFR glomerular filtration rate brzina glomerulske filtracije

GGRI upper reference limit gornja granica referentnog intervala

GPx glutathione peroxidase glutation-peroksidaza

GRd glutathione reductase glutation-reduktaza

GSH reduced glutathione reducirani glutation

GSSG oxidized glutathione oksidirani glutation

Hb hemoglobin hemoglobin

HCPI heme carrier protein 1 transportni protein 1 za hem

Hct hematocrit hematokrit

HD hemodialysis hemodijaliza

HDL high-density lipoproteins lipoproteini visoke gustoce

HEPH hephaestin hefestin

HIF1 hypoxia-inducible factor-1 ¢imbenik 1 potaknut hipoksijom

HIFla hypoxia inducible factor-1 alpha alfa podjedinica ¢imbenika 1 potaknutog
subunit hipoksijom

HIFI1p hypoxia inducible factor-1 beta beta podjedinica ¢imbenika 1 potaknutog
subunit hipoksijom

HJV hemojuvelin hemojuvelin

HNE hidroxynonenal hidroksinonenal

ICP-MS inductively coupled plasma mass masena spektrometrija s induktivno
spectrometry spregnutom plazmom

IDL intermediate-density lipoproteins lipoproteini srednje gustoce

IFN-y interferon-gamma interferon-gama

IL-1 interleukin-1 interleukin 1

IL-1a, interleukin-1 alpha interleukin 1 alfa

IL-10 interleukin-10 interleukin 10

IL-2 interleukin-2 interleukin 2

IL-6 interleukin-6 interleukin 6

INT 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-  2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
phenyltetrazolium chloride feniltetrazolijev klorid

IRE iron regulatory elements regulacijski element za Zeljezo

IRPI1(2) iron regulatory protein-1(2) regulacijski protein 1(2) za Zeljezo

K;EDTA dipotassium kalijev etilendiamintetraacetat

ethylenediaminetetraacetate salt



kratica izraz na engleskom jeziku znacenje na hrvatskom jeziku

KAT catalase (CAT) katalaza

KEs cholinesterase (ChE) pseudokolinesteraza

KV fractional clearance of body water of  kinetika ureje
urea

LBM lean body mass procijenjena nemasna tjelesna masa

LCAT lecithin cholesterol acyltransferase lecitin-kolesterol-aciltransferaza

LDL low-density lipoproteins lipoproteini niske gustoce

MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 monocitni kemotaksijski protein 1

MDA malondialdehyde malondialdehid

MIA malnutrition-inflammation- sindrom pothranjenosti-upale-ateroskleroze
atherosclerosis sydrome

MPO myeloperoxidase mijeloperoksidaza

mRNK messenger ribonucleic acid glasnicka ribonukleinska kiselina

NAD(H) nicotinamide adenine dinucleotide nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP(H) nicotinamide adenine dinucleotide nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat
phosphate

NADPH- NADPH oxidase NADPH-oksidaza

oksidaza

NF-xB nuclear factor kappa B nuklearni ¢imbenik kappa B

NKF-KDOQI  National Kidney Foundation - Kidney Nacionalna zaklada za promicanje kvalitete
Disease Outcomes Quality Initiative zivota bubreznih bolesnika

NO-sintaze nitric oxid synthase sintaza dusikova oksida

Nrf2 nuclear factor-erythroid 2-related nuklearni transkripcijski (eritroidni 2)
factor 2 ¢imbenik 2

NTFe non-transferrin-bound iron (NTBI) ne-transferinsko zeljezo

NTFe(Il) non- transferrin-bound ferrous iron dvovalentno ne-transferinsko zeljezo

NTFe(lll) non-transferrin-bound ferric iron trovalentno ne-transferinsko zeljezo

oLDL oxidized LDL (oxLDL) oksidirani LDL

p53 protein 53 protein 53

PAF platelet-activating factor ¢imbenik aktivacije trombocita

PK protein carbonyls proteinski karbonili

PoFe iron deficit nedostatak zeljeza

PONI1 paraoxonase | paraoksonaza 1

PSM polysulfone membranes polisulfonska dijalizna membrana

PT body surface area povrsina tijela

PTH parathormone parathormon



Kratica

izraz na engleskom jeziku

znacenje na hrvatskom jeziku

RAGE receptor for advanced glycation end- receptor za uznapredovale zavrsne
products produkte glikacije

RDM reactive nitrogen metabolites reaktivni dusikovi metaboliti

REE resting energy expenditure bazalne metabolicke energijske potrebe

REE/kg resting energy expenditure per kg bazalne metabolicke energijske potrebe po
lean body mass kilogramu nemasne tjelesne mase

RI reference interval referentni interval

RKM reactive oxygen metabolites reaktivni kisikovi metaboliti

RNK ribonucleic acid ribonukleinska kiselina

sICAM-1 soluble intercellular adhesion topljiva unutarstani¢na adhezijska
molecule-1 molekula 1

SOD superoxide dismutase superoksid-dismutaza

SSOD serum superoxide dismutase serumska superoksid-dismutaza

SSODcy cyanide-resistant superoxide superoksid-dismutaza rezistentna na
dismutase inhibiciju cijanidom

SSODy; total serum superoxide dismutase ukupna serumska superoksid-dismutaza

TBW total body water procijenjena masa ukupne vode u tijelu

TF transferrin transferin

TfRI1(2) transferrin receptor 1(2) transferinski receptor 1(2)

TG/HDL TG/HDL ratio omjer izmedu triglicerida i HDL-

kolesterola

TGF-p transforming growth factor beta transformirajuci ¢cimbenik rasta beta

TLR4 toll-like receptor 4 TL receptor 4

™ body weight tjelesna masa

TNF-a tumor necrosis factor-alpha ¢imbenik tumorske nekroze alfa

TSAT transferrin saturation zasicenje transferina

URR urea reduction ratio postotak snizenja ureje

VLDL very-low-density lipoproteins lipoproteini vrlo niske gustoce

VoM visceral organ mass procijenjena masa visceralnih organa

VOM/kg visceral organ mass per kg body masa visceralnih organa po kilogramu
weight tjelesne mase

ZIP14 zinc transporter protein 14 transportni protein za cink 14
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1. UVOD

1.1. Osnove fiziologije i anatomije bubrega

Bubreg se sastoji od prosjecno 600-800 tisuca nefrona. Kljuéna uloga bubrega je
odrzavanje homeostaze u organizmu covjeka. U gradi bubrega razluuju se dvije anatomske
cjeline: bubrezna kora i srz. Nefron je osnovna anatomska i funkcionalna jedinica bubrega
koja se sastoji od: glomerula, proksimalnog kanali¢a, silaznog i uzlaznog kraka Henleove
petlje na koje se nadovezuje distalni kanali¢, sabirni kanali¢, odnosno sabirna cjevcica.
Sabirne cjevcice se spajaju u veliku sabirnu cijev (Bellinijevu cijev) iz koje kroz bubrezne
bradavice na vrhu piramida istjee stvorena mokra¢a u bubreznu nakapnicu. Mokraca iz
bubrezne nakapnice mokracovodom ulazi u mokraéni mjehur otkuda se putem mokraéne
cijevi izmokri 0,4-2 litre mokraée na dan [1-4].

Bubrezni glomeruli su gradeni od kapilarne mreze koja oblaze Bowmanovu kapsulu.
Stijenka glomerulske kapilare sastoji se od tri anatomska sloja: endotela, bazalne membrane 1
epitelnih stanica (podociti) koji oblazu unutrasnjost Bowmanove kapsule te osiguravaju

selektivnu filtraciju sastojaka iz krvi (sl. 1-1).
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Slika 1-1. Anatomska grada bubrega i mokraénog sustava te grada nefrona. Preradeno,
preuzeto iz izvornika: Guyton AC, Hall JE, ur. Medicinska fiziologija [4].

Krv u glomerul dospijeva aferentnom arteriolom koja se grana u splet glomerulskih
kapilara koje se potom spajaju u eferentnu arteriolu. Krv iz eferentne arteriole omogucuje
snabdijevanje bubrega kisikom 1 hranjivim tvarima te osigurava reapsorpciju tvari iz

peritubulskih kapilara. Eferentne arteriole se nadovezuju na bubrezne venule te na bubreznu

1



venu. U glomerulu se dnevno stvori oko 200 litara primarne mokrace koja sadrzi neznatnu
koli¢inu sastojaka s molekulskom masom ve¢om od 70 kDa.

Osnovna fizioloSka funkcija bubrega je izluCivanje suviSnih metabolickih sastojaka
(neproteinskih duSikovih spojeva) i organizmu stranih tvari (lijekovi, otrovi i dr.) te
odrzavanje homeostaze (regulacija tjelesnih tekucina, odrzavanje ravnoteze elektrolita i
koncentracije vodikovih iona), odnosno bubrezi imaju sistemsku ulogu u sintezi djelatnih
biomolekula (hormona 1 eritropoetina) te sintezi amonijaka [1,2]. Sastav izlu¢ene mokrace,
odnosno bubrezna funkcija, ovisi o tri cimbenika:

¢ glomerulskoj filtraciji tvari;

e reapsorpciji tvari iz bubreznih kanalica;

e izlucivanju tvari iz bubreznih kanalica (sl. 1-2).

Klini¢ki mjerodavni pokazatelj u procijeni ekskrecijske bubrezne funkcije jest brzina
glomerulske filtracije (Glomerular Filtration Rate-GFR). U oste¢enju bubrezne funkcije
smanjuje se GFR §to rezultira smanjenjem izlu¢ivanja neproteinskih dusSikovih spojeva (ureje,
kreatinina i mokracéne kiseline). Biokemijske pretrage i GFR usmjeravaju klini¢ara u odabiru
primjerenog nacina lijeCenja bubreznih bolesnika [1,2]. IzraCun procijenjene brzine
glomerulske filtracije (estimated Glomerular Filtration Rate-Modification of Diet in Renal
Diseases) eGFR-MDRD je punovaljani klini¢ki pokazatelj u procjeni bubrezne funkcije,
odnosno u procijeni uznapredovalosti ostecenja bubrezne funkcije pa se rabi pri donosenju
odluke o zapoc€injanju dijalize kod znacajnog smanjenja brzine glomerulske filtracije eGFR <

8 mL/min/1,73m’ prema preporuci European Renal Association (ERA) [5,6].
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Slika 1-2. BubreZni procesi koji odreduju sastav mokrace. Preradeno, preuzeto iz izvornika:
Guyton AC, Hall JE, ur. Medicinska fiziologija [4].



Molekule proteina koje produ kroz glomerulsku membranu se uglavnom reapsorbiraju u
bubreznim kanali¢ima. U bubreznim 1/ili drugim bolestima proteini se pojacano izlucuju u
mokraci (proteinurija; dnevna koli¢ina izlu¢enih proteina u mokraéi > 150 mg/dU). Stupanj
1 vrsta proteinurije povezani su sa stadijem bubrezne bolesti [2]. Elektroforetskim tehnikama
visoke razlu¢ivosti moguée je razdvojiti proteine u mokra¢i na 26 frakcija. Albumin i
uromukoid (Tamm-Horsfallov protein) su najzastupljeniji proteini u mokraci zdravih ljudi. U
diferencijalnoj dijagnostici bubreznih bolesti i odredivanju vrste proteinurije moguce je rabiti
razlicite izracunske pokazatelje:

e omjer koncentracije op-makroglobulina i albumina u klini€kom razlu¢ivanju bubrezne

od poslijebubrezne hematurije;

e omjer koncentracije o;-mikroglobulina i albumina u klinickom razlu¢ivanju glomerulske
i tubulske proteinurije;

e omjer zbroja koncentracija albumina, imunoglobulina G te o;-mikroglobulina i
koncentracije ukupnih proteina u klinickom razlu¢ivanju bubrezne od predbubrezne
proteinurije [1,2,7].

Brojni niskomolekulski proteini (B,-mikroglobulin, protein koji veze retinol, o-
mikroglobulin, cistatin C i dr.) se filtriraju u glomerulu, a reapsorbiraju se u proksimalnim

bubreznim kanali¢ima. Odredivanje koncentracije cistatina C u serumu predstavlja pouzdan
pokazatel] u procjeni ekskrecijske bubrezne funkcije [1,2]. U bolesnika lijeCenih
hemodijalizom B,-mikroglobulin u serumu (molekula srednje molekulske mase) je pouzdaniji
pokazatelj uc¢inkovitosti hemodijalize u usporedbi sa smanjenjem koncentracije ureje [8,9]. U
bubreznom zatajenju opaza se viSestruki porast (do 60 puta) koncentracije 3,-mikroglobulina
u serumu sa znacajnim udjelom deaminiranog B,-mikroglobulina (kiseli B,-mikroglobulin).
Kiseli B,-mikroglobulin je podlozniji oksidaciji i/ili glikaciji Sto rezultira povecanjem
stvaranja uznapredovalih glikacijskih zavr$nih produkata (AGE) koji se nakupljaju u
amiloidozi. Nakupljanje amiloida u zglobovima mozZe biti uzrok osteoartropatija u bubreznih
bolesnika. Upalni citokini: interleukin-1 (7L-1), interleukin-6 (IL-6) i ¢imbenik tumorske
nekroze-alfa (TNF-a) poticu stvaranje [,-mikrogobulina. AGE-f>-mikrogobulin stvoren
glikoksidacijom [,-mikrogobulina pogoduje stvaranju 1 odlaganju amiloida, potice
kemotaksijske ucinke te stvaranje upalnih citokina u makrofagima, odnosno utjece na sintezu
kolagena. Nadalje, primjena zeljezovog glukonata tijekom hemodijalize moze prouzrociti
promjene u strukturi ;-mikroglobulina (deaminacija ,-mikroglobulina, porast molekulske

mase te povecanje udjela karbonilnih skupina u [B,-mikroglobulinu) §to rezultira smanjenjem



izlu€ivanja B,-mikroglobulina i porastom koncentracije [3;-mikroglobulina u krvi bolesnika

lijecenih hemodijalizom i zeljezovim glukonatom [8,10-15].

1.2. Bubrezne bolesti

Ocuvana anatomska grada i primjerena prokrvljenost bubrega osiguravaju primjerenu
bubreznu funkciju. Promjene u gradi bubrega ili promjene prokrvljenosti bubrega su moguci
uzroci poremecaja bubrezne funkcije. Nerijetko je poremecaj bubrezne funkcije uzrokovan
nefunkcionalno$¢u nefrona u cijelosti, no katkad osteenje moze biti ograni¢eno samo na

glomerule (glomerulopatije) ili samo na bubrezne kanali¢e (tubulopatije).

Nefropatije se mogu razviti sekundarno kao posljedica Seéerne bolesti (dijabeticka
nefropatija) te uslijed povisenog krvnog tlaka i imunosnog vaskulitisa ili angiitisa. Cimbenici
koji pridonose napredovanju bubrezne bolesti su: hipertenzija, albuminurija/proteinurija,
hiperglikemija, puSenje, neprimjeren unos proteina i hiperlipidemija [1,2,6,16,17].

Tablica 1-1. Klasifikacija kroni¢ne bubrezne bolesti s obzirom na brzinu glomerulske
filtracije. Preradeno, preuzeto iz Schrier RW, ur. Diseases of the Kidney & Urinary Tract [16]

Stadij Naziv stadija bubrezne bolesti GFR (mL/min/1,73m’)
1 Bubrezna disfunkcija uz urednu ili pove¢anu GFR > 90
2 Bubrezna disfunkcija uz blago smanjenje GFR 60-89
3 | Umjereno smanjenje GFR | 30-59
4 Znatno smanjenje GFR 15-29
5 | Zavrdni stadij bubreZnog zatajenja (uremija) \ <15

Kroni¢no bubrezno zatajenje je oStecenje ili smanjenje bubrezne funkcije u razdoblju
duljem od tri mjeseca uz GFR < 60 mL/min/1,73m” (tab. 1-1). Neprimjereno lije¢enje
mnogobrojnih bubreznih bolesti rezultira pogorSanjem bubrezne funkcije koje moze
napredovati do zavrS§nog stadija bubreZnog zatajenja (uremijski sindrom) [2]. U zavr§nom
stadiju bubreznog zatajenja razvija se uremija kao specifi¢no stanje u kojemu se u krvi
nakupljaju neproteinski dusikovi spojevi (ureja, kreatinin i mokra¢na kiselina) uz pridruzeni
poremecaj brojnih biokemijskih pokazatelja: kiselinsko-bazicnog (metabolicka acidoza),
mineralnog  (hiperfosfatemija,  hiperkloremija,  hiperkalijemija,  hipermagnezemija,
hipokalcijemija), lipidnog (hiperlipoproteinemija i hipertrigliceridemija) te hormonskog
(hiperparatireodizam) statusa [1,2,6]. U bubreznih bolesnika nakupljaju se potencijalno
toksi¢ne tvari koje se inaCe izluCuju u mokra¢i (aluminij i uznapredovali zavrSni

glikoksidacijski spojevi). Na glikozilirane proteine se mogu vezati kationi prijelaznih metala



(bakar 1 zeljezo) Sto pridonosi porastu oksidacijskog stresa [16,18]. Povecana razina
oksidacijskog stresa u uremiji moZe pridonijeti razvoju ateroskleroze (sr¢anozilnih 1/ili
mozdanozilnih bolesti) [6,19].

U Hrvatskoj, prema podacima iz 2000. godine, najucestaliji uzroci koji dovode do
kroni¢nog bubreznog zatajenja su: dijabeticka nefropatija (28%), kroni¢ni pijelonefritis
(17%), kroni¢ni glomerulonefritis (14%), ishemijska bubrezna bolest (9%), policisticna bolest
bubrega (8%), tubulointersticijski nefritis (8%), bolesti vezivnog tkiva (5%), endemska
nefropatija (2%) te ostali uzroci (9%). Arterijska hipertenzija je znacajan neovisni ili
pridruzeni su¢imbenik u razvoju kroni¢nog bubreznog ostecenja u vise od 80% kroni¢nih

bubreznih bolesnika [6,20].

1.3. Postupci nadomjesnog lijeCenja u zavrSnom stadiju bubreZne bolesti

Osnovno nacelo dijalize je selektivna difuzija, osmoza, odnosno konvekcija molekula iz
krvi kroz polupropusnu membranu u dijaliznu otopinu i obrnuto. Dijaliza se temelji na razlici
u brzini pasivne difuzije pojedinih sastavnica krvi i dijalizne otopine kroz polupropusnu
membranu. Ako krv protjeCe izvan tijela kroz sustav polupropusnih membrana postupak se
naziva hemodijaliza, a ako se izmjena tvari odvija preko potrbusnice postupak se naziva
peritonejska dijaliza. Ucinkovitost postupka dijalize moZze se procijeniti pomocu izracunskih

pokazatelja: kinetika ureje (K¢/V) i postotak snizenja ureje (URR) [21-23].

1.3.1. Hemodijaliza

Hemodijaliza je postupak uklanjanja razgradnih produkata, elektrolita (kalij) i vode iz krvi
uremicCara, a istodobno se nadomjes¢uju supstance koje manjkaju (bikarbonati). Voda se
odstranjuje ultrafiltracijom s obzirom na razliku hidrostatskih tlakova izmedu odjeljaka, a
molekule/ioni male molekulske mase prolaze kroz polupropusnu dijaliznu membranu po
nacelu difuzije i konvekcije, dok istodobno dijalizna membrana onemogucuje prolazak velikih
molekula te krvnih stanica u dijaliznu otopinu (sl. 1-3).

Svezanj polupropusnih kapilara (aktivna povrsina 2 m?) uronjen je u otopinu za dijalizu.
Otopina za dijalizu protustrujnim protokom oplahuje kapilare Sto osigurava ucinkovitiju
izmjenu niskomolekulskih sastojaka izmedu krvi (prosjecna brzina protoka 300 mL/min;
unutar kapilare) i dijalizne otopine (prosjecna brzina protoka 700 mL/min; izvan kapilare).
Otopina za dijalizu sastoji se od pomno odabranih sastavnica (bikarbonatna ili acetatna bazna

otopina; kloridi, kalij, natrij, glukoza, kalcij 1 magnezij). Tijekom hemodijalize odvija se



izmjena sastojaka izmedu krvi i dijalizne otopine (120 L). Onecis¢enja iz vode koja se rabi za
pripravu dijalizne otopine moze biti uzrok povecane izloZenosti bolesnika raznim
kontaminantima (aluminij, bakar, kloramin, fluorid i dr.) pa je nuzno stalno pracenje kvalitete

1 moguceg oneciS¢enja vode za pripravu dijalizata.
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Slika 1-3. Pojednostavljena shema klju¢nih sastavnica sustava za hemodijalizu. Preuzeto i
preradeno: National Institutes of health (2010) The Kidney Failure Glossary. Dostupno na:
http://kidney.niddk.nih.gov [1. sije¢nja 2011].

Razlicite vrste dijaliznih membrana rabe se u sustavima za hemodijalizu, a u€inkovitost
hemodijalize ovisi o osobitostima membrane (promjer kapilare, aktivna povrSina izmjene,
veli¢ina 1 broj pora, kemijski sastav i biokompatibilnost) te drugih ¢imbenika koji se mogu
ciljano podesiti pri izvedbi postupka hemodijalize (brzina protoka krvi i dijalizne otopine,
sastav dijalizne otopine, vrijeme podvrgavanja hemodijalizi, tlakovi i dr.). S obzirom da krvne
stanice tijekom postupka hemodijalize dolaze u izravan doticaj s dijaliznom membranom
preporuca se rabiti bioloski podudarne (biokompatibilne) vrste dijaliznih membrana kako bi
se izbjegla nezeljena aktivacija komplementa i/ili otpustanje djelatnih sastavnica iz aktiviranih
krvnih stanica (IL-1, IL-6, TNF-a, mijeloperoksidaza - MPO i dr.). Ucinkovitost uklanjanja
brojnih molekula (B,-mikroglobulin, A GE-produkti te inhibitori eritropoeze) dijalizom ovisi o
veli¢ini pora na dijaliznoj membrani. Na membranu i membranske pore vezu se molekule s
negativnim nabojem (imunoglobulini, B,-mikroglobulin, AGE i dr.). Pore u membranama
visokoproto¢nih  dijalizatora su vee pa omogucuju ucinkovitije uklanjanje

srednjemolekulskih spojeva (do 68 kDa).



U klinickoj uporabi najcesc¢e se rabe: polusintetske modificirane celulozne membrane
(celuloza-acetat, celuloza-diacetat, celuloza-triacetat), celulozno-sintetske (tercijarne amino-
skupine) te sintetske membrane (polisulfon, poliakrilonitril, polikarbonat, poliamid,
polimetilmetakrilat). Uporaba polusintetskih i sintetskih membrana smanjuje stopu pobola i
duljinu bolni¢kog lijecenja u bolesnika lije¢enih hemodijalizom. Modificirana celulozna
membrana sa supstituiranim hidroksilnim skupinama (celuloza-triacetat) pokazuje znacajke
bolje biokompatibilnosti §to ima za posljedicu smanjenje aktivacije sustava komplementa pri
uporabi celuloza-triacetatne membrane (CTM) u usporedbi s polisulfonskom membranom

(PSM) [2,6,16,17,24-28].

1.3.2. Peritonejska dijaliza

Peritonejska dijaliza se temelji na izmjeni sastojaka izmedu krvi i otopine za dijalizu koja
se putom katetera unosi u peritonejsku Supljinu. Izvedba ovog postupka dijalize moze se
odvijati bez potpore dodatnog uredaja (dijalizat s otpadnim metabolickim sastojcima se ispusti
iz peritonejske Supljine nakon odredenog vremena koje je potrebno da se postigne izmjena
niskomolekulskih spojeva izmedu dijalizata 1 krvi) ili uz potporu uredaja koji omogucuje

neprestanu izmjenu dijalizata tijekom provedbe postupka peritonejske dijalize [2].

1.4. Pokazatelji upale te lipidnog, nutricijskog i mineralnog statusa u
bubreznih bolesnika

Porast upalnih pokazatelja (C-reaktivni protein, fibrinogen, MPO i dr.) uz pridruzeno
smanjenje negativnih reaktanata akutne upalne faze (albumin i transferin) upucuju na
prisutnost kroni¢ne upale u bolesnika lijeCenih hemodijalizom. Povisena koncentracija C-
reaktivnog proteina i snizena koncentracija albumina su negativni pretkazatelji prezivljenja u

bolesnika lije€enih hemodijalizom.

Pothranjenost predstavlja znacajan problem u zdravstvenoj skrbi bolesnika lijecenih
hemodijalizom, a nerijetko je popraena smanjenjem koncentracije albumina, ureje,
kreatinina, kolesterola i kalija i/ili fosfata. Koncentracija prealbumina (< 0,3 g/L) rabi se u
procjeni rizika od smrtnog ishoda u bubreznih bolesnika, ponajprije u upali (CRP > 13 mg/L)
kada albumin nije pouzdan pokazatelj nutricijskog statusa. U uhranjenijih bolesnika lije¢enih
hemodijalizom nadena je veca koncentracija kolesterola, lipoproteina niske gustoce (LDL-
kolesterola), homocisteina, ureje i1 kreatinina Sto se povezuje sa smanjenjem brojnih

zdravstvenih rizika. PoviSena koncentracija triglicerida u uremiji ponajprije je uzrokovana



poremecajem metabolizma lipoproteina s velikim udjelom triglicerida (lipoproteini srednje
gustoce-IDL i lipoproteini vrlo niske gustoce-VLDL) zbog smanjenja kataliticke aktivnosti
lipoprotein-lipaze. Povecana sinteza kolesterola 1 lipoproteina u jetri te smanjen izrazaj LDL-
receptora rezultiraju porastom koncentracije kolesterola. Primjena sevelamera (vezac fosfata)
moze pridonijeti smanjenju LDL-kolesterola i porastu lipoproteina visoke gusto¢e (HDL-
kolesterol) u bubreznih bolesnika [16,28-31].

Oksidacijski stres, uz upalu i pothranjenost, pridonosi poremecaju funkcije endotela
krvnih Zila $to rezultira razvojem ateroskleroze i1 krvozilnih komplikacija u bolesnika lijeCenih
hemodijalizom.

U bubreznih bolesnika izracunavaju se brojni antropometrijski pokazatelji radi procjene
energijskih potreba i nutricijskog statusa te procjene rizika od razvoja komplikacija, odnosno
radi primjerene prilagodbe postupka hemodijalize 1 lijeCenja u bolesnika lijeCenih
hemodijalizom [6,16,29].

U kroni¢nih bubreznih bolesnika ¢esto se pojavljuje nedostatak kalcija (hipokalcijemija)
zbog nedostataka vitamina D i/ili razvoja rezistencije naspram vitaminu D S§to rezultira
smanjenjem apsorpcije kalcija i smanjenjem ucinkovitosti parathormona (PTH). Nadomjesno
lijecenje vitaminom D povecava apsorpciju kalcija iz probavnog sustava, smanjuje lucenje
PTH te pozeljno utjece na kosStani metabolizam, odnosno rezultira produljenjem ocekivanog
zivotnog vijeka u bolesnika lije¢enih hemodijalizom (sl. 1-4).

Sindrom koStane aplazije/hipoplazije opisan je u bolesnika lije¢enih dijalizom. Sindrom
se klinicki o€ituje relativno snizenom koncentracijom PTH, smanjenim brojem osteoblasta uz
posljedi¢no usporenu kosStanu pregradnju. Smatra se da razvoju sindroma koStane
aplazije/hipoplazije mogu doprinijeti toksi¢ni u¢inci aluminija ili preopterecenje zeljezom.

Nadalje, osteodistrofija u bubreznih bolesnika je poremecaj pregradnje koStanog tkiva
uslijed poremecaja metabolizma kalcija 1 fosfora. Osteodistrofija se ocituje povecanom
razgradnjom kostanog tkiva pa kosti postaju tanke i krhke Sto rezultira porastom rizika od
kostanih prijeloma. Ucestalost razvoja osteodistrofije u bubreznih bolesnika iznosi do 90%.

Patogeneza bubrezne osteodistrofije zapo€inje bubreznom boles¢u, odnosno narusavanjem
homeostaze kalcija 1 fosfata. Uslijed smanjenja koncentracije kalcija zbog smanjenog
izlu¢ivanja fosfata bubrezima povecéava se lucenje PTH (sekundarni hiperparatireoidizam) $to
rezultira povecanom razgradnjom kostiju 1 otpustanjem kalcija. Drugi ¢imbenik koji doprinosi
razvoju osteodistrofije je smanjeno stvaranje kalcitriola u bubrezima $to doprinosi smanjenju
apsorpcije kalcija iz probavnog sustava. Kalcitriol i PTH reguliraju homeostazu kalcija.

Nedostatak kalcitriola izravno poti¢e stvaranje PTH na razini izrazaja gena za PTH-a,
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odnosno moze pridonijeti smanjenju u¢inka PTH na kosStani metabolizam (rezistencija na
PTH). Dode li do znacajnog povecanja umnoska koncentracija kalcija i fosfata (CaxPOy)
stvaraju se kalcifikati u stijenkama krvnih Zila. U bolesnika s umnoskom CaxP0O,> 4,4 mM*
je nadena znacajno veca koncentracija topljivih E-selektina i unutarstani¢ne adhezijske
molekule-1 (sICAM-1) sto se povezuje s porastom rizika od sréanozilnih bolesti i smrtnog
ishoda posebice kada je umnozak CaxPO, > 6,4 mM?.

U lijecCenju osteodistrofije u bubreznih bolesnika rabe se:

kalcijmimetici (oponaSaju djelovanje kalcija) smanjuju lucenje PTH;

nadomjestak kalcitriola;

nadomjestak kalcija;

prilagodavanje nac¢ina prehrane (smanjeni unos fosfora);

primjena vezaca fosfata (sevelamer);

e program vjezbi koji doprinosi ocvrs¢ivanju kostanog tkiva [16,17,31-37].

AN

PTHs % 25(0H)

N’

Slika 1-4. Medudjelovanje izmedu koncentracije ioniziranog kalcija (Ca®"), fosfata (PO,%),
PTH i 1,25(0H).D. Djelovanje mehanizama negativne ili pozitivhe povratne sprege u
metabolizmu kalcija i fosfata. Mehanizmi regulacije nisu vremenski niti jakosno uskladeni s
obzirom na ucinke i odgodu djelovanja pojedinih bioloSkih djelatnih sastavnica u
poremecajima metabolizma kalcija i fosfata (PTH i 1,25(0OH),D). Preuzeto iz izvornika:
Nephrol Dial Transplant 2000;15(Suppl.5):2-7 [33].

1.5. Elementi u tragovima u bubreZnih bolesnika

Poremecaj statusa elemenata u tragovima u bubreznih bolesnika je viSeCimbeni¢ni
poremecaj kojeg uvjetuju: bubrezno zatajenje, gubitak proteina, prehrana, pothranjenost,
nadomjesni i drugi postupci lije¢enja, primjena lijekova, povecana izlozenost ili gubitak
pojedinih elemenata u tragovima tijekom postupka hemodijalize, povecana razina

oksidacijskog stresa, upala, pridruZene bolesti 1 drugi ¢imbenici. U bubreznih bolesnika (tab.



1-2) se opaza nakupljanje pojedinih elemenata u tragovima (smanjeno izlu¢ivanje mokra¢om
1/illi povecana izloZenost), odnosno nedostatak odredenih elemenata u tragovima (smanjeni
unos i/ili povec¢ano izluc¢ivanje). U bolesnika lije¢enih hemodijalizom izgledno je nakupljanje
odredenih elemenata u tragovima zbog znacajnog koncentracijskog gradijenta izmedu plazme
i dijalizata, odnosno uslijed vezanja elemenata u tragovima na plazmatske proteine i eritrocite
[16,29,38-44].

Poremec¢aj prometa i metabolizma elemenata u tragovima u uremiji moze doprinijeti
razvoju zlo¢udnih bolesti, porastu rizika od sréanozilnih bolesti, razvoju anemije, pogorsanju
bubreznog oSte¢enja te razvoju kosStanih bolesti. Povecana izloZenost arsenu, aluminiju i
vanadiju uz pridruzeni nedostatak bakra mogu pridonijeti pogorSanju anemije u bolesnika
lije¢enih hemodijalizom [45].

Porast omjera bakra i cinka te koncentracije magnezija odnosno toksi¢nih metala (kadmij 1
olovo) u bolesnika lije¢enih hemodijalizom je izravno povezan s debljinom intime i medije

karotidnih arterija (pokazateljem ateroskleroze) [40].

Tablica 1-2. U uremiji dolazi do promjene statusa elemenata u tragovima $to se o ituje
promjenom koncentracije elemenata u tragovima u krvi (plazmi). Brojna istrazivanja nerijetko
iznose oprec¢ne rezultate u procijeni statusa pojedinih elemenata u tragovima pa su u tablici
prikazani najucestaliji pomaci pokazatelja elemenata u tragovima u uremiji [16,43,45-50]

Koncentracija u
krvi (plazmi)
aluminij T
bakar =
cink
kadmij
kobalt
krom
mangan
molibden
nikal
olovo
selen
zeljezo

Element u tragu

CEED 2>

Tumag€ znakova:

= nema znacajne promjene
) znadajni porast

{ znacajno smanjenje
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1.6. Vitaminski status u bolesnika s bubreznom boleS¢u

U bubreznih bolesnika s dijagnosticiranom uremijom ucestalo se pojavljuje nedostatak

brojnih vitamina. Vise ¢imbenika doprinosi nedostatku vitamina u bubreznih bolesnika:

1. bubrezno ostecenje rezultira smanjenjem stvaranja aktivnog metabolita vitamina D
(kalcitriola);
2. unos vitamina u uremiji je Cesto smanjen uslijed pothranjenosti i pridruzenih
bolesti;
3. osobitosti u prehrani rezultiraju smanjenjem unosa hidrosolubilnih vitamina;
4. bubrezne bolesti utjeCu na apsorpciju (riboflavin, folat, vitamin D), metabolizam
(folat, piridoksin) i bioloSku raspolozivost nekih vitamina;
5. lijekovi koje primaju bubrezni bolesnici utjeCu na apsorpciju, metabolizam i
biolosku aktivnost vitamina;
6. hidrosolubilni vitamini se uklanjaju hemodijalizom (askorbinska kiselina);
7. u akutnim bubreznim bolestima je snizena koncentracije vitamina topljivih u
mastima (vitamin A, E, D) odnosno koncentracija vitamina K je poviSena.
Suvisan nadomjestak pojedinih vitamina moze uzrokovati nezeljene u¢inke. Nadomjestak
askorbinske kiseline (> 500 mg/d) mozZe uzrokovati taloZzenje oksalata (netopljivi metabolit

askorbinske kiseline) u mekim tkivima i bubrezima [16,29,51].

1.7. Uremijski toksini, stvaranje eritropoetina i anemija kroni¢ne bubrezne
bolesti

Pojavnost neuropatije 1 osteodistrofije je ucestalija u bolesnika lije¢enih hemodijalizom u
usporedbi s peritonejskom dijalizom s obzirom da se srednjemolekulski spojevi ucinkovitije
uklanjaju peritonejskom dijalizom (MM=300-5000 Da; brojni hormoni i uremijski toksini)
[8,52-55].

Uremijski toksin (3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanopropionat) ucinkovito se uklanja
jedino tijekom visokoproto¢nog postupka hemodijalize §to pridonosi porastu ucinkovitosti
eritropoetina u lijeCenju anemije u bolesnika lije¢enih hemodijalizom [8]. Uremijski toksini
narusavaju funkciju Na'/K "crpke u eritrocitnoj membrani §to moZe potaknuti hemolizu.

Razvoju anemije mogu pogodovati: mikroangiopatija, splenomegalija, gubici krvi,
poremecaj metaboliC¢kog puta pentoza-fosfata u eritrocitima uz porast osmotske fragilnosti

eritrocita (poremecaj hemoreoloskih svojstava eritrocita), skra¢enje vijeka eritrocita (70-80
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dana), upala, oksidacijski stres te izlozenost toksi¢nim metalima (arsen, aluminij i vanadij) ili
nedostatak esencijalnih metala (bakar 1 zeljezo) [16,29,45,56].

Nedostatno stvaranje eritropoetina u bubrezima jedan je od klju¢nih ¢imbenika u razvoju
anemije u kroni¢noj bubreznoj bolesti. U bubrezima se stvara 90% eritropoetina, dok se manje
koli¢ine eritropoetina stvaraju u jetri. Brojni citokini: interleukin-1 alfa (IL-la), IL-2,
interleukin-10 (IL-10), interferon-gama (IFN-p) i TNF-a te transformirajuci ¢imbenik rasta
beta (TGF-p) nepovoljno utjeu na eritropoezu pa pogoduju razvoju anemije kroni¢ne bolesti.

U regulaciji sinteze eritropoetina kljuénu ulogu ima ¢imbenik 1 potaknut hipoksijom
(HIFI) koji se veze na pojacivac izrazaja gena ovisan o kisiku ¢ime potice prijepis mRNK za
eritropoetin 1 brojne proteine koji sudjeluju u metabolizmu zeljeza.

Klju¢ni mehanizam prepoznavanja razine oksigenacije u stanici je hidroksilacija HIFI
podjedinice posredstvom specifiénih prolil-hidroksilaza. Metabolizam HIFIa je pod
nadzorom ubikvitinsko-proteasomskog sustava koji uklanjanja HIFI« u normoksiji ili kod
primjerene raspolozivosti zeljeza. HIFIa podjedinica u hipoksiji se udruzuje s HIFIf
podjedinicom, a vezanje ovog dimernog ¢imbenika na specificne slijedove unutar promotora
gena osjetljivih na hipoksiju rezultira izraZzajem tih gena.

U oksidacijskom stresu HIF1a se nespecifi¢no oksidira (neovisno o razini oksigenacije)
posredstvom RKM-a §to poti¢e uklanjanje HIFIa. Elementi u tragovima utjeu na stvaranje
HIF1a, primjerice, vanadat 1 nikal poticu izrazaj gena za HIFIla. Nadalje, dvovalentni
kationi (kobalt, nikal i mangan) stabiliziraju strukturu HIFIa pa ti metali sprjeavaju
zeljezom potaknutu razgradnju HIF1a. HIF1 slovi kao ¢vorisna tocka u kojoj se prozimaju
ucinci oksidacijskog stresa i elemenata u tragovima na izrazaj gena za eritropoetin [56-59].

Primjena eritropoetina moze uzrokovati funkcionalni nedostatak Zzeljeza u bolesnika
lijeenih hemodijalizom (feritin < 100 pg/L 1/ili zasi¢enje transferina < 20%) pa je tada
potrebno nadomjestiti Zeljezo. Tjedna doza epoetina-a se postupno uvodi od 120 do 300 U/kg
TM do postizanja ciljne vrijednosti hematokrita (33-36%) ili hemoglobina (110-120 g/L)
[14,20,56, 57,60,61]. Ucinkovitost lijeCenja eritropoetinom moze se procijeniti izracunom
pokazatelja rezistencije (neuinkovitosti) antianemika u lijeCenju anemije koji predstavlja
omjer izmedu prosjecne tjedne doze eritropoetina izraZzene po kilogramu tjelesne mase i
koncentracije hemoglobina [61].

U lijecenju anemije kroni¢ne bubrezne bolesti rabe se razli¢iti rekombinantni pripravci
ljudskog eritropoetina. Eritropoetin je kompleksni glikoprotein sastavljen od 165

aminokiselina 1 Cetiri ugljikohidratne sastavnice na koje otpada 40% molekulske mase

12



eritropoetina. Poluvijek eritropoetina u krvnom optoku izravno je povezan s prisutnoséu
sijalinske kiseline na N-glikanskom ostatku (eritropoetin sadrzi do 14 ostataka sijalinske
kiseline). Asijalo-eritropoetin se znacajno brze uklanja posredstvom galaktoznih receptora na
hepatocitima. U klinickoj praksi se rabe razli€iti pripravci eritropoetina: Eprex (epoetin-a) i
Recormon (epoetin-B) koji imaju identi¢an aminokiselinski slijed, medutim razlikuju se u
strukturi 1 biofizickim osobitostima ugljikohidratne sastavnice molekule eritropoetina.
Epoetin-a je homogeniji pripravak jer ima manji broj izooblika te ima nesto kra¢i poluvijek u
krvnom optoku u usporedbi s epoetinom-f. Eprex i Recomoron imaju podjednake osobine i
klini¢ke ucinke [62].

U uporabi je 1 darbepoetin-a koji ima ve¢i udio ugljikohidratnih sastavnica (51%) 1 manje
razlike u aminokiselinskom slijedu §to rezultira duljim poluvijekom darbepoetin-o. u krvnom
optoku (25 sati) u usporedbi s Eprexom i Recormonom (6-9 sati). Darbepoetin-a ima slabiji
afinitet prema eritropoetinskim receptorima [62].

U bolesnika lije¢enih hemodijalizom je izgledna hemokoncentracija veé pri porastu
hematokrita (Hct > 38%) ili hemoglobina (Hb > 130 g/L) pa je tada potrebno razmotriti
daljnju primjenu antianemika. U lijecenju eritropoetinom katkad izostaje postizanje Zeljenog
ucinka u lijeCenju anemije pa je potrebno povecati dozu eritropoetina. Uzroci smanjenja
ucinkovitosti eritropoetina u lijeCenju anemije su mnogobrojni (tab. 1-3). Primjena
eritropoetina u tjednoj dozi vecoj od 450 U/kg TM tijekom 4-6 mjeseci uz izostanak
postizanja ciljne vrijednosti hemoglobina upucuje na pojavu neucinkovitosti eritropoetina
(rezistencija) u lijeCenju anemije prema smjernicama National Kidney Foundation - Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) [16,63-66]. Ucinkovitost nadomjesnog
lije¢enja Zeljezom u bolesnika lijecenih hemodijalizom, prema preporukama European Renal
Association - European Best Practice Guidelines (ERA-EBPG) i/ili NKF-KDOQI, potrebno
je pratiti odredivanjem biokemijskih i hematoloskih pokazatelja statusa zeljeza (tab. 1-4) kako
bi se osigurala primjerena raspolozivost Zeljeza, odnosno izbjeglo preoptereéenje zeljezom
[64,67-72]. PoviSena koncentracija feritina (FT > 500 pg/L) i smanjeno zasi¢enje transferina

(TSAT < 25%) Cesto je povezano s upalom u bolesnika lijec¢enih hemodijalizom [73].
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Tablica 1-3. Cimbenici koji smanjuju uginkovitost eritropoetina u lijeéenju anemije kroniéne
bubrezZne bolesti

Nepozeljni ¢Cimbenici

Apsolutni i/ili funkcionalni nedostatak Zeljeza

Krvarenja

Nedostatak folata

Nedostatak kobalamina

Nedostatak askorbinske kiseline

Upala i/ili infekcije

Sindrom pothranjenosti-upale-ateroskleroze (MIA-sindrom)
Hiperparatireoidizam

Preopterecenje aluminijem

Hemoglobinopatije

Zlo¢udne novotvorine

Hemoliza

Izolirana aplazija crvene loze (protutijela na eritropoetin)
Primjena ACE-inhibitora ili blokatora angiotenzinskih receptora
Neucinkovitost dijalize

Nedostatak karnitina

Hipoalbuminemija uz pridruzenu upalu i pothranjenost

Tablica 1-4. Ciljni rasponi za pokazatelje statusa Zeljeza u bolesnika lije€enih hemodijalizom
prema smjernicama European Renal Association - European Best Practice Guidelines ifili
National Kidney Foundation - Kidney Disease Outcomes Quality Initiative [71]

Granicne ciljne vrijednosti

Pokazatelj statusa Zeljeza

preporuceno klini¢ki prihvatljivo
Feritin (ug/L) _ 200-500 _ 100-800
Zasicenje transferina Zeljezom (%) 30-40 20-50
Udio hipokromnih eritrocita (%) <25 <10

1.8. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres se ocituje kao neravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih
metabolita (RKM) i/ili reaktivnih dusSikovih metabolita (RDM) te kapaciteta antioksidacijskog
sustava obrane (tab. 1-5). Oksidacijski stres potice obrambeni stani¢ni odgovor §to rezultira
aktivacijom razli¢itih unutarstani¢nih glasnika koji mogu pridonijeti uklanjanju osStecenja ili
mogu potaknuti apoptozu [74-77].

Radikal je svaki atom, molekula ili ion koji sadrzi barem jedan nespareni elektron.

Slobodni radikali su prisutni u niskim koncentracijama (10°-10"° M).
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Tablica 1-5. Najucestaliji reaktivni kisikovi i/ili duSikovi metaboliti koji sudjeluju u brojnim
fizioloSkim i/ili patofizioloSkim procesima. Nadopunjeno; djelomi¢no preuzeto iz izvornika:
Pharm Res 1996;13:649-662 [77]

Reaktivni kisikovi metaboliti

Radikali Ne-radikali
Superoksidni radikal (anion) 0,” Vodikov peroksid H,0;
Hidroksilni radikal HO?° Hipoklorasta kiselina HOCI
Peroksilni radikal ROO° Ozon O3
Alkoksilni radikal RO° Singletni kisik 0, (‘Ag)
Hidroperoksilni radikal HO,° Peroksinitrit ONOO
Reaktivni dusikovi metaboliti
Radikali Ne-radikali
Dusikov oksid NO° Nitrozilni kation NO"
Dusikov dioksid NO,° Nitroksilni anion NO
Dusicasta kiselina HNO;
Didusikov trioksid N,O3
Didusikov tetroksid N,Oy4
Nitronijev kation NO,"
Peroksinitrit ONOO’
Alkilni peroksinitriti ROONO

1.8.1. Reaktivni Kisikovi metaboliti

RKM-i po kemijskoj strukturi su radikali (superoksidni radikal, hidroksilni radikal i
peroksilni radikal) i ne-radikali (vodikov peroksid i singletni kisik).

Membranska nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat-oksidaza (NADPH-oksidaza) u
neutrofilima i makrofagima je znacajan izvor superoksidnog radikala. Superoksidni radikal u
doticaju s kationima prijelaznih metala (zeljezo 1 bakar) prelazi u reaktivni hidroksilni radikal
koji trenuta¢no 1 mjesno-specifi¢no reagira s dostupnim biomolekulama [16]:

e duSicnim bazama u nukleinskim kiselinama (8-hidroksigvanozin ili 8-
deoksigvanozin);

e proteinima (proteinski karbonili);

e masnim kiselinama u lipidima (malondialdehid ili 4-hidroksinoneal).

Nadalje, tirozilni radikal se stvara u reakciji izmedu vodikovog peroksida i tirozina

posredstvom mijeloperoksidaze $to pogoduje razvoju ateroskleroze [16,28,78,79].

1.8.2. Reaktivni duSikovi metaboliti

RDM-i sudjeluju u brojnim fizioloskim 1 patoloskim procesima. DuSikov oksid (NO) je

ponajprije glasnicka molekula. DusSikov oksid se stvara uglavnom iz arginina posredstvom
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sintaze duSikova oksida (NO-sintaze) cija aktivnost ovisi o kalciju i brojnim drugim
¢imbenicima. NO-sintaza i NADPH-oksidaza su prisutne u makrofagima i neutrofilima pa u
oksidacijskom prasku i upali duSikov oksid 1 superoksidni radikal stvoreni posredstvom NO-
sintaze 1 NADPH-oksidaze medusobno reagiraju stvaraju¢i znacajne koli¢ine reaktivnijih
spojeva (peroksinitrit). Peroksinitrit je jaki oksidans koji reagira s cisteinom, metioninom i
tirozinom u proteinima. Peroksinitrit poti¢e otpuStanje bakra iz ceruloplazmina $to rezultira

peroksidacijom lipida u LDL-u [16,80].

1.8.3 Oksidacijski stres u bubreznih bolesnika

Zavrsni stadij bubreznog zatajenja popracen je porastom razine oksidacijskog stresa uslijed
narusavanja antioksidacijskog sustava obrane (nedostatak vitamina C, vitamina E i selena te
poremecaj funkcije glutationskog sustava) uz popratnu prevagu prooksidacijskih ¢imbenika
(starija dob, pridruzene bolesti: Se¢erna bolest, kroni¢na upala, bioloska nekompatibilnost
dijaliznih membrana i/ili otopina) te pridruzenu izlozenost endotoksinu. Oksidacijski stres u

kroni¢nih bubreznih bolesnika se ocituje:

e porastom koncentracije oksidiranih lipidnih, ugljikohidratnih i proteinskih spojeva u
plazmi i stanicnim membranama; porast koncentracije produkata peroksidacije lipida i
glikoksidacijskih produkata te uznapredovalih oksidacijskih proteinskih produkata
(AOPP), odnosno proteinskih karbonila (PK);.

e porastom omjera izmedu oksidiranog i reduciranog glutationa, askorbata i albumina.

Visestruki porast koncentracije proteinskih karbonila (oksidacijski stres) u uremiji je
udruzen s porastom uznapredovalih zavr$nih produkata glikacije (AGE) 1 uznapredovalih
zavr$snih produkata lipoksidacije (ALE). AGE se stvaraju ne-enzimskom glikacijom i
oksidacijom (glikoksidacijom). AGE se vezu na albumin u plazmi te na specificne
membranske receptore RAGE na endotelnim 1 mi$i¢nim stanicama. ALE se stvaraju u reakciji
reaktivnih aldehida malondialdehida (MDA) i hidroksinonenala (HNE) s proteinima pri ¢emu
nastaju proteinski adukti.

Oksidirani albumin je najzastupljenija sastavnica proteinskih karbonila u bolesnika
lijeCenih hemodijalizom 1 Zeljezom. Oksidirani albumin se katabolizira 11 puta brze od
albumina. Uobi¢ajeno smanjenje koncentracije albumina u bolesnika lije¢enih hemodijalizom
moze pridonijeti porastu oksidacijskog stresa [13,81-87].

Oksidacijski stres moze doprinijeti razvoju brojnih komplikacija u uremiji (ateroskleroza,

sr€anozilne 1 mozdanozilne bolesti, amiloidoza, pothranjenost, anemija, neucinkovitost
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eritropoetina u lijeCenju anemije i dr.). Prema dostupnim literaturnim podacima izgledno je da
nadomjesno lijeCenje vitaminom C ili vitaminom E moZe smanjiti rizik od sr¢anozilnih bolesti
u kroni¢nih bubreznih bolesnika [81,88].

Intravenska primjena Zeljeza u bolesnika lije¢enih hemodijalizom moZe potaknuti
oksidacijski stres uslijed oslobadanja Zeljeza iz ugljikohidratnog kompleksa Sto rezultira
proteinurijom 1 enzimurijom uz popratno povecano izluc¢ivanje malondialdehida u mokraci te
pridruzeni porast proteinskih karbonila i ne-transferinskog Zeljeza, odnosno porast

koncentracije esterificiranih Fo-izoprostana u plazmi [89-93].

1.8.4. Eritrociti i oksidacijski stres

Eritrociti su krvne stanice s glavnom zada¢om da osiguravaju prijenos kisika do udaljenih
tkiva. Prosje¢no 80-90% glukoze u eritrocitima se metabolizira anaerobnom glikolizom do
laktata uz sintezu A TP-a, odnosno preostalih 10-20% glukoze se metabolizira putem pentoza-
fosfata. U pentoza-fosfatnom putu se stvara reducirani koenzim NADPH koji je nuzan za
odrzavanje ustaljene koncentracije reduciranog glutationa (GSH:GSSG=100:1) Sto je
znacajno za sprjecavanje oStecenja membrane. Buducéi da eritrociti sadrze znacajne kolicine
reduciranog glutationa i imaju uc¢inkovit sustav antioksidacijskih enzima eritrociti slove kao
najznacajnija sastavnica antioksidacijskog sustava obrane u krvi. Antioksidacijski sustav
eritrocita pokazuje sistemske u¢inke s obzirom da eritrociti krvnim optokom dospijevaju do

perifernih tkiva (sl. 1-5)

Stanovite koliCine superoksidnog radikala u eritrocitima se stvaraju posredstvom
autooksidacije hemoglobina u methemoglobin. Stvoreni RKM mogu oStetiti eritrocit,
medutim RKM uglavnom prolaze kroz eritrocitnu membranu u plazmu. Vodikov peroksid
izravno prolazi kroz membranu, dok superoksidni anion prolazi isklju¢ivo kroz anionske
membranske kanale. Oksidacijski stres moze potaknuti oksidaciju kalcijeve ATPaze u
membrani eritrocita Sto rezultira porastom unutarstani¢ne koncentracije kalcija i smanjenjem
deformabilnosti eritrocita odnosno skracenjem vijeka eritrocita. Nadalje, nakupljanje
vodikovog peroksida u oksidacijskom stresu pogoduje stvaranju kovalentnih veza izmedu
proteina (spektrin 1 hemoglobin) $to se odrazava na promjene oblika eritrocita, odnosno na

deformabilnost eritrocita [94,95].
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Slika 1-5. Meduodnos izmedu reaktivnih kisikovih/dusikovih metabolita i antioksidacijskog
sustava obrane u eritrocitima. Preradeno; preuzeto iz izvornika: Clin Chim Acta. 2008;390:1-
11 [94].

GSH - reducirani glutation; GSSG - oksidirani glutation; NADP(H) - nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat; SOD -
superoksid-dismutaza; GPx - glutation-peroksidaza; GRd - glutation-reduktaza; G6PD — glukoza-6-fosfat-

dehidrogenaza; KAT — katalaza; LOO -peroksilni radikal; LOOH-lipidni hidroperoksid, HbO_ — oksihemoglobin;
HbFe®** - hemiglobin.

1.9. Antioksidacijski sustav obrane

Antioksidansi su endogene ili egzogene tvari koje ucinkovito sprjecavaju ili usporavaju
oksidaciju. Antioksidacijski enzimi i ne-enzimski antioksidansi ¢ine antioksidacijski sustav

obrane [1,80].

U enzimske antioksidanse ubrajaju se superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (KAT),
glutation-peroksidaza (GPx), glutation-reduktaza (GRd), paraoksonaza 1 (PONI) i
pseudokolinesteraza (KEs). U fizioloskim uvjetima antioksidacijski enzimi su odgovorni za
odrzavanje oksidacijsko-redukcijske homeostaze [80].

Brojne tvari, pa tako 1 kationi metala, inhibiraju ili poti¢u kataliticku aktivnost
antioksidacijskih enzima. Status elemenata u tragovima moze =znaCajno utjecati na
ucinkovitost antioksidacijskog sustava obrane. Brojni dvovalentni kationi (Cd, Co, Fe, Hg,
Ni, Pb, Zn, Mn, Mg, Cu, Ba, La) inhibiraju, a natrij i kalcij aktiviraju PONI; arsen, Ziva,
kadmij 1 krom inhibiraju GRd; arsen inhibira, a kalcij i magnezij aktiviraju G6PD; Ziva i
molibden inhibiraju KEs; krom i ziva inhibiraju SOD; krom, arsen i ziva inhibiraju GPx; Ziva

inhibira KAT [59,96,97].

1.9.1. Stani¢ni antioksidacijski sustav obrane

Superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1)
Superoksid-dismutaza je metaloenzim odgovoran za uklanjanje superoksidnog radikala.

Superoksid-dismutaza se nalazi u citosolu (Cu/Zn-SOD; SODI), v mitohondriju (Mn-SOD;
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S0D2) te u izvanstanicnom prostoru (EC-SOD; SOD3). Superoksid-dismutaza katalizira

reakciju disproporcioniranja superoksidnog radikala pri ¢emu se stvara vodikov peroksid i1

kisik:
20,-~ + 2p——% H,0, + 0,

Suvisak superoksid-dismutaze, posebno ako je udruzen s nedostatkom glutation-
peroksidaze i/ili katalaze, moZe imati nezeljeni prooksidacijski u¢inak s obzirom da pogoduje
stvaranju 1 nakupljanju vodikovog peroksida. Sinteza superoksid-dismutaze u stanici ovisi o
oksido-redukcijskom stani¢nom potencijalu [16,80].

Izvanstani¢na superoksid-dismutaza SOD3 moZe imati znacajnu ulogu u zastiti krvozilne
stijenke. SOD3 ima klju¢nu ulogu u uklanjanju superoksidnog radikala s povrsine endotelnih
stanica krvnih Zzila [16]. SOD3 katalizira disproporcioniranje superoksidnog radikala ¢ime
onemogucuje kompeticijsku reakciju izmedu superoksidnog radikala i dusSikovog oksida pa
porast aktivnosti SOD3 rezultira produljenjem vijeka duSikovog oksida i smanjenjem
oksidacije LDL-a. Sinteza SOD3 je pod nadzorom citokina, ¢imbenika rasta i oksidansa, a
smanjenje SOD3 je opazeno u sr¢anozilnim bolestima [98]. Porast SOD3 posredstvom
angiotenzina Il je opaZen u hipertenziji, dok je smanjenje SOD3 opaZeno u homocisteinemiji
[74,79].

Urat sprjecava inaktivaciju SOD3 posredovanu vodikovim peroksidom. Osim $to sprje¢ava
inaktivaciju SOD3 urat ima znacajnu antioksidacijsku ulogu budu¢i da reagira sa slobodnim

radikalima te kompleksira redoks-aktivne katione prijelaznih metala [98,99].

Katalaza (KAT, EC 1.11.1.6)
Katalaza je metaloenzim (tetramerni hemski protein) sa Zeljezom u aktivhom sredistu (240

kDa). Katalaza katalizira razgradnju vodikovog peroksida u vodu i kisik:

2H202 KAT > 2H20 +02

Katalaza se nalazi ponajprije u peroksisomima odnosno u citosolu eritrocita i hepatocita.

Glutation-peroksidaza (GPx, EC 1.11.1.19)

Glutation-peroksidaza je selenoenzim (85 kDa) koji katalizira razgradnju vodikovog
peroksida i organskih hidroperoksida uz istodobnu oksidaciju glutationa GSH pri ¢emu se
stvaraju oksidirani glutation GSSG 1 voda, odnosno pripadni alkohol. Kemijske reakcije

katalizirane GPx-om su:

H,0, + 2GSH __GPX |  H,0 + GSSG
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ROOH + 2GSH —SP* »H,0 + ROH + GSSG

ONOO + 2GSH —2P* + NO, + GSSG

GPx se nalazi ponajprije u jetri 1 bubrezima odnosno u srcu, plu¢ima i mozgu. U kroni¢nim
bubreznim bolestima Cesto se opaza nedostatak selena uz pridruzeno snizenu GPx §to moze

pogodovati porastu razine oksidacijskog stresa u bubreznim bolestima [19,74,100].

Glutation-reduktaza (GRd, EC 1.8.1.7)

Glutation-reduktaza je enzim koji katalizira redukciju GSSG u reducirani glutation (GSH)
uz utroSak koenzima NADPH. GRd je nuzna za odrzavanje ustaljene koncentracije
reduciranog glutationa. Kemijska reakcija katalizirana GRd-om je [75]:

NADPH + H* + GSS¢  —4 5  NADP* + 2GSH

Tioredoksinski antioksidacijski sustav

Sustav tioredoksina sastoji se od tioredoksina, tioredoksin-reduktaze i tioredoksin-
peroksidaze. Tioredoksini su proteini (10-12 kDa) koji se reverzibilno oksidiraju pri ¢emu se
stvara disulfidna veza izmedu dva susjedna cisteina u tioredoksinu. Tioredoksin-peroksidaza
je enzim koji katalizira razgradnju vodikovog peroksida i organskih peroksida uz oksidaciju
tioredoksina. Oksidirani tioredoksin se reducira posredstvom tioredoksin-reduktaze
(selenoenzim) uz utroSak NADPH (pentoza-fosfatni metabolic¢ki put). Tioredoksin je kljuan
u redukciji askorbilnog radikala, glutatioliranih, hidroksiliranih, tj. oksidiranith 1 S-

nitroziliranih proteina [75,79,80,101].

Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza (G6PD, EC 1.1.1.49)

Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza je citosolni enzim koji katalizira oksidaciju glukoza-6-
fosfata u 6-fosfoglukonolakton uz utrosak koenzima NADP'. U pentoza-fosfatnom
metabolickom putu G6PD je enzim koji ograniava brzinu metabolicke razgradnje glukoze i
ima klju¢nu ulogu u zastiti eritrocita od oksidacijskog stresa s obzirom da je G6PD nuzan za
odrZavanje ustaljene koncentracije NADPH i reduciranog glutationa pa posljedi¢no 1 oksido-
redukcijskog stani¢nog potencijala (sl. 1-6). G6PD u fagocitima osigurava dostatnu koli¢inu
reduciranog koenzima NADPH koji u respiracijskom prasku osigurava redukciju

molekulskog kisika u superoksidni radikal [102-104].
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PENTOZA-FOSFATNI METABOLICKI PUT - REDUKCTTA GLUTATIONA

GLUKOZA
i. hels okinaza
+ ghikoza-8-fosfat

HADP
X X j glukoza-5-fosfat-dehidrogenaza
R-0H + HO G55l

HADPH " fosfoghkono-f-lakton
A-fosfoghkolaktonaza
N - f'osf'ogh]conat

HADP \
X X f-fosfoghikonat-dehidrogenaza
R-0H + HO

nhiloza- 5 fosfat
GSH- reducirani glutation rniloza- 3-fosfat-imomeraza
G55G- oksidirand ghutation 3
NADPH- reducirani niketinamid-adenin-dinukleotid-fosfat vihoza-5-fosfat

NADP+- oksidirani niketinamid-adenin-dinuldeotid-fosfat

Slika 1-6. Pentoza-fosfatni metabolicki put. Preradeno; preuzeto iz izvornika: Baillieres Best
Pract Res Clin Haematol 2000;13:21-38 [103].

R-0O-OH - lipidni hidroperoksid; R-OH — alkohol.

1.9.2. Antioksidansi i antioksidacijski enzimi u plazmi

Antioksidacijski enzimi (katalaza, superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza) i glutation

se nalaze u zanemarivo malim koli¢inama u plazmi. Znacajni antioksidansi u plazmi su:

e niskomolekulski antioksidansi (askorbinska kiselina, tokoferoli, karoteni, flavonoidi,
ubikinol 10, urat i bilirubin);

e proteini plazme (ceruloplazmin, albumin, transferin, feritin, hemopeksin i
haptoglobin);

e antioksidacijski enzimi (paraoksonaza i pseudokolinesteraza).

Paraoksonaza (PONI1, EC 3.1.8.1)

Paraoksonaza 1 (PONI) je glikozilirani enzim (43-47 kDa) koji je ponajprije vezan na
fosfolipide u HDL-u. U nedostatku lecitin-kolesterol-aciltransferaze (LCAT) i1 apolipoproteina
E PONI se znacajnije veze na VLDL i hilomikrone. Porast koncentracije postprandijalnih
hilomikrona znacajno usporava peroksidaciju lipida Sto se pripisuje hidrolizi lipidnih

hidroperoksida posredstvom PONI. PONI reverzibilno veze i hidrolizira organofosfate
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(aril/alkil-fosfataza), odnosno katalizira hidrolizu fosfolipidnih hidroperoksida i proupalnog
¢imbenika aktivacije trombocita (PAF) pa joj se pripisuje protuzgrusavajuce djelovanje.
PONT uklanja lipidne, fosfolipidne i kolesterolske hidroperokside te posljedi¢no usporava
oksidaciju LDL-a posredstvom RKM-a. Sve paraoksonaze imaju laktonazno djelovanje §to
¢ini izglednim da je laktonazna aktivnost osnovna fizioloska uloga PONI (hidroliza
homocisteinskih tiolaktona). Nakupljanje homocisteinskih tiolaktona uz smanjenu aktivnost
PONI moze rezultirati oSte¢enjem krvozilne stijenke uslijed poremecaja funkcije endotela.
Porast koncentracije homocisteina u bubreznim bolestima uz pridruzeno smanjenje aktivnosti
PONT pridonose nakupljanju homocisteinskog tiolaktona $to potice razvoj ateroskleroze.
Snizena aktivnost PONI je opazena u brojnim bolestima 1 stanjima: sréanozilnim
bolestima, Secernoj bolesti, reumatoidnom artritisu, jetrenim i bubreznim bolestima, u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom te u hiperkolesterolemiji, upali i trudno¢i. Porast
oksidacijskog stresa rezultira smanjenjem aktivnosti PONI. U bolesnika lijecenih
hemodijalizom nakupljanje uremijskih toksina i AGE mogu imati klju¢nu ulogu u smanjenju
PONI. Porast CRP-a, proaterogeni lipoproteinski fenotip, smanjenje aktivnosti PONI uz
pridruzeni porast oksidacijskog stresa u uremiji pridonose znacajnom porastu rizika od
sr¢anozilnih bolesti [97,105-112]. IzloZzenost arsenu uz pridruzeno smanjenje aktivnosti
PONI1 visestruko pogoduje razvoju ateroskleroze [113]. PONI usporava preobrazbu
makrofaga u pjenaste stanice s obzirom da PONI sprjeCava ulazak oLDL-a u makrofage,
smanjuje sintezu kolesterola te potice ulazak HDL-a u makrofage (sl. 1-7) [114]. Opisani su
brojni polimorfizmi u genu za PONI, primjerice glutamin-192-arginin (Q192R) i leucin-55-
metionin (L55M). Polimorfizam L55M utjee na masenu koncentraciju PONI, dok
polimorfizam Q192R utjece na paraoksonaznu kataliticku aktivnost PONI1 [97,115,116].
Paraoksonaza 2 (PON2) je stani¢ni enzim (44 kDa) koji Stiti stanicu od posljedica
oksidacijskog stresa, a nalazi se u makrofagima te u brojnim drugim stanicama: stanicama
jetre, pluéa, posteljice, testisa, mozga i srca. PON2 sudjeluje u metabolizmu minimalno
modificiranih LDL-a.
Paraoksonaza 3 (PON3) je enzim (40 kDa) koji se sintetizira ponajprije u jetri. U malim
koli¢inama je vezana na HDL u plazmi. PON3 nema paraoksonazno/arilesterazno djelovanje

pa ne razgraduje sintetske spojeve (paraokson ili fenilacetat) [105,111,116].
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Slika 1-7. Paraoksonaza sprjeCava preobrazbu makrofaga u pjenaste stanice ¢ime sprjecava
razvoj ateroskleroze. Nakupljanje kolesterola u makrofagima moze biti posljedica poveéanog
ulaska oLDL-a, povecane sinteze kolesterola i smanjenog otpustanja Kkolesterola
posredovanog HDL-om. PON1 koja je vezana na HDL moZe sprije€iti nepozeljne ucinke
oLDL-a u makrofagima razli€itim mehanizmima: (1) hidroliza oksidiranih lipida u
makrofagima; (2) smanjenje oksidacije LDL-a posredstvom makrofaga; (3) smanjenje
koli¢ine oLDL-a hidrolizom oksidiranih lipida u oLDL Cesticama; (4) smanjeni ulazak oLDL-a
u makrofag posredstvom receptora-Cistaca CD-36 (engl. scavenger receptor) zbog
ucinkovite hidrolize oksidiranih lipida u neposrednoj okolici receptora-Cistata. PON1 koja je
vezana na HDL smanjuje sintezu kolesterola i povecava otpustanje kolesterola iz makrofaga
posredstvom membranskog transportnog sustava ABCA1 (engl. ATP binding cassette
transporter A1, ABCAT). Preradeno i preuzeto iz izvornika: Free Radic Biol Med
2004;37:1304-1316 [114].

KE: esterificirani kolesterol; KOL: neesterificirani kolesterol; PL: fosfolipidi; oLDL: oksidirani LDL; CL-OOH:

kolesteril-linoleatni hidroperoksidi; PL-OOH: fosfolipidni hidroperoksidi; RKM:reaktivni kisikovi metaboliti; LPC:
lizofosfatidilkolin.

Pseudokolinesteraza (KEs, EC 3.1.1.8)

Serumska pseudokolinesteraza (KEs), poput PONI, moze znacajno usporiti stvaranje
lipidnih peroksida u LDL-u. S obzirom na arilesteraznu aktivnost KEs-a moZe znacajno
usporiti oksidaciju LDL-a. Aktivnost KEs-a je znaCajno snizena u oksidacijskom stresu i

pothranjenosti te u bolesnika lije¢enih hemodijalizom [117,118].

1.10. Rizik od sréanozilnih bolesti i oksidacijski stres u bolesnika lijecenih
hemodijalizom

1.10.1. Ateroskleroza

Ateroskleroza je vodeci uzrok pobola i smrtnosti u razvijenim zemljama. Ateroskleroza je

viSeC¢imbeni¢na kroni¢na upalna bolest krvozilja (sl. 1-8). Proces ateroskleroze zapocinje
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izrazajem adhezijskih molekula na membrani endotelnih stanica te ulaskom upalnih stanica
(monociti) u subendotelni prostor stijenke krvne zile. Ulaskom monocita u subendotel
zapocCinje preobrazba monocita u makrofage s povec¢anim izrazajem membranskih receptora
za oksidirane lipoproteine (receptori-Cistaci). Nakupljajuci oksidirane lipoproteine makrofagi
se preobrazavaju u pjenaste stanice koje ¢ine masnu prugu. Nakon apoptoze pjenaste stanice
se raspadaju pri ¢emu se stvara lipidna jezgra (primarni aterosklerotski plak) oko koje se
nakupljaju stanice vezivnoga tkiva (fibroblasti). Stanice vezivnog tkiva luce sastavnice
izvanstani¢nog matriksa pa se stvara fibrozni plak i1 fibrozna kapa. Uznapredovali fibrozni
plak je podlozan kalcifikaciji i/ili napuknuéu pri ¢emu prokoagulacijske sastavnice iz
unutrasnjosti lipidnog plaka dolaze u doticaj s trombocitima Sto rezultira sljepljivanjem

trombocita, stvaranjem ugruska i posljedicnim prekidom krvnog optoka (akutni koronarni

sindrom) [79].
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Slika 1-8. Hipoteza o ucincima oksidacijskih preinaka LDL-a u razvoju ateroskleroze LDL u

makrofagima. Stvoreni oLDL potiCe: (A) privlacenje monocita posredstvom kemotaksije; (B)
nakupljanje monocita u subendotelu; (C) stvaranje pjenastih stanica. Nadalje, oLDL
naruSava funkciju endotela (D), a nakupljanje oLDL-a rezultira nekrozom pjenastih stanica
(E). Physiol Rev 2004;84:1381-1478 [79].

Oksidacijski stres u uremiji pogoduje peroksidaciji lipida, stvaranju reaktivnih aldehida
(MDA 1 HNE) i nakupljanju oksidiranih sulthidrilnih spojeva Sto doprinosi porastu rizika od
razvoja srcanozilnih bolesti u bubreznih bolesnika [79,119-124]. Nadalje, fagocitna

mijeloperoksidaza poti¢e upalni odgovor (oponasaju¢i djelovanje NO-oksidaze) umanjujuci

24



time raspolozivost dusSikovog oksida. Stanovita koli¢ina mijeloperoksidaze oslobada se iz
aktiviranih leukocita u krvotok, posebice tijekom hemodijalize. Mijeloperoksidaza je izgledna
poveznica izmedu upale, oksidacijskog stresa i poremecaja funkcije endotela u bolesnika
lijeCenih hemodijalizom [8,81,125]. Promjena oksido-redukcijskog stani¢nog potencijala
posredstvom RKM-a moze uzrokovati aktivaciju nuklearnog ¢imbenika-kappa B (NF-xB) i
posljedi¢nu sintezu proupalnih citokina (ZL-6) te stvaranje proteina akutne faze i adhezijskih
molekula. RKM/RDM mogu aktivirati nekoliko matriksnih metaloproteinaza Sto posljedi¢no
moze narusiti stabilnost aterosklerotskog plaka. Upala, oksidacijski stres, izrazaj gena
antioksidacijskih enzima (SOD, KAT i dr.), metabolizam elementa u tragovima te aterogeneza
su pod izravnim ili neizravnim nadzorom sustava transkripcijskih ¢imbenika ovisnih o oksido-

redukcijskom potencijalu (NF-kB, AP-1, Nrf2 1dr.) [8,75,79,126,127].

1.10.2. Proaterogeni pokazatelji lipidnog statusa te poveznice izmedu metabolizma lipida
i Zeljeza

U razvoju ateroskleroze znacCajnu ulogu imaju male LDL cestice. Omjer izmedu
koncentracija triglicerida i HDL-kolesterola (TG/HDL) je pozitivno povezan s porastom
udjela malih LDL-a, odnosno povecan omjer TG/HDL upucuje na proaterogeni liporoteinski
fenotip (TG/HDL>1,33) koji se povezuje s porastom rizika od razvoja ateroskleroze. Omjer
TG/HDL je pozitivno povezan s udjelom VLDL-a koji se metabolizira u male LDL &estice
[128-130].

Nadalje, razvoju ateroskleroze moZze pridonijeti oksidacija LDL-a posredstvom zeljeza.
Stanovite koli¢ine Zeljeza u lipoproteinima potjecu od feritina vezanog na apolipoprotein B-
100. Hemsko zeljezo (hemin) uz prisutnost vodikovog peroksida moze potaknuti oksidaciju
lipoproteina (LDL 1 HDL) [131-134]. Prema rezultatima istrazivanja koje su objavili de Valk
1 suradnici trovalentni kation Zeljeza se izravno veZe na LDL. U aterosklerotskim plakovima
nadena je veca koliina zeljeza i bakra u usporedbi sa zdravom arterijskom stijenkom
[124,135,136]. Superoksidni radikal moze reducirati trovalentno Zeljezo u feritinu pri ¢emu se
iz feritina otpusta dvovalentno zeljezo. Slobodno (ne-transferinsko) zeljezo potice oksidaciju
LDL-a, posebice u hiperkolesterolemiji, Sto rezultira razvojem ateroskleroze. Slobodno
zeljezo 1 bakar poticu peroksidaciju lipida Sto pogoduje stvaranju aterosklerotskog plaka
[119,137-143].

Prehrana bogata antioksidansima moze umanjiti rizik od sréanozilnih bolesti, primjerice,

flavonoidi stvaraju komplekse s prijelaznim metalima Sto sprjecava oksidaciju LDL-a
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posredstvom bakra. Broj veznih mjesta za bakar u LDL-u poveéava se sa stupnjem oksidacije
LDL-a[136,144-146].

Oksidacija LDL-a se usporava u prisutnosti albumina s obzirom da albumin veZe bakar.
Ceruloplazmin slovi kao neovisni rizi¢ni ¢imbenik u razvoju ateroskleroze, a omjer izmedu
koncentracije albumina i ceruloplazmina je neovisni pretkazatelj razvoja ateroskleroze

[124,136].

1.10.3. Paradoksalna epidemiolo$ka saznanja u procjeni rizika od sréanoZzilnih bolesti u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom

Pretilost, hiperkolesterolemija, hiperhomocisteinemija, hipoferitinemija te hipertenzija,
prema epidemioloskim istrazivanjima, mogu doprinijeti produljenju Zivotnog vijeka u
kroni¢nih bubreznih bolesnika lijeCenih hemodijalizom $to je opre¢no s rezultatima
epidemioloskih istrazivanja u zdravih ljudi. Indeks tjelesne mase, koncentracija kolesterola i
kreatinina, krvni tlak te hiperhomocisteinemija su pozitivno povezani sa smanjenjem
smrtnosti 1 pobola od sréanozilnih bolesti u bolesnika lijeCenih hemodijalizom [147-149].
Sindrom pothranjenosti-upale-ateroskleroze (MIA; engl. Malnutrition-inflammation-
atherosclerosis sydrome) u bolesnika lijeCenih hemodijalizom je kljuéni uzrok pobola od
sr¢anozilnih bolesti. U pothranjenosti se opaza porast slobodnog endotoksina uslijed
smanjenja koncentracije lipoproteina. Porast slobodnog endotoksina moze rezultirati upalom i
porastom rizika od srcanozilnih bolesti. Primjena statina smanjuje izglede u bolesnika
lijecenih hemodijalizom za produljenje zivotnog vijeka zbog nezeljenih uc¢inaka endotoksina.
Pothranjenost i upala s pridruzenom aterosklerozom su klju¢ni uzroci smrtnog ishoda u
bolesnika lije¢enih hemodijalizom. Nadalje, porast koncentracije receptora za solubilni TNF-

a u pretilih bolesnika rezultira kardioprotekcijskim uc¢incima [150-155].

1.11. Uloga minerala u organizmu ¢ovjeka

Mineralni elementi (minerali) su anorganski elementi koji ne mogu nastati
u ljudskom tijelu i najveéim dijelom se unose u organizam prehranom. S
obzirom na prisutne kolidine u tijelu 1 svakodnevne potrebe, minerali se
dijele na makroelemente (u koli¢inama u rasponu od 100 mg do vige grama),
elemente u tragovima (od 1 do 100 mg) i elemente u ultratragovima (s

koli¢inama u mikrogramima) [156,157].
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1.11.1. Makroelementi

Natrij

Prosje¢ni dnevni unos natrijevog klorida prehranom iznosi oko 15 g i apsorbira se gotovo
potpuno iz crijeva. Natrij je glavni izvanstani¢ni kation bitan za odrazavanje ravnoteze vode i
osmotskog tlaka. Natrij se ponajprije izlucuje u mokraéi. Hiponatrijemija se moze pojaviti u
bubreznim bolestima, u kroni¢nom glomerulonefritisu zbog poliurije, smanjene reapsorpcije i
povecane zamjene natrija za vodikov ion. Hipernatrijemija je izgledna u hemokoncentraciji,

odnosno pri znacajnijem gubitku tekucine [3,7].

Kalij

Prosjecni dnevni unos kalija prehranom iznosi oko 4 g. Prosjecno 90% unesenog kalija se
izluCuje u mokraci. Kalij je glavni stani¢ni kation. Koncentracija kalija u eritrocitima je oko
20 puta veca nego u plazmi. Hipokalijemija se pojavljuje kod povecanog gubitka kalija
mokrac¢om ili gubitka kod povracanja i proljeva, nedostatnog unosa kalija prehranom te zbog
ulaska kalija u stanice. Hiperkalijemija se pojavljuje u bubreznom zatajenju zbog smanjenog
izlu¢ivanja kalija. Porast koncentracije kalija zbog znacajnijeg otpustanja kalija iz stanica
opaza se: u dehidraciji, hipoksiji, nedostatku inzulina, kod opeklina, u intravaskularnoj

hemolizi te tijekom povecanog misi¢nog rada [3,7].

Kalcij

U ljudskom organizmu 99% kalcija je ugradeno u kosti, a manje koli¢ine kalcija se nalaze
u izvanstani¢noj tekucini. Koncentraciju ioniziranog kalcija u krvi reguliraju parathormon,
vitamin D 1 kalcitonin pa primjeren meduodnos pobrojanih ¢imbenika sprjecava
hipokalcijemiju. Parathormon potice oslobadanje kalcija iz kosti te smanjuje tubulsku
reapsorpciju fosfata Sto rezultira povecanim izlucivanjem fosfata u mokraéi. Kako bi se
nadomjestio izluceni fosfat poti¢e se razgradnja kosti te oslobadanje kalcija i fosfata iz
kostiju. Kalcitonin ima fizioloSko djelovanje suprotno od parathormona (potice osteoblaste pa
smanjuje koncentraciju kalcija u plazmi). Kalcitonin luci $titnjaca kao odgovor na povisenu
koncentraciju kalcija.

Metabolicka acidoza doprinosi porastu udjela ioniziranoga kalcija 1 razvoju
hiperkalcijemije. SuviSak kalcija uz pridruzenu hiperfosfatemiju pogoduje odlaganju

netopljivih kalcijevih soli u meka tkiva (koza, medija velikih arterija i dr.) [3,7,16].
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Fosfati

Mjesovitom prehranom se unose dostatne koli¢ine fosfata. Regulacija koncentracije fosfata
je pod nadzorom parathormona, vitamina D i kalcitonina, a izlu¢ivanje fosfata putem bubrega
predstavlja osnovni regulacijski mehanizam sprjecavanja hiperfosfatemije. Hiperfosfatemija
se cCesto susrece u bolesnika s bubreznim zatajenjem te u hipoparatireoidizmu i
hipervitaminozi vitamina D. Hipofosfatemija se susreCe u hiperparatireodizmu i

hipovitaminozi vitamina D [3,7,16].

Magnezij

Mjesovitom prehranom se unosi dostatna koli¢ina magnezija. Magnezij se izlu€uje u stolici
i mokradi (odrzavanje homeostaze magnezija). Promet i metabolizam magnezija je povezan s
prometom kalcija i kalija. Hipomagnezijemija moze uzrokovati hipokalcijemiju pa je
nerijetko udruzena s hipokalijemijom [158]. Nedostatak magnezija je povezan s poremecajem
neuromuskularne podraZljivosti (tetanija, konvulzije). Smanjenje brzine glomerulske filtracije
(uremija) rezultira hipermagnezijemijom [159,43]. Hipermagnezijemija moze imati
nepozeljan utjecaj na koStanu pregradnju jer sprjeCava stvaranje kristala hidroksiapatita

[3,7,16].

1.11.2. Elementi u tragovima / ultratragovima — esencijalnost i toksi¢nost

Elementi u (ultra)tragovima su nuzni za rast, razvoj organizma, odnosno za potporu i
odvijanje brojnih metabolickih procesa. Prema njihovim bioloskim ucincima u tijelu,
elemente u tragovima mozemo podijeliti na esencijalne i neesencijalne. Esencijalni elementi
u tragovima za sve organizme su: zeljezo, cink, mangan, bakar, fluor, jod, selen, kobalt,
molibden, krom (III), stroncij, nikal i vanadij. Potencijalno esencijalni elementi u tragovima
su: litij, berilij, aluminij 1 silicij.

Nedostatan unos, poremecaj homeostaze, bolesti te mnogobrojna medudjelovanja
toksicnih 1/ili neesencijalnih elemenata s esencijalnim elementima mogu uzrokovati
pomanjkanje esencijalnih elemenata u organizmu (sl. 1-9).

Mnogobrojni metali pokazuju toksicne ucinke u Covjeka pri povecanoj izlozenosti:
aluminij, arsen, kadmij, krom, kobalt, bakar, Zeljezo, olovo, mangan, ziva, nikal, platina,
selen, srebro 1 talij. Nefrotoksi¢ni elementi su: antimon, arsen, bizmut, kadmij, bakar, zlato,
zeljezo, olovo, litij, zivini spojevi, srebro, talij i uran. Razliita stanja i bolesti Cesto su

poprac¢eni promjenama statusa pojedinih elemenata pa odredivanje elemenata u tragovima
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moze ukazati na patofizioloske mehanizme koji su prethodili razvoju ili pogorSanju bolesti.
Koncentracija elemenata u tragovima u serumu/plazmi ne odrazava uvijek status elementa u

organizmu [160-163].
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Slika 1-9. Medudjelovanja neesencijalnih elemenata (podcrtano) i esencijalnih elemenata
(podebljana/nakosena slova) Nadopunjeno i preradeno; preuzeto iz izvornika: Thomas L, ur.
Clinical Laboratory Diagnostics: Use and assessment of clinical laboratory results [158].

Zeljezo

Uz prosje¢ni dnevni unos Zeljeza prehranom (12-18 mg) apsorbira se svega 1-2 mg Zeljeza.
U monocitno-makrofagnom sustavu dnevno se oslobodi 25-30 mg Zeljeza pri razgradnji
ostarjelih eritrocita Sto uglavnom podmiruje potrebe Zeljeza za eritropoezu. MjeSovitom
prehranom se unosi 80-90% anorganskog Zeljeza ¢ija je bioloSka raspolozivost manja u
usporedbi sa zeljezom u obliku hema. Transportni protein za hem HCPI omogucuje ulazak
hema u enterocit [57,74,164].

Anorgansko trovalentno zeljezo se reducira u crijevima s askorbatom ili posredstvom

ferireduktaze Dcyt B. Dvovalentni kation zeljeza s vodikovim ionom ulazi u enterocit
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(simport) posredstvom transportnog proteina 1 za dvovalentne katione DMTI. U sistemskom
nedostatku Zeljeza izrazito je povecan izrazaj Dcyt B, DMTI i feroportina-1 (FPNI) na
membrani enterocita. Osim dvovalentnog Zeljeza, putem DMTI u stanice ulaze brojni
dvovalentni kationi (Mn2+, Zn2+, cu”, Cd2+, Ni¥, Co™" i Pb2+) pa se nedostatak zeljeza
odrazava na povecanje apsorpcije drugih elemenata iz probavnog sustava. Trovalentno zeljezo
se u manjoj koli¢ini apsorbira iz probavnog sustava posredstvom paraferitinskog transportnog
sustava (bs-intergrina i mobilferina).

Na vanjskoj strani bazolateralne membrane uz feroportin-1 smjeStena je feroksidaza
hefestin (HEPH) koja katalizira oksidaciju dvovalentnog zeljeza u trovalentno zeljezo koje se
potom veZe na apotransferin. Na apotransferin se mogu vezati brojni drugi kationi: 4F", Ga™,
Cr3+, Cu2+, Mn3+, Co3+, cd”, Zn2+, Scz+, Ni2+, VO** te lantanoidi i aktinoidi. Zeljezo vezano
na transferin ulazi u stanicu pinocitozom putem transferinskih receptora (T7fR1 i TfR2).

Unato¢ Cinjenici da trovalentno zeljezo stvara kompleks s transferinom (veliki afinitet)
ipak manje koli¢ine Zeljeza u plazmi nisu vezane na transferin (ne-transferinsko zeljezo). Ne-
transferinsko zeljezo u plazmi je vezano u niskomolekulske komplekse, ponajprije s citratom 1
acetatom (ternarni kompleks citrat-acetat-zeljezo), fosfatom, a ostatak ne-transferinskog
zeljeza je vezan na peptide i proteine plazme, ponajprije na albumin te na AMP-e/ATP-¢ i
fosfolipide [74,142,165-174].

Ne-transferinsko zeljezo ulazi u hepatocite posredstvom transportnog proteina za
dvovalentne katione (DMTT) i transportnog proteina za cink (ZIP14). U upali posredstvom
IL-6 povecava se izrazaj ZIP14 na hepatocitima $to posljedi¢no doprinosi nakupljanju cinka u
jetri uz popratnu hipocinkemiju. Ne-transferinsko zeljezo i1 cink se natjecu za ulazak u
hepatocit posredstvom ZIP14 [8,74,175-178]. U istrazivanjima na Stakorskoj jetri je opazeno
da se ne-transferinsko zeljezo uc¢inkovitije uklanja prolaskom kroz jetru (> 60%) u usporedbi
s transferinskim Zeljezom (< 1%). Dvovalentni kationi mangana, kobalta, cinka i bakra
reverzibilno sprjeCavaju ulazak dvovalentnog ne-transferinskog zeljeza u hepatocite, dok
porast koncentracije kalcija pogoduje ulasku ne-transferinskog zeljeza u hepatocite [179].

Feritin ima klju¢nu ulogu u pohrani Zeljeza u organizmu. Feritin je oligomerni protein
sastavljen od 24 podjedinice, a u jezgri feritina se moze pohraniti do 4500 kationa Zeljeza.
Feritin je sastavljen od L-podjedinica (prevladava u jetri i slezeni; odgovorna za pohranu
zeljeza, lagana podjedinica) 1 H-podjedinica (prevladava u srcu, bubrezima i mozgu;
feroksidaza; teska podjedinica). U serumu prevladava glikozilirani feritin s visokim udjelom
L-podjedinica, a povecanje koncentracije feritina s ve¢im udjelom H-podjedinica se susre¢e u

zlo¢udnim bolestima [131,178]. H-podjedinica (dva funkcionalna kationa Zzeljeza) ima
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feroksidaznu aktivnost, a L-podjedinica je odgovorna za popunjavanje jezgre feritina
zeljezom. U jezgru feritina pohranjuje se trovalentno zeljezo stvoreno oksidacijom
dvovalentnog Zeljeza s kisikom pri ¢emu se stvara vodikov peroksid ili voda. Feritini s ve¢im
udjelom H-podjedinica oslobadaju vecu koli¢inu vodikovog peroksida tijekom feroksidacije
Sto moze rezultirati porastom oksidacijskog stresa [74,173].

Orkestrirana interakcija brojnih gena i1 proteina koji sudjeluju u metabolizmu Zzeljeza
sudjeluje u odrzavanju homeostaze Zeljeza, kako na stani¢noj tako i na sistemskoj razini.
Kljuéni ¢imbenici koji utjecu na sistemsku homeostazu zeljeza jesu:

e potrebe Zeljeza za eritropoezu;
e kolic¢ina pohranjenog Zeljeza u organizmu;
e upala.

Sistemska homeostaza Zeljeza je pod srediSnjim nadzorom hepcidina (antimikrobni
peptidni hormon) koji se sintetizira u jetri u preoptereéenju Zeljezom i u upali. Sinteza
hepcidina je smanjena u hipoksiji ili nedostatku zeljeza. Hepcidin slovi kao sredi$nji negativni
regulacijski ¢imbenik u apsorpciji Zeljeza iz probavnog sustava, odnosno u otpustanju zeljeza

1z makrofaga (sl. 1-10).

—-MAKROFAGI---- é\jdi
e EE &
P

OHRAMNS FELJEZA,

OTPUSTANJE FELJETA, | | (MAKLPLJAMIE)
[¥ hepsian ]|

AHEMLIA
/ HIPOKSLIA —) ueara \
3 ~ HEFPATOCIT —

= P =
= | =
§ O | o g
— ENTEROCITI R
POVECAIJE APSORPCIEIZ "7 SMANJENJE APSORPCLIE IZ
PROBAVIOG SUSTAVA PROBAVHOG SUSTAVA

Slika 1-10. Mehanizam regulacije sinteze hepcidina i udinci hepcidina na metabolizam i
promet Zeljeza. SniZzena koncentracija hepcidina u plazmi kao posljedica nedostatka
pohranjenog Zeljeza, povec¢anih potreba Zeljeza za eritropoezu ili u hipoksiji pogoduje
porastu apsorpcije i otpustanju zeljeza iz makrofaga. PoviSena koncentracija hepcidina u
stanjima suviSka Zeljeza i u upali (IL-6) sprjeCava apsorpciju zeljeza iz probavnog sustava te
sprjeCava otpustanje pohranjenog Zeljeza iz makrofaga u krvotok. Preradeno i preuzeto iz
izvornika: Toxicol Appl Pharmacol 2005;202:199-211 [180].

Hepcidin se veze na FPNI ¢ime potiCe internalizaciju i razgradnju FPNI S$to posljedicno
sprje¢ava oslobadanje Zeljeza iz enterocita ili makrofaga u krvotok [164,176,180]. Zeljezo
(transferinsko 1/ili ne-transferinsko Zeljezo) smanjuje otpusStanje solubilnog hemojuvelina
(HJV) u krvotok Sto potice izrazaj gena za hepcidin [74]. U upali se oslobadaju citokini iz
makrofaga (IL-6, IL-1, TNF-a) koji takoder poti¢u stvaranje hepcidina u jetri. Stanice
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monocitno-makrofagnog sustava izlucuju stanovite koli¢ine hepcidina pri prepoznavanju
lipopolisaharida posredstvom TL receptora 4 (TLR4).

Metabolizam Zeljeza na stani¢noj razini reguliran je posttranskripcijskim nadzorom mRNK
za transferinske receptore i feritin. Koncentracija citosolnog Zeljeza regulirana je posredstvom
dva citosolna proteina IRP1/IRP2 (sl. 1-11). IRP-i ulaze u izravnu interakciju sa zeljezo-
regulacijskim elementima IRE koji se nalaze u regulacijskoj petlji mRNK-a za proteine
klju¢ne u metabolizmu Zzeljeza, ali 1 neke druge proteine koji nisu izravno ukljuceni u
metabolizam zeljeza [164,178,181,182]. Metabolizam IRPI ovisi o oksigenaciji, bioloskoj
raspolozivosti zeljeza 1 oksidacijskom stresu (RKM/RDM). RKM/RDM poticu interakciju
izmedu IRE 1 IRPI. Interakcija izmedu IRE 1 IRPI je ¢vorisna toCka izmedu metabolizma

zeljeza, oksigenacije, oksidacijskog stresa i upale [74,178,180,183,184].
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Slika 1-11. Ucinci reaktivnih kisikovih/duSikovih metabolita u upali na posttranskripcijsku
regulaciju homeostaze Zeljeza u stanici posredstvom IRP-ova. Afinitet vezanja IRP1/IRP2 na
regulacijsku petlju mRNK (IRE) za klju¢ne proteine u metabolizmu Zeljeza ovisi o brojnim
¢imbenicima. Preradeno; preuzeto iz izvornika: Biochim Biophys Acta 2009;1790:682-693
[183].

Medudjelovanja Zeljeza i drugih metala (cink, mangan, kobalt, aluminij, olovo i
kadmij)

Neselektivnost u vezanju metalnih kationa na proteine koji sudjeluju u prijenosu kationa
kroz membranu (DMTI) ili u prijenosu kationa u krvi (transferin, albumin) uzrokom su
brojnih interakcija izmedu Zeljeza i drugih metala. Metalotionein, HIF1, IRP-eovi i drugi
stani¢ni proteini su ¢vorisne tocke interakcije zeljeza s brojnim drugim metalima [74].

Opazeno je da kobalt 1 nikal i/ili keliranje Zeljeza deferoksaminom (smanjena raspolozivost
zeljeza) mogu pogodovati stvaranju eritropoetina posredstvom HIF1 (djelovanje sli¢no

hipoksiji). Kobalt, nikal, mangan i bakar te nedostatak Zeljeza inhibiraju prolil-hidroksilazu
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Sto rezultira usporavanjem hidroksilacije 1 proteoliticke razgradnje HIFIa podjedinice
[74,185]. Vanadat, arsenit i krom mogu potaknuti izraZaj gena za HIFI1a podjedinicu S$to
posljedicno moze pridonijeti poveanju izrazaja gena za eritropoetin neovisno o stupnju
oksigenacije (hipoksija) [185]. Kroni¢no otrovanje kadmijem usporava sintezu eritropoetina s

obzirom da kadmij narusava stabilnost HIF1¢a podjedinice [74,186,187].

Nadomjesno lijecenje pripravcima Zeljeza

Intarvenski pripravci Zeljeza (posebice Zeljezov glukonat) mogu rezultirati porastom razine
oksidacijskog stresa uz posljedi¢ni porast koncentracije MCP-1 u plazmi, bubrezima, jetri i
slezeni pokusnih miseva. MCP-1 potice upalu koja doprinosi napredovanju bubreznog
oStecenja [188,189]. U intravenskim pripravcima Zeljezo je vezano u ugljikohidratnom
kompleksu (,,kavez*) koji osigurava sigurnu isporuku Zeljeza do mjesta pohrane (makrofagi 1
hepatociti). Nakon intravenske primjene Zeljezov ugljikohidratni kompleks ulazi u stanice
monocitno-makrofagnog sustava, uz nezamjetno otpustanje slobodnog zeljeza u krvotok.

U kroni¢nih bubreznih bolesnika lijeCenih intravenskim pripravcima zeljeza opaza se
porast koncentracije ne-transferinskog zeljeza i malondialdehida te prolazna proteinurija kao
posljedica ostecenja bubreznih kanali¢a zbog nefrotoksicnosti ne-transferinskog zeljeza (tab.
1-6). Intravenska primjena Zeljeza moze potaknuti prooksidacijske, citotoksi¢ne i proupalne
ucinke koji doprinose porastu smrtnosti od sr¢anozilnih bolesti [190-195].

Aluminij znac¢ajno narusava homeostazu Zeljeza te pridonosi porastu slobodnog Zeljeza u
stanicama Sto rezultira porastom oksidacijskog stresa 1 stvaranjem RKM-a [74]. Ne-
transferinsko zeljezo uzrokuje upalu i razvoj ateroskleroze sto se ocituje porastom smrtnosti u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom [191,196,197]. Ne-transferinsko zeljezo potiCe rast i
razmnozavanje brojnih bakterija te moze prouzrociti poremecaj funkcije neutrofila [198,199].
U kroni¢nih bubreznih bolesnika i bolesnika lije¢enih hemodijalizom porast koncentracije ne-
transferinskog Zeljeza djelomice se pripisuje hemolizi eritrocita tijekom postupka
hemodijalize odnosno snizenoj koncentraciji transferina u tih bolesnika [200].

Primjena pripravaka zeljeza znacajno utjeCe na smanjenje sadrzaja bakra u hepatocitima 1
drugim tkivima, odnosno utjece na povecanje sadrzaja Zeljeza u brojnim tkivima [201].

Istodobna primjena askorbinske kiseline s intravenskim pripravcima zeljeza potice
otpustanje 1 redukciju trovalentnog zeljeza iz ugljikohidratnog kompleksa Sto pogoduje
porastu koncentracije ne-transferinskog Zeljeza. U bolesnika lijjeCenih hemodijalizom s
porastom feritina izgledan je porast prooksidacijskih ucinaka askorbata (Asc’). SuviSak

askorbata u odnosu na katione prijelaznih metala, primjerice Fe’* /Asc” od 1:1 do 1:20,
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pogoduje stvaranju hidroksilnog radikala (Fentonova reakcija) Sto pridonosi peroksidaciji
lipida ponajvise pri odnosu dvovalentnog i trovalentnog Zeljeza (Fe’*/Fe’™) od 1:1 do 7:1
[127,202-204].

Istodobna primjena Zeljeza s pripravcima eritropoetina utjeCe na smanjenje ucinkovitosti
eritropoetina jer eritropoetin stvara postojane komplekse s trovalentnim kationima Zeljeza pa
su izgledna oksidacijska oSte¢enja molekule eritropoetina posredovana zeljezom [127].
Nadalje, funkcionalni nedostatak Zeljeza moze uzrokovati smanjenje izrazaja eritropoetinskih
receptora Sto rezultira smanjenjem ucinkovitosti eritropoetina [164].

U Hrvatskoj je uvrijezena intravenska primjena Ferrlecita radi nadomjeska Zzeljeza u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom. Kod intravenske primjene Ferrlecita opazaju se brojni
nezeljeni ucinci (preosjetljivost na sastavnice lijeka, poremecaji krvnog tlaka 1 srcane
frekvencije, poremecaji disanja, mucnina, vrtoglavica, glavobolja, bolovi u zglobovima i
miSi¢ima, gréevi, slabost, crvenilo koze te brojni drugi nezeljeni ucinci). Ferrlecit je
makromolekulski kompleks kemijske formule [NaFe;O3(C¢H;107)(C12H22011)5]~200. Tijekom
hemodijalize gubitak Zeljezovog glukonata unesenog infuzijom iznosi manje od 1%
[204,205]. Klini¢ka primjena zeljezovog-dekstrana je napustena zbog ucestalijih nezZeljenih
popratnih u¢inaka. Razvijeni su novi lijekovi s boljim farmakodinamskim svojstvima i rjedim
popratnim nezeljenim u¢incima (ferumoksitol), a u fazi ispitivanja su i brojni drugi lijekovi

(zeljezov izomaltozid i zeljezo-karboksimaltoza) [205].

Tablica 1-6. FarmakoloSke osobitosti intravenskih pripravaka Zeljeza. Preradeno i
nadopunjeno; preuzeto iz izvornika: Am J Hematol 2004;76:74-78 [204]

zeljezov glukonat

Farmakoloski pokazatelji . Zeljezo-dekstran  Zeljezov saharat X
(Ferrlecit)

Prosje&na molekulska masa (kDa) 165-267 350 289-440
BioloSka raspolozivost + ++ ++
Vrijeme polueliminacije (h) 6 5-6 1
Klirens uz intravensku primjenu 1000 mg 10-20 mg/h nepoznato nepoznato
1zlu€ivanje dijalizom neznatno neznatno neznatno
Volumen distribucije (L) nepoznato 7.9 6
Sigurnosni farmakoloski profil + ++ St
Anafilaksija/ hipersenzitivnost (%) 0,6-0,7 0,002 0,04
Pojedina¢na doza 100 100 125
Maksir_nalna brzina intravenske primjene 50 20 12,5
(mg/min)
Diluent; 0,9% NaCl (mL) 250-1000 100 100
Pr.ep‘orucena brzina intravenske 1-6 > >1
primjene (h)
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Bakar

Bakar je sastavni dio brojnih metaloproteina koji sudjeluju oksido-redukcijskim reakcijama
u kojima sudjeluje molekulski kisik. Bakar ima klju¢nu ulogu u metabolizmu Zeljeza.
Nedostatak bakra utjeCe na apsorpciju Zeljeza Sto rezultira anemijom i neutropenijom. U
nedostatku bakra je snizena kataliticka aktivnost eritrocitne superoksid-dismutaze pa je
izgledno nakupljanje RKM-a u eritrocitima uz posljedicno smanjenje osmotske rezistencije
eritrocita i popratni porast viskoznosti krvi te skracenje vijeka eritrocita u krvnom optoku.

Bakar se apsorbira u dvanaesniku putem transportnog proteina 1 za bakar (Ctrl) i DMTI.
Bakar se apsorbira i posredstvom aminokiselina (metionina, histidina 1 cisteina). Bakar u
enterocitu se veze na metalotionein Sto sprjeCava ulazak suviSnog bakra u krvotok
[16,158,206]. Bakar u krvi je vezan na albumin, transkuprein i niskomolekulske komplekse
(dihistidinski kompleks i male peptidne molekule) [16,59,207]. Ne-ceruloplazminski bakar je
uglavnom vezan na albumin [208].

Ceruloplazmin je transportni protein za bakar s feroksidaznom aktivnoS¢éu pa
ceruloplazmin potpomaze vezanje Zeljeza na apotransferin. Za oksidaciju Zeljeza u krvnom
optoku dostatno je 1-2% od bazalne feroksidazne aktivnosti ceruloplazmina kako bi se
sprijeila spontana oksidacija dvovalentnog zeljeza 1 stvaranje RKM-a [209-211].
Ceruloplazmin je protein akutne faze koji se sintetizira u jetri pod nadzorom IL-1 i IL-6,
TNF-a, IFN-y te lipopolisaharida 1 HIF1 [8,187,212]. Sinteza ceruloplazmina i1 TfR1 je pod
nadzorom sustava HIFI koji predstavlja svojevrsnu poveznicu izmedu metabolizma bakra 1
zeljeza. Porast koncentracije ceruloplazmina opaza se u anemiji, nedostatku Zeljeza,
krvarenju, bubreznom ostecenju, u trudno¢i i upali [178,181]. Porast omjera ceruloplazmina i
transferina (CP/TF) je razmjeran stupnju oSte¢enja kod mozdanog udara [213].

Ceruloplazmin olakSava ulazak ne-transferinskog Zeljeza u stanicu paraferitinskim
transportom za trovalentne katione [214,215].

U nedostatku bakra, uz smanjenu aktivnost SOD-a, je opazeno smanjenje aktivnosti GPx-a
jer bakar sudjeluje u metabolizmu selenocisteina koji je nuzan u sintezi GPx-a pa nedostatak
bakra moze potaknuti prooksidacijske ucinke (porast oksidacije lipida, DNK-a i proteina)
[125,215]. Poremecaji statusa bakra (nedostatak ili suvisak) pridonose porastu oksidacijskog
stresa [207,215,216]. Odnos izmedu bakra i cinka u serumu pozitivno je povezan s razinom
oksidacijskog stresa 1 peroksidacijom lipida. Porast omjera bakra i cinka u serumu je
pozitivno povezan s razvojem 1 pogorSanjem degeneracijskih bolesti (reumatoidni artritis),

sr¢anozilnih bolesti i ateroskleroze odnosno pozitivno je povezan s dobi [16,215,217].
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Omjer feroksidazne aktivnosti ceruloplazmina i koncentracije ceruloplazmina smatra se
pouzdanim pokazateljem statusa bakra. Bakar se izluCuje u Zuc¢i, mokra¢i i1 znoju

[159,160,210,218-220].

Cink

Prekomjerna uporaba nadomjesnih pripravaka cinka (> 100 mg dnevno) moze biti
toksicna. Prosjecni dnevni unos cinka prehranom iznosi 15 mg (dnevne potrebe) od Cega se u
tankom crijevu apsorbira oko 20-30% unesenog cinka. Transmembranski transportni proteini
za cink su: ZIP14 i DMTI (apsorpcija cinka iz probavnog sustava).

Cink u krvi je vezan na proteine (65% na albumin, na o,-makroglobulin i transferin) te na
aminokiseline. Cink je nuzan za aktivnost i/ili stabilizaciju strukture mnogobrojnih
biomolekula pa je znacajan u:

e stabilizaciji strukture nukleinskih kiselina i regulaciji izrazaja gena,;
e ocuvanju integriteta stani¢nih organela;

e transportnim procesima;

e imunosnom odgovoru i cijeljenju rana.

Cink ima antioksidacijsko djelovanje jer potice sintezu metalotioneina te sprjeava
oksidaciju sulfhidrilnih skupina i stvaranje hidroksilnog radikala zbog antagonizma naspram
zeljezu 1 bakru. Suvisak cinka utjece na status bakra i Zeljeza. Cink se iz organizma izlucuje u

stolici, mokra¢i i znoju [59,74,159,160,216,221].

Selen

Selen je esencijalni element nuzan za biolosku funkcionalnost selenoproteina (GPx 1 5'-
jodotironin-dejodinaze, tioredoksin-reduktaze te selenoproteina S i P). Selenat se apsorbira (u
zamjenu s hidroksidnim ionom) posredstvom transportnog sustava za sulfate. Aminokiselinski
selen (selenocistein i selenometionin) se apsorbira posredstvom transportnih sustava za
pripadne aminokiseline. Selen u tkivima je uglavnom u obliku selenocisteina i
selenometionina. Selen se izlucuje u mokraéi (trimetilselenijev ion) i izdisajem (dimetil-
selenid). Selen je nuzan u obrani od oksidacijskog stresa i u metabolizmu hormona Stitnjace.
Kroni¢ni nedostatak selena se odrazava na smanjenje kataliticke aktivnosti GPx-a u

eritrocitima [158-160,216].

Kobalt
Kobalt se uglavnom apsorbira u obliku kobalamina. Kobalt je nuzan za odrzavanje

eritropoeze te u regulaciji imunosnog odgovora. Toksi¢ni ucinci kobalta rijetko se susrecu, ali

36



u bubreznih bolesnika i u osoba koji konzumiraju velike koli¢ine piva moze se razviti
kardiomiopatija. Kobalt se nakuplja u jetri i1 bubrezima, a izluCuje se mokracom

[59,158,160,222].

Molibden

Molibden je esencijalni element nuzan za katalitiCku aktivnost brojnih metaloenzima. Iz
probavnog sustava se apsorbira oko 85% unesenog molibdena. Molibden se veZe na eritrocite
1 ap-makroglobulin. SuviSak molibdena se izlucuje u mokraci i1 Zuc¢i. Nedostatak molibdena

rijetko se susre¢e u klinickoj praksi. Koncentracija molibdena je poviSena u jetrenim i

bubreznim bolestima [158-160,216,222].

Mangan

Iz probavnog sustava se apsorbira oko 5% unesenog mangana. U nedostatku Zeljeza
apsorpcija mangana se moze utrostruciti. Dvovalentni i trovalentni kationi mangana su vezani
na proteine (ox-makroglobulin, transferin i albumin). Mangan je sastavni dio metaloenzima i
aktivator brojnih enzima. Nedostatak mangana je izgledan u pothranjenosti pa je cesto
udruzen sa snizenom koncentracijom kolesterola. Mangan se izluuje putem zuci pa zastoj

7Zu€i moze uzrokovati porast koncentracije mangana u krvi [158-160,216,223].

Krom

Prosje¢ni dnevni unos kroma prehranom iznosi oko 200 pg od cega se apsorbira 2%
unesenog kroma. Trovalentni krom u krvi se veZe na transferin, dok Sesterovalentni krom koji
metabolizmu ugljikohidrata i1 lipida. Krom se izlu¢uje u mokra¢i, zuci i znoju [59,158-

160,216].

Nikal

Nikal se unosi diSnim i1 probavnim sustavom te kroz kozu. Iz probavnog sustava se
apsorbira oko 1-2% unesenog nikla. Nikal ulazi u stanicu posredstvom kalcijevih kanala pa
nikal uzrokuje poremecaj prometa kalcija kroz kalcijeve kanale §to se odrazava na porast
koncentracije kalcija u stanici. Poremec¢aj homeostaze kalcija potice izrazaj gena koji nadziru
stanicni rast, diferencijaciju 1 apoptozu. Nikal u krvi je vezan na albumin i nikloplazmin.
Bolesnici lije€eni hemodijalizom mogu biti znacajnije izloZeni niklu [59,161]. Nikal se

izlu¢uje u mokraci, stolici i znoju [59,158].
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Aluminij

Prosje¢ni dnevni unos aluminija prehranom u uobicajenim okolnostima iznosi oko 5-10 mg
od Cega se apsorbira neznatna koli¢ina unesenog aluminija. Aluminij je vezan na proteine
(95% na transferin). Vezivanje aluminija na transferin pogoduje ulasku aluminija iz dijalizata
u krvotok tijekom hemodijalize $to rezultira nakupljanjem aluminija u koStanom 1 mozdanom
tkivu bolesnika lijeCenih hemodijalizom. Aluminij usporava eritropoezu 1 smanjuje
ucinkovitost eritropoetina u lijeCenju anemije. Aluminij inhibira feroksidaznu aktivnost
ceruloplazmina pa utjece na metabolizam zeljeza. U kostanom tkivu aluminij moze zamijeniti
kalcij pa aluminij uzrokuje poremecaj izmjene kalcija izmedu krvotoka i koStanog tkiva.
Aluminij se izlucuje u mokraci i Zuci.

U preoptere¢enju aluminijem i u bubreznih bolesnika koncentracija aluminija u serumu je
cesto > 0,22 umol/L. Kada je koncentracija aluminija < 2,2 umol/L i PTH > 5 nmol/L
(sekundarni hiprerparatiroidizam smanjuje toksi¢nost aluminija) nije izgledna pojava
simptoma osteomalacije ili encefalopatije. Osteomalacija i/ili encefalopatija su izgledne kada

je koncentracija aluminija > 3,7 umol/L i PTH < 5 nmol/L [16,17,161].

Olovo

Prosje¢ni dnevni unos olova prehranom iznosi oko 300 pg od cega se apsorbira 1-10%
unesenog olova. Olovo se pohranjuje u kostima, jetri, bubrezima, kosi i1 eritrocitima.
Dijagnosticki osjetljiv, ali nespecifican biokemijski pokazatelj izloZenosti olovu jest
kataliticka aktivnost porfobilinogen-sintaze u eritrocitima, odnosno koncentracija eritrocitnog
cink-protoporfirina kod povecane izloZenosti olovu. Olovo inhibira koproporfibilinogen-
dekarboksilazu u eritrocitima $to posljedicno pogoduje porastu izlu€ivanja 6-aminolevulinske
kiseline i1 koproporfirina u mokra¢i kod izloZenosti olovu. Zbog inhibicije aktivnosti
ferokelataze usporena je ugradnja zeljeza u protoporfirin pa otrovanje olovom posljedi¢no
uzrokuje poremecaj sinteze hema te rezultira razvojem hipokromne anemije. Elektrofilna
svojstva olova pogoduju stvaranju kovalentne veze izmedu olova i cisteinskih sulthidrilnih
skupina u proteinima $to moze narusiti tercijarnu strukturu proteina. Olovo se izlucuje u zuci i

mokraci [158,160,161].

Kadmij
Dopusteni dnevni unos kadmija probavnim sustavom iznosi 50 pg od cega se apsorbira
oko 5% unesenog kadmija. Prosje¢ni dnevni unos kadmija diSnim sustavom iznosi 0,2 pug od

cega se apsorbira 10-50% unesenog kadmija. Koncentracija kadmija u krvi puSaca je
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viSestruko veca uslijed izlozenosti kadmiju iz cigaretnog dima. Toksi¢nost kadmija se ocituje
proteinurijom (proteini u mokraéi > 2 g/dU; povecan udio a;mG i fomG).

Kod izlozenosti kadmiju stvaraju se kadmij-proteinski adukti (denaturacija proteina),
uglavnom na mjestu ulaska (alveolarni epitel) ili izlu¢ivanja kadmija (epitel proksimalnih

bubreznih kanali¢a). Vrijeme polueliminacije kadmija u odraslih osoba iznosi 10-20 godina

[59,158,160,161].

1.12. Cvorisne to¢ke izmedu elemenata u tragovima i oksidacijskog stresa

Metali su posrednici u stvaranju slobodnih radikala koji poticu oksidaciju nukleinskih
kiselina, proteina, lipida 1 wugljikohidrata, odnosno narusavaju homeostazu kalcija i
sulthidrilnih spojeva (sl. 1-12 i 1-13). Zajednicki mehanizam stvaranja slobodnih radikala
posredstvom redoks-aktivnih metala (zeljezo, bakar, krom, vanadij i kobalt) pripisuje se

Fentonovoj reakciji:

Me™ + 0,°— Me™ + 0,
20,° +2H'> H,0, + O,
Me™ + H,0,—> Me™? + OH° + OH" (Fentonova reakcija)
Ziva, kadmij i nikal su toksi¢ni s obzirom da pridonose smanjenju koncentracije glutationa,
odnosno vezu se na sulthidrilne skupine u proteinima. Arsen se veze na sulfhidrilne skupine
pa moze posredovati u stvaranju vodikovog peroksida. Poveéano stvaranje RKM/RDM je
uzrok Stetnih ucinaka (toksi¢nost 1/ili kancerogenost) pobrojanih metala. Elementi u
tragovima mogu aktivirati sustav transkripcijskih ¢imbenika ovisnih o oksido-redukcijskom
stanicnom potencijalu: AP-1 (stanicni rast i diferencijacija) i NF-&xB (upalni odgovor, stani¢ni
rast, diferencijacija, angiogeneza). Karcinogeni metali (kadmij, arsen i nikal) mogu
uzrokovati poremec¢aj mehanizama prepoznavanja oSte¢enja DNK i popravaka DNK.
Oksidacijska ostecenja DNK povezuju se s izloZzenos¢u brojnim metalima (sl. 1-12):
e nikal i krom (uzrokuju promjene u strukturi dusi¢nih baza);
e nikal, zeljezo 1 bakar udruzeni s oksidansima (lomovi DNK lanaca);

e krom, bakar i nikal (depurinizacija) [59,224].
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Slika 1-12. Klju¢ne poveznice izmedu oksidacijskog stresa, antioksidacijskog sustava obrane
i elemenata u tragu. Preradeno; preuzeto iz izvornika: Curr Med Chem 2005;12:1161-1208

[59].

GSH -

reducirani glutation; GSSG - oksidirani glutation; NADP(H) - nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat; SOD -

superoksid-dismutaza; LO %alkoksilni radikal; LOO *peroksilni radikal.

Reakcije u kojima Zeljezo posreduje u stvaranju reaktivnih spojeva su:

1.

Stvaranje hidroksilnog radikala posredstvom anorganskog zeljeza — mehanizmom

Fentonove reakcije (zbirno Haber-Weisove reakcije):

Fe(III) + O, — Fe(Il) + O ili Fe(IIl) + AsK™ — Fe(II) + AsK* (askorbilni radikal)
Fe(1l) + H,O,— Fe(Il) + OH® + OH" (Fentonova reakcija)

0,° + H,0,— 0, + OH° + OH (Haber-Weisova reakcija)
Stvaranje radikala organskih molekula posredstvom anorganskog Zeljeza:
Fe(Il) + ROOH — Fe(IIl) + OH + RO°
Fe(IIT) + ROOH — Fe(Il) + H" + ROO°
RSH + OH° —» RS° + H,0

RSH + ROO°— RS° +ROOH

Stvaranje reaktivnih kisikovih metabolita posredstvom hemskog Zeljeza:
HEM-Fe(I1)-O; + H,0; &> HEM-Fe(I1V)-OH® + O, + OH
HEM-Fe(IV)-OH® + ROOH — HEM-Fe(IIlI) + ROO° + H,0;
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4. Izravna reakcija izmedu Zeljeza i vodikovog peroksida odnosno kisika:
Fe(I) + H,O,— Fe(I)-O° + H,0O
Fe(II) + O, [Fe(I)-0,—> Fe(I11)-0,°] — Fe(III) + O,

[ PROPAGACLIA ]

INICIJACIIA Fe*?

O

LOO LOOH Fo*?
Cu*'Fe*® + H;O,

i Fors

LH H oM C

H,O
LG
LH
LH+ R-CH,
ot AL .2 oo
ALKAN Lo ] KISELI
ALDEHID

Slika 1-13. Shema peroksidacije lipida posredstvom kationa metala. Preradeno; preuzeto iz
izvornika: J Nutr 2000;130 (5S Suppl.):1447-1454 [221].

LH-lipid; Le-lipidni radikal, LO°-alkoksilni radikal; LOO°-peroksilni radikal; LOOH-lipidni hidroperoksid.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Poremecaj homeostaze elemenata u tragovima, ponajprije, ne-transferinskog zeljeza i1 ne-
ceruloplazminskog bakra u bolesnika lije¢enih hemodijalizom je posljedica bubrezne bolesti,
hemodijalize, nadomjesnog lijeCenja (zeljezo, eritropoetin i dr.), pothranjenosti, upale i
anemije. Promjene statusa elemenata u tragovima se odrazavaju na porast oksidacijskog stresa
1 pridruzeni poremecaj sustava antioksidacijske obrane S§to rezultira razvojem brojnih
komplikacija u bolesnika lijeCenih hemodijalizom (ateroskleroza, pogorSanje anemije,
neucinkovitost antianemika, amiloidoza i dr.). Primjena antianemika moze usporiti
napredovanje bubreznog oSte¢enja uz posljedicno smanjenje rizika od srcanozilnih 1
mozdanozilnih bolesti pa se namecu brojna pitanja:

1. Ima li kroni¢na bubrezna bolest i/ili hemodijaliza znacajne ucinke na antioksidacijski i
mineralni status? Koji su ucinci upale, funkcionalnog nedostatka zeljeza i oksidacijskog
stresa?

2. Imaju li dijalizne membrane znacajni u¢inak na antioksidacijski i mineralni status?

3. Moze li primjena Ferrlecita i eritropoetina promijeniti meduodnose izmedu elemenata u
tragovima te kako se te promjene ocituju? Koji su dugoro¢ni ucinci primjene Ferrlecita i
eritropoetina na antioksidacijski 1 mineralni status?

4. Koji su kratkoro¢ni ucinci primjene infuzije Ferrlecita na pokazatelje statusa bakra i
zeljeza te na antioksidacijski status?

5. Postoji li povezanost izmedu aktivnosti antioksidacijskih enzima u eritrocitima i statusa
elemenata u tragovima u plazmi i eritrocitima?

6. Postoji li povezanost antioksidacijskog i mineralnog statusa s u¢inkovitos¢u antianemika?

7. Postoje i poveznice izmedu ne-transferinskog Zeljeza i ne-ceruloplazminskog bakra te
statusa zeljeza 1 bakra, odnosno upale, oksidacijskog stresa, antioksidacijskog i
mineralnog statusa, pothranjenosti i anemije u bolesnika lije¢enih hemodijalizom?

8. Imaju li opazene promjene klini¢ko znacenje?

Temeljem navedenih pitanja postavljeni su specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja:

1. Ispitati utjecaj hemodijalize i kroni¢ne bubrezne bolesti na aktivnost antioksidacijskih
enzima u serumu: paraoksonaza (PON), Cu,Zn-superoksid-dismutaza (SSOD) i glutation-
reduktaza (SGRd); odnosno u eritrocitima: Cu,Zn-superoksid-dismutaza (ESOD),
glutation-peroksidaza (EGPx), glutation-reduktaza (EGRd) 1 glukoza-6-fosfat-
dehidrogenaza (EG6PD).
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2. Ispitati utjecaj hemodijalize i kroni¢ne bubrezne bolesti na status elemenata u tragovima
(aluminij, krom, mangan, zeljezo, kobalt, nikal, bakar, cink, selen, molibden, kadmij i
olovo) u plazmi i eritrocitima, odnosno u krvi.

3. Ispitati znacajne dugoro¢ne ucinke intravenske primjene antianemika (Ferrlecit, Eprex i
Recormon) te dijaliznih membrana (celuloza-triacetatna i polisulfonska membrana) na
mineralni 1 antioksidacijski status.

4. Usporediti pokazatelje antioksidacijskog 1 mineralnog statusa neposredno nakon
intravenske primjene Ferrlecita uz procjenu utjecaja dijaliznih membrana.

5. Ispitati povezanost aktivnosti antioksidacijskih enzima u eritrocitima s pokazateljima
mineralnog statusa u plazmi i eritrocitima metodom postupne visestruke regresije uz
korekciju medusobnog utjecaja.

6. Ispitati povezanost pokazatelja neucinkovitosti (rezistencije) antianemika u lijecenju
anemije s pokazateljima mineralnog statusa u plazmi i eritrocitima, odnosno s enzimskim i
ne-enzimskim antioksidansima u plazmi i eritrocitima metodom postupne visestruke
regresije uz korekciju medusobnog utjecaja.

7. lIspitati izravnu povezanost izmedu oksidacijskog stresa, upale te lipidnog,
antioksidacijskog i mineralnog statusa.

8. Ispitati 1 razmotriti klinicko znacenje povezanosti specificne feroksidazne aktivnosti
ceruloplazmina s ne-transferinskim zeljezom 1 oksidacijskim stresom.

9. Na temelju rezultata istrazivanja razmotriti klinicke preporuke koje mogu doprinijeti
ucinkovitosti lijeCenja 1 sprjeCavanju Stetnih ucinaka ne-transferinskog Zzeljeza 1 ne-
ceruloplazminskog bakra, odnosno oksidacijskog stresa, upale i pothranjenosti u bolesnika
lijecenih hemodijalizom; primjerice, razmotriti opravdanost primjene nadomjeska selena,
cinka ili bakra u bolesnika u kojih je utvrden nedostatak elemenata u tragovima.

S obzirom na procjenu meduodnosa dvanaest elemenata u tragovima, procjenu
meduodnosa ne-enzimskih i enzimskih antioksidansa u plazmi i eritrocitima s odabranim
elementima u tragovima, rezultati ovog istrazivanja predstavljaju originalni doprinos
razjaSnjenju sloZzenih meduodnosa 1 izglednih meduutjecaja izmedu antioksidacijskog 1
mineralnog statusa te oksidacijskog stresa, upale i1 nutricijskog statusa u bolesnika lijeCenih
hemodijalizom. Rezultati ovog istrazivanja trebali bi poluditi klini¢ke preporuke za primjenu
antianemika kako bi se izbjegle nezeljene pojave pri lijeCenju te uz individualizaciju lijeCenja

postigli Zeljeni ucinci u lije€enju anemije i1 pridruzenih bolesti.

43



3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

U Odjelu za hemodijalizu u Klinickoj bolnici ,,Sestre milosrdnice™ u razdoblju provedbe
ovog istrazivanja, od 22. travnja do 18. lipnja 2009. godine, bolesnici su dijalizirani uz
uporabu celuloza-triacetatne membrane CTM (Baxter Helthcare Co., Deerfield, SAD) ili
polisulfonske membrane PSM (Fresenius, Lexington, SAD). U istrazivanje je uklju¢eno 103
bolesnika lijeCenih hemodijalizom (80 dijalizirano sa CTM-om i 23 dijalizirano sa PSM-om,;
od kojih 68 muskaraca i 35 Zena). Svi ispitanici podrobno su upoznati s ciljevima i svthom
istrazivanja te su potpisali informirani pristanak. Ispitanici koji su potpisali informirani
pristanak ujedno su odgovorili na pitanja iz Upitnika. Obrazac upitnika ispunio je lije¢nik
prema prikupljenim odgovorima i dostupnoj zdravstvenoj dokumentaciji. IstraZivanje je
odobreno od Etickog povjerenstva u Klini¢koj bolnici ,,Sestre milosrdnice” te Etickog
povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. 1z istrazivanja je
iskljuceno 9 ispitanika s obzirom na kriterije iskljucenja (dijagnosticirana zlo¢udna bolest,
primjena antineoplastika unatrag Sest mjeseci, bolesnici koji su prebaceni na peritonejsku
dijalizu, ispitanici koji su lijeCeni samo Ferrlecitom i koji su odbili potpisati informirani
pristanak) pa je u istrazivanje u konacnici uklju¢eno 103 bolesnika lijeCenih hemodijalizom
(80 dijalizirano sa CTM-om 1 23 dijalizirano sa PSM-om).

Od ukupno 103 bolesnika trinaest bolesnika nije primalo antianemike unatrag tri mjeseca.
Devedeset bolesnika je primalo eritropoetin (70 dijalizirano sa CTM-om 1 20 dijalizirano sa
PSM-om) od kojih je pedeset i dva ispitanika primalo Recormon® (Roche Diagnostics
GmbH; Mannheim, Njemacka) u infuziji, a trideset i osam bolesnika je primalo Eprex®
(CILAG AG, Schaffhausen, Svicarska) u infuziji.

Od devedeset bolesnika koji su primali eritropoetin (Eprex ili Recormon), trideset 1 sedam
bolesnika je primalo samo eritropoetin, dok je pedeset i tri bolesnika uz eritropoetin primalo
intravenski pripravak Zeljeza u infuziji Ferrlecit® (Aventis, Frankfurt na Majni, Njemacka)
unatrag tri mjeseca (39 dijalizirano sa CTM-om i 14 dijalizirano sa PSM-om). Od tih pedest 1
tri bolesnika samo je Cetrdeset i jedan bolesnik primio Ferrlecit tijekom hemodijalize pa je
tim bolesnicima uzet drugi uzorak krvi 5-10 minuta po primitku infuzije Ferrlecita.

Prvi uzorak krvi je uzorkovan svim ispitanicima prije pocetka hemodijalize. U prvom
uzorku ucinjene su sve pretrage navedene u Prilogu, a u drugom uzorku ucinjene su odabrane

pretrage (posebno obiljezene u Prilogu) kako bi se procijenili kratkoro¢ni ucinci primjene
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Ferrlecita na status bakra i Zeljeza te na antioksidacijski status. Po svrSetku postupka

hemodijalize krv je ponovno uzorkovana svim ispitanicima radi odredivanja ureje nakon

hemodijalize i izracuna pokazatelja uc¢inkovitosti dijalize (tab. 4-1 i sl. 3-1).

Bolesnici na dugoro¢nom lijecenju
hemodijalizom u KBSM Odjel za
dijalizu koji su planirani za sudjelovanje
u istrazivanju (n=112)

v

Bolesnici koji su pristupili upoznavanju
s pojedinostima o istrazivanju - cilj,
svrha i klini¢ki doprinos

Kriterij iskljucivanja
Lijecenje citostaticima
unatrag pola godine
ili drugi razlozi?

Ispitanici iskljuceni iz
istrazivanja (n=9)

Potpisivanje
PISANE
PRIVOLE?

Ispitanici koji su odbili sudjelovanje u
istraZivanju (n=0)

UZORKOVANJE KRVI
PRIJE HD

Prvi dio:

|

o redovitog klini¢keg protokola
e istrazivackog protokola

!

PODVRGAVANJE POSTUPKU
HEMODIJALIZE

NE (n=62)

Infuzija
Ferrlecita?

A\ 4

UZORKOVANJE KRVI
POSLIJE HD

redovitog klinickog protokola

=
INFUZIJA SA SADRZAJEM B0
ZELJEZA TIJEKOM 60 min QE
v
KONTROLNO UZORKOVANJE
KRVI/ TIJEKOM HD
Drugi dio:
istrazivackog protokola
5-10 minuta po istjecanju infuzije
—

Slika 3-1. Postupnik s ispitanicima (dijagram toka).

v

DOSTAVA UZORAKA KRVI U LABORATORIJ

|
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3.2. Prikupljanje, obrada i pohrana uzoraka

Krv je prikupljena u odgovaraju¢e spremnike s podtlakom (Becton-Dickinson and
Company, Franklin Lakes, SAD):

1. uzorci krvi za odredivanje hematoloskih pretraga uzeti su u spremnike uz
antikoagulans KbobEDTA (Whole blood/Plasma tubes);

2. uzorci krvi iz kojih je odijeljen serum za biokemijske pretrage uzeti su u spremnike sa
separacijskim gelom (Gel separation tubes);

3. uzorci krvi za odredivanje elemenata u tragovima uzeti su u spremnike s posebnim

stupnjem ¢istoce na sadrzaj metala uz antikoagulans Ko,EDTA (7Trace element tubes).

3.2.1. Odjeljivanje seruma i plazme

Uzorci krvi u BD Vacuteiner spremnicima za serum i plazmu su centrifugirani 10 minuta
pri brzini vrtnje 4000 okretaja u minuti. Nakon centrifugiranja plazma ili serum su odijeljeni u
Eppendorf spremnike (2 mL) i pohranjeni u ledenicu na -20°C za naknadnu analizu elemenata
u tragovima i za specijalne biokemijske pretrage, a u ostatnom serumu nad gelom ucinjene su

rutinske biokemijske pretrage na dan uzorkovanja krvi.

3.2.2. Priprava hemolizata eritrocita

Nakon odjeljivanja 2 mL plazme za analizu elemenata u tragovima ostatak plazme u BD
Vacuteiner spremnicima i povrSinski sloj stanica su uklonjeni sustavom za odsisavanje
(vakuumskom sisaljkom). Na ostatni talog stanica je dodano 6 mL fizioloske otopine
natrijevog klorida - Baxter Saline 0.9% 500ml, Sodium Chloride, IV Bag Injection (Baxter,
Deerfield, SAD) nakon Cega je sadrZaj epruvete promijesan i ponovno centrifugiran 10 minuta
pri brzini vrtnje 4000 okretaja u minuti. Nakon centrifugiranja nadsloj otopine s povrSinskim
slojem stanica uklonjen je pomocu vakuumske sisaljke, a postupak izolacije eritrocita
izotonicnom fizioloSkom otopinom natrijevog klorida ponovljen je jo§ dva puta. Nakon
posljednjeg ispiranja otopina nad talogom eritrocita je uklonjena odsisavanjem. Oprani
eritrociti su pohranjeni u ledenicu na -80°C za odredivanje antioksidacijskih enzima i
elemenata u tragovima u eritrocitima. Na dan odredivanja kataliticke aktivnosti
antioksidacijskih enzima uzorci hemolizata su odmrznuti na sobnoj temperaturi te su
promijesani na vibracijskoj mijesalici nakon ¢ega su centrifugirani 5 minuta pri brzini vrtnje

4000 okretaja u minuti.
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3.3. Metode

3.3.1. Izracun antropometrijskih pokazatelja, procjena nedostatka Zeljeza, odnosno
kvantifikacija konzumacije alkoholnih pic¢a

Antropometrijski pokazatelji: povrsina tijela (PT), indeks tjelesne mase (BMI), bazalne
metabolicke energijske potrebe (REE), bazalne metabolicke energijske potrebe po kilogramu
nemasne tjelesne mase (REE/kg), procijenjena masa ukupne vode u tijelu (TBW),
procijenjena nemasna tjelesna masa (LBM), procijenjena masa visceralnih organa (VOM),
masa visceralnih organa po kilogramu tjelesne mase (VOM/kg) izra¢unani su standardnim
postupkom [8,29,225-228].

Potrebe za nadomjeskom Zeljeza (PoFe) izraCunane su s obzirom na koncentraciju
hemoglobina (Hb) i tjelesnu masu bolesnika (TM) uz uporabu jednadzbe PoFe = 0,3%(150-
Hb)<TM [229], dok je kvantifikacija konzumacije alkoholnih pi¢a procijenjena pomocu
ekvivalenata alkoholnih pica (1 pi¢e = 0,5L piva; 0,2 L vina; 0,033 L Zestokog pica).

3.3.2. Odredivanje hematoloskih i biokemijskih pokazatelja

Rutinski klinic¢ki biokemijski pokazatelji (Prilog) odredivani su standardnim optimiranim i
verificiranim analitickim metodama na biokemijskom analizatoru Olympus AU2700
(Olympus Co Ltd., Tokyo, Japan) u akreditiranom medicinsko-biokemijskom laboratoriju
(prema Europskoj normi HRN EN ISO 15189) rabe¢i preporucene metode u suglasju s
preporukama Hrvatske komore medicinskih biokemicara iz dokumenta o harmonizaciji
analitickih metoda: Harmonizacija laboratorijskih nalaza u podrucju opée medicinske
biokemije [230] i Harmonizacija specijalistickih 1 visokodiferentnih pretraga iz podrucja
medicinske biokemije, laboratorijske imunologije i analiticke toksikologije [231]. Kapilarna
elektroforeza serumskih proteina ucinjena je na analitickom sustavu za kapilarnu
elektroforezu proteina CAPILLARYS™ 2 (Sebia Inc., Norcross, SAD).

Kataliticka aktivnost SOD-a, GPx-a, GRd-a, G6PD-a [110,115,232] i PON-a [233],
odnosno feroksidazna aktivnost ceruloplazmina (CPa) [234] te koncentracija ne-
transferinskog zeljeza (INTFe) i proteinskih karbonila (PK) odredivane su spektrofotometrijski
uz prilagodbu predanalitickog postupka, odnosno racunalnog programa za razliCite vrste
uzoraka, na biokemijskim analizatorima Olympus AU640 (Olympus Co Ltd., Tokyo, Japan) i
Architect ¢c8000 (Abbott Laboratories Ltd., Illinois, SAD). Koncentracija feritina odredivana

je kemiluminiscentnom metodom s magnetnim c¢esticama na imunokemijskom analizatoru

47



Architect 12000sg (Abbott Laboratories Ltd., Illinois, SAD) uz referentni interval preuzet iz
literaturnog izvora [235].

Op¢i 1 specijalni hematoloski pokazatelji (Prilog) odredivani su iz uzorka pune krvi na
hematoloskom analizatoru Beckman Coulter LH-750 (Beckman Coulter Inc., Brea, SAD).

Elementi u tragovima (aluminij, krom, mangan, zeljezo, kobalt, nikal, bakar, cink, selen,
molibden, kadmij i olovo) u krvnoj plazmi i eritrocitima odredeni su metodom masene
spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (engl: Inductively coupled plasma mass
spectrometry;, ICP-MS) na ICP-MS Agilent 7500cx (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka), odnosno koncentracija magnezija i bakra u serumu odredena je metodom atomske
apsorpcijske spektrofotometrije (engl. Atomic absorption spectrophotometry; AAS) na AAS
SpectrAA-10 (Varian Inc., Zug, Svicerska).

3.3.3. Odredivanje pokazatelja oksidacijskog stresa, antioksidacijskog sustava obrane te
pokazatelja statusa elemenata u tragovima

Odredivanje feroksidazne aktivnosti ceruloplazmina

Feroksidazna aktivnost ceruroplazmina u serumu je odredena spektrofotometrijskom
metodom kineticCkog mjerenja. Kationi dvovalentnog Zeljeza iz reakcijske smjese
posredstvom ceruloplazmina se oksidiraju u trovalentno Zeljezo. Ostatno dvovalentno Zeljezo
reagira s kromogenom (ferozinom) pa se oksidacijom dvovalentnog Zeljeza u prisutnosti
ceruloplazmina opaza pad apsorbancije pri valnoj duljini 700 nm koji je razmjeran
feroksidaznoj aktivnosti ceruloplazmina. Oksidacija 1 umol/min dvovalentnog zeljeza
odgovara jednoj jedinici feroksidazne kataliticke aktivnosti ceruloplazmina. Metoda i

referentni intervali su preuzeti iz literaturnog izvora [234].

Odredivanje kataliticke aktivnosti SOD-a (SSOD,, i ESOD)

Kataliticka aktivnost SOD-a u eritrocitima (ESOD) 1 serumu (ukupna aktivnost, SSOD,
kao 1 aktivnosti nakon inhibicije s KCN, SSODcy) odredena je spektrofotometrijski,
uporabom komercijalno dostupnog analitickog reagensa RANSOD (Randox Laboratories
Ltd., Crumlin, UK) uz provedbu kontrolnog postupka rabeé¢i komercijalno dostupni kontrolni
materijal RANSOD Control (Randox Laboratories 1.td., Crumlin, UK).

Superoksid-dismutaza je enzim koji katalizira reakciju disproporcioniranja superoksidnog
radikala u kojoj se superoksidni radikal istodobno oksidira i reducira. Superoksidni radikal se
stvara tijekom oksidacije ksantina u reakciji koju katalizira ksantin-oksidaza. Stvoreni

superoksidni radikal (supstrat) je dostupan za redukciju kompleksnog spoja INT-a (2-(4-
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jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolijev  klorid) ili za kompeticijsku reakciju
disproporcioniranja kataliziranu SOD-om.

SOD iz uzorka posljedi¢no usporava redukciju INT-a u crveno obojani spoj (formazon) pa
je promjena apsorbancije pri valnoj duljini od 505 nm obrnuto razmjerna katalitickoj
aktivnosti SOD-a u uzorku. Jedinica kataliticke aktivnosti SOD-a predstavlja kataliticku
aktivnost SOD-a kojom se postize 50%-tna inhibicija redukcije INT-a u reakcijskoj smjesi.
Referentni interval za katalitiCku aktivnost SOD-a u eritrocitima je preuzet od proizvodaca,
dok je referentni interval za kataliticku aktivnost SOD-a u serumu preuzet iz literaturnog

izvora [232].

Odredivanje kataliticke aktivnosti SSODcy nakon inhibicije kalijevim cijanidom

Za odredivanje kataliticke aktivnosti SSOD¢y u serumu (kataliticka aktivnost superoksid-
dismutaze rezistentne na inhibiciju cijanidom; SOD koja ne potje¢e od Cu,Zn-SOD) uzorak
se prethodno podvrgava djelovanju inhibitora (kalijev cijanid). U 200 pL seruma se doda 10
pL 1 M otopine kalijevog cijanida i snazno se promijesa (Merk, Darmstadt, Njemacka) te
ostavi 60 minuta da odstoji na sobnoj temperaturi kako bi se postigla inhibicija Cu,Zn-SOD-a
(SSOD) [99]. Biokemijski analizator za odredivanje kataliticke aktivnosti superoksid-
dismutaze u uzorcima seruma se kalibrira istim kalibratorima kao i1 za odredivanje SOD-a u
eritrocitima, medutim, uz odgovarajucu prilagodbu analitickog programa na analizatoru.
Kataliticka aktivnost bakar, cink-superoksid-dismutaze u serumu (SSOD) je izracunana

pomocu jednadzbe: SSOD = SODyy - SODc.

Odredivanje katalitiCke aktivnosti GPx-a

Metoda za odredivanje kataliticke aktivnosti GPx-a u eritrocitima se temelji na redukciji
kumenovog hidroperoksida posredstvom GPx-a iz uzorka uz istodobnu oksidaciju glutationa.
Oksidirani glutation se reducira posredstvom GRd-a uz istodobnu oksidaciju koenzima
NADPH u NADP'. Pad apsorbancije pri valnoj duljini 340 nm je razmjeran kataliti¢koj
aktivnosti GPx-a. Kataliticka aktivnost GPx-a je odredena spektrofotometrijskom metodom
uporabom komercijalno dostupnog analitickog reagensa RANSEL (Randox Laboratories
Ltd., Crumlin, UK) uz provedbu kontrolnog postupka rabe¢i komercijalno dostupni kontrolni
materijal RANSEL Control (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK). Referentni interval je

preuzet iz literaturnog izvora [236].
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Odredivanje katalitiCke aktivnosti GRd-a

Metoda za odredivanje katalitiC¢ke aktivnosti GRd-a se temelji na redukciji oksidiranog
glutationa (GSSG) posredstvom GRd-a iz uzorka pri ¢emu se koenzim NADPH oksidira u
NADP'. Pad apsorbancije pri valnoj duljini 340 nm je razmjeran kataliti¢koj aktivnosti GRd-
a. Kataliticka aktivnost GRd-a je odredena spektrofotometrijskom metodom uporabom
komercijalno dostupnog analitickog reagensa Glutathione reductase (Randox Laboratories
Ltd., Crumlin, UK) uz provedbu kontrolnog postupka rabe¢i komercijalno dostupni kontrolni
materijal Glutathion Reductase Control (Randox Laboratories 1td., Crumlin, UK).

Referentni interval je preuzet od proizvodaca reagensa.

Odredivanje kataliticke aktivnosti G6PD-a

Metoda za odredivanje kataliticke aktivnosti G6PD-a se temelji na oksidaciji glukoza-6-
fosfata posredstvom G6PD-a iz uzorka pri ¢emu se koenzim NADP" reducira u NADPH.
Porast apsorbancije pri valnoj duljini 340 nm je razmjeran katalitickoj aktivnosti G6PD-a.
Kataliticka aktivnost G6PD-a je odredena je spektrofotometrijskom metodom uporabom
komercijalno dostupnog analitiCkog reagensa G6PD (Randox Laboratories Ltd., Crumlin,
UK) uz provedbu kontrolnog postupka rabe¢i komercijalno dostupni kontrolni materijal
G6PDH Control Normal (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK). Referentni interval je

preuzet od proizvodaca reagensa.

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti PON1

PONI posreduje u katalitickoj hidrolizi paraoksona pri ¢emu se stvara p-nitrofenol ¢ija se
koncentracija odreduje spektrofotometrijski. KatalitiCka aktivnost PONI uz dodatak
natrijevog klorida predstavlja Na-stimuliranu kataliticku aktivnost PONI [110,115].
Kataliticka aktivnost PONI je odredena spektrofotometrijskom metodom uz uporabu
priredenih reagensa sa sintetskim supstratom O,O-dietil-O-p-nitro-fenilfosfatom (Sigma
Chemical Co, Aldriht, Njemacka). Aktivnost PONI je izraCunana s obzirom na poznatu
vrijednost apsorpcijskog koeficijenta kona¢nog produkta (p-nitrofenola) pri valnoj duljini 410

nm. Metoda i referentni interval su preuzeti iz literaturnih izvora [110,115].

Odredivanje koncentracije proteinskih karbonila

Koncentracija proteinskih karbonila u serumu (PK) odredena je spektrofotometrijski uz
uporabu 2.4-dinitrofenilhidrazina koji reagira s karbonilnim skupinama pri ¢emu se stvara
obojani spoj (tab. 3-1). Oduzimanjem apsorbancije slijepe probe uzorka izraCunava se
koncentracija proteinskih karbonila s obzirom na poznatu vrijednost apsorpcijskog
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koeficijenta obojanog produkta pri valnoj duljini 380 nm (21 mM'cm™). Porast apsorbancije
je razmjeran koncentraciji proteinskih karbonila, a koli¢ina proteinskih karbonila se izrazava
u odnosu na koli¢inu ukupnih proteina koja se odreduje u istom uzorku. Metoda 1 referentni

interval su preuzeti iz literaturnih izvora [233,237,238].

Priprava radnih otopina:

e 2 M HCI: klorovodi¢na kiselina 30% (MERCK, Darmstadt, Njemacka);

e 20 mM DNPH /2 M HCI. 2,4-dinitrofenilhidrazin (MERCK, Darmstadt, Njemacka);
uz postupno zagrijavanje u 2 M HCI se otopi odvaga 2,4-DNPH uz neprestano mije$anje na
magnetskoj mijesalici. Nakon otapanja 2,4-DNPH otopina se filtrira preko filtar papira.
Otopina se ¢uva u tamnoj boci na sobnoj temperaturi.

o TCA 10% (w/v): trikloroctena kiselina (MERCK, Darmstadt, Njemacka); priredi se
10% otopina u redestiliranoj vodi.

e EtOH/EtAc 1:1 (v/v): apsolutni etanol / etilni acetat za tekucinsku kromatografiju
(MERK, Darmstadt, Njemacka); pomijeSaju se isti volumeni etilnog alkohola i etilnog
acetata. Smjesa se pripravlja na dan analize.

e 20 mM KH,PO, (pH=2,3): odvaga kalijevog dihidrogenfosfata (Kemika, Zagreb,
Hrvatska) se otopi u redestiliranoj vodi.

e 6 M GxHCI/ 20 mM KH,POy; gvanidinski hidroklorid (Serva, New York, SAD); u
pripravljenoj otopini 20 mM KH,PO, se otopi odvaga gvanidinskog hidroklorida uz

neprestano mijesanje na magnetskoj mijesalici.
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Tablica 3-1. Postupak odredivanja proteinskih karbonila

Slijepa proba

Sastavnica reakcijske smjese Proba uzorka
uzorka

Oznaditi epruvetice (Eppendorf epruvetice s konusnim dnom 1,5 mL) i pipetirati sastavnice
reakcijske smjese prema redoslijedu.

Redestilirana voda (L) 500 500
UZORAK: serum (pL) 10 10
2 M HCI (uL) | 200
20 mM DNPH /2 M HCI (uL) 200

Stalak s epruveticama povremeno se protrese i drzi na tamnom mjestu 60 minuta.

TCA 10%(w/v) (uL) 500 500

Nakon dodavanja TCA sadrzaj epruvetice se snazno protrese na vibracijskoj mijesalici i potom
istalozi centrifugiranjem 5 minuta na 11000xg . Nadsloj nad talogom se ukloni vakuumskom
sisaljkom.

Na zaostali talog se pipetira:
EtOH/EtAc 1:1 (vv) (uL) 1000 1000

Talog se razbije pomocu staklenog Stapica i sadrzaj epruvetice se snazno protrese na vibracijskoj
mijesalici te potom istalozi centrifugiranjem 5 minuta na 11000xg . Nadsloj nad talogom se

ukloni vakuumskom sisaljkom. Postupak se ponovi tri puta.

Na zaostali talog se pipetira:
6 M GxHCI /20 mM KH>PO,(uL) 750 750

Pomodu staklenog Stapiéa talog se razbije i daljnjim mijeSanjem (30 minuta na tamnom mjestu)
talog se otopi. Epruvetice se potom centrifugiraju 5 minuta na 11 000xg.

Sva mjerenja je potrebno je uciniti u triplikatu uz slijepu reagensa (6 M GxHCI / 20 mM
KH,PO,) pri valnoj duljini 380 nm (molarni apsorpcijski koeficijent = 21 mM"'cm™), a
koncentracija proteinskih karbonila se izracunava oduzimanjem slijepe probe uzorka te se
izrazava na miligram proteina.

EtOH - etanol; EtAc - etilni acetat;DNPH - 2,4-dinitrofenilhidrazin; TCA - trikloroctena kiselina; HCI -
klorovodi¢na kiselina; KH2PO4 - kalijev dihidrogenfosfat; GxHCI - gvanidinski hidroklorid

Odredivanje koncentracije ukupnog i trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza

Spektrofotometrijsko odredivanje ne-transferinskog Zeljeza u serumu bolesnika lije€enih
intravenskim pripravcima zeljeza uz uporabu UIBC reagensa opisali su Seligman i suradnici
[239,240].

Za odredivanje koncentracije ne-transferinskog zeljeza (trovalentnog NTFe(IIl) i ukupnog
ne-transferinskog zeljeza NTFe) rabljen je reagens IRON/UIBC (Randox Laboratories 1.td.,
Crumlin, UK)) uz prilagodbu racunalnog programa na biokemijskom analizatoru te kalibraciju
s kalibratorom koji se isporucuje u pakiranju zajedno s reagensom. U reakcijskoj smjesi
slobodno (ne-transferinsko) Zeljezo reagira s kromogenom (ferenom), a porast apsorbancije

pri valnoj duljini 600 nm je razmjeran koncentraciji ne-transferinskog Zeljeza. Koncentracija
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dvovalentnog ne-transferinskog zeljeza NTFe(Il) izraCunana je uvrStavanjem izmjerenih

koncentracija NTFe i NTFe(IIl) u matematicku jednadzbu NTFe(Il) = NTFe — NTFe(Ill).

Odredivanje koncentracije elemenata u tragovima u plazmi i eritrocitima

Koncentracija elemenata u tragovima (aluminij, krom, mangan, Zeljezo, kobalt, nikal,
bakar, cink, selen, molibden, kadmij i olovo) u uzorcima plazme i eritrocita je odredena
metodom masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (JCP-MS) na analizatoru
Agilent 7500cx s kolizijskom komorom (Agilent Technologies, Njemacka).

Uzorci plazme za analizu razrijedeni su 20 puta, a uzorci eritrocita 50 puta s otopinom
sljede¢eg sastava: 0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA 1 0,07% (v/v) Triton X-100 u
ultracistoj vodi (18 MQ cm; Ultra Pure System GenPure; TKA, Njemacka). Za kalibraciju je
rabljena metoda adicije multielementnih radnih standarda u plazmu, odnosno u eritrocite.
Radni standardi su pripravljeni u odgovaraju¢im razrjedenjima pojedinacnih osnovnih
standarda metala i polumetala (PlasmaCAL, SCP Science, Kanada). U svrhu provjere
preciznosti 1 tocnosti metode uporabljeni su referentni uzorci seruma i1 plazme ClinChek
Controls Level I i II (RECIPE Chemicals, Njemacka) te uzorci seruma Seronorm™ Trace
Elements Serum (Sero AS, Norveska) s potvrdenim koncentracijama odredivanih metala.

Referentni intervali za elemente u tragovima su preuzeti iz dokumenta SZO [157].

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je ucinjena uz uporabu Statistica version 7 (StatSoft Inc.,
Tulsa, SAD) racunalnog programa. S obzirom na razdiobu i/ili osobitosti podataka rabljene su
parametrijske ili neparametrijske statistiCke analize za izracun i izrazavanje rezultata. Razina
znacajnosti za prihvacanje ili odbacivanje statisticke hipoteze za sve rabljene statisticke

metode iznosi < 0,05.

Opisni podaci za skupine i podskupine

Normalnost razdiobe podataka je ispitana Kolmogorov-Smirinovljevim testom (P < 0,05
podaci znacajno odstupaju od normalne razdiobe). Opisni statisticki parametri za podatke s
normalnom razdiobom su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija, a opisni
statisticki parametri za podatke koji odstupaju od normalne razdiobe su prikazani kao medijan

1 interkvartilni raspon.
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Usporedba izmedu podskupina (nezavisni uzorci)

Statistickom metodom ANOVA (engl. One-Way Analysis of Variance; jednosmjerna
ANOVA) ispitana je znacajnost razlike varijabli izmedu vise od dvije podskupine, odnosno
post hoc (sekundarnom) statistiCkom analizom ispitana je znacajnost razlike izmedu
pojedinacnih podskupina. Za sekundarnu usporedbu izmedu podskupina u kojih je opazena
nehomogenost varijance (Levenov test; P < 0,05) odabran je neparametrijski test (Newman-
Keulsov test), odnosno u slu¢aju homogenosti varijance (Levenov test; P > 0,05) za
usporedbu izmedu podskupina odabran je parametrijski test (LSD Fisherov test).

Znacajnost razlike (P < 0,05) varijabli izmedu dviju podskupina ispitana je parametrijskim
(t-test) ili neparametrijskim (Mann-Whitney U test) statistiCkim testom. Mjerodavni statisticki
test za ispitivanje razlike izmedu skupina odabran je s obzirom na normalnost razdiobe
podataka (Kolmogorov-Smirnov test) i homogenost varijance (Leveneov test). Za podatke
koji imaju normalnu razdiobu i homogenu varijancu odabran je parametrijski t-test. Medutim,

ako jedan od uvjeta nije ispunjen odabran je neparametrijski Mann-Whitneyev U test.

Usporedba parnih podataka (zavisni uzoreci)
Znacajnost razlike (P < 0,05) varijabli izmedu prvog i drugog uzorkovanja ispitana je

parametrijskim (t-parni test) ili neparametrijskim (Wilcoksonov parni test).

Statisticka povezanost

Statisticka povezanost izmedu odabranih varijabli ispitana je izraCunom Pearsonovog rp
(barem jedna varijabla ima normalnu raspodjelu podataka) ili Spearmanovog koeficijenta
korelacije rg(obje varijable znacajno odstupaju od normalne razdiobe podataka).

Nadalje, viSestruka povezanost ispitana je postupnom visestrukom regresijskom analizom.
Metodom postupne visestruke regresijske analize ispitana je znacajnost utjecaja i/ili
meduutjecaja regresora (nezavisnih varijabli) u procjeni regresanda (zavisna varijabla).
Odstupa li razdioba podataka znacajno od normalne razdiobe izvorni podaci su logaritmirani

kako bi podaci poprimili normalnu razdiobu.
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4. REZULTATI

4.1. Opisni statisticki pokazatelji za ispitivane parametre u 103 bolesnika

lijeCenih hemodijalizom

U tablicama su prikazani opisni statisticki pokazatelji za ispitivanu skupinu 103 bolesnika

lije¢enih hemodijalizom (tab. 4-1 do 4-8). Usporedbom statisti¢ckih pokazatelja 103 bolesnika

lijeCenih hemodijalizom 1 referentnih intervala [110,115,157,230-238] opazeni su znacajni

otkloni parametara koji su obiljeZeni strelicama (1 poviSeno; | snizeno) (tab. 4-1 do 4-7).

Tablica 4-1. Opisni pokazatelji za skupinu 103 bolesnika lije€enih hemodijalizom

naziv varijable

kratica (jedinica)

srednja vrijednost * standardna devijacija
medijan (interkvartilni raspon)*

Dob

Spol

Tjelesna masa
Povrsina tijela
Indeks tjelesne mase

Bazalne metaboli¢ke energijske potrebe

Bazalne metaboli¢ke potrebe po kilogramu
nemasne tjelesne mase

Procijenjena masa ukupne vode u tijelu
Procijenjena nemasna tjelesna masa
Procijenjena masa visceralnih organa
Masa visceralnih organa po kg TM
Potrebe za nadomjeskom Zeljeza

Navika aktivhog pusenja

Navika pasivnog pusenja

Konzumacija alkoholnih pi¢a

Razdoblje od dijagnoze bubreznog zatajenja
Razdoblje od pocetka hemodijalize
Tjedno vrijeme podvrgavanja hemodijalizi
Vrsta hemodijalizne membrane

Primjena eritropoetina u lijeCenju anemije
Primjena Ferrlecita

Isporu¢ena doza HD (kinetika ureje)

Isporuéena doza HD (postotak snizenja ureje)

Dob (g)
Spol (m/z)
TM (kg)

PT (m?)
BMI (kg/m?)
REE (kJ)
REE/kg (kJ/kg)
TBW (kg)
LBM (kg)
VOM (kg)
VOM/kg
PoFe (mg)
AkP

PaP

KAP (pice)
RDBZ (g)
RHD (9)
THD (h)
MHD (CTM/PSM)
EPO

FER

KtV

URR (%)

63,6 + 12,0
68/35
71,1+ 16,3
1,85 £ 0,26
23,6 +4,0
6133 + 1059
120,2+9,3
39,4176
51,4+ 94
34+04
0,050 £ 0,007
901 + 326
16/103
11/103
0(0-15)
64
3(1-7)
12 (12 - 12)*
80/23
90/103
53/103
1,12 £0,17
66,0+ 5,7

Oznaka ,** - podaci znac¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
CTM - Celuloza-triacetatne membrane; PSM - polisulfonske membrane; HD - hemodijaliza.
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Antropometrijski pokazatelji, primjerice ukupna masa vode u tijelu (T7BW), nemasna
tjelesna masa (LBM), odnosno indeks tjelesne mase (BMI) se rabe u procijeni opéeg
zdravstvenog stanja i uhranjenosti, procijeni rizika od razvoja komplikacija te u planiranju
postupaka lijeCenja u bubreznih bolesnika na hemodijalizi (tab. 4-1). U ispitivanoj skupini

bolesnika je 13,5% pothranjenih bolesnika (BMI < 20 kg/m?).

Tablica 4-2. Biokemijski pokazatelji u103 bolesnika lije€enih hemodijalizom

srednja vrijednost * standardna devijacija

naziv varijable kratica (jedinica) medijan (interkvartilni raspon)*
as-mikroglobulin aimG (mg/L) 1340 £ 89
B2-mikroglobulin P2mG (mg/L) 127,0+£8,9
Ureja Ur (mmol/L) 122,0+54
Kreatinin Krea (umol/L) 1764 + 206
Urati Urat (umol/L) 347 + 64
Glukoza Glu (mmol/L) 5,3 (4,7 -6,5)*
Hemoglobin A, HbA1c (%) 4,3 (3,9 —4,8)*
Ukupni bilirubin Ubil (umol/L) 9,2 (7,7-11,1)
Konjugirani bilirubin Kbil (umol/L) 1,2(0,9-1,7)*
Aspartat-aminotransferaza AST (U/L) 14 (11 -17)*
Alanin-aminotransferaza ALT (U/L) 12 (9 -18)*
Laktat-dehidrogenaza LD (U/L) 171 (157 — 201)*
Alkalna fosfataza ALP (U/L) 73 (52 —94)*
y-glutamiltransferaza GGT (U/L) 24 (15 - 48)*
Pseudokolinesteraza KEs (U/L) 14746 + 1098
Ukupni proteini PRO (g/L) 67 £6
Albumin ALB (g/L) 1384
FL)Jr<10|:)eianlitirl;lr:‘n|na u ukupnim serumskim A (%) 156,9 (53,1 — 60,2)*
Udio _oc1_-globulina u ukupnim serumskim at (%) 149+13
proteinima
Udio fx%-globulina u ukupnim serumskim a2 (%) 110,5 £ 2,1
proteinima
Udio ‘B-‘globulina u ukupnim serumskim B (%) 10,5+ 1,5
proteinima
;erolsaiq;%]c;bulma u ukupnim serumskim v (%) 17,7+46
Ukupni kalcij u serumu SCa (mmol/L) 2,33+0,16
Ukupni magnezij u serumu SMg (mmol/L) 1,04 £0,17
Natrij u serumu SNa (mmol/L) 137 +£3
Kalij u serumu SK (mmol/L) 15,5+0,8
Kloridi u serumu SCI (mmol/L) 1035
Anorganski fosfati u serumu SP (mmol/L) 11,69+0,44
Umnozak koncentracija kalcija i CaxPO, (mmol2/L2) 4,0+11

anorganskih fosfata

Oznaka ,* - podaci zna¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je manji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veéi od gornje granice referentnog intervala.
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Uz primjerenu ucinkovitost hemodijalize (URR > 65%) opazen je viSestruki porast
srednjaka koncentracija a;mG, [mG, ureje i kreatinina (tab. 4-2). Nadalje, u ispitanika je
povecana pojavnost: hipoalbuminemije (71,2%), hiperkalijemije (55,3%), hiperfosfatemije

(75,7%), hipermagnezijemije (44,7%), hiperuricemije (28,1%) te hiponatrijemije (34,0%).

Tablica 4-3. HematoloSki pokazatelji u 103 bolesnika lijec¢enih hemodijalizom

srednja vrijednost * standardna devijacija

naziv varijable kratica (jedinica) medijan (interkvartilni raspon)*
Leukociti Lkc (x10°/L) 6,2 (5,5-7,5)"
Udio neutrofila Neut (%) 65,3 +9,2
Udio limfocita Limfo (%) 20975
Udio monocita Mono (%) 9,7+29
Udio eozinofila Eoz (%) 2,7(1,9-41)
Udio bazofila Bazo (%) 0,5(0,3-0,7)*
Eritrociti Erc (x10"/L) 13,53+0,46
Hemoglobin Hgb (g/L) 1108 £12
Hematokrit Hct 10,332 £ 0,036
Prosjecni volumen eritrocita MCYV (fL) 94,3+6,0
Prosjeéna koli¢ina hemoglobina u eritrocita MCH (pg) 30,7 £2,2
Prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima MCHC (g/L) 3257
Raspodjela eritrocita po volumenu RDW (%) 15,9+1,7
Udio retikulocita Ret (%) 1,38 £ 0,52
Prosjeéni volumen retikulocita MRV (fL) 114,9+ 8,3
Indeks nezrelosti retikulocita IRF 0,33 £ 0,06
Prosjecni sferoidni volumen eritrocita MSCYV (fL) 915+6,4
Udio retikulocita s visokim rasapom laserske svjetlosti HLR (%) 0,43 (0,30 — 0,54)*
Udio hipokromnih eritrocita LHCC (%) 1 10,5 (6,7 — 16,3)*
Trombociti Tre (x10%/L) 206 (164 — 261)*
Prosjeéni volumen trombocita MPV (fL) 8,0+0,9
Raspodijela trombocita po volumenu PDW (%) 16,7 (16,4 — 17,0)*
Omijer izmedu sferoidnog i nativnog volumena eritrocita ~ MSCV/MCV 0,97 + 0,04

Tumacd kratica koje su izravne izvedenice iz naziva na engleskom jeziku: Hct: Hematocrit; MCV: Mean Cell
Volume; MCH: Mean Cell Hemoglobin;, MCHC: Mean Cell Hemoglobin Concentration; RDW: Cell Distribution
Width;, MRV: Mean Reticulocyte Volume; IRF: Immature Reticulocyte Fraction; MSCV: Mean Sphered Cell
volume; HLR%: High Light Scatter Reticulocite ; LHCC%: Low Hemoglobin Concentration Cell Percentage; MPV:
Mean Platelet Volume; PDW: Platelet Distribution Width.

Oznaka ,* - podaci zna¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je manji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veéi od gornje granice referentnog intervala.

Smanjene vrijednosti hematoloskih pokazatelja (Erc, Hgb, Hct) upucuju na anemiju, a
povecani udio hipokromnih eritrocita (LHCC) upucuje na funkcionalni nedostatak zZeljeza u

ispitanika (tab. 4-3).
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Tablica 4-4. Pokazatelji statusa bakra i Zeljeza u serumu u 103 bolesnika lijeCenih

hemodijalizom

naziv varijable

kratica (jedinica)

srednja vrijednost * standardna devijacija
medijan (interkvartilni raspon)*

Pokazatelji statusa bakra

Bakar u serumu SCu (umol/L) 17,5+ 3,7
Feroksidazna aktivnost ceruloplazmina CPa (U/L) 469 + 119
Ceruloplazmin CPm (g/L) 0,261 + 0,075
Omijer aktivnosti i koncentracije ceruloplazmina ~ SCP (U/g) 1823 + 245
Ne-ceruloplazminski bakar u serumu SCus (umol/L) 52+1,6
Omijer izmedu bakra i ceruloplazmina SCu/CPm (umol/g) 68,479
Pokazatelji statusa Zeljeza

Zeljezo u serumu SFe (umol/L) 110,7+5,8
Nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza UIBC (umol/L) 27,3+94
Ukupni kapacitet vezanja zeljeza TIBC (umol/L) 38,077
Feritin FT (ug/L) 1493 + 326
Omjer izmedu feritina i ukupnih proteina FT/PRO (ug/g PRO) 7,39 4,97
Transferin TF (g/L) 1,78 +0,42
Zasicenije transferina zeljezom TSAT (%) 21,0+ (15,8 — 31,6)
Ukupno ne-transferinsko Zeljezo NTFe (umol/L) 0,263 (0,119 — 0,351)*

Dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo
Trovalentno ne-transferinsko zeljezo

Omijer izmedu dvovalentnog i trovalentnog
ne-transferinskog Zeljeza

Omijer izmedu ukupnog ne-transferinskog
Zeljeza i transferina

NTFe(ll) (umol/L)
NTFe(lll) (umol/L)

NTFe(ll)
NTFe(lll)

NTFe/TF (umol/g TF)

0,155 (0,091 — 0,289)*
0,001 (0,001 — 0,124)*

77,0 (1,7 — 188,5)*
0,149 (0,067 — 0,210)*

Tumac kratica koje su izravne izvedenice iz naziva na engleskom jeziku: NTFe izvedeno iz NTBI (Non-transferrin
bound iron), TIBC (Total iron binding capacity); UIBC (Unsaturated iron binding capacity); TSAT (Transferrin

saturation).

Oznaka ,** - podaci zna¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je manji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veci od gornje granice referentnog intervala.

U ispitanika je smanjena koncentracija Zeljeza u serumu odnosno povecana koncentracija

feritina (tab. 4-4) u usporedbi s referentnim intervalima. Medutim, koncentracija feritina je

unutar ciljnog intervala za bolesnike lijeCene hemodijalizom [71].

58



Tablica 4-5. Pokazatelji upale, lipidnog statusa i oksidacijskog stresa u 103 bolesnika
lije€enih hemodijalizom

srednja vrijednost * standardna devijacija

naziv varijable kratica (jedinica) medijan (interkvartilni raspon)*

Pokazatelji upale

C-reaktivni protein CRP (mg/L) 15,4 (2,0-14,9)
Imunoglobulin G IgG (g/L) 12,6 £ 4,4
Imunoglobulin M IgM (g/L) 0,62 (0,47 — 0,93)*
Pokazatelji lipidnog statusa

Ukupni kolesterol KOL (mmol/L) 42+11
HDL-kolesterol HDL (mmol/L) 1,2+0,3
LDL-kolesterol LDL (mmol/L) 24+0,9
Trigliceridi TG (mmol/L) 1,3 (1,0 -2,0)*
Omijer izmedu LDL-kolesterola i HDL-kolesterola LDL/HDL 2,12+ 0,90
Omjer izmedu ukupnog kolesterola i HDL-kolesterola ~ KOL/HDL 3,73+1,04
Omijer izmedu triglicerida i HDL-kolesterola TG/HDL 1,22 (0,86 — 2,00)*
Ne-HDL-kolesterol ne-HDL (mmol/L) 3,0+1,0
Pokazatelj oksidacijskog stresa

Proteinski karbonili na miligram proteina PK (nmoL/mg) 10,64 £0,32

Tumac kratica koje su izravne izvedenice iz naziva na engleskom jeziku: HDL: High-density lipoprotein
cholesterol; LDL: Low-density lipoprotein cholesterol; ne-HDL: Non-HDL cholesterol; PK: protein carbonyls.

Oznaka ,** - podaci zna¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je manji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veci od gornje granice referentnog intervala.

U ispitanika je povecan udio o;-globulina i ay-globulina, smanjeni udio i koncentracija
albumina te povisena koncentracija CRP-a (tab. 4-2 i 4-5).

Nije opaZen znacajan poremecaj pokazatelja lipidnog statusa (tab. 4-5), ali u 42,9%
bolesnika je pove¢an omjer izmedu triglicerida i HDL-kolesterola.

U ispitanika je snizena aktivnost pseudokolinesteraze te povisena koncentracija proteinskih

karbonila u usporedbi s referentnim intervalima (tab. 4-2 i1 4-5).
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Tablica 4-6. Pokazatelji antioksidacijskih enzima u 103 bolesnika lije€enih hemodijalizom

. .. . C srednja vrijednost * standardna devijacija
naziv varijable kratica (jedinica) :nedijjan (interkvartilni raspon)*j /

Kataliticka aktivnost antioksidacijskih enzima u serumu

Bazalna aktivnost paraoksonaze POND (U/L) 1 126,0 (56,2 — 204,8)*
Natrijem stimulirana aktivnost paraoksonaze PONa (U/L) 243,2 (10,7 — 393,7)*
Superoksid-dismutaza rezistentna na inhibiciju cijanidom  SSODcy (U/L) 24,0+ 16,2
Cu,Zn-superoksid-dismutaza u serumu SSOD (U/L) 52,7 +£19,9
Glutation-reduktaza u serumu SGRd (U/L) 50,9 (44,9 — 56,1)*
Omijer izmedu SSOD i SGRd SSOD/SGRd 1,04 £ 0,47
KatalitiCcka aktivnost antioksidacijskih enzima u eritrocitima

Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima ESOD (U/g Hb) 1272 £ 227
Glutation-peroksidaza u eritrocitima EGPx (U/g Hb) 80,7 +24,8
Glutation-reduktaza u eritrocitima EGRd (U/g Hb) 12,7+24
Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza u eritrocitima EG6PD (U/g Hb) 13,6 (10,1 - 16,8)*
Omijer izmedu ESOD i EGPx ESOD/EGPx 176+ 7,6

Kataliticka aktivnost antioksidacijskih enzima u eritrocitima je izrazena po gramu hemoglobina [U/g Hb] s obzirom
da je hemoglobin najzastupljeniji protein u eritrocitima.

Oznaka ,* - podaci znac¢ajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je manji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veéi od gornje granice referentnog intervala.

U ispitanika je sniZena bazalna aktivnost PONb-a, a srednjaci aktivnosti SSOD-a, SGRd-a,
ESOD-a, EGPx-a 1 EGRd-a i EG6PD-a su unutar granica referentnih intervala (tab. 4-6).

(ANOVA, F =8,55;P <0,001) T (ANOVA, F =9,46; P <0,001)
500 6.0 -
450 -
. = 5.0
2 -1 g
g 400 o £ 40 —‘»
= 350 ? i
g T
= . s $ 3.0 e
300 < .
250 2.0 ]
200 1.0
<Q1 [Q1,Q2] [Q2,Q3] >Q3 <Q1 [Q1,Q2] [Q2,Q3] >Q3
Podskupine prema interkvartilnim rasponima Podskupine prema interkvartilnim rasponima

medijan |:linterkvartilni raspon I outliers raspon % outliers *. ekstremi

<Q1 podskupina — BMI < 1. kvartila (BMI < 20,5); [Q1,Q2] podskupina — BMI u rasponu izmedu 1. i 2. kvartila (20,5
< BMI < 22,6); [Q2,Q3] podskupina — BMI u rasponu izmedu 2. i 3. kvartila (22,6 < BMI < 25,8); >Q3 podskupina —
BMI >3 kvartila ( BMI > 25,8)

Slika 4-1.1. Pokazatelji nutricijskog statusa (mokra¢na kiselina i ne-HDL-kolesterol) u
podskupinama s obzirom na uhranjenost bolesnika.
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<Q1 podskupina — BMI < 1. kvartila (BMI < 20,5); [Q1,Q2] podskupina — BMI u rasponu izmedu 1. i 2. kvartila
(20,5 < BMI < 22,6); [Q2,Q3] podskupina — BMI u rasponu izmedu 2. i 3. kvartila (22,6 < BMI < 25,8); >Q3
podskupina — BMI >3.kvartila ( BMI > 25,8)

Slika 4-1.2. Pokazatelji upale (lgG+igM/ALB) i mineralnog statusa (PCu/PZn) u
podskupinama s obzirom na uhranjenost bolesnika.
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medijan |:linterkvartilni raspon I outliers raspon % outliers #. ekstremi

<Q1 podskupina — BMI < 1. kvartila (BMI < 20,5); [Q1,Q2] podskupina — BMI u rasponu izmedu 1. i 2. kvartila
(20,5 <= BMI < 22,6); [Q2,Q3] podskupina — BMI u rasponu izmedu 2. i 3. kvartila (22,6 < BMI < 25,8); >Q3
podskupina — BMI >3.kvartila ( BMI > 25,8)

Slika 4-1.3. Aktivnost serumske Cu,Zn-superoksid-dismutaze (SSOD) u podskupinama s
obzirom na uhranjenost bolesnika.

U pothranjenih i grani¢no pothranjenih bolesnika (<Q1 podskupina) u usporedbi s ostalim

ispitivanim podskupinama je opazeno: smanjenje koncentracije urata i ne-HDL-kolesterola,
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odnosno porast omjera (IgG+igM)/ALB i PCu/PZn te porast aktivnosti SSOD (sl. 4-1.1 do 4-

1.3).

Tablica 4-7. Pokazatelji statusa elemenata u tragovima u 103 bolesnika lije¢enih

hemodijalizom

naziv varijable

kratica (jedinica)

srednja vrijednost * standardna devijacija

medijan (interkvartilni raspon)*

Pokazatelji statusa elemenata u tragovima u plazmi

Koncentracija aluminija u plazmi
Koncentracija kroma u plazmi
Koncentracija mangana u plazmi
Koncentracija Zeljeza u plazmi
Koncentracija kobalta u plazmi
Koncentracija nikla u plazmi
Koncentracija bakra u plazmi
Koncentracija cinka u plazmi
Koncentracija selena u plazmi
Koncentracija molibdena u plazmi
Koncentracija kadmija u plazmi
Koncentracija olova u plazmi
Koli¢inski omjer bakra i cinka u plazmi

PAI (umol/L)

PCr (umol/L)

PMn (umol/L)
PFe (umol/L)
PCo (umol/L)
PNi (umol/L)

PCu (pmol/L)
PZn (umol/L)
PSe (umol/L)
PMo (umol/L)
PCd (umol/L)
PPb (umol/L)
PCu/PZn

0,154 (0,100 — 0,214)*
10,0706 + 0,0206
1 0,00790 (0,00682 — 0,00887)*
17,4+58
1 0,00577 (0,00467 — 0,00751)*
10,0474 £ 0,0156
16,0+ 3,5
195+1,3
10,84 10,21
10,0439 + 0,0273
1 0,00085 (0,00041 — 0,00109)*
1 0,00591 (0,00420 — 0,01008)*
1,73 0,51

Pokazatelji statusa elemenata u tragovima u eritrocitima

Koncentracija aluminija u eritrocitima
Koncentracija kroma u eritrocitima
Koncentracija mangana u eritrocitima
Koncentracija zeljeza u eritrocitima
Koncentracija kobalta u eritrocitima
Koncentracija nikla u eritrocitima
Koncentracija bakra u eritrocitima
Koncentracija cinka u eritrocitima
Koncentracija selena u eritrocitima
Koncentracija molibdena u eritrocitima
Koncentracija kadmija u eritrocitima
Koncentracija olova u eritrocitima
Koli¢inski omjer bakra i cinka u eritrocitima

ErAl (umol/L)

ErCr (umol/L)

ErMn (umol/L)
ErFe (mmol/L)
ErCo (umol/L)
ErNi (umol/L)

ErCu (umol/L)
ErZn (umol/L)
ErSe (umol/L)
ErMo (pmol/L)
ErCd (umol/L)
ErPb (umol/L)
ErCu/ErZn

0,275 (0,146 — 0,448)*
0,0874 + 0,0142
0,405 + 0,151
16,9 £ 2,4
0,00261 (0,00195 — 0,00335)*
0,0214 (0,0154 — 0,0273)*
6,8+ 14
191,44 29,5
1,37 (1,18 — 1,57)*
0,0123 (0,0085 — 0,0162)*
0,01365 (0,00929 — 0,02158)*
0,711 £ 0,290
0,0355 + 0,0057

Pokazatelji statusa elemenata u tragovima u Kkrvi

Koncentracija aluminija u krvi
Koncentracija kroma u krvi
Koncentracija mangana u krvi
Koncentracija zeljeza u krvi
Koncentracija kobalta u krvi
Koncentracija nikla u krvi
Koncentracija bakra u krvi
Koncentracija cinka u krvi
Koncentracija selena u krvi
Koncentracija molibdena u krvi
Koncentracija kadmija u krvi
Koncentracija olova u krvi
Koli¢inski omjer bakra i cinka u krvi

KAI (umol/L)

KCr (umol/L)

KMn (umol/L)
KFe (mmol/L)
KCo (umol/L)
KNi (umol/L)

KCu (umol/L)
KZn (umol/L)
KSe (umol/L)
KMo (umol/L)
KCd (umol/L)
KPb (umol/L)
KCu/KZn

0,256 (0,147 -0,400)*
0,0918 + 0,0180
0,215 + 0,092
8,7 2,0
| 0,00527 (0,00423 — 0,00677)*
0,0431 (0,0350 — 0,0512)*
14,2 £2,7
104,2 £ 22,2
1,30 £ 0,35
10,0324 (0,0237 — 0,0447)*
0,00721 (0,00495 — 0,01213)*
0,349 (0,256 — 0,437)*
0,134 (0,116 — 0,166)*

Koncentracija elemenata u tragovima u plazmi obiljezena je predmetkom ,P* ispred kemijskog simbola
elementa; koncentracija elemenata u tragovima u eritrocitima obiljezena je predmetkom ,Er* ispred
kemijskog simbola elementa; koncentracija elemenata u tragovima u krvi obiljeZzena je predmetkom ,K*

ispred kemijskog simbola elementa.

Oznaka ,* - podaci znagajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);
| - srednjak koncentracije je maniji od donje granice referentnog intervala;
1 - srednjak koncentracije je veéi od gornje granice referentnog intervala.
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U ispitanika je poviSena koncentracija kroma, kobalta, nikla i olova u plazmi te molibdena
u plazmi 1 krvi; odnosno, sniZena koncentracija mangana, cinka, selena i kadmija u plazmi te

kobalta u krvi u usporedbi s referentnim intervalima [157].

Tablica 4-8. Tjedne doze antianemika i pokazatelji rezistencije na lije¢enje anemije
antianemicima

naziv varijable ispli)t;(:{ika kratica (jedinica) sredni? e‘giijj:: r(li?j;fksga:z?na}r?ar;a:)g:;/jjacija
Tjedne doze antianemika
Tjedna doza Ferrlecita po kg TM 53 DzFer mg(Fer)/kg 0,839 (0,504 — 1,008)*
Tjedana doza Recormona po kg TM 52 DzRec IU(Rec)/kg 83,7+51,4
Tjedna doza Eprexa po kg TM 38 DzEpr IU(Epr)/kg 91,6 £79,8
Pokazatelji neucinkovitosti antianaemika u lije€enju anemije
Pokazatelj rezistencije na Ferrlecit 53 RzFer (mg/kg/gL™" Hb) 0,00912 + 0,00712
Pokazatelj rezistencije na Recormon 52 RzRec (IU/kg/gL™" Hb) 0,734 + 0,501
Pokazatelj rezistencije na Eprex 38 RzEpr (1U/kg/gL™" Hb) 0,871+ 0,735

TM: tjelesna masa; oznaka ,*“ - podaci znacajno odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P <
0,05). Tumac kratica koje su izravne izvedenice iz naziva na engleskom jeziku: Rz: ERI, erythropoietin resistance
index.

S obzirom na preporuéenu vrijednosti (< 1,5 mg/kg/gL™" Hb) pokazatelja rezistencije za
eritropoetin [241] smanjena u¢inkovitost eritropoetina je nadena u 9 ispitanika (Sest bolesnika
lije¢enih Eprexom 1 tri bolesnika lijeCena Recormonom) §to je u skladu s ocekivanjima buduci

da se neucinkovitost eritropoetina susrece u oko 10% kroni¢nih bubreznih bolesnika [242].

4.2. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa izmedu
ispitanika s obzirom na vrstu dijalizne membrane

S obzirom na vrstu dijalizne membrane ucinjeno je ras¢lanjivanje skupina bolesnika kako
bi se ispitali ucinci dijalizne membrane (celuloza-triacetatna i polisulfonska membrana) na
antioksidacijski i mineralni status u bolesnika lijecenih hemodijalizom:

1) 80 ispitanika koji su dijalizirani uz uporabu celuloza-triacetatne membrane (CTM);

2) 23 ispitanika koji su dijalizirani uz uporabu polisulfonske membrane (PSM).
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Tablica 4-9. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa izmedu
ispitanika dijaliziranih uz uporabu celuloza-triacetatne (CTM) i polisulfonske dijalizne
membrane (PSM)

srednja vrijednost + standardna devijacija
medijan (interkvartilni raspon)*
qua_z_atelj P
(jedinica) CTM PSM
Pokazatelj u€inkovitosti membrane u uklanjanju molekula srednjemolekulske mase
BmG (mg/L) 128,7+8,8 21,2+6,4 <0,001""
Pokazatelj nutricijskog statusa i oksidacijskog stresa
KEs (U/L) 14543 + 993 5452 + 1176 <0,001"
Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima
ESOD (U/g Hb) ~1271 + 238 1275 + 189 >0,90"
Pokazatelji metabolizma kalcija i fosfata
SP (mmol/L) 11,63 +0,42 1,93 + 0,43 0,003
CaxPO, (mmol?/L?) | 13,8+1,1 | 45+1,0 ' 0,007""
ALP (U/L) 175 (60 — 98)* 64 + 28 0,008""
Pokazatelji statusa Zeljeza, kroma, kadmija i selena
FT (ug/L) 1529 + 338 365 + 250 0,032
TF (g/L) 11,72+ 0,42 1,98 + 0,40 0,009
PCr (umol/L) 10,0681 + 0,0186 0,0791 + 0,0250 0,0237
PCd (10~ xumol/L) 10,781 (0,436 — 1,159)* 0,682 * 0,552 0,033""
ErSe (umol/L) 11,34 (1,16 - 1,51)* 1,59 + 0,39 0,011™"

Oznaka ,* - podaci odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05);

MW - Mann Whitneyev U test; tT - t-test; | - smanjena vrijednost pokazatelja spram usporedbene
skupine; 1 - povecéana vrijednost pokazatelja spram usporedbene skupine, = nije nadena znacajna
razlika spram usporedbene skupine.

PmG - Br-mikroglobulin; KEs - pseudokolinesteraza; ESOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u
eritrocitima; SP - anorganski fosfati u serumu; CaxPO, - umnozZak koncentracija kalcija i
anorganskih fosfata; ALP - alkalna fosfataza; FT - feritin; TF - transferin; PCr - koncentracija
kroma u plazmi; PCd - koncentracija kadmija u plazmi; ErSe - koncentracija selena u
eritrocitima.

U ispitanika koji su dijalizirani uz uporabu celuloza-triacetatne membrane je opazena (tab.
4-9): smanjena ucinkovitost uklanjanja molekula srednjemolekulskih masa (porast

koncentracije B,-mikroglobulina), smanjena aktivnost pseudokolinesteraze, odnosno promjene
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u metabolizmu kalcija i fosfata te promjene statusa elemenata u tragovima (smanjenje
koncentracije kroma u plazmi i1 selena u eritrocitima te porast koncentracije kadmija u
eritrocitima). Nadalje, u ispitanika koji su dijalizirani uz uporabu CTM-a je opazena povecana

koncentracija feritina i smanjena koncentracija transferina §to moze biti posljedica upale.

4.3. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa izmedu
ispitanika s obzirom na primjenu antianemika (eritropoetin i Ferrlecit)

S obzirom na lijeCenje antianemicima ucinjeno je ras¢lanjivanje podskupina bolesnika
kako bi se ispitali dugoro¢ni ucinci primjene eritropoetina i/ili Ferrlecita na antioksidacijski 1
mineralni status u bolesnika lije¢enih hemodijalizom:

1) 53 ispitanika koii su lijeceni eritropoetinom i Ferrlecitom (EpoFer);

2) 37 ispitanika koji su lije€eni eritropoetinom (Epo);

3) 13 ispitanika koiji nisu lijeCeni antianemicima (BezTh).

Tablica 4-10. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa izmedu
podskupina s obzirom na lijeCenje antianemicima unatrag tri mjeseca

Znacajnost razlike izmedu svih PODSKUPINA IS:L?:EngESa}:;ELNE
podskupina (za pojedinacno (post hoc)
- usporedivanje s ispithnom
p(;’e'fj“;zf(':t:)“ ANOVA podskupinom) Epo EpoFer

Pt | Fai |Bem | awe | e | (map
TF (g/L) Peoo0s | BezTh 213 +0,62 o o AR
ESOD (U/gHb) | fZovo; | BezTh 1523 + 225 g L o
Sca(mmoll) | fosh |meamn | aasors | At | izmeg
ooty | [ogat | Berth | ommsopue | TORLAY | IO o
ErCo (pmol/L) Poobs | BezTh 000428000208 | + 002 E2R0135 | L 0002090 ¢ 0120
Eupmol) | fogs, |Ben  mies | et | Lol
ErCu/ErZn I!’::g,‘(?(;é BezTh  0,0399 + 0,0048 ! 0’0323,33%9 054 ! 0’0’233,30(;‘9 056

Statisticki podaci za podskupine prikazani kao: srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan (interkvartilni
raspon)*; oznaka ,*“ - podaci odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05); ANOVA -
analiza varijance; NK _ Newman-Keulsov test; © - Fisherov LSD test; | - smanjena vrijednost pokazatelja spram
usporedbene skupine; 1 - povecana vrijednost pokazatelja spram usporedbene skupine.

FT - feritin; TF - transferin; ESOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima; SCa - ukupni kalcij u serumu; PNi
- koncentracija nikala u plazmi; ErCo - koncentracija kobalta u eritrocitima; ErCu - koncentracija bakra u
eritrocitima; ErCu/ErZn - koli¢inski omjer bakra i cinka u eritrocitima; EpoFer - ispitanici lijeceni eritropoetinom i
Ferrlecitom; Epo - ispitanici lije¢eni eritropoetinom; BezTh - ispitanici koji nisu lijeceni antianemicima.
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2000
1800} ° (ANOVA, F=2,61; P=0,029) Podskupine srednja vrijednost +
1600 standardna devijacija
BezThCTM 290 £ 571
1400 EpoCTM 529 + 250
g 1200 T T FerEpoCTM 591 + 302
% 1000 — BezThPSM 208 + 115
W 800 EpoPSM 378 £170
600 o o 1 FerEpoPSM 392 £ 293
400 ° B 5 Post hoc |gLSD Fi ishe% J—
200 ’_‘ I EpoCTM 0.039
R S—— FerEpoCTM EpoPSM FerEpoCTM 0.008
EpoCTM BezThPSM FerEpoPSM
2000 Podskupine srednja vrijedn.c.)stf;
1 (ANOVA, F=5,06; P<0,001) standardna devijacija
1800 . BezThCTM 1543 + 243
EpoCTM 1266 + 181
= 1% - B FerEpoCTM 1206 + 233
E 1400 " BezThPSM 1458 + 170
= L [] } EpoPSM 1159 + 246
o) . ° Eg FerEpoPSM 1286 + 136
w Post hoc (LSD Fisher)
1000 e P BezThCTM
800 : - EpoCTM <0.001
S FerEpoCTM <0.001
OOBezThCTM FerEpoCTM EpoPSM EpoPSM <0.001
EpoCTM BezThPSM FerEpoPSM FerEpoPSM 0.004
medijan |:linterkvartilni raspon I outliers raspon = outliers #. ekstremi

EpoCTM - dijaliza uz celuloza-triacetatnu membranu i primjenu eritropoetina (31 ispitanika) :
FerEpoCTM - dijaliza uz celuloza-triacetatnu membranu i primjenu Ferrlecita i eritropoetina (39 ispitanika)

BezThPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu bez primjene antianemika(3 ispitanika) ... ... .. ..
. EpoPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu i primjenu eritropoetina (6 ispitanika)
_FerEpoPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu i primjenu Ferrlecita i eritropoetina (14 ispitanika

)

Slika 4-2. Usporedba koncentracije feritina (FT) u serumu i aktivnosti Cu,Zn-
superoksid-dismutaze u eritrocitima (ESOD) izmedu podskupina s obzirom na lije¢enje
eritropoetinom, Ferrlecitom te s obzirom na vrstu uporabliene hemodijalizne
membrane.

U bolesnika lijecenih antianemicima (samo eritropoetin Epo ili eritropoetin uz Ferrlecit
EpoFer) je opazen porast koncentracije feritina i smanjenje koncentracije transferina te
smanjenje aktivnosti ESOD-a u usporedbi s bolesnicima koji unatrag tri mjeseca nisu lijeceni
antianemicima (BezTh). Promjene mineralnog statusa u bolesnika lijecenih antianemicima
(eritropoetin ili eritropoetin uz Ferrlecit) su se ocitovale porastom koncentracija SCa i PNi
odnosno smanjenjem koncentracija ErCo i ErCu te smanjenjem omjera ErCu/ErZn (tab. 4-
10). S obzirom na vrstu uporabljene dijalizne membrane nadene su znacajne razlike

koncentracije feritina i aktivnosti ESOD-a izmedu ispitivanih podskupina (sl. 4-2). U

66



podskupini bolesnika dijaliziranih sa CTM-om koji nisu lijeeni antianemicima (BezThCTM)
je nadena znaCajno smanjena koncentracija FT i povecana aktivnost ESOD u usporedbi s
podskupinama bolesnika lijeCenih antianemicima (EpoCTM 1 FerEpoCTM). U skupini
bolesnika dijaliziranih sa PSM-om nije nadena znacajna razlika izmedu podskupina bolesnika

s obzirom na lijecenje antianemicima.

4.4. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa izmedu
ispitanika s obzirom na vrstu primijenjenog eritropoetina

S obzirom na vrstu eritropoetina ucinjeno je rasclanjivanje skupina bolesnika kako bi se
ispitali dugoro¢ni ucinci Recormona i Eprexa na antioksidacijski i mineralni status u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom:

1) 38 ispitanika koji su lije¢eni Eprexom (Epr);

2) 52 ispitanika koji su lije€eni Recormonom (Rec);

3) 13 ispitanika koiji nisu lije€eni eritropoetinom, niti Ferrlecitom (BezTh).
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Tablica 4-11.

Usporedba pokazatelja antioksidacijskog

podskupina s obzirom na lije€enje antianemicima unatrag tri mjeseca

i mineralnog statusa izmedu

Znacajnost razlike izmedu

PODSKUPINA

ISPITNE PODSKUPINE
sekundarna analiza

podskupina (za pojedinagno (post hoc)
usporedivanje s ispitnom p
okazatelj odskupinom
p(je dinica) ANOVA podskupinom) Epr Rec
F=3,64; 1 537 + 257 1515 + 304
FT (Ug/L) P=0,030 BezTh 2rizasr P =0011F ___________ P=0,015"
F=6,25; 11,67+0,33 11,77 £ 0,39
TF (g/L) P=0,003 BezTh 213£082 | P <0001NK __________ P=0,003"
F=3.75: 10,318 «
NTFe (umol/L) P=0.027 BezTh 0,180 £ 0,135 (0,154 — 0,427) P>0,05
N I ) I P=0,023"
BezTh 1523 + 225 L L1786 %210 L1271
ESOD (U/gHb) | =141 : :
P<0,001 E 1178 + 210 11277 £ 191
pr = P=0,024"
F=6,77; 12,31+0,16 12,37+0,14
Sca (mmOI/L) P=0’002 BeZTh 2)21 i- 0|15 7777777777777 R ?97,9275”':7 77777777777 P<0,001F
. F=4,39; 10,0498 £ 0,0186 10,0487 £ 0,0121
PNi (pmol/L) P=0015 BezTh 0035900146 | =™ P=0005" P=0,008"
= . 1 0,00276
ErCo (umol/L) F=561, | BezTh 0,00428 +0,00298 | (0,0207—0,00363) | + 000261 0,00110
P0,005 b0 010N P=0,002
F=358 | pcre | ooiaa | 165£11 167+1,3
ErCu (UmOI/L) P=0,032 BezTh rrets P =o,010F ___________ p=0,022F
10,0330 £ 0,0053 10,0360 £ 0,0054
ErCu/ErZn F=g33 | DOZTh| 00399:00048 | * ™ P<0,001" P=0,023"
P<0.001 | £ir 0,0330 + 0,0053 ff CAOREIE &= DO
p PoSTE D P=0,012"

Statisticki podaci za podskupine prikazani kao: srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan (interkvartilni
raspon)*; oznaka ,** - podaci odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05); ANOVA - analiza

varijance;

skupine; 1 - povec¢ana vrijednost pokazatelja spram usporedbene skupine.

- Newman-Keulsov test; © - Fisherov LSD test; | - smanjena vrijednost pokazatelja spram usporedbene

FT - feritin; TF - transferin; NTFe - ukupno ne-transferinsko Zeljezo; ESOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima;
SCa - ukupni kalcij u serumu; PNi - koncentracija nikala u plazmi; ErCo - koncentracija kobalta u eritrocitima; ErCu -
koncentracija bakra u eritrocitima; ErCu/ErZn - koli¢inski omjer bakra i cinka u eritrocitima; Rec - ispitanici lijeeni

Recormonom; Epr - ispitanici lijeCeni Eprexom; BezTh - ispitanici koji nisu lije€eni antianemicima.

U bolesnika lijeCenih eritropoetinom (Eprex Epr ili Recormon Rec) je opaZen porast

koncentracije feritina i smanjenje koncentracije transferina te smanjenje aktivnosti ESOD-a u

usporedbi s bolesnicima koji unatrag tri mjeseca nisu lijeCeni antianemicima (BezTh).

Promjene mineralnog statusa u bolesnika lijeCenih eritropoetinom su se ocitovale porastom

koncentracija SCa i PNi odnosno smanjenjem koncentracija ErCo i ErCu te smanjenjem

omjera ErCu/ErZn (tab. 4-11). Koncentracija ukupnog ne-transferinskog zeljeza (NTFe) je

znacajno povecana u bolesnika lijeCenih Eprexom u usporedbi s bolesnicima koji nisu lijeeni
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antianemicima. Kataliticka aktivnost ESOD i1 omjer ErCu/ErZn su znacajno veéi u bolesnika

lije¢enih Recormonom u usporedbi s bolesnicima lijeCenim Eprexom (tab. 4-11).

2000 srednja vrijednost £

P (ANOVA, F=2,47; P=0,038) Podskupine standardna devijacija
1600 BezThCTM 290 + 571
1400 EprCTM 562 + 265
1200 o RecCTM 565 + 296
B 000 T BezThPSM 208+ 115
E 500 EprPSM 405 t 165
. RecPSM 381+ 294
600 3 Post hoc (LSD Fisher)
400 o .
200 D B P BezThCTM
olbaodJ —— —— L EprCTM  0.019
BezThCTM RecCTM EprPSM
EprCTM BezThPSM RecPSM RecCTM 0.016
— oy P OdSkupme —srednaviednos s
(ANOVA, F=5,73; P<0,001) standardna devijacija
1900 . BezThCTM 1543 + 243
1600 - EprCTM 1169 + 224
g ) ° RecCTM 1286 + 188
2 1400 ] BezThPSM 1458 £ 170
S 1200 . EprPSM 1231 £ 108
2 RecPSM 1255 + 206
1000 Post hoc (LSD Fisher)
800 P BezThCTM  EprCTM
I EprCTM <0.001
00 BezThCTM RecCTM EprPSM RecCTM <0.001 0.018
EprCTM BezThPSM RecPSM EprPS M 0.004 >0.05
RecPSM 0.001 >0,05

medijan |:linterkvartilni raspon I outliers raspon % outliers #. ekstremi

BezThCTM - dijaliza uz celuloza-triacetatnu membranu bez primjene antianemika (10 ispitanika)

EprCTM - dijaliza uz celuloza-triacetatnu membranu i primjenu Eprexa (32 ispitanika)

RecCTM - dijaliza uz celuloza-triacetatnu membranu i primjenu Recormona (38 ispitanika)

BezThPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu bez primjene antianemika (3 ispitanika)

EprPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu i primjenu Eprexa (6 ispitanika)

RecPSM - dijaliza uz polisulfonsku membranu i primjenu Recormona (14 ispitanika)

Slika 4-3. Usporedba koncentracije feritina (FT) u serumu i aktivnosti Cu,Zn-superoksid-
dismutaze u eritrocitima (ESOD) izmedu podskupina s obzirom na lijeCenje Eprexom,
Recormonom te s obzirom na vrstu uporablijene hemodijalizne membrane.

S obzirom na vrstu uporabljene dijalizne membrane nadene su znacajne razlike
koncentracije feritina i aktivnosti ESOD-a izmedu ispitivanih podskupina (sl. 4-3). U
podskupini bolesnika dijaliziranih sa CTM-om koji nisu lijeCeni antianemicima (BezThCTM)
je nadena znaCajno smanjena koncentracija F7T i povecana aktivnost ESOD u usporedbi s
podskupinama bolesnika lijecenih eritropoetinom (EprCTM i1 RecCTM). Nadalje, u bolesnika
dijaliziranih sa CTM-om je nadena znacajno smanjena aktivnost ESOD u podskupini

bolesnika lijecenih Eprexom (EprCTM) u usporedbi s podskupinom bolesnika lijeCenih
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Recormonom (RecCTM). U skupini bolesnika dijaliziranih sa PSM-om nije nadena znacajna

razlika izmedu podskupina bolesnika s obzirom na lijeCenje antianemicima.

4.5. Povezanost cinka s bakrom i kromom u bolesnika lijecenih
antianemicima (Ferrlecit i eritropoetin) i bolesnika koji nisu lijeceni

Ferrlecitom
Statisticka znacajnost razlike koeficijenata korelacije cinka s bakrom i kromom je ispitana
Fisherovom Z-transformacijom (P < 0,05) kako bi se procijenili znacajni u¢inci antianemika

na promjenu meduodnosa izmedu elemenata u tragovima.

==0,785; F<0.05 r==0471; F<0,05

ErCu (umoliL)

100 150 20 =50 300 100 150 200 250 300

ErZn (umol/LJo._85%-tnz granica pouzdsnost  EFZN (umoliL)
Bolesnici koji nisu lijeéeri Ferrlecitom Bolesnici lijedeni Ferrlecitom i eritropoetinom

Slika 4-4. Povezanost izmedu cinka (ErZn) i bakra (ErCu) u eritrocitima izmedu bolesnika
koji nisu lije€eni Ferrlecitom i bolesnika koji su lije€eni Ferrlecitom odnosno eritropoetinom.

0200

r==0,755; P<0,05 r==0,258; P<0.05

0120

0080

Erdr{umalil)

0.040

0.000

100 150 200 250 300 100 “50 i} 250 300
ErZn (umoil) «_ ssu-tns granica pouzdanosti ErZn pmolil)
Bolesnici keji nisu ljeéeni Ferrlecitom Baleznici ljeéeni Ferrlceitom i critepoctinon

Slika 4-5. Povezanost izmedu cinka (ErZn) i kroma (ErCr) u eritrocitima izmedu bolesnika
koji nisu lijeceni Ferrlecitom i bolesnika koji su lije¢eni Ferrlecitom odnosno eritropoetinom.
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Korelacijski koeficijenti (rp) cinka s bakrom i kromom u eritrocitima su zna¢ajno manji
(Fisherova Z-transformacija, P < 0,05) u bolesnika koji su lijeCeni Ferrlecitom odnosno
eritropoetinom u usporedbi s bolesnicima koji nisu lije€eni Ferrlecitom unatrag tri mjeseca $to
upucuje da primjena Ferrlecita znacajno smanjuje pozitivnu povezanost cinka s bakrom i

kromom (sl. 4-4 i 4-5).

4.6. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa prije i
neposredno nakon primjene infuzije Ferrlecita

Usporedba pokazatelja antioksidacijskog 1 mineralnog statusa prije i po primitku Ferrlecita
u 41 ispitanika koji su na dan uzorkovanja krvi primili infuziju Ferrlecita:

1. uzorkovanje krvi - prije postupka hemodijalize 1 prije infuzije Ferrlecita (prijeFer);

2. uzorkovanje krvi - 5-10 minuta po primitku Ferrlecita tijekom postupka hemodijalize

(nakonFer).

Ponovljeno uzorkovanje po primitku Ferrlecita je u€injeno kako bi se ispitali kratkoro¢ni

ucinci Ferrlecita na antioksidacijski i mineralni status u bolesnika lijeCenih hemodijalizom.
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Tablica 4-12. Usporedba pokazatelja antioksidacijskog i mineralnog statusa prije i nakon
primjene Ferrlecita u 41 bolesnika lije€enih hemodijalizom

srednja vrijednost + standardna devijacija
pokazatelj medijan (interkvartilni raspon)* B
(jedinica) prije primjene Ferrlecita nakon primjene Ferrlecita
(prijeFer) (nakonFer)
Pokazatelji statusa bakra
SCu (umol/L) 17,8 +3,9 119,0+3,8  <0,001°"
CPa (U/L) 485+ 123 1507 + 123 0,006 "7
SCus (umol/L) 7 49+1,8 7 158+0,8 0,001°7
Pokazatelji statusa Zeljeza
SFe (umol/L) 10,855 126,4+7,3 ~ <0,0017"
UIBC (umol/L) 28,2+8,6 121,1+89 <0,001°7
TIBC (umollL) 39,0£7,2 1475+76 ~<0,001°7
FT (ug/L) 536 + 333 1 595 + 396 000177
FT/PRO (ug/g PRO) 7.8 +4,79 184+54 0,002°7
TF (g/L) 1,83 + 0,39 11,89+0,40 0,017°7
TSAT (%) 242+19,9 157,7+19,3 <0,001°7
NTFe (umol/L) 0,348 + 0,332 10,520 (0,384 — 0,659) <0,001"PT
NTFe(ll) (umol/L) 0,182 (0,076 — 309) 10,084 (0,017 - 0,217) 0,012"°T
NTFe(lll) (umol/L) 0,001 (0,001 — 0,167) 10,472 + 0,344 <0,001 "PT
%(%) 75,7 (1,7 — 153,5) 10,1(0,1-0,9) <0,001 "7
NTFe (umolig TF) 0,192 + 0,167 10,286 (0,191 — 0,373) <0,001 WP
Antioksidacijski enzimi u plazmi i eritrocitima
KEs (U/L) 4506 + 1081 14685 + 1179 0,001°7
SSOD (U/L) 51,9+20,5 158,4+253 0,050°7
SGRd (U/L) 52,1+ 13,7 1 54,0 + 14,1 0,007 7
ESOD (U/g Hb) 1241 + 223 11310 + 226 - 0,010°7
EG6PD (U/gHb) | 15,1 (10,3 — 17,7) 113347 0,017T

Oznaka ,*“ - podaci odstupaju od normalne razdiobe (Kolmogorov-Smirinov test, P < 0,05); ptT - parni t-test; WpT -
Wilcoksonov parni test; | - smanjena vrijednost pokazatelja spram usporedbene skupine; 1 - poveéana vrijednost
pokazatelja spram usporedbene skupine.

SCu - bakar u serumu; CPa - feroksidazna aktivnost ceruloplazmina; SCus - ne-ceruloplazminski bakar u serumu;
SFe - Zeljezo u serumu; UIBC - nezasic¢eni kapacitet vezanja Zeljeza; TIBC - ukupni kapacitet vezanja zeljeza; FT -
feritin; FT/PRO - omjer izmedu feritina i ukupnih proteina; TF - transferin; TSAT - zasi¢enje transferina Zeljezom;
NTFe - ukupno ne-transferinsko Zeljezo; NTFe(ll) - dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo; NTFe(lll) - trovalentno ne-
transferinsko Zeljezo;, NTFe(ll)/NTFe(lll) - omjer izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza;
NTFe/TF - omjer izmedu ukupnog ne-transferinskog Zeljeza i transferina; KEs - pseudokolinesteraza; SSOD -
bakar, cink-superoksid-dismutaza u serumu; SGRd - glutation-reduktaza u serumu; ESOD - bakar, cink-superoksid-
dismutaza u eritrocitima; EG6PD - glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza u eritrocitima.
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medijan |:linterkvartilni raspon I outliers raspon = outliers

srednja vrijednost + standardna devijacija parni t-test

podskupina FT (ug/L) p
prijeFerCTM nakonFerCTM
cTm 613 + 326 684 + 396 0,003
prijeFerPSM nakonFerPSM
PSM 350 + 284 379+ 312 0,048

prijeFerCTM — prije HD i infuzije Ferrlecita uz hemodijalizu CTM-om

(29 ispitanika)
nakonFerCTM - tijekom HD i nakon infuzije Ferrlecita uz hemodijalizu CTM-om

prijeFerPSM - prije HD i infuzije Ferrlecita uz hemodijalizu PSM-om

(12 ispitanika)

nakonFerPSM - tijekom HD i nakon infuzije Ferrlecita uz hemodijalizu PSM-om

Slika 4-6. Utjecaj dijaliznih membrana na koncentraciju feritina.

CTM - celuloza-triacetatne membrane; PSM - polisulfonske membrane; HD - hemodijaliza.

Neposredno nakon primjene Ferrlecita u 41 ispitanika je opazen (tab. 4-12): porast
pokazatelja ukupnog i slobodnog zeljeza (SFe, NTFe, NTFe(Ill), TIBC, TSAT, TF i FT) i
bakra (SCu, SCus), porast aktivnosti antioksidacijskih enzima u serumu (CPa, KEs, SSOD i
SGRd) te aktivnosti ESOD-a u eritrocitima; odnosno, smanjenje koncentracije NTFe(Il),
smanjenje UIBC-a 1 viSestruko smanjenje omjera NTFe(Il)/NTFe(Ill) te smanjenje
aktivnosti EG6PD-a u eritrocitima. lako koncentracija feritina u ispitanika ovisi o vrsti
uporabljene dijalizne membrane (tab. 4-9 1 sl. 4-6) porast koncentracije feritina nakon
primjene Ferrlecita je opaZen u obje podskupine (CTM i1 PSM) u usporedbi s koncentracijom

feritina prije primjene Ferrlecita (parni t-test, P < 0,05).
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4.7. Povezanost antioksidacijskih enzima u eritrocitima s elementima u
tragovima u bolesnika lije¢enih hemodijalizom

Povezanost aktivnosti antioksidacijskih enzima u eritrocitima i koncentracije elemenata u
tragovima u plazmi i eritrocitima ispitana je postupnom visestrukom linearnom regresijom

(tab. 4-13) u 103 bolesnika lijecenih hemodijalizom.

Tablica 4-13. Povezanost elemenata u tragovima u plazmi i eritrocitima s aktivhoséu
eritrocitnih antioksidacijskih enzima u 103 bolesnika lijeCenih hemodijalizom

Regresand ESOD EGPx EGRd EG6PD
. Elementi u tragovima u plazmi i eritrocitima
Skupina
regresora . .y . i
plazma eritrociti plazma eritrociti plazma
Rm 0,502*° 0,773* 0,408+ 0,497+ 0,371* 0,363*'
Statisticki
znadajni B B B B B B
regresori
Aluminij (-0,230*") (-0,244*")
Krom -0,263*'
Zeljezo -0,561*°
Kobalt (0,221*")
Bakar 0,884*°
Cink 0,233*' 0,364*°
Selen 0,361*° (0,349*%)
Molibden 0,186*"
Kadmij (-0,210*")
Olovo 0,236*"
Nikal i mangan nisu pokazali znaajan utjecaj na aktivnost eritrocitnih antioksidacijskih enzima.
Vrijednosti 8 ispisane unutar zagrada se odnose na logaritmirane regresore.

Rm - korelacijski koeficijent modela postupne viSestruke linearne regresije; B - parcijalni koeficijent
povezanosti regresora s regresandom; P - razina statistiCke zna€ajnosti: P < 0,05*1; P< 0,01*2; P< 0,001*3

ESOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima; EGPx - glutation-peroksidaza u eritrocitima; EGRd -
glutation-reduktaza u eritrocitima; EG6PD - glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza u eritrocitima.

Porast koncentracije kobalta u plazmi te porast koncentracije bakra i cinka u eritrocitima,
odnosno smanjenje koncentracije aluminija u plazmi te smanjenje koncentracije Zeljeza u

eritrocitima je povezano s porastom aktivnosti ESOD-a.
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Porast koncentracije selena i molibdena u plazmi te porast koncentracije selena i olova u
eritrocitima, odnosno smanjenje koncentracije kroma i kadmija u eritrocitima je povezano s
porastom aktivnosti EGPx-a.

Porast koncentracije cinka u plazmi je povezan s porastom aktivnosti EGRd-a. Smanjenje

koncentracije aluminija u eritrocitima je povezano s porastom aktivnosti EG6PD-a.

ErCu (pmol/L) ErZn (pmol/L)

(rp=0,588; P<0,001) (rp=0,267; P<0,008)

ESOD (Ulg Hb)

o °®
il o
(| —[ ) °o 4

Slika 4-7. Povezanost aktivhosti ESOD-a s koncentracijom ErCu i ErZn u 103 bolesnika
ljeCenih hemodijalizom.

160

(re = 0,443; P<0,001) |

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
ErSe (pnmol/L)

Slika 4-8. Povezanost aktivnosti EGPx-a s koncentracijom ErSe u 103 bolesnika lije¢enih

hemodijalizom.

Cu,Zn-superoksid-dismutaze (ESOD) i glutation-peroksidaze (EGPx) su metaloenzimi pa
je ocekivana pozitivna povezanost Cu,Zn-superoksid-dismutaze s bakrom i cinkom, odnosno

glutation-peroksidaze sa selenom u eritrocitima (sl. 4-7 i 4-8).
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4.8. Povezanost mineralnog i antioksidacijskog statusa s u¢inkovitoS¢u
antianemika u lijeCenju anemije
Povezanost elemenata u tragovima i antioksidacijskog sustava obrane s ucinkovitos¢u

antianemika u lijeenju anemije ispitani su metodom postupne visestruke linearne regresije

(tab. 4-14 i 4-15).

Tablica 4-14. Povezanost elemenata u tragovima s (ne)ucinkovitod¢éu antianemika u lije€enju
anemije

Regresand RzFer RzEpr RzRec
Uzorak plazma eritrociti plazma eritrociti : plazma | eritrociti
Rm 0,660*°  0,596* = 0,737*° = 0,725*° ns 0,441*'
rSets’:ggﬁl znacajni B B B B B B
Mangan -0,309*" . 0,398* 0,384*? 0,408**
Zeliezo -0,472* sup
Kobalt (0,426*?)

Bakar 0,398**  -0,322*

Cink 0,340+

Selen -0,310*"' (-0,355*")

Kadmij (0,284*") (0,553*%)

Aluminij, krom, nikal, molibden i olovo u plazmi i eritrocitima nisu zna¢ajno povezani s
uc€inkovito8éu antianemika.

Vrijednosti 8 ispisane unutar zag_;rada se odnose ha Iogaritmirane regresore.

Rn - korelacijski koeficijent modela postupne viSestruke linearne regresije; B - parcijalni koeficijent
povezanosti regresora s regresandom; P - razina statistiCcke znacCajnosti: P > 0,05 - ns; P < 0,05*"; P <
0,01*2;, P < 0,001** Sup - varijabla isklju€ena iz modela viSestruke linearne regresija zbog supresije
modela.

RzFer - pokazatelj rezistencije na Ferrlecit (53 ispitanika); RzEpr - pokazatelj rezistencije na Eprex (38
ispitanika); RzRec - pokazatelj rezistencije na Recormon (52 ispitanika).

Porast koncentracije mangana i selena u plazmi te porast koncentracije Zeljeza u
eritrocitima, odnosno smanjenje koncentracije kobalta i kadmija u plazmi te smanjenje
koncentracije mangana u eritrocitima su povezani s porastom uc¢inkovitosti Ferrlecita.

Porast koncentracije bakra i selena u eritrocitima te smanjenje koncentracije bakra, cinka 1

kadmija u plazmi, odnosno smanjenje koncentracije mangana u eritrocitima su povezani s

76



porastom ucinkovitosti Eprexa. Smanjenje koncentracije mangana u eritrocitima je povezano
s porastom uc¢inkovitosti Recormona.

Oprecna povezanost pokazatelja rezistencije na Ferrlecit (RzFer) s manganom u plazmi 1
eritrocitima (tab. 4-14) proizlazi iz pozitivhe povezanosti koli¢inskog omjera izmedu
mangana u eritrocitima i plazmi ErMn/PMn sa RzFer-om (rp= 0,341; P = 0,018) odnosno
negativne povezanosti ErMn/PMn s BMI-ijjem (rp = -0,448; P = 0,001) Sto upucuje da je
pothranjenost izgledni ¢imbenik pomaka mangana iz plazme u eritrocite, tj. pothranjenost je
¢imbenik koji doprinosi smanjenju ucinkovitosti Ferrlecita.

Oprecna povezanost pokazatelja rezistencije na Eprex (RzEpr) s bakrom u plazmi i
eritrocitima (tab. 4-14) proizlazi iz negativne povezanosti koli¢inskog omjera izmedu bakra u
eritrocitima 1 plazmi ErCu/PCu sa RzEpr-om (rp = -0,541; P = 0,008) odnosno negativne
povezanosti ErCu/PCu s logCRP-om (rp = -0,598; P < 0,001) Sto upucéuje da je upala
izgledni ¢imbenik pomaka bakra iz eritrocita u plazmu, tj. upala je ¢imbenik koji doprinosi

smanjenju uc¢inkovitosti Eprexa.

Tablica 4-15. Povezanost enzimskih i ne-enzimskih antioksidansa u plazmi i eritrocitima s
(ne)ucinkovito$éu antianemika u lije¢enju anemije

Regresand RzFer RzEpr RzRec
Rm 0,714+ 0,854+ 0,589+
StatistiCki znacajni regresori ¢] ¢] ¢]
Glukoza -0,270*' -0,353*'
Konjugirani bilirubin -0,271*"

Albumin -0,519*° -0,348*'
Feritin -0,337*
SGRd 0,393*

ESOD -0,338*

EG6PD 0,386*

Transferin, urat, SSOD, KEs, PONb, EGRd, EGPx nisu znaCajno povezani s ucinkovitoS¢u
antianemika.

Vrijednosti 8 ispisane unutar zagrada se odnose na logaritmirane regresore.

Rm - korelacijski koeficijent modela postupne viSestruke linearne reqresije; B - garcijalni koeficijent povezanosti
regresora s regresandom; P - razina statisticke zna¢ajnosti: P < 0,05*'; P < 0,01*; P < 0,001*.

RzFer - pokazatelj rezistencije na Ferrlecit (53 ispitanika); RzEpr - pokazatelj rezistencije na Eprex (38
ispitanika); RzRec - pokazatelj rezistencije na Recormon (52 ispitanika).

Porast ne-enzimskih antioksidansa (glukoze, konjugiranog bilirubina, albumina i feritina)

je povezan s porastom ucéinkovitosti Ferrlecita i/ili pripravaka eritropoetina. Porast aktivnosti
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ESOD-a, odnosno smanjenje aktivnosti SGRd-a i EG6PD-a je povezano s porastom
ucinkovitosti Eprexa. Istovjetna povezanost aktivnosti ESOD-a 1 koncentracije ErCu s

ucinkovitoS¢u Eprexa je ocekivana s obzirom da je aktivnost SOD-a razmjerna statusu bakra

(sl. 4-7).

4.9. Povezanost oksidacijskog stresa, upale te lipidnog, antioksidacijskog i
mineralnog statusa u bolesnika lijecenih Ferrlecitom i eritropoetinom
Statisticka povezanost izmedu odabranih pokazatelja ispitana je Pearsonovom linearnom

regresijom (rp) u 53 bolesnika lijeCenih unatrag tri mjeseca s Ferrlecitom i eritropoetinom.

Tablica 4-16. Povezanosti (rp) ne-transferinskog Zeljeza, oksidacijskog stresa, aktivnosti
PON-3, lipidnog statusa sa SCP-om i omjerom SSOD/SGRd u 53 bolesnika lijeCenih unatrag
tri mjeseca s Ferrlecitom i eritropoetinom

pokazatel; NTFe NTFe(ll) | NTFe(ll) PK PONb TG ne-HDL

SCP -0,274*' -0,344*'

SSOD/SGRd -0,358** 0,456* 20,375*2 -0,378**  -0,422*>  .0,472*

P - razina statisticke zna&ajnosti: P < 0,05*'; P < 0,01*% P < 0,001**.

SCP - specifitna feroksidazna aktivnost ceruloplazmina; SSOD/SGRd - omjer Cu,Zn-superoksid-dismutaze i
glutation-reduktaze u serumu; NTFe - ukupno ne-transferinsko Zeljezo, NTFe(ll) - dvovalentno ne-transferinsko
Zeljezo; NTFe(lll) - trovalentno ne-transferinsko Zeljezo; PK - proteinski karbonili; PONb - bazalna aktivnost
paraoksonaze; TG - trigliceridi; ne-HDL - ne-HDL-kolesterol.

Specifi¢na feroksidazna aktivnost ceruloplazmina je obrnuto razmjerno povezana s
koncentracijom ukupnog ne-transferinskog Zeljeza i proteinskih karbonila u 53 bolesnika
lijecenih unatrag tri mjeseca s Ferrlecitom i eritropoetinom (tab. 4-16).

Omjer SSOD/SGRd je pozitivno povezan s koncentracijom trovalentnog ne-transferinskog
zeljeza 1 proteinskih karbonila, odnosno omjer SSOD/SGRd je obrnuto razmjerno povezan s
koncentracijom dvovalentnog ne-transferinskog Zeljeza 1 aktivho$s¢u PON-a odnosno s
pokazateljima lipidnog statusa (TG i ne-HDL).

Nadena je znacCajna pozitivha povezanost (sl. 4-9) izmedu pokazatelja statusa bakra u
plazmi PCu, CPa i SSOD-a (P < 0,001) odnosno izmedu pokazatelja statusa bakra u
eritrocitima ErCu 1 ESOD-a (P <0,001) u 53 bolesnika lije¢enih Ferrlecitom i eritropoetinom.

Nije nadena znacajna medusobna povezanost izmedu eritrocitnih i plazmatskih pokazatelja

statusa bakra.
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Slika 4-9. Povezanost pokazatelja bakra u plazmi ili serumu te pokazatelja bakra u

eritrocitima. Koncentracija ceruloplazmina (CPm) je o€ekivano pozitivno povezana s CPa,
SSOD i PCu (rr > 0,600; P < 0,001). Ostale povezanosti (rp; P < 0,001) su prikzane na slici.

PCu - koncentracija bakra u plazmi; CPa - feroksidazna aktivnost ceruloplazmina; CPm - koncentracija

ceruloplazmina; SSOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u serumu; ErCu - koncentracija bakra u eritrocitima; ESOD
- Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima; rp - Pearsonov korelacijski koeficijent.

Pokazatelj funkcionalnog nedostatka Zeljeza (LHCC) je pozitivno povezan s oksidacijskim
stresom 1 upalom, odnosno LHCC je negativno povezan s pokazateljima nutricijskog i/ili
antioksidacijskog statusa (tab. 4-17).

Dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo je negativno povezano s pokazateljima funkcionalnog
nedostatka zeljeza (LHCC), upale (CRP), oksidacijskog stresa (PK) i aktivno$¢u SSOD-a.
Nadalje, dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo je pozitivno povezano s pokazateljima
nutricijskog i/ili antioksidacijskog statusa (Ur, Urat, TG, ne-HDL, ALB i KEjs).

Trovalentno ne-transferinsko Zeljezo je pozitivno povezano s koncentracijom proteinskih
karbonila odnosno s aktivno$¢u SSOD-a.

Koncentracija proteinskih karbonila je pozitivno povezana s aktivnoséu SSOD i
koncentracijom CRP-a. Porast aktivnosti SSOD-a se moze pripisati prilagodbenom odgovoru
na oksidacijski stres, odnosno porast aktivnosti SSOD-a moze biti posljedica uznapredovale
ateroskleroze.

Pokazatelji nutricijskog i/ili antioksidacijskog statusa (Ur, Urat, TG, ne-HDL, ALB i KEys)
medusobno su pozitivho povezani. Nadalje, pokazatelji nutricijskog i/ili antioksidacijskog
statusa su negativno povezani s aktivnos¢u SSOD-a. Aktivnost PON-a je pozitivnho povezana s
nutricijskim pokazateljima koji su neovisni o ostatnoj ekskrecijskoj funkciji bubrega i/ili o

ucinkovitosti hemodijalize (TG, ne-HDL, ALB i KEys).
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Tablica 4-17. Povezanosti (rp) statusa zeljeza (ne-transferinskog Zeljeza i funkcionalnog nedostatka zeljeza), oksidacijskog stresa, upale te
nutricijskog i antioksidacijskog statusa u 53 bolesnika lijec¢enih unatrag tri mjeseca s Ferrlecitom i eritropoetinom

status Zeljeza

upala i oksidacijski stres

nutricijski i antioksidacijski status

pokazatelj | NTFe(ll) ' NTFe(lll) PK CRP ur Uat ' TG ne-HDL' ALB KEs @ PONb SSOD
LHCC -0,336" 0,318 0,467 0,607+ -0,300*" -0,337*' -0,325*" -0,440** -0,342*' 0,495+
! NTFe(ll) | ' -0,266#17 -0,429#2' 0,511"3' 0,482*3; 0,450% 0,476*37 0,490"3' 0,315*' 0,321*'  -0,478"
NTFe(lll) 0,400*? 0,425*
PK 0,468* . -0,276*' -0,398** . -0,465*° 0,502+
! CRP | 0,383 -0,533°° = -0,309"" . 0,630 -0,281"' . 0,510"
ur 0,438**  0,353** 0,313*' = 0,410 0,373* -0,272*"'
Urat ; | 0,427+ | 0,493+ | 0,298*" | 0,323*' | | -0,410*
TG 0,474  S0,423%° 0,278"° 0,397%° -0,452**
! ne-HDL 0,403** ' 0,301*' ' 0,416** -0,482*
""" ALB 0,492*° . 0,272*' | -0,376**
KEs 0,331*' -0,374*

# logaritmirana varijabla; Pearsonov koeficijent korelacije (rp) uz razinu statistiCke zna&ajnosti: P < 0,05*"; P < 0,01*% P < 0,001*

LHCC - udio hipokromnih eritrocita, NTFe(ll) - dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo; NTFe(lll) - trovalentno ne-transferinsko Zeljezo; PK - proteinski karbonili; CRP - C-reaktivni
protein; Ur - ureja; Urat - mokraéna kiselina; TG - trigliceridi; ne-HDL - ne-HDL-kolesterol; ALB - albumin; KEs - pseudokolinesteraza; PONb - bazalna aktivnost paraoksonaze;
SSOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u serumu.
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5. RASPRAVA

Biokemijski i hematoloski pokazatelji u ispitivanoj skupini bolesnika lijecenih
hemodijalizom

Nakupljanje neproteinskih dusikovih spojeva i niskomolekulskih proteina te uremijskih
toksina u bubreznih bolesnika rezultira pothranjeno$c¢u, oksidacijskim stresom, upalom i
anemijom [243-247]. U ispitivanoj skupini je opaZen viSestruki porast srednjaka koncentracije
ureje, kreatinina, o.mikroglobulina, [3;.mikroglobulina $to se pripisuje smanjenju GFR-a u
bubreznom zatajenju. Visoka pojavnost hiperkalijemije, hiperfosfatemije,
hipermagnezijemije, hiperuricemije i1 hiponatrijemije u ispitanika upucuje na slozeni
poremecaj metabolizma i prometa minerala u bubreznom zatajenju (tab. 4-2) §to je u suglasju
s o¢ekivanjima u bolesnika lijeCenih hemodijalizom [17].

Pothranjenost je pridruzeni ¢imbenik u razvoju upale, anemije, ateroskleroze te krvozilnih
komplikacija u bolesnika lijeCenih hemodijalizom. Nutricijski status bolesnika lijeCenih
hemodijalizom procjenjuje se antropometrijskim pokazateljima, odnosno odabranim
biokemijskim pokazateljima (snizena aktivnost pseudokolinesteraze i sniZena koncentracija
albumina, transferina, kolesterola i cinka u serumu) i/ili hematoloSkim pokazateljima
(smanjeni broj limfocita u krvi) [30,118,245,248].

U pothranjenih bolesnika je opazeno smanjenje koncentracije mokra¢ne kiseline i ne-
HDL-kolesterola te porast omjera izmedu bakra i cinka odnosno porast aktivnosti Cu,Zn-
superoksid-dismutaze i1 pokazatelja upale u serumu (sl. 4-1.1 do 4-1.3). S obzirom da su
porast aktivnosti serumske Cu,Zn-superoksid-dismutaze i1 upala pozitivni pretkazatelji
uznapredovalosti ateroskleroze potvrduje se teorija ,,reverzne epidemiologije prema kojoj su
porast koncentracija kolesterola i/ili urata pozeljani u bolesnika lijeCenih hemodijalizom
[149].

Povecan udio hipokromnih eritrocita u ispitanika upucuje na stanoviti funkcionalni
nedostatak Zeljeza koji rezultira anemijom kroni¢ne bubrezne bolesti (tab. 4-3). Srednjak
koncentracije feritina (tab. 4-4) je unutar ciljnog intervala za bolesnike lijecene
hemodijalizom [71]. Porast koncentracije feritina u bolesnika lijeCenih hemodijalizom je
ponajvise posljedica upale i ne odrazava koli¢inu pohranjenog Zeljeza u organizmu. Pojava
toksi¢nih ucinaka zeljeza je izgledna kod koncentracija feritina ve¢ih od 2000 pg/L

[68,73,248,249].
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Funkcionalni nedostatak Zeljeza (povecan udio hipokromnih eritrocita), pridruzena upala
(porast koncentracije CRP-a; povecanje udjela proteina akutne faze o;-globulina i op-
globulina te smanjenje koncentracije albumina), porast oksidacijskog stresa (porast
koncentracije proteinskih karbonila) pogoduju razvoju anemije kroni¢ne bubrezne bolesti u
ispitivanoj skupini bolesnika (tab. 4-2, 4-3 i 4-5).

Hipoalbuminemija uz pridruzenu upalu (poviSena koncentracija CRP-a) u bolesnika
lije€enih hemodijalizom je pretkazatelj rizika od smrtnog ishoda. Istodobni porast
koncentracije CRP-a, smanjenje koncentracije albumina te oksidacijski stres su pozitivno
povezani s pobolom od krvozilnih bolesti, odnosno s porastom smrtnosti od src¢anozilnih
bolesti u bolesnika lijeCenih hemodijalizom [246,247,250].

Mnogobrojni ¢imbenici uzrokuju promjene mineralnog i antioksidacijskog statusa u
bolesnika lijeCenih hemodijalizom, primjerice smanjeni unos esencijalnih tvari prehranom,
gubici esencijalnih tvari dijalizom, povecana izloZzenost toksi¢nim metalima, smanjeno
izlu¢ivanje uremijskih toksina, upala, oksidacijski stres i dr. [16,43,45-50]. Smanjenje
koncentracije albumina u upali 1/ili pothranjenosti rezultira smanjenjem koncentracija cinka 1
selena, s obzirom da su cink i selen djelomi¢no vezani na albumin u plazmi. Upala znacajno
utjece na koncentraciju elemenata u tragovima u plazmi, ponajprije bakra, pa je uputno za
procjenu statusa elemenata u tragovima rabiti eritrocitne pokazatelje. Medutim, bez obzira na
ogranicenja, pokazatelji statusa elemenata u tragovima u plazmi odnosno serumu se i dalje
rabe u procjeni statusa elemenata u tragovima. Pokazatelji elementa u tragovima u plazmi
odrazavaju kratkoro¢nu izloZzenost toksi¢nim elementima, odnosno odrazavaju stvarnu
biolosku raspolozivost elencijalnih elemenata u tragovima [38].

U plazmi je nadena snizena koncentracija esencijalnih elemenata u tragovima (selena,
cinka i mangana). Medutim, nije opazena sniZena koncentracija selena i cinka u krvi §to moze
upucivati na primjeren status cinka i selena u organizmu, ali istodobno upucéuje na smanjenu
biolosku raspolozivost cinka i selena.

PoviSena koncentracija nikla i kroma u ispitanika je ocekivana s obzirom na povecanu
izlozenost niklu 1 kromu jer su dijelovi dijalizatora 1 medicinske igle izradene od
visokokvalitetnih nehrdaju¢ih celika (legura nikla, kroma, Zeljeza i drugih elemenata),
odnosno u bubreznih bolesnika krom se smanjeno izlu¢uje mokra¢om. Povisena koncentracija
molibdena u plazmi i krvi upucuje na nakupljanje molibdena $to je ocekivano s obzirom da se
molibden izlu¢uje mokracom. PoviSena koncentracije kobalta u plazmi je ocekivana s
obzirom da bolesnici lije¢eni hemodijalizom povremeno primaju kobalamin, odnosno u

bubreznih bolesnika kobalt se smanjeno izlu¢uje mokracom. PoviSena koncentracija olova u
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plazmi je ocekivana s obzirom da se u bubreznih bolesnika olovo smanjeno izlucuje u
mokraci. Snizena koncentracija mangana u plazmi je o¢ekivana s obzirom na pothranjenost
bolesnika lijecenih hemodijalizom (tab. 4-7).

Izrazito poviSene koncentracije toksi¢nih metala u pojedinih bolesnika lijecenih
hemodijalizom su uobicajena i o¢ekivana pojava s obzirom na poveéanu izlozenost (dijalizna
otopina) i/ili smanjeno izlu¢ivanje tih metala u zavrSnom stadiju bubreznog zatajenja.
Maksimalna koncentracija aluminija u plazmi (tab. 4-7) izmjerena u ispitnoj skupini je manja
od dopustene koncentracije (<1,1 umol/L) za bolesnike lije¢ene hemodijalizom [235].

Snizena aktivnost pseudokolinesteraze (tab. 4-2) i paraoksonaze (tab. 4-6) u serumu je
oc¢ekivana s obzirom na poviSenu koncentraciju proteinskih karbonila, tj. porast oksidacijskog
stresa (tab. 4-5) $to je u suglasju s rezultatima drugih istrazivanja [117,251,252].

Porast oksidacijskog stresa uz pridruzenu upalu i1 anemiju u ispitanika je ocekivan u
zavr$nom stadiju bubrezne bolesti te moZze rezultirati poremecajem funkcije endotela krvnih

zila 1 razvojem ateroskleroze [253].

Osobitosti i u¢inci dijaliznih membrana

Vrsta antianemika i dijalizne membrane znacajno utjecu na mineralni i antioksidacijski
status u bolesnika lijeCenih hemodijalizom.

U 80 bolesnika dijaliziranih uz uporabu celuloza-triacetatne membrane opazena je
smanjena aktivnost pseudokolinesteraze i smanjena koncentracija selena u eritrocitima u
usporedbi s 23 bolesnika koji su dijalizirani uz uporabu polisulfonske membrane. Smanjenje
aktivnosti pseudokolinesteraze i koncentracije selena moze se pripisati porastu oksidacijskog
stresa u bolesnika dijaliziranih celuloza-triacetatnom membranom (tab. 4-9).

Polisulfonska membrana je ucinkovitija u uklanjanju visokomolekulskih uremijskih
toksina Sto je u suglasju sa smanjenjem koncentracije P-mikroglobulina u 23 bolesnika
dijaliziranih polisulfonskom dijaliznom membranom (tab. 4-9). Uklanjanje uremijskih toksina
se odrazava na smanjenje inhibicije pseudokolinesteraze koje rezultira porastom aktivnosti
pseudokolinesteraze [244].

Porast pseudokolinesteraze je pozitivho povezan s nutricijskim statusom, odnosno
negativno je povezan s razinom oksidacijskog stresa. Aktivnost pseudokolinesteraze je
pozitivan pretkazatelj prezivljenja u bolesnika lije¢enih hemodijalizom [254]. Polisulfonska
membrana ima stanovite prednosti s obzirom na porast aktivnosti pseudokolinesteraze, porast

koncentracije selena u eritrocitima, smanjenje koncentracije kadmija te vecu ucinkovitost
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uklanjanja visokomolekulskih uremijskih toksina u usporedbi sa celuloza-triacetatnom

membranom (tab. 4-9).

U¢inci primjene antianemika

U kroni¢nih bubreznih bolesnika Cesto se susrec¢e nedostatak zeljeza (poremecaj apsorpcije
zeljeza, gubici krvi, povecane potrebe za zeljezom tijekom lijeCenja eritropoetinom).
Oksidacijski stres 1 upala pogoduju razvoju anemije s obzirom da doprinose smanjenju
ucinkovitosti antianemika, skracenju vijeka eritrocita te smanjenju raspolozivosti Zeljeza za
eritropoezu [255]. Intravenskom primjenom Zeljeza i drugim oblicima lijeCenja moguce je
povecati uCinkovitost eritropoetina u lijeCenju anemije [65].

Lijecenje Ferrlecitom znacajno utjeCe na raspolozivost elemenata u tragovima (mangan,
kobalt, cink, selen i olovo) [163]. Intravenska primjena pripravaka zeljeza doprinosi porastu
koncentracije ne-transferinskog zeljeza koje posljedicno doprinosi razvoju infekcija,
poremecaju imunosnog sustava, porastu oksidacijskog stresa, poremecaju funkcije endotela te
razvoju ateroskleroze i1 napredovanju oSte¢enja bubrega. Neucinkovitost antianemika u
lijeenju anemije je pretkazatelj razvoja komplikacija i smrtnog ishoda [255].

Rezultati ovog istrazivanja upucuju da Ferrlecit znacajno utjee na raspoloZivost,
meduodnose i preraspodjelu esencijalnih elemenata u tragovima u eritrocitima, primjerice na
odnos cinka s bakrom i1 kromom (sl. 4-4 1 4-5). Metabolizam bakra, cinka i drugih elemenata u
tragovima su medusobno proZeti pa je izgledno da se promjene u metabolizmu jednog
elemenata odrazavaju na metabolizam ostalih elemenata u tragovima (medusobni utjecaj na
apsorpciju, fizioloSku funkciju, izlu€ivanje i drugo). U ovom istrazivanju su odredivane
koncentracije dvanaest elemenata u tragovima u plazmi 1 eritrocitima kako bi se prepoznali
znacajni utjecaji statusa elemenata u tragovima na uc¢inkovitost antianemika.

Porast koncentracije kalcija u bolesnika lijeCenih antianemicima povecava mogucénost
stvaranja kalcifikata pa je u tih bolesnika nuzno prilagoditi postavke postupka hemodijalize
kako bi se sprijecilo stvaranje kalcifikata. Porast koncentracije feritina 1 smanjenje
koncentracije transferina u bolesnika lijecenih antianemicima su ocekivani, medutim u
bolesnika lije¢enih hemodijalizom porast feritina i smanjenje transferina je ponajprije
posljedica upale [249].

U bolesnika dijaliziranih uz uporabu celuloza-triacetatne membrane koji su lijeCeni samo
eritropoetinom (Eprex ili Recormon) ili eritropoetinom i Ferrlecitom je opaZeno znacajno
povecanje koncentracije feritina u usporedbi s bolesnicima koji nisu lijeCeni antianemicima

(sl. 4-2 1 4-3). Koncentracija Feritina se nije znacajno razlikovala izmedu podskupina
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bolesnika lijeCenih antianemicima s obzirom na vrstu primjenjivanih antianemika (Eprex,
Recormon i Ferrlecit).

U bolesnika dijaliziranih uz uporabu polisulfonske membrane nisu opaZene znacajne
razlike koncentracije feritina izmedu bolesnika s obzirom na lijeCenje antianemicima.
Sveukupno, u bolesnika dijaliziranih s PSM-om je nadena sniZena koncentracija feritina u
usporedbi s bolesnicima dijaliziranim sa CTM-om (tab. 4-9).

Feritin u krvnom optoku je antioksidans, posebice feritin s malim sadrzajem Zeljeza pa
porast feritina ima poZeljne antioksidacijske ucinke u bolesnika lijeCenih hemodijalizom
[256].

U bolesnika dijalizirnih uz uporabu CTM-a koji su lijeCeni antianemicima je opazZena
smanjena aktivnost ESOD-a u usporedbi s bolesnicima koji nisu lijje¢eni antianemicima,
odnosno u bolesnika lijeCenih Eprexom je opazena smanjena aktivnost ESOD-a u usporedbi s
bolesnicima koji su lijeCeni Recormonom (sl. 4-2 i 4-3). Primjena antianemika i dijaliznih
membrana moze znacajno doprinijeti smanjenju statusa bakra u eritrocitima odnosno
smanjenju aktivnosti superoksid-dismutaze u eritrocitima S$to moze rezultirati porastom
oksidacijskog stresa.

Znacajan porast koncentracije ne-transferinskog Zeljeza u bolesnika lijeCenih Eprexom
upucuje da primjena Eprexa potice porast ne-transferinskog zeljeza. LijeCenje Eprexom
rezultira porastom koncentracije ne-transferinskog zeljeza 1 smanjenjem aktivnosti ESOD-a u
usporedbi sa Recormonom §to se moZe pripisati primjeni Eprexa u ve¢im dozama (tab. 4-8),
odnosno strukturnim razliitostima ugljikohidratne sastavnice izmedu Eprexa i Recormona.
Klini¢ko znacenje porasta ne-transferinskog zeljeza kod primjene Eprexa je izuzetno vazno s
obzirom na moguc¢nost planiranja nadomjeska prehrani koji mogu smanjiti Stetne ucinke
slobodnog Zeljeza. Primjerice, prehrana bogata flavonoidima moZe smanjiti Stetne uc¢inke ne-
transferinskog Zeljeza s obzirom da flavonoidi keliraju slobodne katione Zeljeza [257].
Medutim, prehrana s velikim sadrzajem askorbinske kiseline nije pozeljna zbog redukcije
trovalentnog zeljeza u dvovalentni kation koji je reaktant u Fentonovoj reakciji u kojoj se

stvaraju reaktivni kisikovi metaboliti [258].

U¢inci Ferrlecita neposredno nakon primjene infuzije
Porast zasi¢enja transferina je izravna posljedica primjene Ferrlecita 1 odrazava se na
porast koncentracije ne-transferinskog Zeljeza [259]. Porast koncentracije ne-transferinskog

zeljeza u bubreznih bolesnika koji intavenski primaju Zeljezo je ocekivan [260-262]
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Porast zasi¢enja transferina Zzeljezom (17SAT) te znacajan porat koncentracije ne-
transferinskog zeljeza ({INTFe) je opazen u ispitanika neposredno nakon primjene infuzije
Ferrlecita (tab. 4-12). Porast koncentracije trovalentnog ne-transferinskog zeljeza, odnosno
smanjenje koncentracije dvovalentnog ne-transferinskog Zeljeza se moze pripisati ucinku
primjene Ferrlecita (tab. 4-12). Otpustanje trovalentnog Zzeljeza iz zeljezovog glukonata
(djelatna sastavnica Ferrlecita) i/ili porast oksidacijskog stresa (oksidacija dvovalentnog
kationa Zeljeza) rezultiraju viSestrukim smanjenjem omjera NTFe(Il)/NTFe(Ill) nakon
infuzije Ferrlecita (tab. 4-12) §to je u suglasju s rezultatima prijaSnjih istrazivanja [262].

Porast pokazatelja ne-ceruloplazminskog bakra nakon infuzije Ferrlecita (tab. 4-12)
upucuje da Ferrlecit uzrokuje porast slobodnog bakra u bolesnika lijeCenih hemodijalizom.

Porast slobodnog bakra i Zeljeza u bolesnika lijeCenih Ferrlecitom pridonosi porastu
oksidacijskog stresa [59,263,264]. Nadalje, porast aktivnosti SSOD-a ima zastitnu ulogu od
nepozeljnih ucinaka oksidacijskog stresa na krvozilne stijenke s obzirom da SSOD povecava
raspolozivost duSikovog oksida S$to rezultira vazodilatacijom [265]. Medutim, porast
aktivnosti SSOD-a pokazuje 1 stanovite prooksidacijske u¢inke s obzirom da SOD katalizira
reakciju disproporcioniranja superoksidnog radikala pri ¢emu se stvara vodikov peroksid koji
dospijeva u dublje slojeve krvozilne stijenke [266].

Sveukupni porast aktivnosti antioksidacijskih enzima u plazmi ili eritrocitima (KEs, CPa,
SSOD, SGRd, ESOD) nakon primjene Ferrlecita (tab. 4-12) pridonosi obrani od
oksidacijskog stresa. Nadalje, porast feritina nakon infuzije Ferrlecita (tab. 4-12) od osobite je

vaznosti u antioksidacijskoj obrani [256].

Povezanost statusa elemenata u tragovima s aktivnoS¢u antioksidacijskih enzima u
eritrocitima

Znacajna povezanost izmedu ESOD-a i ErCu-a (tab. 4-13 i sl. 4-7) je u suglasju s
dosadasnjim saznanjima prema kojima eritrocitna superoksid-dismutaza slovi kao pouzdan
pokazatelj statusa bakra u organizmu [267,268].

Pozitivna povezanost koncentracije PSe i ErSe s aktivno$¢u EGPx-a (tab. 4-13 1isl. 4-8) je
u suglasju s dosadasnjim spoznajama prema kojima aktivnost GPx-a odrazava status selena u
organizmu buduci da je GPx selenoenzim [269].

Porast aktivnosti EGRd-a je razmjeran sa statusom cinka (tab. 4-13) pa je izgledno da
nadomjestak cinka u bolesnika lije¢enih hemodijalizom rezultira porastom aktivnosti EGRd-

a.

86



Promjene statusa i meduodnosa izmedu elemenata u tragovima se odrazavaju na aktivnost
antioksidacijskih enzima u eritrocitima (sl. 5-1). S obzirom na smanjenu biolosku
raspoloZivost (tab. 4-11) cinka i selena (PZn i PSe) uputno je razmotriti dobrobiti nadomjeska
selena i cinka u bolesnika lije¢enih hemodijalizom. Utvrdi li se nedostatak bakra u bolesnika
lijeCenih hemodijalizom potrebno je ukljuciti nadomjestak za bakar. Uravnotezenje statusa
esencijalnih elemenata osigurava primjerenu funkciju antioksidacijskog sustava obrane.
Nadalje, s obzirom na povecanu izloZenost toksi¢nim metalima, aluminiju i kromu, uputno je
ograniCiti izloZenost tim metalima Sto rezultira porastom aktivnosti antioksidacijskih enzima
(sl. 5-1).

Prema rezultatima istraZzivanja koje su objavili Shainkin i suradnici [270] aluminij inhibira
aktivnost superoksid-dismutaze. Prema rezultatima istrazivanja koje su objavili Zeman i
suradnici [271] aluminij inhibira glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu u eritrocitima Stakora $to je

u suglasju s naSim opazanjima prema kojima aluminij smanjuje aktivnost ESOD-a i EG6PD-

a.
B
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Slika 5-1. Kumulativni doprinos povezanosti elemenata u tragovima i aktivnosti

antioksidacijskih enzima u eritrocitima (ESOD, EGPx, EGRd i EG6PD).

B - parcijalni koeficijent viSestruke linearne regresije; ESOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u eritrocitima; EGPx -
glutation-peroksidaza u eritrocitima; EGRd - glutation-reduktaza u eritrocitima; G6PD - glukoza-6-fosfat-
dehidrogenaza u eritrocitima.
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Povezanost u¢inkovitosti antianemika s antioksidacijskim i mineralnim statusom
Pokazatelji nutricijskog statusa (albumin) 1/ili antioksidacijskog statusa (feritin, ESOD 1

selen) su pozitivni pretkazatelji u¢inkovitosti antianemika (sl. 5-2 1 5-3).

B
1,00
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EG6PD / \ [ @50
0,25
SGRd
0,00
] - f i -0,25
e Glu KBil Glu
— \ /’ -0,50
-~ ALB \ ALB
i ESOD L o7s
T -1,00
RzFer RzEpr RzRec

Slika 5-2. Kumulativni doprinos povezanosti enzimskih i ne-enzimskih antioksidansa u
plazmi i eritrocitima na ucinkovitost antianemika u lijeCenju anemije (RzFer, RzEpr i RzRec).

B - parcijalni koeficijent viSestruke linearne regresije; RzFer - pokazatelj rezistencije na Ferrlecit (53 ispitanika);
RzEpr - pokazatelj rezistencije na Eprex (38 ispitanika); RzRec - pokazatelj rezistencije na Recormon (52
ispitanika).
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Slika 5-3. Kumulativni doprinos povezanosti statusa elemenata u tragovima u plazmi i
eritrocitima na ucinkovitost antianemika u lije€enju anemije (RzFer, RzEpr i RzRec).

B - parcijalni koeficijent viSestruke linearne regresije; RzFer - pokazatelj rezistencije na Ferrlecit (53 ispitanika);

RzEpr - pokazatelj rezistencije na Eprex (38 ispitanika); RzRec - pokazatelj rezistencije na Recormon (52
ispitanika).
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Porast koli¢inskog omjera mangana izmedu eritrocita i plazme upuéuje na pothranjenost, a
porast koncentracije mangana u eritrocitima doprinosi smanjenju ucinkovitosti Ferrlecita i
Eprexa (sl. 5-3). Smanjenje kolic¢inskog omjera izmedu bakra u eritrocitima i plazmi upucuje
na upalu, a smanjenje koncentracije bakra i smanjenje aktivnosti superoksid-dismutaze u
eritrocitima doprinosi smanjenju ucéinkovitosti Eprexa (sl. 5-2 i 5-3). Promjene statusa
mangana i bakra u upali 1 pothranjenosti su povezane s ucinkovitos¢u Eprexa.

U bolesnika sa smanjenom ucinkovito$¢u antianemika uputno je razmotriti utjecaj
pothranjenosti, upale ili nedostatka selena. Primjerenom prehranom, lijeCenjem upalnih
bolesti i nadoknadom selena moguée je povecati ucinkovitost antianemika §to je od osobite
vaznosti zbog smanjenja troSkova lijecenja 1 produljenja zivotnog vijeka tih bolesnika. S
obzirom na smanjenu u¢inkovitost Eprexa i porast koncentracije ne-transferinskog zeljeza te
smanjenje aktivnosti ESOD u bolesnika lijeCenih Eprexom uputno je razmotriti prednosti
drugih eritropoetina u lijeCenju anemije, primjerice Recormona.

S obzirom na smanjenje u¢inkovitosti Ferrlecita kod izloZzenosti kadmiju (sl. 5-3) uputno je
savjetovati bolesnike da izbjegavaju izlozenost kadmiju, odnosno uputiti pusace na potrebu
odvikavanja od puSenja (najucestalija neprofesionalna izloZzenost kadmiju je udisanje
cigaretnog dima — aktivno ili pasivno pusenje duhanskih proizvoda).

Kadmij uzrokuje anemiju s obzirom da poti¢e hemolizu, utjece na metabolizam zeljeza 1
smanjuje stvaranje endogenog eritropoetina [272] S§to je u suglasju sa smanjenjem
ucinkovitosti antianemika (Ferrlecit i Eprex) s porastom koncentracije kadmija u plazmi

ispitanika (sl. 5-3).

Meduodnos prooksidacijskih i antioksidacijskih ¢imbenika u bolesnika lijecenih
Ferrlecitom i eritropoetinom

Specificna feroksidazna aktivnost ceruloplazmina (SCP) se odrazava na odnos izmedu
dvovalentnog 1 trovalentnog ne-transferinskog zeljeza s obzirom da ceruloplazmin katalizira
oksidaciju dvovalentnog Zeljeza Sto rezultira vezanjem trovalentnog Zeljeza na apotransferin
pri cemu se smanjuje koncentracija ne-transferinskog Zeljeza [74]. U ispitanika lijeCenih
Ferrlecitom 1 eritropoetinom je opazena negativna povezanost specificne aktivnosti
ceruloplazmina s koncentracijom ukupnog ne-transferinskog zZeljeza i1 proteinskih karbonila
(tab.4-16 1 sl. 5-4) pa porast koncentracije bakra uz pridruzeni porast specifi¢ne feroksidazne
aktivnosti ceruloplazmina o¢ekivano pridonosi smanjenju oksidacijskog stresa u bolesnika

lijecenih Ferrlecitom i eritropoetinom.
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Feroksidazna aktivnost ceruloplazmina i aktivnost superoksid-dismutaze u serumu su
izravno povezane sa statusom bakra pa je izgledno da porast pokazatelja bakara u plazmi
zna€ajno doprinosi obrani od oksidacijskog stresa. Ceruloplazmin (porast brzine oksidacije
dvovalentnog Zeljeza) i1 superoksid-dismutaza (smanjena dostupnost superoksidnog radikala
za redukciju trovalentnog zeljeza) zdruzenim djelovanjem smanjuju koli¢inu dvovalentnog
ne-transferinskog Zeljeza u serumu (sl. 5-4). Porast omjera SSOD/SGRd je pozitivno povezan
s oksidacijskim stresom (proteinski karbonili) §to se moze pripisati prilagodbenom odgovoru
organizma na oksidacijski stres. Nadalje, omjer SSOD/SGRd je pozitivno povezan s
koncentracijom trovalentnog ne-transferinskog zeljeza, odnosno SSOD/SGRd je obrnuto
razmjerno povezan s koncentracijom dvovalentnog ne-transferinskog zeljeza. Porast omjera
SSOD/SGRd omogucuje ucinkovitije uklanjanje superoksidnog radikala pa time sprjecava
redukciju trovalentnog Zeljeza. Porast koncentracije trovalentnog i smanjenje koncentracije
dvovalentnog ne-transferinskog zeljeza s porastom omjera SSOD/SGRd je ocekivano.
Pokazatelji statusa bakra u eritrocitima nisu znacajno povezani s pokazateljima statusa bakra
u plazmi Sto se djelomi¢no moze pripisati ucincima upale na preraspodjelu bakra izmedu
plazme 1 eritrocita (sl. 4-9). Nesklad izmedu pokazatelja statusa bakra u plazmi i eritrocitima

u bolesnika lijecenih hemodijalizom su opisali Emenaker i suradnici [273].
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Slika 5-4. Oksido-redukcijske reakcije u metabolizmu Zeljeza i reaktivnih kisikovih metabolita.

Asc - askorbat; FT - feritin; ApoTF - apotransferin; HoloTF - holotransferin; GPx - glutation-peroksidaza; GRd -
glutation-reduktaza; GSH - reducirani glutation; GSSG - oksidirani glutation; CP - ceruloplazmin; KAT - katalaza;
NADP(H) - nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat; PK - proteinski karbonili; PRO - protein; SOD - superoksid-
dismutaza; RKM - reaktivni kisikovi metaboliti.

Pozitivna povezanost (tab. 4-17; sl. 5-5) pokazatelja oksidacijskog stresa i trovalentnog ne-
transferinskog zeljeza u ispitanika lijeCenih Ferrlecitom 1 eritropoetinom je ocCekivana s

obzirom da prooksidacijsko okruzje pogoduje neselektivnoj oksidaciji brojnih supstrata,
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primjerice, oksidaciji proteina u proteinske karbonile te dvovalentnog zeljeza u trovalentno
zeljezo.

Povezanost porasta aktivnosti SSOD-a s porastom koncentracije trovalentnog ne-
transferinskog Zeljeza u ispitanika lijeCenih Ferrlecitom i eritropoetinom se moze pripisati
prilagodbenom odgovoru na oksidacijski stres. Porast aktivnosti SSOD-a pridonosi ubrzanom
uklanjanju superoksidnog radikala (potencijalni reducens) Sto usporava redukciju
trovalentnog Zeljeza. Usporavanje redukcije trovalentnog Zeljeza sprjecava reakciju izmedu
dvovalentnog zeljeza i vodikovog peroksida (Fentonova reakcija) u kojoj se stvara hidroksilni
radikal. U reakciji hidroksilnog radikala s proteinima se stvaraju proteinski karbonili.

Pozitivna povezanost aktivnosti SSOD-a s pokazateljima oksidacijskog stresa i upale je
o¢ekivana s obzirom da je izrazaj gena za SOD pod nadzorom sustava transkripcijskog
¢imbenika NVF-xB koji istodobno regulira i sintezu medijatora upale i oksidacijskog stresa
[75].

U bolesnika lije¢enih Ferrlecitom i eritropoetinom aktivnost SSOD-a je negativno
povezana s pokazateljima nutricijskog statusa, odnosno aktivnost SSOD-a je pozitivno
povezana s koncentracijom proteinskih karbonila (oksidacijski stres) Sto je sukladno
rezultatima istrazivanja u kojemu je opisana negativha povezanost aktivnosti Cu,Zn-
superoksid-dismutaze u serumu s indeksom tjelesne mase, koncentracijom triglicerida i
glukoze; odnosno u kojemu se porast aktivnosti Cu,Zn-superoksid-dismutaze u serumu
pripisuje oksidacijskom stresu i stadiju uznapredovalosti aterosklerotskog plaka [274]. Brojna
druga istrazivanja takoder nalaze podudarne povezanosti [275,276]. U aterosklerotskim
plakovima je povisena aktivnost EC-SOD-a koja uglavnom potjece iz makrofaga, posebice
pjenastih stanica. Porast aktivnosti EC-SOD-a uzrokuje porast koncentracije vodikovog
peroksida (stabilni oksidans) koji potice hipertrofiju glatkog misi¢ja u stijenci krvnih zila te
uzrokuje promjene aktivnosti matriksnih metaloproteinaza pa je izgledno da porast aktivnosti
EC-SOD-a moze narusiti stabilnost aterosklerotskog plaka [266].

Proaterogeni lipoproteini u plazmi vezu ne-transferinsko zeljezo tako da ne-transferinsko
zeljezo postaje nedostupno za Fentonovu reakciju. Proaterogeni lipoproteini, vezuju¢i katione
slobodnih metala, umanjuju Stetne ucinke oksidacijskog stresa §to je u suglasju s teorijom
,reverzne epidemiologije” prema kojoj porast kolesterola i drugih proaterogenih ¢imbenika
smanjuju rizik od krvozilnih bolesti u hemodijaliziranih bolesnika s obzirom na smanjenje
razine oksidacijskog stresa $to je u suglasju s rezultatima ovog istrazivanja [149].

Na lijevoj zdjelici ,,vage® (sl. 5-5), SSOD se je neocekivano pridruzio skupini nepovoljnih

¢imbenika koji poticu razvoj ateroskleroze i brojnih pridruzenih bolesti pa se otvara pregrst
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pitanja. Ima li SSOD-e iskljuivo zastitnu ulogu, odnosno pridonosi li SSOD-e razvoju
ateroskleroze? Je 1i porast aktivnosti SSOD-a iskljucivo prilagodbeni odgovor organizma na
porast oksidacijskog stresa, upalu i funkcionalni nedostatak Zzeljeza? Koje su neZeljene
posljedice porasta aktivnosti SSOD-a? Ova pitanja otvaraju put u jedno novo istrazivanje koje
bi trebalo razjasniti ulogu serumske superoksid-dismutaze u razvoju 1 napredovanju
ateroskleroze $to nadilazi postavljene ciljeve ovog rada.

S desne strane ,,vage* su se grupirali pokazatelji nutricijskog 1 antioksidacijskog statusa.
Porast tih ¢imbenika je izgledna protuteza oksidacijskom stresu, upali i funkcionalnom
nedostatku Zeljeza pa su ti ¢imbenici pozitivni pretkazatelji prezivljenja u bolesnika lijeCenih
hemodijalizom. Je li onda aktivnost SSOD-a negativni pretkazatelj za razvoj brojnih
komplikacija?

Odgovarajuc¢a ravnoteza pobrojanih ¢imbenika je nuzna za odrzavanje ravnoteznog odnosa
izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza. S obzirom da primjena
Ferrlecita pridonosi oksidacijskom stresu uputno je nadomjesno lijeCenje i prehrambene
navike temeljiti na unapredenju nutricijskog i antioksidacijskog statusa kako bi se izbjeglo

naru$avanje ravnoteze izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog zeljeza.

OKSIDACIJSKI STRES | UPALA
FUNKCIONALNI NEDOSTATAK ZELJIEZA
‘PORAST AKTIVNOSTI 550D
NUTRICUSKI | ANTIOKSIDACUSKI STATUS

LHCC CRP

PK + +]
@Fez NTFeE ‘

< I

Slika 5-5. Utjecaj meduodnosa funkcionalnog nedostatka Zeljeza, upale, oksidacijskog
stresa i aktivnosti SSOD-a s pokazateljima nutricijskog i/ili antioksidacijskog statusa u 53
bolesnika lije¢enih Ferrlecitom i eritropoetinom.

LHCC - udio hipokromnih eritrocita, NTFe(ll) - dvovalentno ne-transferinsko Zeljezo; NTFe(lll) - trovalentno ne-
transferinsko Zeljezo; PK - proteinski karbonili; CRP - C-reaktivni protein; Ur - ureja; Urat - mokraéna kiselina; TG
- trigliceridi; ne-HDL - ne-HDL-kolesterol; ALB - albumin; KEs - pseudokolinesteraza; PON - bazalna aktivnost
paraoksonaze; SSOD - Cu,Zn-superoksid-dismutaza u serumu.
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6. ZAKLJUCCI

Promjene antioksidacijskog i/ili mineralnog statusa uzrokovane bubreznom boleséu i

hemodijalizom uz pridruzenu anemiju, upalu i pothranjenost pogoduju porastu oksidacijskog

stresa i razvoju krvozilnih komplikacija (ateroskleroza) u bolesnika lijecenih hemodijalizom.

U ispitivanoj skupini bolesnika lijeCenih hemodijalizom opazeno je sljedece:

v Funkcionalni nedostatak Zeljeza te promjene hematoloskih pokazatelja upucuju na
anemiju kroni¢ne bubrezne bolesti.

v" Porast CRP-a i proteina akutne faze uz hipoalbuminemiju upuéuju na upalu.

v' Smanjenje koncentracije albumina u upali i pothranjenosti se odraZava na smanjenje
koncentracije esencijalnih elemenata u tragovima (selen, cink i mangan). Status
esencijalnih elemenata u tragovima se znacajno odrazava na aktivnost antioksidacijskih
enzima u eritrocitima: porast koncentracije cinka u plazmi je povezan s porastom
aktivnosti glutation-reduktaze u eritrocitima, porast koncentracije selena u plazmi i/ili
eritrocitima je povezan s porastom aktivnosti glutation-peroksidaze u eritrocitima, a porast
koncentracije bakra i cinka u eritrocitima je povezan s porastom aktivnosti superoksid-
dismutaze u eritrocitima.

v' Povecana izlozenost toksi¢nim metalima (nikal, krom i olovo) te povezanost porasta
koncentracije aluminija u plazmi sa smanjenjem aktivnosti superoksid-dismutaze i
glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze u eritrocitima. Nadalje, porast koncentracija kadmija i
kroma u eritrocitima su povezani sa smanjenjem aktivnosti glutation-peroksidaze u
eritrocitima.

v’ SniZena aktivnost pseudokolinesteraze i paraoksonaze te poviSena koncentracija
proteinskih karbonila upuéuje na porast oksidacijskog stresa.

Dijalizna membrana utjiece na metabolizam elemenata u tragovima, odnosno na

antioksidacijski status.

Polisulfonske membrane imaju stanovite prednosti naspram celuloza-triacetatne membrane
s obzirom na porast aktivnosti pseudokolinesteraze, porast koncentracije selena u eritrocitima,
smanjenje koncentracije [,-mikroglobulina i kadmija u plazmi bolesnika dijaliziranih
polisulfonskim membranama.

Primjena_antianemika znacajno utjece na status i meduodnose elemenata u tragovima,

odnosno na antioksidacijski sustav obrane te porast oksidacijskog stresa.

Smanjenje koncentracije bakra u eritrocitima 1 smanjenje koli¢inskog omjera izmedu bakra
1 cinka u eritrocitima se odrazava na smanjenje aktivnosti eritrocitne superoksid-dismutaze u
bolesnika lijjeCenih antianemicima. U bolesnika lijeCenih Eprexom je naden porast

koncentracije ukupnog ne-transferinskog zeljeza.
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Neposredno nakon infuzije Ferrlecita je naden porast koncentracije ukupnog i ne-
ceruloplazminskog bakra, ukupnog i ne-transferinskog zeljeza odnosno porast aktivnosti
antioksidacijskih enzima u plazmi (KEs, SSOD 1 SGRd) i eritrocitima (ESOD) te porast
koncentracije feritina.

Porast feroksidazne aktivnosti ceruloplazmina nakon infuzije Ferrlecita doprinosi
oksidaciji dvovalentnog ne-transferinskog Zeljeza Sto rezultira viSestrukim smanjenjem
omjera izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog zeljeza.

Upala i pothranjenost, odnosno status elemenata u tragovima su kljucni cimbenici koji

doprinose smanjenju ucinkovitosti antianemika u lijecenju anemije.

Nutricijski 1/ili antioksidacijski status (porast koncentracije albumina i selena u plazmi) je
pozitivno povezan s ucinkovitoS¢u Ferrlecita, porast koncentracije selena je pozitivno
povezan s ucinkovitoS¢u Eprexa, a porast koncentracije albumina je pozitivho povezan s
ucinkovitoS¢u Recormona u lijeenju anemije. Porast koncentracije kadmija je povezan sa
smanjenjem ucinkovitosti Ferrlecita i Eprexa u lijeCenju anemije.

Oksidacijski stres, upala, funkcionalni nedostatak zeljeza, antioksidacijski i nutricijski status

se odrazavaju na koncentraciju dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza.

Porast koncentracije proteinskih karbonila uz pridruzeni porast aktivnosti superoksid-
dismutaze te upala i funkcionalni nedostatak Zeljeza doprinose porastu koncentracije
trovalentnog ne-transferinskog Zeljeza. Nadalje, porast koncentracije albumina i aktivnosti
pseudokolinesterze uz pridruzeni porast aktivnosti paraoksonaze, te porast koncentracije
neproteinskih duSikovih spojeva 1 pokazatelja lipidnog statusa doprinose porastu
koncentracije dvovalentnog ne-transferinskog zeljeza u ispitanika lijeCenih Ferrlecitom i
eritropoetinom. Specificna feroksidazna aktivnost ceruloplazmina je obrnuto razmjerno
povezana s koncentracijom ne-transferinskog zeljeza i proteinskih karbonila.

Status cinka, selena i bakra znacajno se odrazava na u¢inkovitost antioksidacijskog sustava

obrane pa je u slucaju nedostatka ovih elemenata potrebno iste nadomjestiti.

Primjena antianemika u kronicnom bubreznom zatajenju je nuzna u lijeCenju anemije.
Postizanje primjerene ucinkovitosti antianemika uz primjenu Sto manjih doza postaje
imperativ i izazov svakom klinicaru kako zbog skupoce lijecenja, tako i radi sprjecavanja
nezeljenih ucinaka antianemika koji su ucestaliji kod primjene velih doza antianemika,
odnosno kod bolesnika sa razvijenom rezistencijom na lijeCenje anemije antianemicima.
Poremecaji antioksidacijskog i mineralnog statusa kod primjene Ferrlecita se povezuju s

razvojem krvoZilnih komplikacija u bolesnika lijecenih hemodijalizom.
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8. PRILOG

Popis kratica parametara
pretrage ucinjene prije i nakon infuzije Ferrlecita oznacene su zvjezdicom (*)

kratica (jedinica)

znacenje kratice

A (%) udio albumina u ukupnim serumskim proteinima
AkP (DA/NE) navika aktivnog pusenja

ALB (g/L)* albumin

ALP (U/L) alkalna fosfataza

ALT (U/L) alanin-aminotransferaza

AST (U/L) aspartat-aminotransferaza

Bazo (%) udio bazofila

BMI (kg/m?) indeks tjelesne mase

CaxPO, (mmol?/L?) umnozak koncentracija kalcija i anorganskih fosfata
CPa (U/L)* feroksidazna aktivnost ceruloplazmina

CPm (g/L)* ceruloplazmin

CRP (mg/L)* C-reaktivni protein

Dob (g) dob

DzEpr |U(Epr)/kg tiedna doza Eprexa po kg TM

DzFer mg(Fer)/kg tiedna doza Ferrlecita po kg TM

DzRec IU(Rec)/kg

tiedana doza Recormona po kg TM

EG6PD (U/g Hb)*

glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza u eritrocitima

EGPx (U/g Hb)*

glutation-peroksidaza u eritrocitima

EGRd (U/g Hb)*

glutation-reduktaza u eritrocitima

Eoz (%) udio eozinofila

EPO (DA/NE) primjena eritropoetina u lije€enju anemije

ErAl (umol/L) koncentracija aluminija u eritrocitima

Erc (x10"/L) eritrociti

ErCd (umol/L) koncentracija kadmija u eritrocitima

ErCo (pmol/L) koncentracija kobalta u eritrocitima

ErCr (umol/L) koncentracija kroma u eritrocitima

ErCu (pmol/L) koncentracija bakra u eritrocitima

ErCu/PCu koli€inski omjer bakra izmedu eritrocita i plazme
ErCu/ErZn koli€inski omjer bakra i cinka u eritrocitima
ErFe (mmol/L) koncentracija Zeljeza u eritrocitima

ErMn (umol/L) koncentracija mangana u eritrocitima
ErMn/PMn koli€inski omjer mangana izmedu eritrocita i plazme
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kratica (jedinica)

znacenje kratice

ErMo (pmol/L) koncentracija molibdena u eritrocitima

ErNi (umol/L) koncentracija nikla u eritrocitima

ErPb (umol/L) koncentracija olova u eritrocitima

ErSe (umol/L) koncentracija selena u eritrocitima

ErZn (umol/L) koncentracija cinka u eritrocitima

ESOD (U/g Hb)* bakar, cink-superoksid-dismutaza u eritrocitima

ESOD/EGPx* omjer izmedu ESOD i EGPx

FER (DA/NE) primjena Ferrlecita

FT (ug/L)* feritin

FT/PRO (ug/g PRO)*  omijer izmedu feritina i ukupnih proteina

GGT (U/L) v-glutamiltransferaza

Glu (mmol/L) glukoza

HbA 1 (%) hemoglobin A,

Hct hematokrit

HDL (mmol/L) HDL-kolesterol

Hgb (g/L) hemoglobin

HLR (%) udio retikulocita s visokim rasapom laserske svjetlosti

IgG (g/L)* imunoglobulin G

lgG+igM omjer izmedu zboja koncentracija imunoglobulina (IgG i IgM) i
ALB albumina

IgM (g/L)* imunoglobulin M

IRF indeks nezrelosti retikulocita

KAI (umol/L) koncentracija aluminija u krvi

KAP (pice) konzumacija alkoholnih pi¢a

Kbil (umol/L) konjugirani bilirubin

KCd (pmol/L) koncentracija kadmija u krvi

KCo (pmol/L) koncentracija kobalta u krvi

KCr (umol/L) koncentracija kroma u Krvi

KCu (pmol/L) koncentracija bakra u krvi

KEs (U/L) pseudokolinesteraza

KFe (mmol/L) koncentracija zeljeza u krvi

KMn (umol/L) koncentracija mangana u Krvi

KMo (umol/L) koncentracija molibdena u krvi

KNi (umol/L) koncentracija nikla u krvi

KOL (mmol/L) ukupni kolesterol

KOL/HDL omjer izmedu ukupnog kolesterola i HDL-kolesterola
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kratica (jedinica)

znacenje kratice

KPb (umol/L) koncentracija olova u Krvi

Krea (umol/L) kreatinin

KSe (pmol/L) koncentracija selena u krvi

KtV isporu¢ena doza HD (kinetika ureje)

KZn (umol/L) koncentracija cinka u krvi

LBM (kg) procijenjena nemasna tjelesna masa

LD (U/L) laktat-dehidrogenaza

LDL (mmol/L) LDL-kolesterol

LDL/HDL omjer izmedu LDL-kolesterola i HDL-kolesterola
LHCC (%) udio hipokromnih eritrocita

Limfo (%) udio limfocita

Lkc (x10°%/L) leukociti

MCH (pg) prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitu
MCHC (g/L) prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima
MCYV (fL) prosjec¢ni volumen eritrocita

MHD (CTM/PSM) vrsta hemodijalizne membrane

Mono (%) udio monocita

MPV (fL) prosjec¢ni volumen trombocita

MRYV (fL) prosjec¢ni volumen retikulocita

MSCYV (fL) prosjec€ni sferoidni volumen eritrocita
MSCV/MCV omjer izmedu sferoidnog i nativhog volumena eritrocita
Neut (%) udio neutrofila

ne-HDL (mmol/L) ne-HDL-kolesterol

NTFe (umol/L)* ukupno ne-transferinsko Zeljezo

NTFe(ll)* omjer izmedu dvovalentnog i trovalentnog
NTFe(lll) ne-transferinskog Zeljeza

NTFe(ll) (umol/L)*

dvovalentno ne-transferinsko zeljezo

NTFe(lll) (umol/L)*

trovalentno ne-transferinsko zeljezo

NTFe/TF (umol/g TF)*

omjer izmedu ukupnog ne-transferinskog
Zeljeza i transferina

PAI (pmol/L) koncentracija aluminija u plazmi

PaP (DA/NE) navika pasivnog pusenja

PCd (umol/L) koncentracija kadmija u plazmi

PCo (umol/L) koncentracija kobalta u plazmi

PCr (umol/L) koncentracija kroma u plazmi

PCu (umol/L) koncentracija bakra u plazmi
PCu/PZn koli€inski omjer bakra i cinka u plazmi
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kratica (jedinica)

znacenje kratice

PDW (%) raspodjela trombocita po volumenu

PFe (umol/L) koncentracija Zeljeza u plazmi

PK (nmoL/mg)* proteinski karbonili na miligram proteina
PMn (pmol/L) koncentracija mangana u plazmi

PMo (umol/L) koncentracija molibdena u plazmi

PNi (umol/L) koncentracija nikla u plazmi

PoFe (mg) potrebe za nadomjeskom Zeljeza

PONa (U/L)* natrijem stimulirana aktivnost paraoksonaze
POND (U/L)* bazalna aktivhost paraoksonaze

PPb (umol/L) koncentracija olova u plazmi

PRO (g/L)* ukupni proteini

PSe (umol/L) koncentracija selena u plazmi

PT (m?) povrsina tijela

PZn (umol/L) koncentracija cinka u plazmi

RDBZ (g) razdoblje od dijagnoze bubreznog zatajenja
RDW (%) raspodjela eritrocita po volumenu

REE (kJ) bazalne metaboli¢ke energijske potrebe
REE/kg (kJ) Ezlzeaslrr:(ee nrr::;e;bollcke energijske potrebe po kilogramu nemasne
Ret (%) udio retikulocita

RHD (9) razdoblje od poCetka hemodijalize

RzEpr pokazatelj rezistencije na Eprex

RzFer pokazatelj rezistencije na Ferrlecit

RzRec pokazatelj rezistencije na Recormon

SCa (mmol/L)* ukupni kalcij u serumu

SCI (mmol/L)* kloridi u serumu

SCP (U/g)* specificna feroksidazna aktivnost ceruloplazmina
SCu (umol/L)* bakar u serumu

SCu/CPm (umol/g)* omjer izmedu bakra i ceruloplazmina

SCus (umol/L)* ne-ceruloplazminski bakar u serumu

SFe (umol/L)* zeljezo u serumu

SGRd (U/L)* glutation-reduktaza u serumu

SK (mmol/L)* kalij u serumu

SMg (mmol/L)* ukupni magnezij u serumu

SNa (mmol/L)* natrij u serumu

SP (mmol/L) anorganski fosfati u serumu
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kratica (jedinica)

znacenje kratice

Spol (m/z) spol

SSOD (U/L)* bakar, cink-superoksid-dismutaza u serumu
SSOD/SGRd* omjer izmedu SSOD i GRd

SSODcy (U/L)* superoksid-dismutaza rezistentna na inhibiciju cijanidom
TBW (kg) procijenjena masa ukupne vode u tijelu

TF (g/L)* transferin

TG (mmol/L) trigliceridi

TG/HDL omjer izmedu triglicerida i HDL-kolesterola

THD (h) tjiedno vrijeme podvrgavanja hemodijalizi

TIBC (umol/L)* ukupni kapacitet vezanja zeljeza

TM (kg) tielesna masa

Trc (x10%/L) trombociti

TSAT (%)* zasicenje transferina Zeljezom

Ubil (umol/L) ukupni bilirubin

UIBC (pmol/L)* nezasiceni kapacitet vezanja zeljeza

Ur (mmol/L) ureja

Urat (umol/L) urati (mokracéna kiselina)

URR (%) isporu¢ena doza HD (postotak sniZzenja ureje)
VOM (kg) procijenjena masa visceralnih organa

VOM/kg masa visceralnih organa po kg TM

at (%) udio a4-globulina u ukupnim serumskim proteinima
a2 (%) udio ax-globulina u ukupnim serumskim proteinima
B (%) udio B-globulina u ukupnim serumskim proteinima
Y (%) udio y-globulina u ukupnim serumskim proteinima
aimG (mg/L)* oii-mikroglobulin

pmG (mg/L)* B2-mikroglobulin
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9. ZIVOTOPIS

Renat Mujagi¢ roden je 27. svibnja 1972. godine u Biha¢u. Osnovnu $kolu i Matematicku
gimnaziju zavrSio je u Puli. Diplomirao je 13. rujna 1996. godine na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, smjer Medicinska biokemija.

U akademskoj godini 1999/2000. upisao je poslijediplomski studij prirodnih znanosti,
smjer Toksikologija, pri Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te je
magistrirao 8. travnja 2003. godine pod voditeljstvom dr. sc. Spomenke TeliSman.

Od 1. listopada 2001. godine bio je znanstveni novak u Institutu za medicinska istrazivanja
i medicinu rada, u Jedinici za klini¢ko-toksikolosku kemiju, gdje je aktivno sudjelovao u
okviru programa trajne istrazivacke djelatnosti Instituta pod nazivom "Utjecaj okoliSa na
zdravlje", na projektu "Ucinci metala na reprodukcijsko zdravlje u musSkaraca". Odlukom
Znanstvenog vijeca Instituta 2003. godine izabran je u suradni¢ko zvanje asistenta.

Od 19. travnja 2005. godine zaposlen je u Djelatnosti za laboratorijsku dijagnostiku u
Op¢oj bolnici Pula. U razdoblju od 28. kolovoza 2006. godine do 27. kolovoza 2009. boravio
je u Klinickom zavodu za kemiju u Klini¢koj bolnici ,,Sestre milosrdnice* u Zagrebu radi
stru¢nog usavrSavanja prema programu za specijalizaciju iz Medicinske biokemije.

Znanstveno istrazivacki rad u Zavodu zapoceo je s 1. lipnjem 2008. godine u okviru
projekta pod nazivom ,,Hemoreoloski poremecaji u kroni¢nim bolestima®, na znanstvenom
podrucju Biomedicina i zdravstvo, uz voditeljstvo doc. dr. sc. Nade Vrkic.

U svrhu izrade doktorskog rada, a u okviru maticnog projekta, 2008. godine dogovorio je
daljnju suradnju s voditeljicom Jedinice za analiticku toksikologiju i mineralni metabolizam u
Institutu za medicinska istraZzivanja i medicinu rada dr. sc. Jasnom Jurasovi¢ te prijavljuje
temu doktorskog rada pod naslovom ,,U¢inci nadomjesnog lijeCenja intravenskim pripravcima
zeljeza na mineralni 1 antioksidacijski status u bolesnika lijjecenih hemodijalizom* uz
voditeljstvo doc. dr. sc. Nade Vrki¢ i dr. sc. Jasne Jurasovic.

Po uspjesno obavljenim obvezama iz programa za specijalizaciju, 27. listopada 2009.
godine stekao je zvanje specijalista medicinske biokemije. Po povratku sa struc¢nog
usavrSavanja, u Djelatnosti za laboratorijsku dijagnostiku obnaSa poslove Voditelja kvalitete.

Sudjelovao je na brojnim znanstvenim i stru¢nim skupovima, primjerice, 3. i 5. hrvatski
kongres medicinskih biokemicara (rujan 1999. g. u Vukovaru, listopad 2006. g. u Porecu) te
3" Central European Conference on Reference Materials and Measurements (svibanj 2002. g.
u Rogaskoj Slatini).

Clan je Hrvatske komore medicinskih biokemicara, Hrvatskog drustva medicinskih
biokemicara i Hrvatskog mjeriteljskog drustva.
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TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

U¢inci nadomjesnog lijeCenja intravenskim pripravcima Zeljeza na mineralni i
antioksidacijski status u bolesnika lijeCenih hemodijalizom

Renat Mujagic¢
Opc¢a bolnica Pula

SazZetak
Cilj ovog istrazivanja je bio ispitivati povezanost izmedu upale, oksidacijskog stresa,
antioksidacijskog i mineralnog statusa u bolesnika lijeCenih hemodijalizom s obzirom na primijenjene
nacine lijecenja. Klinicko znacenje sveukupnih meduodnosa izmedu antioksidacijskog sustava obrane,
statusa elemenata u tragovima, upale, oksidacijskog stresa su razmotreni u svrhu odabira primjerenih
postupaka lijeCenja i hemodijalize.
Stotinu i tri bolesnika lijeCenih hemodijalizom s potpisanom pisanom privolom (68 muskaraca i 23
zene) su ukljuceni u klini¢ko istrazivanje. Pedeset i tri bolesnika su intravenski lijeCeni Ferrlecitom i
eritropoetinom, dok pedeset bolesnika nije primalo Ferrlecit. Biokemijski i hematoloski pokazatelji su
odredivani standardnim harmoniziranim metodama prema smjernicama Hrvatske komore medicinskih
biokemicara ili drugim primjerenim metodama.
Srednjaci koncentracije selena i cinka te aktivnosti pseudokolinesteraze i paraoksonaze su nizi od
donje granice referentnog intervala u 103 bolesnika lijeCenih hemodijalizom. U bolesnika lije¢enih
Ferrlecitom 1 eritropoetinom je smanjena aktivnost bakar,cink-superoksid-dismutaze u eritrocitima i
povecéana koncentracija feritina u serumu u usporedbi s bolesnicima koji nisu lijeCeni antianemicima.
Aktivnost serumske superoksid-dismutaze je pozitivno povezana s koncentracijom trovalentnog-ne-
transferinskog Zeljeza i koncentracijom proteinskih karbonila. Neposredno nakon primjene infuzije
Ferrlecita opaZen je porast koncentracije ne-transferinskog Zeljeza i ne-ceruloplazminskog bakra u
serumu s popratnim smanjenjem omjera izmedu dvovalentnog i trovalentnog ne-transferinskog
zeljeza.
Poremecaj metabolizma esencijalnih elemenata u tragovima (nedostatak selena i cinka) s pridruzenim
poremecajem antioksidacijskog sustava u eritrocitima (bakar, cink-superoksid-dismutaza) i/ili
antioksidacijskih enzima u plazmi (paraoksonaza) uz pridruZeni porast oksidacijskog stresa moze
pridonijeti razvoju anemije, upale i pothranjenosti §to rezultira aterosklerozom i drugim krvozilnim
komplikacijama u bolesnika lijeCenih hemodijalizom. Porast aktivnosti serumske superoksid-
dismutaze u oksidacijskom stresu predstavlja prilagodbeni odgovor na povecani oksidacijski stres.

Rad je pohranjen u knjiznici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, te Nacionalnoj i sveucilisnoj
knjiznici.
(119 stranica, 30 slika, 24 tablice, 276 literaturna navoda, izvornik je na hrvatskom jeziku)

Kljuéne rijeci: hemodijaliza, antioksidacijski enzimi, elementi u tragovima, upala, oksidacijski stres,
zeljezo, bakar, anemija, eritropoetin, ateroskleroza
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University of Zagreb
Faculty of Pharmacy and Biochemistry Doctoral Thesis

Effects of intravenous iron supplementation treatment on mineral and antioxidative
status in hemodialysed patients

Renat Mujagié
General Hospital Pula

Summary

The aim of this study was to investigate the relationship between inflammation, oxidative stress,
antioxidative and trace elements status in regard to treatment modalities in hemodialysed patients. The
clinical relevance of overall interrelationships between the antioxidative defense system, trace
elements status, inflammation and oxidative stress is considered for optimizing various therapies and
hemodialysis modalities.

A hundred and three hemodialysed patients with signed informed consent (sixty-eight males and
thirty-five females) were included in this clinical trial. Fifty-three patients underwent intravenous
therapy with Ferrlecit and erythropoietin, whereas fifty patients had no Ferrlecit treatment.
Biochemical and hematological parameters were determined by standard harmonized methods
according to the guidelines of the Croatian Chamber of Medical Biochemists or other appropriate
analytical methods.

Mean selenium and zinc plasma concentration and serum pseudocholinesterase and paraoxonase
activity were below the reference range in 103 hemodialysed patients. Patients treated with Ferrlecit
and erythropoietin had a lower copper, zinc-superoxide dismutase activity in erythrocytes and higher
feritin serum concentration when compared with untreated patients. Thereafter, serum superoxide
dismutase activity was positively associated with ferric non-transferrin iron and protein carbonyls
level. An increase of non-transferrin iron and non-ceruloplasmin copper serum concentration
accompanied with a concomitant decrease of ratio between ferrous and ferric non-transferrin iron were
observed immediately after Ferrlecit infusion.

Essential trace elements metabolism disbalance (selenium and zinc deficiency), with a concomitant
disbalances of the antioxidant system in erythrocytes (copper, zinc-superoxide dismutase) and/or
antioxidant enzymes in plasma (paraoxonase) in addition to occurrence of oxidative stress may
contribute to anemia, inflammation and undernutrition that result with atherosclerosis and other
vascular complication in hemodialysed patients. An increase of serum superoxide dismutase activity in
oxidative stress represents adaptive response to enhanced oxidative stress.

Thesis is deposited in the library of the Faculty of Pharmacy and Biochemistry and University Library
(119 pages, 30 figures, 24 tables, 276 references, original in Croatian language)

Key words: hemodialyse, antioxidative enzyme, trace elements, inflammation, oxidative stress, iron,
copper, anemia, erythropoietin, atherosclerosis

1* supervisor: Nada Vrki¢, PhD, assistant professor
o supervisor: Jasna Jurasovi¢, PhD, scientific adviser
Reviewers: 1. Lada Rumora, PhD, associate professor

2. Nada Vrki¢, PhD, assistant professor

3. Jasna Jurasovié¢, PhD, scientific adviser

4. Franjo Plavsi¢, PhD, scientific adviser

5. Marija Poljak-Blazi, PhD, scientific adviser

Thesis accepted: June 20, 2012

121



